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RESUMO

Recollemos nesta Memoria o traballo realizado durante catro anos co obxectivo
de estudar a composicién fenodlica dos mostos elaborados coa caste Albarifio
procedentes de tres subzonas da Denominacién de Orixe Rias Baixas (Condado
do Tea, O Rosal e Val do Salnés), facendo fincapé nos aspectos metodoléxicos
que require un proceso de separacion de compostos fendlicos en mostras moi
complexas, nas que coexisten un elevado numero de compostos con estruturas
quimicas moi diferentes. Neste sentido, a utilizaciébn combinada de diversas
técnicas cromatograficas tanto analiticas coma preparativas (PC, HPLC-DAD) e
espectrofotométricas (UV-vis, LC/ESI-MS-MS), xunto coa realizaciéon de
hidrélises (acidas, alcalinas e enzimaticas), foi fundamental para levar a cabo o
illamento e a identificaciéon dos compostos fenodlicos presentes nos mostos:
derivados benzoicos e hidroxicinamicos, estilbenos, flavonois, flavan-3-ois e

flavanoides.

A combinacion das técnicas citadas permitiu illar un total de 121 compostos
fenodlicos dos que tan s6 12 non puideron ser identificados; para 51 dos 109
compostos identificados, esta identificacion foi total, mentres que os 58
restantes foron s6 parcialmente identificados. Debemos resaltar que temos
identificado 10 compostos nunca antes citados en mostos, dos que a
phloridzina (dihidronaringenin-2’-O-glucésido), o quercetin-3-O-xilésido, o
kaempferol-3-O-xil6sido e dous diglicosidos da quercetina tampouco se tifan
atopado con anterioridade en Vitis vinifera e outros 3 (o 4-O-B-D-glucésido do
acido p-coumarico, o dihidroquercetin-3-O-xilésido e a dihidroquercetina) so6
tinan sido identificados en vinos. Dos outros dous restantes, o hexésido da
naringenina foi identificado recentemente en uvas brancas, e o (-)-
epicatequingalato sé tifia sido atopado en sementes. Por outra banda, este
traballo tamén nos permitiu confirmar a natureza duns compostos que son
produtos da transformacion das formas isoméricas cis dos estilbenos pola
accion da luz UV, e que nalgin caso foran erréneamente identificados como cis-

resveratrol. Indicar tamén, que temos atopado nos nosos mostos un elevado



numero de compostos fenélicos potencialmente bioactivos, dos que podemos
destacar os 14 estilbenos, os 15 dihidroflavonois e os 18 derivados

hidroxicinamicos.

As diferenzas na composicion fenolica atopadas entre os mostos analizados,
foron s6 cuantitativas, debendo sinalar que os procedentes da subzona do
Rosal presentaron sempre os contidos mais elevados en compostos fenélicos

totais.

Ao noso entender, este estudo supon a contribucion mais completa feita ata
hoxe sobre a composicion fendlica dos mostos elaborados coa caste galega
Albarifno, non s6 polo importante numero de compostos separados e
identificados, senén tamén polo feito de que -a diferenza doutros estudos

anteriores- non se ten limitado a un determinado grupo de derivados fenolicos.
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1. O SECTOR VITIVINICOLA GALEGO.

Se algin cultivo ten rachado co esquema clasico de aplicacién xeral a
agricultura galega, caracterizado tradicionalmente pola existencia dun
policultivo de subsistencia que se xustifica entre outras cousas pola pervivencia
dun esaxerado minifundismo, é o da vide. En efecto, o “comer con fartura e
vender o que sobra” co que Castelao describia a situacion dunha agricultura na
que o obxectivo primordial non era a comercializacién dos produtos obtidos
sen6n o autoabastecemento dos campesinos, non é na actualidade de
aplicacion ao sector vitivinicola galego, que experimentou unha indubidabel

evolucion nos ultimos tempos.

Con todo, esta evolucion foi mais patente no sector da enoloxia, no que as
técnicas modernas adquirironse a un ritmo acelerado e de forma xeral no
sector, mentres que a viticultura permaneceu en boa parte ancorada no pasado
dificultando a reconversién varietal que, cando se produciu, fixoo a ritmos
desiguais nas diversas zonas produtoras, existindo mesmo algunhas nas que
este proceso de reconversion mantense ainda nun estado incipiente. En
calquera caso, non se poden negar os avances neste terreo, e son moitas as
castes tradicionais que recuperaron —ou que estan a piques de facelo- o papel
preponderante que tiveron en tempos pasados. Asi, entre as castes brancas,
debemos sinalar sen dubida a enorme expansion que sufriu o cultivo do
Albarinio e, en menor medida, o do Godello, pero tamén o lento pero
esperanzador incremento en superficie cultivada dalgunha outra branca
(Treixadura, Caifio branco,...) e os intentos por recuperar algunha das mais
afamadas tintas (Caino tinto, Espadeiro, Merenzao, Albarello, Sousén, ...), por
mais que neste caso sexa a caste foranea Mencia a que maior preponderancia

ten adquirido.

“O camino percorrido polos vifios galegos nos ultimos lustros soamente se pode
cualificar de espectacular: en quince anos pasouse dos vifios sen etiqueta e

remisos a viaxar, a uns vinos modernos, elegantes, presentes en todos os



mercados do mundo, ben vestidos, magnificamente elaborados e segurisimos
desde o punto de vista alimentario e da sua tipicidade varietal. O raro hai
algiins anos era atopar unha etiqueta galega na carta de vifios dos grandes
restaurantes de féora de Galiza, hoxe o excepcional € que non haxa unhas
cantas”. Asi expresaba Cristino Alvarez a principios do actual século (2004) a

innegabel evolucion do sector vitivinicola galego nos ultimos anos.

De acordo cos datos recollidos no “Avance Anuario de Estadistica 2011~
(M.A.R.M., 2012), no ano 2010 o cultivo da vide na Galiza ocupaba unha
superficie total proxima as 25500 ha cunha produciéon de 144093 toneladas de
uva que no 100 % dos casos é destinada a vinificaciéon. En canto a superficie de
cultivo, a vide s6 é superada polo millo (81706 ha), e encontrase no terceiro
lugar despois deste cereal (2617325 t) e da pataca (498651 t) no que fai a

producioén.

Se temos en conta agora os datos ofrecidos pola Conselleria de Medio Rural e

do Mar da Xunta de Galicia (http://www.medioruralemar.xunta.es) para

aquelas zonas de producién vitivinicola amparadas baixo as cinco
Denominacions de Orixe existentes na Comunidade Auténoma galega (Rias
Baixas, Ribeiro, Ribeira Sacra, Valdeorras e Monterrei) poderemos observar que
no ano 2010 o cultivo da vide ocupaba unha superficie total de algo mais das
9500 ha cunha producion de case 58000 t de wuva, uns datos que,
evidentemente, tefien a stia traducion en cifras econémicas e reflicten o enorme
peso que o sector vitivinicola ten na economia galega; con case 18.000
viticultores rexistrados e cunha producion de aproximadamente 55 millons de
botellas anuais de vinos de calidade, o sector vitivinicola galego ten alcanzado
xa uns 152 milléns de euros de facturacion e unhas cifras nada desprezabeis

no que a exportacion se refire.

En calquera caso, o sector vitivinicola galego —e a stia propia evolucién- dista
moito de seren uniforme; moi ao contrario, a viticultura galega vén
caracterizada pola complexidade que lle proporcionan tanto a diversidade

climatica existente coma a dos solos de cultivo sobre os que se asenta. E xunto


http://www.medioruralemar.xunta.es/

ao clima e o solo —e en estreita relacibn con ambolos dous factores- débese
considerar tamén o relevo como un factor determinante da localizacién da vide,
por mais que neste caso a influencia se poida intuir mais indirecta. En efecto, e
como consecuencia do accidentado relevo galego e o sinuoso curso dos rios,
vanse debuxando sobre as ladeiras infinidade de enclaves mesoclimaticos, con
diferentes orientaciéons e posibilidades de iluminacién, coexistindo tipoloxias
climaticas atlanticas nas maiores altitudes e mediterraneas no fondo dos vales,
con maior temperatura e menor humidade relativa, condiciéns que, de acordo
con Hernaez-Manas e Rodriguez (2006), provocan un descenso no potencial de
calidade. Asi pois, como resultado desta interacciéon entre clima, solo e relevo e
sen esquecer que moitas das dificultades que estes tres factores poidan
impofer na vifia son superadas pola accion humana, quen de modificar
determinadas situacions adaptandoas as suas necesidades, poderianse
considerar na nosa xeografia vitivinicola ao menos tres viticulturas
diferenciadas, de condicionamentos peculiares (Hernaez-Manas, 2004). Cara ao
occidente, a tipoloxia climatica atlantica, ainda que temperada por certa aridez
estival, asenta sobre un substrato de granito, con temperaturas e humidades
relativas moderadas, garantia dun envexabel ritmo de maduracion; non
debemos esquecer que € precisamente a moderacion das temperaturas durante
as ultimas fases da maduracion a que permite reter bos niveis de acidez e
producir, polo tanto, vifios de excelente equilibrio e cun potencial aromatico
intenso e diferenciado. No centro e sur, a ecotonia climatica atlantico-
mediterranea incide tamén nalgins casos sobre depositos aluviais non
consolidados, mentres que na zona oriental, os vales presentan componentes
mediterraneos mais acentuados e solos que se articulan sobre substratos
lousentos. Non resulta fortuito, xa que logo, que cada unha destas areas posua

viflos cunhas caracteristicas diferenciais.

Con todo, a existencia desta diversidade de vinos, non obedece unicamente a
variabilidade edafoclimatica nin a presenza de numerosas pequenas adegas,
resultado da pervivencia —-non sempre residual- do minifundismo galego. Existe
un factor moi importante, a enorme riqueza de castes ancestrais que os

viticultores galegos herdaron dos seus antergos e que deron lugar a que no



proceso de reconstrucion do vinedo se mantivese unha alta diversidade

xenética.

En efecto, a personalidade e a orixinalidade dos vifios galegos descansan sobre
un perfecto engarzamento entre o labor secular dos viticultores, a existencia
dun complexo varietal propio e exclusivo do NO peninsular e os condicionantes
ecoclimaticos do medio. Neste sentido, o complexo varietal tradicional,
constituido por un minimo dunhas sesenta castes de uvas (na coleccién que a
Xunta de Galicia ten na Estacion de Viticultura e Enoloxia de Galicia, EVEGA,
recollense 110 castes cultivadas na Galiza, por mais que se poida tratar nalgin
caso de homonimias e sinonimias ou mesmo de cultivares foraneos e/ou de
escasa implantaciéon no noso vinedo), ten as stas orixes nun material xenético
de tipoloxia claramente atlantica, con produciéns de acios en xeral pequenos
ou medianos, acentuada fertilidade dos netos e producion de raspén
comparativamente elevadas, o que implica en moitos casos rendementos

reducidos na conversion uva-mosto (Hernaez-Manas, 2004).

Porén, esta situacion vitivinicola tradicional que vihemos caracterizando pola
stla enorme complexidade e pola especificidade das diferentes zonas de
tradicion produtora, sufriu distintos avatares ao longo do tempo. Limitado na
actualidade a aquelas zonas que polas suas favorabeis condicions climaticas e
edafoloxicas resultan especialmente Utiles para o seu cultivo, a vide en Galiza
sufriu unha notabel evoluciéon desde o medievo, no que se cultivaba en zonas
francamente desfavorabeis nas que o seu cultivo foi progresivamente a menos

desde o s. XVIII e nas que non pasa de ser unha anécdota na actualidade.

A mediados do s. XIX, no que segundo distintos autores cultivabanse en Galiza
mais de 120 castes, queda practicamente configurado o mapa vitivinicola
actual no que a suia distribucion xeografica se refire. Na segunda metade deste
século, debido ao ataque das pragas do oidio (Uncinula necator) e do mildeu
(Plasmopara viticola), o vinedo galego sofre importantes perdas que

posteriormente, entre 1882 e 1910, vense agravadas pola invasion filoxérica



(Dactylosphaera vitifoliae) que arrasa vifiedos enteiros (Yglesias, 1983; Barrios e

col., 1998).

O clima humido e de temperaturas suaves de Galiza, moi favorabel para o
desenvolvemento do oidio (enfermidade criptogamica orixinaria de Ameérica do
Norte), facilitou a progresion desta praga con elevada rapidez. No 1853 causa
verdadeiros estragos nas provincias de Ourense e Pontevedra, e nuns cinco
anos afecta de forma importante a case todos os vifiedos de Galiza. As
principais consecuencias da “crise do oidio” foron o aumento dos custos de
producion (e, polo tanto, o dos seus vifios) e a desaparicion de case todo o
vinedo do Norte de Galiza, con excepcion da pequena comarca de Betanzos. No
1885 chega a Galiza o mildeu (tamén enfermidade criptogamica), que tina
aparecido en Francia no 1878 polo que o seu tratamento a base de sulfato de
cobre, cal e auga (o chamado “caldo bordelés”) era xa cofiecido e permitiu unha
loita rapida que evitou perdas tan elevadas como no caso do oidio; en calquera
caso, si se produciron mermas nas colleitas con certa periodicidade. A terceira
gran crise, a aparicién da filoxera (insecto ampelofago que ataca as raices e ao
sistema foliar e contra o que non se encontrou ningun tratamento eficaz), ten
lugar en Galiza en 1882, no que aparecen os primeiros casos nos vales
ourensas de Riés e Vilardevos, na fronteira con Portugal, desde onde se
estendeu en poucos anos a Pobra de Trives e Valdeorras. A finais do século XIX

a maior parte do viiedo galego estaba fortemente filoxerado (Vidal, 1996).

Sen lugar a duabidas, a chegada da filoxera, podese considerar fundamental na
evolucion posterior do cultivo da vide en Europa. Como xa adiantamos, non foi
posibel combater ao insecto por métodos quimicos, o que obrigou a busca de
plantas mais ou menos resistentes ao ataque. Dunha banda, aproveitando as
caracteristicas das plantas das vides de orixe americano (Vitis riparia, Vitis
rupestris,...) que presentan certo grao de resistencia ao insecto, buscaronse
hibridos entre estas e as de Vitis vinifera coa esperanza de conseguir
exemplares que foran resistentes a filoxera e ao mesmo tempo tiveran as
excelentes caracteristicas de producién e calidade do froito da vide europea.

Xorden asi, as plantas denominadas hibridos produtores directos. Por outra



banda, tratando de aproveitar a técnica do enxerto, coa que se poderian obter
“novas plantas” con raices americanas (resistentes por tanto a filoxera) e parte
aérea de vide europea, que manteria a calidade dos seus froitos. E xunto aos
hibridos produtores directos —que, se ben é certo, proporcionaban rendementos
altos, producian vinos dunha calidade inferior ao das viniferas- e a realizacién
de enxertos, a introducion de viniferas foraneas como a Garnacha tintureira
(denominada Alicante nalgunhas zonas de Galiza) e a Palomino fino (bautizada
na nosa viticultura como Xerez), foi unha constante na reconstrucién do noso

vinedo tras as crises.

A reconstruciéon do vinedo tras o ataque da filoxera supuxo un cambio en certa
medida revolucionario na viticultura europea, non sé pola aparicion dos
hibridos produtores directos e o incremento no intercambio do material vexetal
entre as distintas zonas de producion, senén tamén porque favoreceu a
proliferaciéon de viveiros de plantas nai de viniferas e portaenxertos, a busca de
castes resistentes, e o uso xeneralizado de técnicas como o enxerto, cuestions
todas elas que modificaron profundamente a viticultura tradicional (Vidal,
1996).

Unha vez superadas estas crises o vinedo galego empeza a recuperarse de
forma lenta e continuada ata que a finais da década de 1920 chega un
estancamento do que non se saira ata os anos setenta, nos que comeza unha
nova época de esplendor para os nosos vifios. E a partir deste momento cando
principia o renacemento da viticultura na Galiza, coa recuperacion de castes
tradicionais que, como o Godello, estaban practicamente desaparecidas, o que
supuxo unha importante transformacién no sector vitivinicola galego. Na
actualidade, esta transformacion resulta evidente en comparaciéon con
situacions pretéritas; recuperouse e potenciouse un importante ntmero de
castes tradicionais, transformouse a adega e modernizaronse as técnicas de
elaboracion de vifios, avanzandose moito tamén no eido do marketing e da
comercializacién. E neste proceso de reestruturacién e reconversiéon do noso
vinedo, o regulamento CEE 1493/1999, do 17 de maio de 1999, e a Orde da

Conselleria de Agricultura, Ganderia e Politica Agroalimentaria do 5 de
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setembro de 2000, supuxeron un importante marco de apoio normativo e
econdémico, en concordancia co “Plan de Calidade dos Vifios Galegos” elaborado
en 1986 pola Xunta de Galicia, que establecia como linas fundamentais a
recuperacion de castes ancestrais e a elaboracién de vinos de alta calidade que
nas suas caracteristicas organolépticas reflectisen as singularidades
procedentes dunha tipoloxia climatica atlantizada (Hernaez-Mafhas e Rodriguez,

2006).

A diversidade de climas e solos e a relativa especificidade do material vexetal
das que vinemos falando —que dan lugar a coexistencia na nosa Viticultura de
diversas zonas viticolas que en determinados casos poden incluir a varias
rexiébns mesoclimaticas- achegan, xunto a accion humana e a tradicion,
caracteristicas especificas aos vifios de calidade elaborados en cada unha
destas zonas. E é precisamente a proteccién legal dos vifios dunha determinada
zona, das suas caracteristicas particulares e a autenticidade do material
vexetal co que foron elaborados, un dos obxectivos perseguidos coa creacion
das Denominacions de Orixe (D.O.), que garanten ao tempo os dereitos do

consumidor.

Valdeorras

Figura 1. Mapa das cinco DOs existentes na Galiza.

Existen na actualidade na Galiza (figura 1) cinco Denominacions de Orixe
(Ribeiro, Valdeorras, Rias Baixas, Monterrei e Ribeira Sacra) xunto con outras

tres zonas produtoras de vino acollidas baixo a denominaciéon Vinos da Terra




(Barbanza e Iria, Val do Mino-Ourense e Betanzos). Faremos un repaso, por
mais que de forma resumida, das peculiaridades mais salientabeis de cada
unha delas, incidindo logo con maior fondura na D.O. Rias Baixas, por ser esta

a D.O. da que proceden os mostos de Albarifio empregados no noso estudo.

A zona de producion da D.O. Ribeiro esta situada na parte occidental da
provincia de Ourense, nas ladeiras dos rios Mino, Avia e Arnoia, e comprende
os concellos de Ribadavia, Arnoia, Castrelo de Mifio, Carballeda de Avia, Leiro,
Cenlle, Beade, Punxin, Cortegada e varias parroquias dos de Carballifio,
Boboras, Ourense, Toén e San Amaro. De acordo co seu regulamento (B.O.E.,
2009b) a elaboraciéon dos vinos brancos protexidos tera que se facer coas castes
Treixadura, Palomino, Torrontés, Godello, Macabeo, Albillo, Loureiro e
Albarifio, mentres que os tintos teran que ser elaborados en base aos Caifios
(tinto, bravo e longo), Garnacha tintureira, Ferrén, Sousén, Mencia,
Tempranillo e Brancellao; non fai unha clasificacion este regulamento entre
castes preferentes e autorizadas, ainda que destaca a caste branca Treixadura

e aos Cainos como as principais dentro da Denominacion de Orixe.

A D.O. Valdeorras ocupa gran parte da conca dos rios Sil e Xares nas
localidades do Barco de Valdeorras, A Rua, Vilamartin de Valdeorras, O Bolo,
Carballeda de Valdeorras, Larouco, Petin e Rubia, situadas todas elas ao
nordeste da provincia de Ourense. Son as brancas Godello, Loureiro,
Treixadura, Dona branca (Moza fresca), Albarifio, Torrontés e Lado, e as tintas
Mencia, Tempranillo (Aratixa), Brancellao, Merenzao (Maria Ordona ou
Bastardo), Sous6n, Caino tinto, Espadeiro e Ferron as castes consideradas
como preferentes nesta D.O., mentres que Palomino (Xerez) entre as brancas e
Garnacha tintureira, Gran negro e Mouratén entre as tintas, son consideradas

como castes autorizadas (D.O.G., 2009).

A zona de producién da D.O. Ribeira Sacra sitiase nas provincias de Ourense e
Lugo, e inclte cinco subzonas: Amandi que comprende distintas parroquias
dos concellos de Sober e Monforte de Lemos; Chantada que inclte varias

parroquias de Portomarin, Taboada, Chantada, Carballedo e A Peroxa; Quiroga-



Bibei con presenza nalgunhas parroquias de Monforte de Lemos, Pobra de
Brollon, Quiroga, Ribas de Sil, A Pobra de Trives, Manzaneda e San Xoan de
Rio; Ribeiras do Mifio que abarca parroquias de Paradela, O Savinao, Pantén,
Sober e Monforte de Lemos; e Ribeiras do Sil que se estende por distintas
parroquias de A Teixeira, Parada de Sil, Castro Caldelas e Nogueira de Ramuin.
Loureira, Treixadura, Godello, Dona Branca, Albarinio e Torrontés son as castes
brancas consideradas preferentes nesta D.O., mentres que Mencia, Brancellao,
Merenzao, Sous6n, Caifno tinto e Tempranillo tefien preferencia entre as tintas,
para as que, ademais, se autorizan as castes Garnacha tintureira e Mouratén

tamén conecida como Negreda (B.O.E., 2010).

A D.O. Monterrei, toda ela situada na comarca ourensa de Verin, esta
constituida por duas subzonas, o Val de Monterrei e a Ladeira de Monterrei,
que en ambolos dous casos engloban diferentes parroquias e lugares dos
concellos de Castrelo do Val, Monterrei, Oimbra e Verin; ademais, a subzona
Ladeira de Monterrei abrangue o concello de Vilardevoés e algunha parroquia do
concello de Riés. Entre as castes consideradas preferentes estan as brancas
Godello (chamado localmente Verdello), Dona Branca (Moza fresca) e
Treixadura e as tintas Mencia e Merenzao (Maria Ordona ou Bastardo). Como
castes autorizadas, as brancas Albarino, Caifio branco, Loureiro e Branca de
Monterrei e as tintas Tempranillo (Aratxa), Caifio tinto e Sousén (B.O.E.,

2009¢).

A D.O. Rias Baixas esténdese por un conxunto de zonas das provincias de
Pontevedra e A Coruna con caracteristicas fisicas particulares en cada caso,
pero tamén con numerosos trazos comuns a todas elas que -en certa medida-
identifican & Denominacion. Tratase de terras baixas, con altitude polo xeral
inferior a 300 m, préoximas ao mar na meirande parte dos casos e asociadas aos
tramos inferiores dos cursos fluviais do Mino (e os seus afluentes Tea, Louro e
Chabrina) nas subzonas meridionais (Condado do Tea e O Rosal), do Oitavén
na subzona de Soutomaior, do Umia que atravesa o Val do Salnés, e do Ulla
que da orixe a subzona Ribeira do Ulla, a tnica subzona da D.O. que non se

sitia enteiramente en terras pontevedresas. En todos os casos son zonas con
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caracteristicas climaticas de influencia atlantica (figura 2) —con temperaturas
suaves e precipitacions elevadas e ben repartidas- que experimentan un
descenso hidrico nos meses de veran; esta influencia atlantica das Rias Baixas
maniféstase na atenuacion das temperaturas extremas, con escasos dias
excesivamente calorosos e con apenas risco de que se produzan xeadas. O
importante aporte de choiva que recibe toda a D.O. e o descenso do aporte
hidrico que se produce no veran, leva a seca dos solos mais delgados e areosos,
e facilita a maduracion dos froitos ao elevarse a temperatura do solo (Zamuz e
col.,, 2009). Estes climas frescos, de influencia atlantica, nos que, segundo
indican Hernaez-Manas e Rodriguez (2006), as maiores temperaturas e
humidades relativas durante o proceso de maduracion das uvas retrasan a
combustion respiratoria dos acios, con mellor retencién da acidez e expresions
aromaticas mais potentes, sutis e delicadas, foron revalorizados para a
viticultura cos traballos pioneiros de Wagner en 1976, que entran en
contradicion coa crenza de que as zonas con climas mediterraneos son as
depositarias dos maiores potenciais de calidade. De feito, son moitas as zonas
viticolas europeas que se asentan sobre componentes atlantizados, por mais
que nesta viticultura o risco de ataques funxicos sexa elevado e a pesar da
esixencia dunha coidadosa seleccidén das castes a implantar, que teran que ser

de ciclo vexetativo curto.
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Figura 2. Mapa da clasificacién climatica (UNESCO).
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Polo que as caracteristicas xeoloxicas se refire, e agas para os viledos da
subzona Ribeira do Ulla, que se sitian en solos desenvolvidos sobre xistos, a
vide na D.O. Rias Baixas aséntase maioritariamente sobre materiais graniticos
e sedimentos (Rodriguez, 1993; Rodriguez-Lovelle e col., 1994). En xeral, os
solos, tradicionalmente asociados a cultivos de horta, tefien un elevado contido
en materia organica (Fontela, 1989; Lema, 1991; Rodriguez-Lovelle e col.,
1994), o que diferenza a zona das Rias Baixas das zonas vitivinicolas do

interior.

O sistema tradicional da estrutura das plantaciéons é o emparrado, que —no que
a viticultura da Peninsula Ibérica se refire- é exclusivo desta zona e do norte de
Portugal, e que recorda en boa medida ao comportamento natural da Vitis
vinifera como unha liana rubideira apoiada nas arbores, un sistema que
comparte hoxe espazo con outros sistemas de conducién. En xeral, a producion
dirixese cara aos vifios monovarietais de Albarino, sen dubida os mais
cofiecidos no mercado, pero existen excelentes plurivarietais nos que o Albarifio
se acompana dalgunha outra caste preferente na D.O. (Treixadura, Loureiro e
Cainno branco) ou, de forma mais anecdética, dalgunha das castes brancas
autorizadas (Torrontés e Godello). Os tintos tefien aqui escasa relevancia e
elabéranse en base as castes preferentes (Caino tinto, Espadeiro, Loureira e

Souson) e/ou as autorizadas Mencia, Pedral e Brancellao (B.O.E., 2009a).

De entre todas as existentes en Galiza, a D.O. Rias Baixas é, sen dubida, a que

maior crecemento ten experimentado nos ultimos tempos, e asi, de acordo cos

datos facilitados polo seu Consello Regulador (www.doriasbaixas.com), desde o
ano 1988 no que se reconece a denominaciéon, pasouse de 955 a 6.617
viticultores e de 30 a 181 adegas. E, evidentemente, esta evolucion veu da man
dun aumento da superficie de vifiedo inscrito, que pasou das 584 ha iniciais as
3.969 ha actuais (figura 3) e que supuxo pasar dos 2.400.000 kg de uva obtida
no ano 1988 aos case 42.000.000 kg que se producen na actualidade (figura 4),
un aumento da producién que ten a sua léxica traducién nos datos de vio

elaborado, que pasa dos 15.600 HL aos 286.998 HL da colleita do ano 2011, e


http://www.doriasbaixas.com/

na evolucién espectacular do volume de ventas que supuxo neste periodo un

incremento superior ao 500 % das ventas totais.

A observaciéon das figuras 3 e 4 permite confirmar a existencia desta tendencia
xeral claramente ascendente tanto para a superficie de cultivo como para a
producién de uva, por mais que para este ultimo parametro —pola existencia de
situacions climaticas adversas- existan lixeiras caidas ao longo do periodo

considerado, mais patentes nos anos 1998, 2000 e 2007.
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Figura 3. Evolucién da superficie do vifiedo na D.O. Rias Baixas.
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Figura 4. Evolucion da producién de uva na D.O. Rias Baixas.



Outro dato significativo na evolucion da D.O. Rias Baixas, que en boa medida
avala este crecemento do que vimos falando, é o da ampliacién da zona de
producién experimentada nos ultimos 15 anos, nos que as tres subzonas
existentes no momento do seu recofiecemento como Denominacién (Val do
Salnés, Condado do Tea e O Rosal) incorpéranse a de Soutomaior no 1996 e a
da Ribeira do Ulla no ano 2000.

Na figura 5 situanse de forma esquematica as cinco subzonas da D.O. que nos
ocupa, todas elas (como toda Galiza), plenamente integradas na gran rexion
Atlantica delimitada pola liha Wagner, que establece a separacién entre as
zonas mediterraneas e templado-atlanticas e que comeza ao sur de Porto, segue
polo Val do Douro subindo cara ao leste por Valladolid, Burgos e Logrono, e
remonta os Pirineos polo Pais Vasco francés ata Cahors zigzagueando polo
centro de Europa ata chegar a Ucraina onde se xunta coa lifia limite

setentrional do cultivo da vide (Hidalgo, 2004).
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Figura 5. Mapa das cinco subzonas da D.O. Rias Baixas.

Se consideramos agora os datos porcentuais de superficie de cultivo e de

producién de uva correspondentes ao ano 2011 agrupados por subzonas (figura



0), queda patente a preponderancia —no que a estes parametros se refire- das

tres subzonas inicialmente recofiecidas na D.O. Ria Baixas.
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Figura 6. Datos de superficie de vifiedo e producion de uva na D.O. Rias Baixas no 2011.

Esta importancia relativa das subzonas do Val do Salnés, Condado do Tea e O
Rosal fronte as outras duas subzonas (Soutomaior e Ribeira do Ulla), que
tamén se reflicte no nimero de viticultores e adegas, inclinounos a recoller as
mostras empregadas no noso estudo nestas tres subzonas, que imos describir

brevemente a continuacion.

A subzona do Val do Salnés esta localizada ao noroeste da provincia de

Pontevedra, na zona baixa do val do rio Umia, comprende os concellos de



Cambados, Meano, Sanxenxo, Ribadumia, Meis, Vilanova de Arousa, A Illa de
Arousa, Portas, Caldas de Reis, Vilagarcia de Arousa, Barro e O Grove (B.O.E.,
2009a). Tratase dunha ampla chaira onde —a pesar de que a rocha nai é case
exclusivamente de tipo granitico- existe unha grande variedade edafica. Os
solos sobre os que se asenta o vifledo son polo xeral mais fértiles que nas
outras subzonas, cun elevado contido en materia organica e mais fondos.
Climaticamente esta subzona atépase baixo un dominio oceanico, cunha
tendencia a aridez estival moi pouco marcada xa que non existen meses de seca
absoluta. As precipitacions son elevadas (1.500 mm) e as temperaturas medias
anuais sitianse arredor dos 14 °C, con invernos moi suaves (10 °C) e verans
nos que se poden acadar os 20 °C (Santos, 1992; Enciclopedia Galega

Universal, 2002c).

A subzona do Condado do Tea esta localizada ao surleste da provincia de
Pontevedra, estendéndose pola marxe dereita do rio Mino e adecuandose
perfectamente ao val do rio Tea, cunha superficie de 235 km? (Santos, 1992).
Incltae os concellos de Salvaterra do Mino, As Neves, Arbo, Crecente, Salceda de
Caselas e Ponteareas e algunhas parroquias dos concellos da Caniza, Tui e Mos
(B.O.E., 2009a). Bordeando a comarca, agas polo sur, existen diversas
elevacions sobre rochas hercinianas graniticas e metamoérficas de tipo xistoso.
Estas condiciéns topograficas e morfoloxicas favoreceron a formacion de
terrazas nas marxes dos rios que circulan polo centro da comarca, mentres que
nos vales aparecen frecuentes acumulaciéns de materiais non consolidados de
tipo area, arxila ou grava. Esta subzona pddese encadrar no dominio climatico
oceanico humido, cunhas variaciéons térmicas estacionais e diurnas febles e
precipitaciéns abondosas. A temperatura presenta valores moi suaves sen que
haxa invernos frios nin verans excesivamente calorosos. A temperatura media
anual sitiase entre os 14 e os 15 °C baixando nas areas mais montanosas ata
os 12 °C, mentres que os valores de precipitaciéon oscilan entre os 1.200 e
1.500 mm. Malia ser un clima htimido, esta presente a aridez estival nos meses
de xullo e agosto cun déficit hidrico que se sitia entre os 200 e os 400 mm

(Enciclopedia Galega Universal, 2002b).



A subzona do Rosal esta localizada ao suroeste da provincia de Pontevedra, no
Baixo Mino, e inclie os concellos do Rosal, Tomifio e A Garda e algunhas
parroquias dos de Tui e Gondomar (B.O.E., 2009a), cunha extensién duns 150
km?2. Tratase dun continuo coa subzona do Condado do Tea coa que realmente
forma unha unidade desde o punto de vista xeografico na comarca do Baixo
Mino. Nesta subzona o clima tamén é oceanico humido con tendencia & aridez
estival —con temperaturas suaves arredor dos 15 °C de media anual e
precipitaciéns importantes, préoximas aos 1.500 mm concentradas no outono e
inverno- e con fenomenos de inversion térmica e frecuentes néboas, trazos
climaticos caracteristicos do interior rexional (Enciclopedia Galega Universal,
2002a). Os solos acidos e probes en nutrientes caracterizanse pola abundancia
de gravas e grandes cantos rodados acompanados de arxilas e areas asociadas

a rochas graniticas, gneises e xistos (Santos, 1992).

2. A CASTE ALBARINO.

Polo que fai ao conxunto varietal cultivado en cada unha das tres subzonas, e
tal e como se pode observar na taboa 1 elaborada a partir dos datos do

Consello Regulador (www.doriasbaixas.com), ainda que existen diferenzas na

porcentaxe de producion para cada caste branca segundo a zona de que se

trate, podese falar dunha clara uniformidade varietal.

Taboa 1. Porcentaxe relativo da produciéon de cada caste nas tres

subzonas da D.O. no ano 2011.

Val do Salnés Condado do Tea O Rosal

Albarifio 99,98 82,70 94,71
Treixadura 0,01 2,31 4,16
Loureiro 0,01 7,81 0,78
Outras brancas 0,00 7,17 0,36

Hai que salientar, neste sentido, a inexistencia de Caiho branco e outras castes
brancas (e a existencia testemunal da Treixadura e Loureiro) na subzona do Val

do Salnés e a absoluta preponderancia do Albarifio en todas e cada unha das


http://www.doriasbaixas.com/

subzonas, unha preponderancia que non parece que vaia perder se temos en

conta a evolucién da producion desta caste na D.O. nos ultimos anos (figura 7).
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Figura 7. Evolucién da producién da uva Albarifio na D.O. Rias Baixas.

Sinalar ademais que a producion de uva Albarifio no Val do Salnés supuxo no
ano 2011 o 65,37 % da producion total na D.O. fronte ao 19,90 % e o 11,09 %
que corresponden, respectivamente, as subzonas do Condado do Tea e O Rosal
e o absolutamente anecdoético da producién desta caste nas outras duas

subzonas (Ribeira do Ulla e Soutomaior).

A caste Albarino vén sendo considerada, xunto coa Treixadura e o Godello,
unha das castes atlanticas mais antigas, orixinais e tradicionais da Galiza
(Martinez-Chantada e col., 1999), sen que se pofian de acordo os distintos
autores sobre a suia orixe para a que existen diversas hipoteses (Del Cano
Abad, 1984, 1991). Debemos destacar aqui o recente traballo de Diaz-Losada e
col. (2012) que fan un exhaustivo estudo molecular do material xenético
existente na coleccion da EVEGA (Leiro-Ourense) e chegan a conclusion de que
as castes galegas teflen duas orixes; un grupo asentado na parte mais

occidental da Galiza e no que inclien ao Albarinio e 4 maior parte das castes



consideradas tradicionais, que ten os seus ancestros nas castes francesas e
que teria chegado a Galiza a través do seu cultivo nos mosteiros logo da
reconquista no século X, e un segundo grupo (asentado na parte oriental da
Galiza) que teria a sUia orixe nas castes procedentes de Castela e do sur de
Espana. A hibridacion entre os xenotipos introducidos, e a posterior seleccion
polos labregos galegos, daria lugar a enorme variabilidade existente hoxe por
adaptacion as condicions climaticas locais. Describe Oliveira (2000) o Albarifio
como unha caste de acio pequeno, alado e frecuentemente duplo polo
desenvolvemento da &, con compactidade media e pedinculo curto; cun bago
de tamano medio, con forma esférica, coa pel de cor verde-amarela que adquire
unha tonalidade dourada a medida que aumenta o tempo da exposicion ao sol,
e a polpa incolora De acordo con Fajardo (1984), tratase dun cultivar moi

sensibel ao oidio e algo menos ao mildeo e & botrite.

Considerada de sempre dentro do grupo de viniferas brancas potencialmente
produtoras de vinos de calidade, da lugar a viflos monovarietais caracterizados
pola sua cor amarela con tonalidades verdes ou douradas, con aromas
froiteiros que recordan a maza, ainda que existen pequenos matices entre os
Albarinos das distintas subzonas, debido principalmente as diferenzas
climaticas, de orografia e solo. Asi, de acordo con Vilanova e Vilariiio (2006), o
Albarifnio do Val do Salnés é mais floral e os aromas son mais vexetais (maza
verde), ten maior estrutura en boca e maior acidez; o Albarifno da zona do Rosal
€é mais redondo en boca, ten aromas a froita de 6so (albaricoque, melocoton)
pero tamén ten algtins matices florais, menor acidez e maior grao alcohdlico.
Son vinos, en xeral, frescos e suaves, con suficiente corpo e grao alcohélico e

boa persistencia en boca.

En consonancia coa sua importancia na Galiza e na D.O. Rias Baixas, a zona
de maior cultivo desta caste branca, o Albarino é tamén unha das castes
galegas mais estudada. Son moitos, en efecto, os traballos nos que este cultivar
é protagonista; moitos e abordados con enfoques e obxectivos ben distintos.
Sen pretender facer un repaso exhaustivo, citaremos en primeiro lugar os

traballos monograficos de Del Cafio Abad (1984, 1991) e Fajardo (1984) nos



que se describen, con evidente propésito divulgativo, desde as principais
caracteristicas morfoloxicas da caste, as labores empregadas no seu cultivo
(marcos de plantacion, abonado e fertilizacién, sistemas de poda e
conducion,...) e as enfermidades e tratamentos fitosanitarios, ata os métodos de
vinificacion, a lexislacion e o estudo econémico da implantacion do cultivo e da
elaboracion do viho Albarifio. Os sistemas de conduciéon do Albarifio foron
obxecto tamén dos traballos de Vazquez e col. (2008) que ponien de manifesto
que o cultivo en espaldeira presenta mellores taxas de xermolacion e fertilidade
e que, neste sistema de conducion, os bagos amosan maior maduraciéon cunha
composiciéon mais equilibrada que no emparrado. Adica Fajardo (1984) un
capitulo do seu libro ao estudo dos portaenxertos de mais ampla utilizacion
para esta caste, un aspecto que abordan con maior rigor cientifico Masa (1985,
1988), ao considerar a afinidade bioquimica enxerto-patréon en funcién da
composicién proteica e isoenzimatica da vinifera e das stias zonas de cultivo, e
Cabaleiro e Garcia-Berrios (1994) que estudan o comportamento de distintos

clons de Albarifio enxertados en dous patrons americanos diferentes.

Tamén a caracterizacion da caste foi obxecto de numerosos estudos,
acometidos desde opticas diferentes e empregando distintas metodoloxias.
Pédense citar entre outros os traballos levados a cabo por Pérez-Fernandez e
col. (1993), Freijanes e Alonso (1997), Loureiro (1993, 1999), Martinez, (2002),
Martinez e col. (1994) e Boso e col. (2004, 2005), que en todos os casos utilizan
métodos baseados na descricibn de caracteres ampelograficos e/ou
agronémicos, dependentes en exceso de factores ambientais como clima, solo,
labores de cultivo e mesmo o estado sanitario das plantas (Wolfe, 1976). Por
esta razon, foron moitos os autores que dirixiron os seus esforzos cara a busca
doutros marcadores con menor dependencia de factores externos, e asi,
debemos citar os traballos de Vidal (1996), Vidal e col. (1998, 1999a,b),
Loureiro e col. (1998) e Vilanova e col. (2009) que caracterizan a caste Albarifio
empregando marcadores isoenzimaticos e/ou moleculares, ou os de Dopico-
Garcia e col. (2007) e Masa e col. (2007) que empregan como marcadores
taxonémicos os flavonoides das uvas, compostos que foron utilizados tamén

por Andrade e col. (2001) para a caracterizacion dos vinos da caste Albarino. E



debemos considerar, asi mesmo, aqueles traballos que caracterizan ao Albarifio
en funcién da stia composicién aromatica, por mais que a meirande parte deles
estean dirixidos & caracterizacion dos vifios. Destacaremos os de Carballeira-
Lois e col. (2001) e Diéguez e col. (2003) que estudan os compostos aromaticos
nas uvas do Albarifio e outras castes brancas; os do grupo liderado por Oliveira
(Oliveira, 2000; Oliveira e col., 2004, 2006, 2008a,b; e Genisheva e Oliveira,
2009) na Universidade de Minho (Braga — Portugal) que analizan os aromas
varietais e fermentativos para a caracterizacion das principais castes da rexion
demarcada “Vinhos Verdes”, concluindo entre outras cousas que os alcohois Ceg
comportanse como marcadores varietais e da orixe dos vifios; os de Versini e
col. (1994) e Vilanova e Sieiro (2006), que analizan os terpenos libres e ligados
nos vinos Albarifio; e os de Zamuz e Vilanova (2006a,b), Vilanova e col. (2007) e
Falqué e col. (2008), que describen a composicion aromatica en vifios e mostos
procedentes de diferentes zonas de cultivo analizando o efecto do “terroir” na
composicién volatil do Albarifio. Dentro deste mesmo apartado, citaremos
tamén a Vilanova e Vilarifio (2006), Zamuz e col. (2006, 2007a) e Vilanova e col.
(2008) que estudan, desde o punto de vista da analise sensorial, os vilos da
caste Albarino e a influencia da sta orixe xeografica sobre a composicion

aromatica.

Paralelamente, e co obxectivo de fomentar a calidade e o bo estado sanitario do
material vexetal e garantir asi a identidade e a personalidade dos caldos con el
elaborados, desenvolvéronse distintas lihas de investigacion dirixidas a
seleccion clonal e sanitaria do Albarifno. A inexistencia dunha politica agricola
clara neste sentido, que levou aos viticultores e viveiristas a facer (no principio
da década dos 80 do pasado século) unha seleccion de material vexetal de
forma descontrolada para a realizacion de novas plantacions de Albarino
(Benayas, 1992), xustificaba de cheo esta orientacion dos esforzos
investigadores. Citaremos os traballos de Ballester e col. (1988) e Ferro (1989)
por seren pioneiros nesta disciplina; os de Cabaleiro (1995) que aborda a
incidencia do virus do enrolado da vide na caste Albarino, e os de Zamuz e col.
(2007b) que estudan, en funciéon de distintos parametros enoloxicos (contido en

azucre, acidez total, grao alcohélico, ...) os vinos elaborados con distintos clons



da caste que nos ocupa. Debemos salientar en calquera caso, o programa de
seleccion clonal do Albarino desenvolvido desde finais dos anos 80 cando, por
iniciativa dunha empresa privada, o Consello Regulador da D.O. Rias Baixas e
a Conselleria de Agricultura da Xunta de Galicia, acométese unha exhaustiva
prospeccién en campo, tarefa que seria retomada no ano 2000 pola Estacion
Experimental de Viticultura e Enoloxia de Ribadumia dependente da EVEGA no
marco do proxecto VIN-302 (2002-2005): “Selecciéon clonal de Albarifio, Caino
tinto e Loureiro”. A realizacion deste programa de seleccion posibilitou que
poidamos dispofier xa de 11 clons de Albarino certificados sanitariamente e
doutros 6 que na actualidade estan en proceso de -certificacion (datos

facilitados por I. Orriols, director da EVEGA).

3. COMPOSICION BIOQUIMICA DOS MOSTOS. OS COMPOSTOS DE
NATUREZA FENOLICA.

De forma xeral podese dicir que os mostos estan constituidos por multitude de
moléculas procedentes da uva e susceptibeis de seren transformadas no
proceso de vinificacién. Unha parte moi importante da composicion dos mostos
€ auga, que se acumula de forma continuada na uva ao longo do proceso de
maduracion. E, xunto a auga, a uva contén dun 15 a un 25 % de azucres,
glucosa e frutosa fundamentalmente (practicamente nunha relacién 1:1 no
momento da madurez comercial) pero tamén sacarosa, xilosa, arabinosa,
rafinosa, melobiosa, maltosa e galactosa, por mais que os catro ultimos
aparezan s6 como trazas. Debemos considerar tamén a presenza de varios
acidos organicos procedentes da uva (tartarico, malico e citrico), de substancias
nitroxenadas, tanto en forma mineral (nitréxeno amoniacal) como organicos,
entre os que destacan aminoacidos, péptidos e proteinas; de diversas pectinas,
gomas e mucilagos (que forman parte da parede celular); de vitaminas e lipidos
(en maior ou menor proporcién dependendo de que se tefian eliminado ou non
as sementes no proceso de elaboracion do mosto); de sales, tanto derivadas de

acidos minerais (fosfatos, sulfatos, cloruros e sulfitos) como organicos (tartratos



e malatos fundamentalmente); de substancias aromaticas e volatiles; e de
compostos fenolicos (Peynaud, 1993; Blouin e Guimberteau, 2004; Flanzy,
2000).

E son os compostos fenédlicos o principal obxecto do noso traballo, polo que
imos afondar no seu estudo, abordando en primeiro lugar a descricién desta
importante familia de compostos e na estrutura quimica dos diferentes grupos
que se engloban baixo esta denominacién xeral; indicaremos logo os principais
papeis que estes componentes de natureza fenélica xogan nos mostos e nos
vifios, pois non se debe esquecer que a conversion en viinos a través dos
procesos fermentativos é o destino final dos mostos e centra, xa que logo, boa
parte do noso interese no estudo da composiciéon fenélica dos mostos da caste

Albarino.

Estes compostos, cofiecidos tamén de forma xeral como polifenois, son
componentes do metabolismo secundario, e ainda que estan presentes tanto no
mundo vexetal como no animal, a maioria deles son de orixe vexetal. En xeral
son compostos solubeis en auga, en alcohois e/ou en solucions
hidroalcohélicas, que poden estar localizados como formas libres nas vacuolas
celulares ou formando parte das paredes celulares. Pola stia estrutura quimica,
poderianse definir como substancias que posten un anel aromatico que contén
ao menos un grupo hidroxilo, incluindo derivados funcionais (ésteres,
glicosidos,...). O composto fenélico mais sinxelo seria polo tanto o fenol (figura
8), un produto natural que presenta un so grupo OH no seu Unico anel
o aromatico. A partir desta estrutura construese toda unha

serie de compostos de maior complexidade. Foron descritos
varios milleiros de polifenois no reino vexetal, a maioria
deles presentes nos froitos e que, desde o punto de vista da

Figura 8. Fenol

sua clasificacion, podense agrupar en distintas categorias.

Debemos considerar en primeiro lugar dous grandes grupos de componentes
fenolicos, os flavonoides e os non flavonoides, que se diferencian polo ntimero

de atomos de carbono constitutivos e pola estrutura do seu esqueleto basico,

que mentres para os flavonoides é do tipo Ce-C3-Cs, pode presentar para os non



flavonoides distintas estruturas dependendo do tipo de composto de que se
trate: Cg para os fenois simples, C¢-C1, C6-Ca, C6-C3, para os acidos benzoicos,
acidos fenilacéticos e acidos hidroxicinamicos respectivamente e, por achegar

algtin exemplo mais, Ce-Cy-Cs, para os derivados estilbénicos.

Da importancia destes compostos da unha clara idea a extensa bibliografia que
podemos encontran a partir dos anos 50, nos que se produce unha grande
“explosion” no conecemento dos produtos naturais desde o punto de vista
quimico, bioquimico e mesmo xenético grazas 4 aparicién de novas tecnoloxias
e sobre todo ao descubrimento da Cromatografia de Papel no ano 1944 (Swain,
1985). Ademais dos traballos que iremos citando ao longo do noso estudo,
debemos citar aqui, entre outras, as obras de Singleton e Esau (1969),
Harborne (1984, 1989), Van Sumere e Lea (1985) e Macheix e col. (1990), que
estudan distintos aspectos dos polifenois e nos que basearemos moitas das

nosas afirmacions de caracter xeral sobre estes compostos.

Con relacion a outras froitos comestibeis, as uvas son relativamente ricas en
compostos de natureza fendlica que -evidentemente- van contribuir nas
caracteristicas dos mostos e dos vinos que a partir deles se elaboren. A uva
contén (Adams, 2006) especialmente, compostos non flavonoides na polpa, e
flavonoides na pel, nas sementes e no raspéon, de modo que as transformacions
tecnoloxicas que se realicen tanto na obtenciéon do mosto como durante a
transformaciéon deste en viho van condicionar a extraccién dos citados
compostos e a stla concentraciéon no produto final. En calquera caso, non
podemos obviar que durante a vinificacion van existir procesos de difusion
entre as partes soélidas e o mosto, e asi, nos vinos, xunto aos compostos
fendlicos que proceden directamente da uva, atépanse outros polifenois, ben
sexa por transformacion dos preexistentes na uva ou ben pola formacion “de
novo” no proceso fermentativo; ademais, no caso dos vifios de garda que
permanecen por un tempo en barrica, apareceran novos compostos fendlicos

que provenien da madeira (Peynaud, 1993; Cheynier e col., 2000).



COMPOSTOS NON FLAVONOIDES

Acidos hidroxibenzoicos

Como xa indicamos, postien unha estrutura xeral do tipo Ce¢-C: derivada
directamente do acido benzoico (figura 9), sendo nas Anxiospermas o p-
hidroxibenzoico, o vanillico, o siringico e o protocatéquico os catro acidos con
distribucién universal, e o acido galico, outro dos mais comuns. Ademais, os
acidos benzoicos estan frecuentemente presentes en forma ligada constituindo
estruturas complexas como os taninos hidrolizabeis ou moléculas sinxelas por

combinacién con azucres ou acidos organicos.

COOH Acidos Rs R4 Rs
p-hidroxibenzoico OH
protocatéquico OH OH

% vanillico OH OCHs
Rs Rs  galico OH OH OH
R, siringico OCHs OCHs OCHs

Figura 9. Acidos benzoicos

Todos estes compostos estan presentes nas uvas, debéndose salientar —en todo
caso- a presenza do acido siringico por ter este composto unha distribucion
mais limitada no resto dos froitos; de feito, considerouse durante bastante
tempo exclusivo da vide. Asi, Macheix e col. no ano 1990, asumen con
rotundidade a aseveracion de Ribereau-Gayon (1963) cando din que o froito de
Vitis € o tinico que posue este acido, algo que hoxe en dia xa non se sostén
(Salta e col., 2010).

Pola stia banda, o acido galico encéntrase tanto na sua forma libre como
combinado coa (-)-epicatequina formando o epicatequin-galato, constituinte dos

bagos non maduros, e contribiie tamén & formacién de taninos condensados.



Desde o punto de vista cuantitativo, e se exceptuamos certos froitos da familia
Rosaceae como a mora, o contido en acidos hidroxibenzoicos é relativamente

baixo nos froitos.

Acidos hidroxicinimicos

Estes compostos xogan un papel moi importante entre os polifenois dos froitos,
tanto pola stla abundancia como pola sua diversidade; derivan do acido
cinamico e estan presentes fundamentalmente como formas combinadas de

catro moléculas basicas, os acidos p-coumarico, cafeico, fertilico e sinapico

(figura 10).
CH=CH-COOH .
Acidos Rs Rs Rs
p-coumarico OH
cafeico OH OH
e feralico OH OCHs
R
Rs ®  sinapico OCHs OCH; OCH3
Ry
Acidos hidroxicinamicos
roon
THzCH'ﬁ'O'ch Acidos Rs Rs
\ o CHOH p-coumaroiltartarico (coutarico) OH
| cafeoiltartarico (caftarico) OH OH
COOH ) o o
% = feruloiltartarico (fertarico) OH OCHs
=
Ry
Esteres tartaricos de acidos
hidroxicinamicos

Figura 10. Derivados hidroxicinamicos.

A presenza dun dobre enlace na cadea lateral fai posibel a coexistencia dos
isomeros cis e trans, sendo esta ultima a forma mais estabel e na que —xa que
logo- aparecen principalmente; a interconversion destas duas formas

isoméricas pode ocorrer in situ e € responsabel de certas respostas fisioloxicas



das plantas. As formas libres destes acidos raramente estan presentes nos
froitos, nos que s6 se acumulan en situacions especiais, debido a alteracions
fisioloxicas ou pola accién de microorganismos (que provocan a sua
degradacion enzimatica), anaerobiose e substitucion dalgin precursor
metabdlico. De acordo con Macheix e col. (1990), tamén se poden producir
hidrélises no transcurso de certas manipulacions tecnoléxicas como a
conxelacion, a conservacion a baixas temperaturas, a esterilizacion e/ou nos

procesos de vinificacién.

Polo que fai aos derivados hidroxicinamicos ligados, podemos falar —entre
outros- de ésteres con diferentes acidos (fundamentalmente quinico, siquimico
e tartarico, pero tamén outros como o malico, presentes en pequenas
concentracion nas vaifias da familia Fabaceae e como trazas nas peras), de
derivados ligados a azucres, de derivados aminados, de derivados acilados con
diferentes flavonoides, e da existencia de uniéns coa lignina, suberina e cutina.
Ao contrario do que sucede cos siquimicos, os derivados quinicos son, polo
xeral, abundantes na meirande parte dos froitos, ainda que nalgiin caso —no
xénero Vitis entre outros- estan ausentes (Ong e Nagel, 1978; Ribereau-Gayon,
1965); pola stua banda, os ésteres tartaricos vense limitados aos froitos de

certas especies de Vitis, polo que adquiren para nos un elevado interese.

A presenza dos ésteres tartaricos en Vitis vinifera quedou demostrada no ano
1965, no que os describiu Ribereau-Gayoén, pero seguiron existindo certas
discrepancias sobre a presenza ou non do acido cafeoilquinico (clorogénico) nas
uvas e nos seus produtos derivados, e asi Singleton no 1980 aseguraba ainda a
stla existencia. Varios derivados ligados a azucres (fundamentalmente a
glucosa) foron identificados en numerosos froitos, e poden aparecer tanto en
forma de ésteres como de glicosidos, mentres que as hidroxicinamoilamidas son
frecuentes nos vexetais pero moito menos nos froitos. Contrariamente ao que
sucede coas hidroxicinamoilamidas, os derivados acilados de flavonoides estan
amplamente representados nos froitos, de forma particular os correspondentes
aos antocianos. Nas uvas, un material vexetal estudado profusamente, existen

derivados antocianicos acilados, tanto co acido p-coumarico como co cafeico,



ainda que neste ultimo caso, de forma menos abundante. Os acidos
hidroxicinamicos, e particularmente o p-coumarico e o feralico, forman parte
da estrutura dos diferentes polimeros que conforman as paredes celulares, ben
como precursores directos dos monomeros da lignina, ben esterificados coa
propia lignina ou cos polisacaridos da parede celular. Ademais, tamén poden
estar unidos covalentemente a componentes da cutina e da suberina (Macheix

e col., 1990).

De entre os derivados hidroxicinamicos presentes nos froitos, os cafeoilados
son os mais abundantes, ao igual que ocorre nos mostos de V. vinifera nos que,
como media e de acordo con Singleton e col. (1986), supofien o 84 % do total
destes compostos no caso das castes tintas e o 87 % no das brancas; séguenlle
en abundancia, os derivados p-coumaroilados que, porén, poden ser
predominantes en certos Citrus e nalgunhas castes de framboesa e pifna. Na
meirande parte das castes de V. vinifera as proporcions deste acido atopanse
entre o 3 e 0 25 % do total dos derivados hidroxicinamicos, podendo pasar do
60 % nas peles de certas castes tintas. Polo que fai aos derivados feruloilados,
dicir que supofien unha pequena porcentaxe do total dos derivados
hidroxicinamicos dos froitos, ainda que en certos casos (como no pemento e na
caste branca Clairette no momento da maduraciéon) poden superar o 50 %. O
acido sinapico —o hidroxicinamico correspondente do acido siringico- citado por
Shahidi e Chandrasekara (2010) na laranxa, nalgiins cereais como a avena e
centeo e en distintos froitos secos, semella ter unha presenza escasa en froitos,
polo que debemos destacar a sua presenza nos do xénero Vitis (Ribereau-Gayon

(1963).

Xa por ultimo, e ainda que por non estar presentes no xénero Vitis
limitarémonos a citar a stla existencia no mundo dos produtos naturais de
orixe fenolica, nomear as coumarinas, lactonas derivadas dos acidos o-
hidroxicinamicos por ciclacion e peche do anel entre os grupos o-hidroxi e
carboxi, que tefien especial interese nas familias Rutaceae (esencialmente no

xénero Citrus) e Umbelliferaceae.



Estilbenos

Son compostos fendélicos que contefien dous aneis aromaticos separados por un
enlace eteno (1,2-difeniletenos) e que derivan do acido cinamico pola ruta
metabdlica do acido siquimico. A sua importancia vén dada polo seu papel
como fitoalexinas na defensa fronte aos ataques de microorganismos de orixe
fanxica, e pola sua actividade antioxidante e capacidade de eliminacion de
radicais libres, o que lle confire marcados efectos beneficiosos sobre a satde. E
precisamente pola importancia destes derivados fendlicos, que existe unha
elevada producién cientifica en torno aos estilbenos e ao seu papel bioloxico,
que sera citada en boa medida ao longo do noso estudo; convén citar aqui, en
calquera caso, os traballos do grupo liderado por P. Langcake e R. J. Pryce
(Langcake e Pryce, 1976; 1977a,b) por ser pioneiros na invesigacién neste eido,
e a revision sobre a bioquimica dos estilbenos publicada por J. Gorham no ano
1995, tal vez un dos poucos traballos sitematicos sobre este extenso grupo de

compostos.

Os estilbenos (figura 11) poden estar presentes nos froitos nas duas formas
isoméricas cis e trans, sendo esta ultima a forma predominante. O resveratrol
(3,4’°,5-trihidroxiestilbeno) e os seus derivados (tanto glicésidos como
oligobmeros) foron identificados en diferentes plantas e alimentos, pero a fonte
potencial mais importante destes compostos para os humanos son as uvas € os

seus produtos derivados (Moreno e col., 2008; Guerrero e col., 2010a).
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Figura 11. Estilbenos.



Segundo Ali e col. (2010), os estilbenos presentes na vide incluen diferentes
compostos como o trans- e cis-resveratrol e os seus derivados glucosilados no
carbono 3 (trans- e cis- piceido); as &—, a—, B— e d-viniferinas (dimeros e trimeros
do resveratrol, respectivamente); o piceatanol, tamén chamado astringinina
(3,3’,4,5-tertrahidroxiestilbeno) e o seu glucosido en posicién 3 (astringina); o
pteroestilbeno (3,5-dimetoxy-4’-hidroxiestilbeno) e o pallidol, un dimero do

resveratrol.

Ainda que en xeral admitese que a presenza destes compostos na uva ocorre
soamente como consecuencia da exposicion a estreses bidticos e abibticos
(infeccions funxicas, radiacion UV, humidade, etc), existen evidencias tanto
bioquimicas como transcripcionais de que estes compostos tamén se acumulan

en ausencia dos citados estimulos (Gatto e col., 2008).

Nos bagos, os estilbenos encéntranse, na meirande parte dos casos, nas suas
formas glucosiladas e estan localizados principalmente nas peles, ainda que
tamén se atopan nas sementes e nos pedinculos. O estilbeno mais importante
nas uvas € o resveratrol, que na sta forma isomérica trans localizase nas peles
e nunca na polpa; polo que fai ao isémero cis, dicir que en xeral admitese que
non existe de forma natural nas uvas, e que a sta presenza € sempre inducida
pola radiacion UV. En vinos, foron detectados ambolos dous isémeros,
considerandose tamén que a presenza do cis-resveratrol é tamén debida a
isomerizacion fotoquimica da forma trans durante o proceso de vinificacion. De
acordo con Sun e col. (2006) e Moreno e col. (2008), tanto a concentracion

como a actividade bioléxica € menor na forma cis que na forma trans.

COMPOSTOS FLAVONOIDES

Os flavonoides son compostos que —como xa adiantamos- posten un esqueleto
base Cis (Cs-C3-Cg), diferenciandose os distintos grupos no nivel de oxidaciéon
do anel pirano central; no caso das chalconas este anel central esta aberto. Nos

vexetais son extremadamente numerosos e variados, sendo as tres clases mais



amplamente estendidas e cuantitativamente dominantes nos froitos, os
antocianos, os flavonois e os flavan-3-ois, estes ultimos tanto nas suas formas
monoméricas como nas condensadas (taninos). As flavonas, flavanonas,
flavanonois ou dihidroflavonois, chalconas e dihidrochalconas, son menos
abundantes, agas en certos casos como no xénero Citrus. Alguns destes
compostos, nomeadamente as flavanonas e os dihidroflavonois, son
intermediarios nas rutas da biosintese doutros flavonoides. Xa por ultimo,
debemos considerar outras clases de compostos fendlicos que, como os
isoflavonoides que s6 se encontraron en grupos especificos de vexetais,

raramente aparecen nos froitos.

Antes de entrar a describir cada unha das clases de flavonoides que temos
citado, debemos dicir que, con seguridade, estamos a falar do grupo de
compostos fendlicos sobre os que mais se ten investigado, debendo citar algiin
dos autores que maior contribucién tefien feito ao seu conecemento. Diremos
en primeiro lugar que non se entenderia a investigacion no eido dos flavonoides
sen as contribuciéons do Prof. J.B. Harborne ao longo dos ultimos 60 anos nos
que xunto a un extensisimo numero de publicaciéns, ten elaborado
importantisimos traballos de revision que resulta obrigado citar. Sen pretender
ser exhaustivos, citaremos algunha das suas contribuciéns mais importantes
neste terreo: Comparative Biochemistry of the Flavonoids (1967), The Flavonoids
(1975), The Flavonoids. Advances in Research (1982), The Flavonoids. Advances
in Research since 1980 (1988) e The Flavonoids. Advances in Research since
1986 (1994). Pero tampouco podemos deixar de citar a K.R. Markham, T.J.
Mabry, H. Mabry, B.A. Bohm ou a G. Mazza, neste ultimo caso cunha especial
dedicacién ao estudo dos antocianos, eido no que tamén debemos resaltar o

traballo desenvolvido por C.F. Timberlake e P. Bridle.

Antocianos

Son os pigmentos que proporcionan as cores vermella, violeta e azul na

meirande parte dos froitos, ainda que nalgins casos —como no tomate e no

pemento vermello- a cor é responsabilidade dos carotenoides. Quimicamente



son derivados do 2-fenilbenzopirilio, que poste caracter catidnico e que €
chamado tamén flavilio. As diferentes substituciéons con hidroxilos ou metoxilos
dan lugar segundo Mazza e Miniati (1993) a un total de 17 antocianidinas
(aglicons), das que seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina, petunidina,
peonidina e malvidina) aparecen con maior frecuencia na natureza e contribtien
de forma xeral & pigmentacion dos érganos das plantas, sendo ademais as
Unicas con presenza nos froitos. Na figura 12 moéstranse estas seis

antocianidinas cos seus correspondentes patrons de substitucion.

Os pigmentos antocianicos aparecen sempre na natureza como formas
glicosiladas, chamadas antocianinas, podéndose producir a liberacién dos
aglicons mediante hidrolise. Segundo Macheix e co. (1990), nos froitos, como
noutras partes das plantas, a formaciéon de monoglucésidos ten lugar case
sempre na posiciéon 3 e nela estan implicados cinco azucres (glucosa, galactosa,
arabinosa, xilosa e rhamnosa). Neste caso, a glucosa, a galactosa e a arabinosa
poden combinarse coas 6 antocianidinas, mentres que a xilosa s6 se une a

cianidina (cianidin-3-xilésido na maza e na mora), e a rhamnosa a

pelargonidina (pelargonidin-3-rhamnoésido no litchi).
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Figura 12. Antocianos.

No caso dos diglicésidos, as diias moléculas de azucre poden estar unidas en
dous grupos hidroxilo diferentes, maioritariamente nas posicions 3 e 5 ainda
que de forma mais rara se poden dar tamén nas posicions 3 e 7, ou soamente

nun grupo hidroxilo; neste Ultimo caso, a glicosilacion producese sempre na



posicién 3. Hai que facer notar que nos froitos, e en todos os casos, o azucre
implicado na formaciéon dos 3,5- e 3,7-diglicésidos é sempre a glucosa, mentres
que nos 3-diglicésidos os azucres mais comuns son a rutinosa (6-O-o-L-
rhamnosil-D-glucosa), a sambubiosa (2-O-B-D-xilosil-D-glucosa), a soforosa (2-
O-B-D-glucosil-D-glucosa) e a gentiobiosa (6-O-B-D-glucosil-D-glucosa). Ainda
que se conecen 3,5-diglucésidos para os 6 aglicons (Macheix e col., 1990), as
referencias para os 3,7-diglucésidos son mais escasas e sO para algunhas das
antocianidinas (Mazza e Miniati, 1993). Polo que fai aos triglicésidos dicir que
son pouco abundantes, e tefien unha distribucion escasa nos froitos. A
glicosilacién semella conferir estabilidade e solubilidade ao aglicén, sen que
sexa a natureza dos azucres a que tefia maior efecto, senén mais ben a sua

posicién na molécula (Timberlake e Bridle, 1980).

En moitos casos, as formas glicosiladas dos antocianos atépanse aciladas por
esterificacion cun acido (normalmente os acidos p-coumarico, cafeico, fertalico e
sinapico e mais raramente acético, p-hidroxibenzoico e malénico) sobre un
grupo hidroxilo do azucre, xeralmente no hidroxilo na posicién 6 cando se trata
da glucosa e no da posicién 4 cando se trata de rhamnosa, estando o grupo
acilo unido ao azucre en posicion 3. Este fenomeno de acilacion parece estar

relacionado coa estabilizacion dos antocianos no medio acido do medio celular.

Sen entrar en excesivas puntualizaciéns, xa que os compostos de natureza
antocianica non son obxecto do noso estudo, debemos indicar que moi
probabelmente a caracteristica mais significativa dos antocianos &€ a de ser
susceptibeis de experimentar transformaciéns estruturais cos cambios de pH,
que se traducen en modificacions da cor. Asi, os antocianos dan coloracion
vermella en disoluciéns acidas decrecendo a intensidade da cor a medida que
aumenta o pH. As disoluciéns neutras ou alcalinas tefien cores violetas ou
azuis que desaparecen a medida que pasa o tempo. Esta propiedade vén dada
pola existencia nas antocianinas cando estan en medio acido ou neutro dun

equilibrio entre catro estruturas (o cation flavilio AH*, a base quinoidal, a



pseudobase carbinol e a chalcona), un proceso descrito por multitude de

autores entre os que debemos citar a Mazza e Miniati (1993).

Nas uvas, os antocianos localizanse nas peles e representan unha parte
importante —tanto a nivel cuantitativo como cualitativo- dos flavonoides das
castes tintas, atopandose tamén na polpa das castes tintureiras (Cheynier e
col., 2000). A acumulaciéon destes compostos na pel das uvas tintas coincide
coa expresion do xene que codifica a enzima UDP glucosa-flavonoide 3-O-
glucosil transferasa (UFGT) implicada na etapa final da biosintese dos
antocianos que, no caso das castes brancas, non se expresa (Boss e col.,

19964, b).

Ainda que na meirande parte dos froitos (90%) o aglicon mais comin é a
cianidina, seguida da delfinidina, peonidina, pelargonidina e, finalmente,
petunidina e malvidina, que en moitos casos estan ausentes, nas uvas e nalgin
outro froito, a situacion € ben diferente. Ata hai pouco, afirmabase que na V.
vinifera, na que a malvidina € maioritaria e a cianidina presenta unha
concentracion en xeral baixa, non existian derivados antocianicos da
pelargonidina, algo que semella desmentido polos traballos de Castillo-Murioz e
col. (2009a) que atopan o pelargonidin-3-glucéosido e os seus derivados
acetilados e p-coumaroilados na Garnacha tintureira. Por outra banda,
debemos indicar que, a pesar de que xa no ano 1995 foi confirmada a
existencia de 3,5-diglucésidos na V. vinifera (Baldi e col., 1995), ainda hoxe
unha maioria de autores seguen afirmando que a presenza destes derivados na
vide esta reservada exclusivamente as Vitis non viniferas. Ademais, para as seis
formas monoglucosiladas existen os derivados acilados cos acidos p-coumarico
(3-p-coumaroil-glucoésidos) e acético (3-acetil-glucosidos), existindo s6 para tres

delas (malvidina, peonidina e petunidina) as formas aciladas co acido cafeico.

Flavonas e Flavonois

Tendo en conta que ambalas duas clases de compostos tefien unha relacion

quimica moi achegada, imolos considerar xuntos nun so apartado. Tanto



flavonas como flavonois son compostos flavonoideos cunha estrutura que se
caracteriza pola existencia dunha cadea insaturada 3-C cun dobre enlace entre
o C2 e o Cs, e que se diferencian pola inexistencia no caso das flavonas do
grupo hidroxilo en posicibn 3 caracteristico dos flavonois. Asi pois, estes
ultimos podense considerar 3-hidroxiflavonas (figura 13). En ambolos dous
casos a sua cor varia do branco ao amarelo. Na natureza existe un nimero moi
elevado destes compostos, unha realidade que queda reflectida na revision
realizada por Wollenweber (1994) na que, considerando s6 os derivados
hidroxilados e os metilados, recollense unhas 300 flavonas e 380 flavonois.
Unha inmensa maioria destes flavonois aparecen como formas trihidroxiladas
nas posicibns 3, 5 e 7. Porén, a pesar do grande numero de flavonas
identificadas nos vexetais, estes compostos non son comuns nin moito menos
predominantes nos froitos, agas para os do xénero Citrus que presentan varias
flavonas polimetoxiladas; por outra banda, os glucésidos da apigenina (flavona
analoga ao flavonol kaempferol) e da luteolina (analoga a quercetina) —as duas
flavonas mais amplamente distribuidas no mundo vexetal- a penas existen nos
froitos (Macheix e col., 1990; Bohm, 1998) e estan ausentes nos do xénero Vitis,
por mais que Hmamouchi e col. (1996) tehan identificado os correspondentes

7-glucésidos de ambolos dous aglicéns nas follas de V. vinifera.
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Figura 13. Flavonois.

Maior relevancia adquiren os flavonois pola stia abundancia en froitos, nos que
aparecen principalmente como formas glicosiladas de catro aglicons:

quercetina, kaempferol, miricetina e isorhamnetina (3’-metileter da quercetina).



Polo que fai a stia distribucién, a quercetina esta presente en todos os froitos e
o kaempferol nun 80 % deles, sendo a miricetina e a isorhamnetina menos

comuns.

Considerando o elevado numero de glicosidos de flavonois que se cofiecen no
reino vexetal, resulta relativamente escaso o numero destes compostos que se
tefien atopado en froitos, nos que debemos resaltar a abudancia relativa dos
glicosidos da miricetina e o baixo numero dos correspondentes a
isorhamnetina, o que contrasta cos resultados obtidos para estes derivados no
resto dos organos vexetais. De forma xeral, os azucres implicados na
glicosilacién dos flavonois son a glucosa, a galactosa, a rhamnosa, a arabinosa,
a xilosa e o acido glucurénido, por mais que nos froitos non se tefien atopado
os derivados glicosilados con xilosa e arabinosa. A glucosa, a galactosa, a xilosa
e o acido glucurénido normalmente estan unidos aos aglicéns por enlaces f,
mentres que a arabinosa e a rhamnosa estan unidos por enlaces a. A
glicosilacion dos flavonois ten lugar preferentemente no grupo hidroxilo da
posicién 3, sendo predominantes os 3-O-monoglicésidos tanto en froitos como
noutros organos das plantas. En funcion do azucre nestas formas
monoglicosiladas, a orde de abundancia para estes derivados é a seguinte:
glucosidos, galactésidos, rhamnésidos e glucuronidos. En todos os casos os
glucosidos e galactésidos da quercetina e do kaempferol son os monoglicosidos
mais abundantes, debendo resaltar que todas as formas monoglicosiladas da
quercetina e do kaempferol se distribuen cunha frecuencia similar agas no caso
dos rhamnésidos, no que existe unha evidente preponderancia do derivado da
quercetina (Macheix e col., 1990). Ao considerar as formas diglicosidicas hai
que diferenciar entre aquelas que tefien os dous azucres no mesmo carbono
(sempre en posicion 3) e as que estan glicosiladas en carbonos diferentes, para
0s que as posiciéns mais favorabeis son 3, 7 e 4°, mais rara a posicién S e ainda
mais estranas as que tefien lugar nas posicions 6, 8, 2’, 3’ e 5’. As glicosilacions
duplas que se dan con maior frecuencia ocorren nas posiciéns 3 e 7 ou 3 e 4°.
En calquera caso, os flavonois diglicésidos mais comuns son os 3-rutinésidos,

cunha molécula de rhamnosa e outra de glucosa unidas por un enlace 1— 6



(rutinosa), sendo os 3-rutinésidos da quercetina e do kaempferol os que
aparecen con maior frecuencia. No caso dos triglicésidos, e falando sempre dos
froitos, dicir que —ao igual que sucedia para os antocianos- cofiécense poucos e
son poucas tamén as especies nas que foron identificados. De acordo con
Macheix e col. (1990), nos froitos é raro encontrar derivados acilados dos

flavonois.

Nas uvas os flavonois atopanse nas peles, e nas castes tintas estan presentes
de modo simultaneo derivados dos catro aglicons, por mais que, dependendo da
caste, a isorhamnetina —que ainda que se pensaba que era exclusiva das castes
tintas, tamén se atopou nas brancas- poida aparecer en cantidades traza
(Mattivi e col., 2006; Rodriguez-Montelegre e col., 2006; Castillo-Mufioz e col.,
2010). O aglicéon que si semella ser especifico das castes tintas é a miricetina,
que porén foi descrita en uvas e viflos brancos de Vitis rotundifolia (Talcott e
Lee, 2002; Pastrana-Bonilla e col., 2003). Ademais destes flavonois frecuentes
na Vitis vinifera, Castillo-Munoz e col. (2009b) identificaron en uvas de castes
tintas a laricitrina e a siringetina, derivados monometoxilado e dimetoxilado da
miricetina, respectivamente. Se nos detemos agora no estudo dos azucres
presentes nos flavonois, dicir que nas uvas non se atoparon nunca derivados
monoglicosilados coa xilosa nin coa arabinosa, existindo tanto para a
quercetina como para o kaempferol formas glicosiladas cos outros catro azucres
(glucosa, galactosa, rhamnosa e acido glucurdnico) e coa rutinosa, e os
galactosidos, glucésidos e galacturonidos da isorhamnetina, miricetina,
laricitrina e siringetina (Castillo-Mufnoz e col., 2009b; 2010). Xunto aos 3-
rutinésidos xa mencionados, ténense identificado tamén o 3-glucosil-
galactosido e o 3-glucosil-xilésido da quercetina. Debemos indicar neste punto
que, no que fai a Vitis vinifera, s6 se tefien atopado formas glicosiladas en
posicién 3, mentres que nas Vitis americanas existen tamén formas 3,5-

diglicosiladas.

Ainda que nos viios podense atopar o kaempferol, a quercetina, a miricetina e
a isorhamnetina como aglicons libres, nas uvas os flavonois aparecen

exclusivamente como formas glicosiladas (Cheynier e col., 2000).



Introducion

Flavans

Son flavonoides caracterizados por unha cadea 3-C saturada entre os carbonos
C;y e Cs3 (figura 14), existindo na natureza os flavan-3-ois e os flavan-3-4-diois
(leucoantocianidinas). Os flavan-3-4-diois son frecuentes na madeira e na codia
das arbores aparecendo nos froitos de forma ocasional, ao contrario do que
ocorre cos flavan-3-ois (as unidades monomeéricas dos taninos condensados

tamén chamadas proantocianidinas) que tefien moita importancia nos froitos.
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Figura 14. Flavans.
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Os principais monoémeros flavan-3-ois son a (+)-catequina e a (-)-epicatequina
(dous o-difenois hidroxilados no anel B en posicions 3’ e 4) e a (+)-
galocatequina e a (-)-epigalocatequina, duias formas trihidroxiladas nas
posiciéns 3’, 4’ e 5°. De forma contraria ao que sucedia para os antocianos e os
flavonois, nos froitos encontranse polo xeral mais formas libres que glicosiladas
ou esterificadas, agas para o caso do éster (-)-epicatequin-3-O-galato presente
en varias castes de Vitis vinifera. A importancia destes compostos radica na sua
participaciéon xunto co acido clorogénico nos procesos de empardecemento dos
froitos, xa que son substratos naturais das polifenoloxidasas; o seu contido, de
acordo con Macheix e col. (1990), varia considerabelmente entre as diferentes

especies e castes.

E adquiren un especial interese as formas poliméricas dos flavan-3-ois, os
denominados taninos, que en funcién da sua estrutura vénense clasificando
como taninos hidrolizabeis e taninos non hidrolizabeis ou condensados. Posten
un gran numero de grupos hidroxilo que lle proporcionan a capacidade de
unirse de forma reversibel con outras macromoléculas naturais como
polisacaridos e proteinas, e con outros metabolitos (Ferreira e col., 2006). De
acordo con estes autores, os taninos hidrolizabeis son polifenois complexos
que, baixo condiciéns hidroliticas (acidos, bases, enzimas hidroliticos), poden
degradarse en fragmentos mais sinxelos, principalmente azucres e alguns
acidos fenolicos. Son poliésteres formados en base a esterificacion cos acidos
galico e/ou elagico e os seus derivados con D-glucosa ou —nalgin caso- co
acido quinico, con algun glicésido ou con outros poliois. Clasificanse en funcion
dos produtos da sua hidrélise, podéndose falar de galotaninos, que liberan o
acido galico e elagitaninos que liberan o acido elagico. Por outra banda, os
taninos condensados (protoantocianidinas) postien a estrutura xeral de flavan-
3-ois con distintos graos de polimerizaciéon e nos que os enlaces flavan tefien
lugar, na meirande parte dos casos, entre o carbono 4 e os carbonos 8 ou 6. As
proantocianidinas oligoméricas mais simples son as diméricas, formadas por
unidades de (+)-catequina e/ou (-)-epicatequina; son as denominadas
proantocianidinas B-1, B-2, B-3 e B-4, normalmente formas non glicosiladas

ainda que pode existir —en situacions excepcionais- glicosilacién na unidade da



(-)-epicatequina. Pola stia banda, Foo (1981) indica que, dos cinco grupos nos
que se poden clasificar as formas poliméricas, s6 tres estan nos froitos: as
proantociandinas de clase A que contefien fundamentalmente procianidinas
(derivadas da (+)-catequina e da (-)-epicatequina) con monoémeros cunha alta
proporcién de formas cis (tipo epicatequina); as de clase C que son menos
comuns e presentan igual proporciébn de unidades de procianidinas e
prodelfinidinas (derivadas da (+)-galocatequina e da (-)-epigalocatequina) que
estan tanto en configuracion cis como trans; e as de clase D que contefien
principalmente prodelfinidina con configuracién cis (que s6 se encontraron en

froitos do xénero Ribes).

Nas uvas, a fraccion dos taninos pode chegar a ser o 25 % dos polifenois totais,
sendo maior a proporciébn das formas poliméricas que os flavan-3-ois
monomeéricos e as procianidinas diméricas; nestes froitos aparecen as catro
formas monoméricas xa citadas ((+)-catequina, (-)-epicatequina, (+)-
galocatequina e (-)-epigalocatequina) ademais do éster galato da (-)-
epicatequina, sendo a (+)-catequina mais abundante que a (-)-epicatequina, con
valores medios do 79% en peles e 50% en sementes. En calquera caso, de
acordo con Singleton e Trousdale (1983), existen castes brancas nas que é
maior o contido en (-)-epicatequina que en (+)-catequina. Outros compostos
como o 3-galato de (+)-catequina e o 3-galato de galocatequina parecen ser
especificos de algunhas castes (Cheynier e col., 2000). As sementes son
particularmente ricas en taninos condensados, estando as procianidinas
oligomeéricas representadas polos catro dimeros B-1, B-2, B-3 e B-4, sendo os
dous primeiros os mais abundantes. As formas triméricas mais probabeis son a
C-1 e a C-2, e non se tenien atopado formas tetrameéricas. Dentro das formas
poliméricas podense diferenciar dous subgrupos, as procianidinas que se
encontran nas sementes e nas peles, e as prodelfinidinas que se localizan so6

nas peles (Cheynier e col., 2000; Rigaud e col., 1996).

O contido de flavan-3-ois e oligbmeros de procianidinas nas uvas pode variar
coa caste, co grao de maduracion e coa situacion da uva no acio, estando

sempre en maior cantidade as procianidinas que as formas monoméricas. Por



outra banda, os valores obtidos para estes compostos tamén son maiores nas
sementes, aparecendo en cantidades trazas na polpa (Bourzeix e col., 1986).
Tamén se poden dar variacibns nas proporcidéns relativas das formas
poliméricas sendo, de forma xeral, a procianidina B-1 mais abundante, ainda
que certas castes presentan unha predominancia de formas B-2 e outras
contidos equivalentes de B-1 e B-4. O grao de condensacion tamén é diferente
dependendo da parte do bago que se considere e asi, podese afirmar que nas
peles estan as formas con alto grao de condensacion e nas sementes as pouco
condensadas. A fraccion polimérica esta formada por unha mestura de
unidades de procianidina e prodelfinidina cunha proporcién relativamente alta
(do 15 ao 20%) desta ultima, predominando as formas cis (aproximadamente o
92%), e como grupos terminais das cadeas a (-)-epicatequina, (+)-catequina, (-)-
epigalocatequina ou (-)-epicatequin-3-O-galato en proporcions aproximadas de

37:37:21:5 (Macheix e col., 1990).

Outros flavonoides

Dentro do grande grupo dos compostos flavonoideos, e xunto as familias que
vimos de describir (antocianos, flavonas, flavonois e flavan-3-ois) incluense
tamén outras clases de compostos como as flavanonas (dihidroflavonas), os
flavanonois (dihidroflavonois), as chalconas, as dihidrochalconas e os
considerados flavonoides minoritarios (nos que se venen considerando os C-
glicosilflavonoides, as auronas, os isoflavonoides, os biflavonoides e os
neoflavonoides). Tendo en conta a escasa presenza da meirande parte destes
compostos no xénero Vitis obxecto do noso estudo imos facer tan sé unha
pequena revision dos dihidroflavonois, que tefien sido identificados en uvas e
vinos e que, de acordo con Grayer (1989) postien propiedades farmacoloxicas e

bioloxicas de interese.

Os dihidroflavonois presentan unha estrutura Ce-C3-Ce¢ na que a cadea 3-C
esta saturada; tefien un atomo de osixeno na posiciéon 4 e un grupo hidroxilo

na posicion 3 (3-hidroxiflavanonas) que os diferenza das flavanonas (figura 15).



Tanto as flavanonas como os dihidroflavonois estan amplamente distribuidos

no reino vexetal, pero son pouco abundantes nos froitos.

Os dihidroflavonois son o maior subgrupo dos compostos flavanoides
identificado en Vitis, sendo o dihidroquercetin-3-O-rhamnésido (astilbina) e o
dihidrokaempferol-3-O-rhamnésido  (engeletina) os primeiros en  ser
identificados na pel de uvas brancas (Trousdale e Singleton, 1983). Ademais
destes dous dihidroflavonois, Baderschneider e Winterhalter (2001) en vifios
Riesling e Masa e col. (2007) en peles de castes brancas galegas identificaron

outros derivados pertencentes a este grupo de compostos.
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Figura 15. Dihidroflavonois.

BIOSINTESE DOS COMPOSTOS FENOLICOS NA VIDE

A biosintese dos compostos fenodlicos presentes na uva, tal e como se pode ver
na figura 16, comeza co aminoacido fenilalanina, produto da ruta do siquimato
que tamén € responsabel da sintese da tirosina e o triptéfano, outros
aminacidos aromaticos (Adams, 2006). Esta é unha diferenza con respecto a
aqueles que tefien a sua orixe nos lévedos, que tefien no acido acético o seu

precursor inicial.

Ainda que por regra xeral a biosintese e acumulacién dos compostos fenélicos
na uva vai aumentando a medida que progresa a maduracién, existen
diferenzas nestes procesos dependendo do grupo de compostos de que se trate;

asi, os polifenois simples (derivados hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos) son



acumulados nas vacuolas das células, de forma mais abundante nas células da
hipoderme, xunto cos taninos e os antocianos, que nas do mesocarpo da polpa,
algo que resulta mais evidente no caso dos ésteres dos acidos hidroxicinamicos
(Adams, 2006; Ali e col.,, 2010). A biosintese dos acidos hidroxicinamicos
comeza no inicio do desenvolvemento da uva e aumenta lixeiramente desde o
pintado ata a maduracion, de modo que a sta concentracién dimintie durante

a maduracioén en proporcién ao crecemento do bago (Adams, 2006).

FENILALANINA
Apigenin-7-O-glucésido Luteolin-7-O-glucésido Chalcona Acido cindmico
Apigenina «————» Luteolina T l ,
p-coumaroil-CoA «— Acido p-coumairico Acido benzoico
Peonidin-3-0-glucésido l l
5 - Resveratrol Acido cafeico
Naringenin chalcona
Cianidin-3-0-glucésido l l l
. . Viniferinas Acido ferilico
Cianidina Naringenina l
(-)-epicatequina T l Aci . e
do hidroxiferul
l— Leucocianidina Dihidrokaempferol —» Kaempferol cico hidroxiieriitico
Engeletina / l l l
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/ Acido salicilico
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Figura 16. Esquema da biosintese dos compostos fenoélicos (tomada de Ali e col., 2010).

Pola sta banda, a acumulacion de antocianos nas peles das uvas tintas comeza
no pintado e aumenta progresivamente ao longo da maduracion, podendo sufrir
unha diminuciéon ocasional ao final da mesma, un fenémeno que é mais
marcado nos climas calidos (Kennedy e col., 2002; Ali e col., 2010). Neste

proceso de acumulacién, os glucosidos dos antocianos dihidroxilados (cianidina



e peonidina) son os primeiros en acumularse, seguidos logo polos antocianos
trihidroxilados baseados na delfinidina, petunidina e malvidina (Downey e col.,
2006). Como indicamos con anterioridade, a acumulacién dos antocianos na
pel das uvas tintas coincide coa expresion do xene que codifica unha enzima da
etapa final na biosintese dos antocianos, a UDP-glucosa:flavonoide 3-O-glucosil
transferasa (UFGT), que non se expresa nas castes brancas (Boss e col,

1996a,b; Kobayashi e col., 2002).

A diferenza do que ocorre no caso dos antocianos, a biosintese dos flavonois,
que tamén se realiza na pel dos bagos, ten lugar en dous periodos, un primeiro
arredor da floracion e outro que empeza unha ou duas semanas despois do
pintado e que contintia logo durante toda a maduracién (Price e col., 1995;
Downey e col.,, 2003b). Dos seis aglicons que se tefien atopado en uvas
(quercetina, kaempferol, isorhamnetina, miricetina, laricitrina e siringetina), sé
os tres primeiros aparecen nas castes brancas, pois nelas non se expresa o
xene que codifica a enzima flavonoide 3’,5-hidroxilasa (F3’5’0OH) que actiia na
ruta biosintética dos flavonois para formar a miricetina, da que derivan os

outros dous aglicéns (Bogs e col., 2006).

Os taninos atépanse tanto nas sementes como nas peles, tendo lugar o periodo
principal da suia sintese nas sementes inmediatamente despois do callado do
froito alcanzando o nivel mais elevado cerca do pintado; ao igual que ocorre cos
flavonois, os niveis mais elevados de taninos nas peles dase na floraciéon e a
stia acumulacién continta desde o callado do froito ata duas semanas despois
do pintado. Os niveis de taninos extraibeis diminten, tanto en sementes como

en peles, entre o pintado e a maduracién (Downey e col., 20006).

O proceso de desenvolvemento do tecido da vide é importante na producién dos
estilbenos, de tal xeito que as follas dos extremos superior e inferior das cepas
mais vellas tefien menos capacidade de producir resveratrol que as follas
situadas na parte media; neste caso, como acontece para os antocianos, os

climas calidos tampouco favorecen a biosintese (Guerrero e col., 2010b).



PAPEL DOS COMPOSTOS FENOLICOS NA VIDE

Evidentemente, o interese dos compostos fenoélicos vén da man das distintas
funciébns que desempenan nos vexetais e polas propiedades que lle
proporcionan aos produtos que deles se poidan derivar. Imos abordar neste
apartado algunha destas funcions, centrando a nosa atencién na contribucién
que estes metabolitos exercen sobre as caracteristicas organolépticas de uvas e
vifios, no papel que xogan na fisioloxia das plantas de vide (nomeadamente no
que fai a defensa fronte as enfermidades, depredadores e outros axentes
externos bidticos ou abiéticos), na stia importancia como compostos bioactivos
na proteccion da saude humana e na sua utilidade como marcadores

quimiotaxonoémicos.

Propiedades organolépticas

Os compostos fenédlicos xogan un papel importante na calidade dos vifios ao
participar nas sUas propiedades sensoriais, de modo que contribiien na cor, no
gusto e nas sensaciéns en boca; ainda que nalgin caso poden proceder da
madeira ou do metabolismo dos microorganismos, a maioria dos constituintes
fenolicos dos vifios provenien das uvas. Nos vifios brancos os compostos mais
abundantes son os acidos hidroxicinamicos e os minoritarios os flavan-3-ois
monomeéricos, mentres que nos viinos tintos os mais importantes son os
antocianos e os taninos, participando estes tltimos tanto na sensacién en boca
como na estabilidade da cor ao formar polimeros pigmentados xunto aos

antocianos (Kennedy, 2008).

A simple constatacién de que estes compostos se poden percibir pola vista, o
olfacto, o gusto e mesmo o tacto, da idea da complexidade da contribucion dos

compostos fenélicos nas propiedades organolépticas dos vifnos.

A compofiente visual dos vifios vén proporcionada fundamentalmente polos
antocianos, os compostos coloreados mais abundantes nas uvas das castes

tintas, por mais que —-como veremos- tamén outros flavonoides como os



flavonois, responsabeis da cor nos viios brancos, contribien de forma
importante neste particular. Dependendo da stia composicién antocianica, a
cor dos vilos —e a sua estabilidade- varia; neste sentido, pédese afirmar que a
glicosilaciéon dos antocianos proporciona estabilidade aos vifios e provoca
lixeiros cambios desde as tonalidades violetas-vermella as vermellas-tella. Neste
proceso de estabilizacion das formas coloreadas dos antocianos, tefien ganado
moito peso as reaccions entre estas e os acidos hidroxicinamicos, tal e como
indican Saenz-Navajas e col. (2009), que confirman a formacién de novos
derivados entre o malvidin-3-O-glucésido e os acidos cafeico, fertullico e p-
coumarico. En calquera caso, os cambios drasticos nesta propiedade dos vifios
vefien dados pola sensibilidade dos antocianos aos cambios de pH, a
decoloracién polo sulfito e as interaccions con outras moléculas relacionadas
nos procesos de copigmentacién e cos taninos (Creasy e Creasy, 2003). De
acordo con estes autores, o proceso da copigmentacion consiste na asociacion
de moléculas de pigmentos con outras, polo xeral non coloreadas, un proceso
no que probabelmente sexan a (+)-catequina e a quercetina —e posibelmente os
seus derivados- os compostos que maior implicaciéon tehan. E tense observado
que a union entre o malvidin-3,5-O-diglucdosido (ausente nos vinos de Vitis
vinifera) e o quercetin-3-O-rhamnésido provoca un maior efecto de
copigmentacion que cando €& o malvidin-3-O-glucésido o antociano que
participa neste proceso. O pH do vifio tamén afecta a cor dos antocianos, e asi,
a pH acido, no que os antocianos estan na stia forma flavilium son vermellos,
perdendo gradualmente a stla cor a medida que aumenta o pH; a pH 4
aparecen as cores malvas-azuis (forma base quinoidal) mentres que a pH
neutro predominan as tonalidades amarelas. En calquera caso, no rango de pH
do vino (entre 3 e 4) poden xurdir cambios drasticos na cor dependendo de cal

sexa o estado de ionizacion das moléculas que intervenian neste proceso.

Pero os acidos hidroxicinamicos estan implicados tamén nas reaccions de
escurecemento de mostos e vinos (Simpson, 1982; Singleton e col.,, 1985;
Cheynier e col., 1990) puidéndose observar que os mostos que presentan altas

proporciéns de acido trans-caftarico (80-90%) respecto ao contido total de



acidos hidroxicinamicos son mais susceptibeis a este empardecemento

(Romeyer e col., 1983).

E tanto os flavonois como os flavan-3-ois monomeéricos contribuien tamén ao
sabor dos vifios, aos que lle proporcionan amargor, unha contribucién que
algins autores fan extensiva aos fenois non flavonoideos (Creasy e Creasy,
2003; Rodriguez-Montealegre e col., 2006); pero, ademais, os flavan-3-ois
monoméricos participan na compofiente do tacto dos vifios ao dar lugar a
formacion de polimeros fenélicos que -é€ o caso dos taninos e as
proantocianidinas- tefien unha responsabilidade primordial na sta astrixencia,
particularmente na dos tintos. Normalmente téndese a asociar o amargor cos
flavan-3-ois das sementes e a astrixencia cos flavan-3-ois das peles (Kennedy e
col., 2006), pero hai que ter en conta tamén que na percepcion da astrixencia
estan implicados outros parametros como o etanol, a acidez, a viscosidade, os

azucres simples, os polisacaridos e os antocianos.

Funciodns fisioléxicas nas plantas

Xunto ao seu papel nos atributos de calidade de alimentos e bebidas e na cor
das plantas e froitos, os metabolitos secundarios —e en particular os compostos
fendlicos- xogan un papel fundamental nalgtins procesos fisioloxicos dos
vexetais entre os que se inclien o da adaptacion das plantas ao
medioambiente, o relacionado coa resistencia a pragas e enfermidades
(incluindo o seu papel como fitoalexinas), a capacidade de atraccion de insectos
para a polinizacibn e a construcion de relacions simbidticas con
microorganismos (Downey e col.,, 2006; Ali e col.,, 2010). Ao tratarse de
compostos cun marcado amargor e astrixencia, tanto os taninos como as
formas monoméricas dos flavan-3-ois, parece que xogan un papel disuasorio

fronte aos herbivoros (Creasy e Creasy, 2003; Kennedy, 2008).

Unha das funciéns mais amplamente citada para os flavonoides é a de actuar
como verdadeiros filtros fronte as radiacions ultravioleta. A evidencia de que as

capas epidérmicas dos vexetais, nas que estan localizados os flavonoides,



absorben entre o 90 e 0 99% da radiacion ultravioleta incidente, axuda a soster
esta conclusion (Bohm, 1998). En efecto, a natureza cromoéfora da estrutura en
anel destes compostos permitelle a absorcion da luz ultravioleta e visibel e,
obviamente, a absorcion da luz ultravioleta protexe as plantas deste tipo de

radiacion.

Por outra parte, coniécese xa desde hai tempo que algtins flavonoides como as
auronas, as chalconas e os antocianos actiian como atraentes dos insectos ou
paxaros para a polinizaciéon e/ou dispersion das sementes, e mesmo chegouse
a establecer unha correlacion entre a cor da flor, o tipo de antocianidina
presente na mesma, e o polinizador (Saito e Harborne, 1992). Sabese tamén
que os antocianos fan que os froitos absorban mais radiacién solar,
conseguindo que se incremente a actividade enzimatica e se alteren alguns
factores implicados na composicién dos bagos como os acidos (principalmente
causa a reducion do acido malico) e os azucres (incrementando a glucosa e a
frutosa) (Creasy e Creasy, 2003). Segundo estes autores, tamén existe unha
relacion entre o enriquecemento dos bagos pola luz solar e a concentracion de
flavonois na pel, unha relacién que € tan forte que se chegou a suxerir que o
numero de compostos derivados da quercetina poderia ser empregado como
medida da exposicion solar dos froitos e mesmo considerarse como un

marcador da sua calidade.

Os vexetais, como o resto dos organismos vivos desenvolveron diversos
mecanismos para responder aos diferentes estreses aos que se ven sometidos
(condicions medioambientais desfavorabeis, deficiencias nutricionais, ataque de
patoxenos,...), mecanismos de diferente natureza e que —con seguridade-
actuian sinerxicamente. Existen barreiras mecanicas que impiden ou retardan o
ataque de patoxenos, pero existen tamén barreiras bioquimicas que tefen
efectos semellantes, e os compostos fendlicos participan nesta interaccion
planta-patéxeno (Macheix e col., 2005). Para Goetz e col (1999) as capas de
cuticula e as paredes celulares forman barreiras fisicas fronte a penetracion
das hifas dos microorganismos, mentres que os taninos e outros compostos

fendlicos inhiben enzimas fanxicos implicados na patoxénese.



Un dos mecanismos que resultan mais significativos na proteccion das plantas
fronte ao ataque dos patéxenos é o que implica a biosintese e acumulacion de
fitoalexinas, metabolitos secundarios de baixo peso molecular -moitos deles de
natureza estilbénica- que posten actividade antimicrobiana e antifinxica. Asi o
indican Favaron e col. (2009) e Pedras e Yaya (2010). Inicialmente foron
concibidas como compostos antifinxicos producidos polos vexetais en resposta
ao ataque do fungo (Cruickshank, 1963), pero mais adiante puidose observar
que a sintese de derivados estilbénicos pode ser inducida pola radiacién con luz
ultravioleta, con axentes quimicos ou mediante a inoculacién con Botrytis
cinérea ou Plasmopara viticola (Langcake, 1981). O trans-resveratrol é o
principal composto inducido nestes procesos, e sabese que é precursor das
viniferinas, que se acumulan nas follas mellorando a resistencia das plantas
fronte aos fungos patéxenos; como o resto dos estilbenos ten actividade fronte a
varios patéoxenos como Cladosporium cuccumerinum, Pyricularia oryzae,
Plasmopara viticola e Sphaeropsis sapinea e, xunto aos seus derivados piceido,
pteroestilbeno e as viniferinas ¢, a, B e §, € a fitoalexina mais importante na
vide podéndose constatar (Pool e col, 1981) a existencia dunha correlacion
positiva entre a velocidade e a intensidade de sintese de resveratrol e a
resistencia das castes de vide fronte as enfermidades finxicas causadas por
Botrytis cinerea ou Plasmopara viticola e mesmo entre a sintese de resveratrol
nas follas (inducida por UV) e a superficie foliar non atacada. Un estudo de
Adrian e col. (1997) indica que o pteroestilbeno (derivado dimetilado do
resveratrol) € cinco veces mais activo que o resveratrol na inhibicién da
xerminacion dos conidios, mentres que Pezet e col. (2004) mostran que a &-
viniferina presenta unha toxicidade contra Plasmopara viticola similar a do

pteroestilbeno.

De acordo con Goetz e col (1999), varios compostos fenoélicos como a (+)-
catequina, a galato-epicatequina, os acidos trans-caftarico, trans e cis
coutarico, trans-coumarico, o taxifolin-3-O-rhamnésido ou o quercetin-3-O-
glucurénido poden actuar como potentes inhibidores da estilben-oxidasa, unha
enzima que pode detoxificar as fitoalexinas de orixe estilbénica destruindo asi

os mecanismos de defensa da vide e permitindo o crecemento do fungo.



Ali e col (2010), que fan unha excelente revision do papel que moitos
metabolitos con presenza na vide xogan nos procesos de proteccion das plantas
fronte a estreses e moi concretamente no dos derivados estilbénicos en relacién
coa defensa das plantas fronte a patéoxenos de orixe fanxica, refiren que varios
axentes bidticos e abidticos poden activar os mecanismos de defensa nas follas

e nos bagos da vide mellorando a resistencia contra enfermidades.

Beneficios para a saude

Os valores nutricionais e medicinais das uvas conécense desde fai miles de
anos, téndose empregado as follas da vide para cortar hemorraxias, procesos
inflamatorios, diarreas e outras dores, as uvas verdes para tratar dores da
gorxa, € as pasas para curar os catarros. As uvas maduras utilizaronse para
tratar un amplo rango de problemas de saude, incluindo cancro, célera, variola,
nauseas, infeccioéns de ollos e enfermidades de pel, ril e figado. Asi mesmo, os
bagos son considerados como laxantes e diuréticos no caso de problemas
circulatorios e gastrointestinais. Na busca de posibeis responsabeis destas
propiedades curativas da vide, foron propostos os compostos de natureza
fenodlica das uvas por posuir varias propiedades que “a priori” favorecen a
saude; tratase de compostos altamente bioactivos, cunha elevada actividade
antioxidante e coa capacidade de eliminar os radicais libres, polo que se lle vén
atribuindo importantes propiedades farmacoloxicas (Manach e col., 2005). De
acordo con Katalini¢ e col.,, (2010), poden xogar un papel importante na
inhibicion da carcinoxénese, mutaxénese e enfermidades cardiovasculares.
Uchida e col. no 1987 observaron que as procianidinas das sementes das uvas
tehen 20 e 50 veces mais eficacia antioxidante que as vitaminas C e E
respectivamente, e que posuen unha elevada capacidade para eliminar os

radicais superoxidos e hidroxilos.

Desde que no ano 1992 -a raiz do descubrimento do que se ten dado en
chamar a “paradoxa francesa”- estudouse de forma sistematica o papel do
resveratrol e outros derivados estilbénicos presentes no vino tinto como axentes

protectores fronte a enfermidades cardiovasculares, foron moitos os traballos



enfocados cara a busca de compostos bioactivos na vide e o vifio, e hoxe xa
ninguén discute este efecto protector que os alimentos ricos en compostos
fendlicos tenen fronte a estas e outras enfermidades. Kanner e col. (1994)
observaron que os compostos fenélicos dos vinios tintos inhiben a mioglobina, o
citocromo C e o ascorbato férrico, catalizadores da peroxidacion lipidica, e
conclien que o acido galico, o resveratrol e o acido tanico exercen unha
inhibicién na peroxidacién lipidica maior que a do a-tocoferol; pola stia banda
Cuendet e col. (2000) demostraron que o trans-piceido (un derivado glucosilado
do trans-resveratrol) tamén pode eliminar radicais libres. Tense indicado tamén
(Labadie, 1993) que moitos compostos fenélicos poden estar implicados nos

procesos relacionados coa resposta inmunitaria.

De acordo con Ali e col. (2010) os compostos fendlicos existentes nas sementes
das uvas, como as procianidinas e o resveratrol, posuen fortes propiedades
antioxidantes, polo que axudan a neutralizar ou eliminar os radicais libres que
contribuen a frear o proceso de envellecemento e ao desenvolvemento de
numerosos problemas de satde, como as enfermidades de corazén e o cancro.
Esta elevada capacidade antioxidante fai que xoguen un papel importante na
inhibicién tanto da oxidacion das LDL (lipoproteinas de baixa densidade) como
da agregacion plaquetaria. Segundo Goldberg e Soleas (2003), as formas cis e
trans do resveratrol e os seus glucosidos tefien esta capacidade de actuar como
antioxidantes inhibindo a oxidacion das LDL e bloqueando a resposta dos seus
receptores unha vez oxidadas. Todo indica que as formas monomeéricas dos
flavan-3-ois tefien maior capacidade antioxidante que os correspondentes
polimeros e que asi mesmo a glicosilacion fai diminuir esta capacidade

antioxidante.

Outro papel que se vén atribuindo aos compostos fendlicos, e mais
concretamente aos flavonoides, € o de intervir no control da arteriosclerose, ao
inhibir a enfermidade no inicio do seu desenvolvemento (Folts, 2002), e nos
procesos de coagulacién do sangue e a trombose; neste sentido, debemos citar

o traballo de Kaur e col. (2007) que, mediante estudios “in vitro”, tefien



demostrado unha elevada capacidade dos derivados do resveratrol para inhibir

a inducién de ambolos dous procesos.

Williamson e Carughi (2010) atribien ao acido protocatéquico —o principal
catabolito do metabolismo dos antocianos- a responsabilidade dos efectos
beneficiosos que estes compostos flavonoideos das castes tintas tefen para a
satde humana, mentres que asocian o baixo risco de padecer diabetes do tipo
2 coa inxesta de quercetina e miricetina. Pola sta banda, Chang e Kinghorn
(2001) atribuienlle a algans derivados da quercetina propiedades contra

alerxias, hipertensién, artrite e mesmo como anticarcin6xenos.

E tense referido tamén que as procianidinas poden inhibir algunhas enzimas
que catalizan a liberacion de moitas substancias que, como a histamina, a
serin-proteasa, a prostaglandina e os leucotrienos, promoven oS procesos
inflamatorios (Pearce e col., 1984) e o seu papel como inhibidores da activaciéon
da hialuronidasa, unha enzima que ataca diversos tecidos durante estes
procesos inflamatorios (Hansen, 1995). Como exemplos de compostos fendlicos
que poden actuar como axentes terapéuticos no tratamento de enfermidades
inflamatorias podemos citar os acidos vanillico e ferulico e o resveratrol e a a-
viniferina que, segundo indican Golberg e Soleas (2003), modulan algunhas

rutas metabdlicas e enzimaticas centrais na resposta inflamatoria.

Saito e col. (1998), probaron a actividade de extractos de sementes de uva na
protecciéon contra ulceras de dixestivo en ratas, e observaron que mentres que a
(+)-catequina, a procianidina B3 e as procianidinas diméricas e triméricas non
presentaban ningunha actividade neste sentido, os tetrameros, pentameros e
hexameros destes compostos si tinan actividade antitlceras, unha propiedade
que achacaron a sua capacidade para unirse as proteinas presentes nas

paredes do estémago.

Ainda que queda moito por facer neste terreo, no que seguen publicandose
resultados contraditorios, existen evidencias acerca do papel que os compostos

fenélicos —e moi especialmente os flavonoides e o resveratrol e os seus



derivados- tefien na loita contra o cancro e como axentes antivirais. Citaremos
aqui os traballos de Bohm (1998), Lednicer e Narayanan (1993), Vanden-
Berghe e col. (1993) e Goldberg e Soleas (2003), que proporcionan numerosa
informacién ao respecto, pero debemos citar tamén o traballo de Ali e col.
(2010), que indican que algunhas procianidinas das peles e sementes das uvas
tenen a propiedade de previr o crecemento das células cancerixenas,
atribuindolles un posibel papel na antiproliferacion e apoptose no carcinoma de
prostata, ou o de Schneider e col. (2003), que atribiien ao resveratrol unha
potente actividade antimutaxénica e un papel como anticancerixeno. De acordo
con estes autores, o resveratrol parece inducir a apoptose, modula o ciclo
celular detendo a division celular, e inhibe a inducién da transcricion de xenes
que codifican para proteinas implicadas na carcinoxénese. Asi mesmo, € quen
de inhibir a iniciacién e a progresion dos tumores, e asi, nos primeiros estadios
actia como un antioxidante, no segundo estadio media os efectos anti-
inflamatorios inhibindo enzimas como a cicloosixenasa e a hidroperoxidasa e
finalmente inhibe o desenvolvemento de lesions preneoplasicas. E observan
tamén que o 3,5,4-tri-metoxiestilbeno (un derivado metilado do resveratrol)
postie unha capacidade de inhibicion de lifnas celulares de cancro de colon 100
veces maior que o resveratrol. E, como xa adiantamos, tamén se ten descrito a
actividade antiviral do resveratrol, que pode inhibir a replicacién do virus do
Herpes simplex (Goldberg e Soleas, 2003), unha actividade atribuida tamén a
alguns flavonoides (entre eles a certos taninos) que, ademais, actian contra a

reversotranscriptasa do HIV (Vanden-Berghe e col., 1993).

Marcadores quimiotaxonomicos

Os compostos fenodlicos, e de forma moi particular os flavonoides, foron
amplamente empregados desde moito tempo atras como marcadores
taxonémicos na caracterizacion dos vexetais, xa que reunen moitas das
caracteristicas que os fan tutiles para este proposito. Tratase de compostos
cunha ampla distribucién no mundo vexetal; os seus patréns tenden a ser
especificos para cada especie; son relativamente faciles de detectar

cromatograficamente e de identificar; son suficientemente estabeis e, por



ultimo, a sua biosintese/acumulacion é en gran medida independente da
influencia ambiental (Markham, 1989). Neste sentido, o emprego de
marcadores de natureza fendlica pode ser unha excelente alternativa na
caracterizacion e clasificacion de cultivares de vide (Ferrandino e Guidoni,
2010; Masa e Zamuz, 2010); e, como noutros vexetais, tamén neste caso € o
dos flavonoides o grupo de compostos fenodlicos utilizado con maior éxito na
caracterizaciéon de castes, chegandose a establecer que tanto para as castes
brancas como para as tintas, o perfil dos flavonois expresado en funciéon das
porcentaxes de cada un deles € un excelente marcador quimiotaxonémico
(Ledda e col., 2010). Por esta razon, a utilizacién dos antocianos no caso das
castes tintas e dos flavonoides non antocianicos no caso das castes brancas

vénse empregando profusamente con esta finalidade.

De acordo con Mazza e Miniati (1993), a variabilidade existente dentro do grupo
dos antocianos debida a diversidade de estruturas e a coexistencia das mesmas
nunha mesma planta, permite que estes compostos sirvan para discriminar
entre xéneros e especies, de modo que o perfil de antocianos pode ser utilizado
en quimiotaxonomia; neste sentido, debemos indicar que o contido en
monoglucosido da malvidina e nos ésteres acéticos e cinamicos, xunto coa
relacién entre os contidos en derivados da malvidina e peonidina, son os
parametros que maior interese tefien espertado desde o punto de vista que nos
ocupa. E -como xa indicamos- son moitos os traballos que utilizan a
composicién antocianica co obxectivo de caracterizar castes tintas de V.
vinifera; citaremos os de Baldi e col. (1993), Climent e Pardo (1993), Cal6 e col.
(1994), Berente e col. (2000), Revilla e col. (2001), Pomar e col. (2005), Mattivi e
col. (2006), Castillo-Muioz e col. (2009a), Guerrero e col. (2009), He e col.
(2010) e Li e col. (2011), e indicaremos que a relaciéon entre os antocianos
acetilados e os p-coumaroilados tense utilizado para o control da autenticidade

de vifios tintos (Ali e col., 2010).

En calquera caso, non son os antocianos os Unicos flavonoides que tefien
importancia na caracterizaciéon das castes tintas de vide; en efecto, outros

flavonoides son utilizados tamén con este proposito, tal e como reflicten os



traballos levados a cabo por Hmamouchi e col. (1996), que estudan a
composicion das flavonas e dos flavonois en follas de vides cultivadas en
Marrocos, os de Jin e col. (2009), que fan unha descricién do perfil fendlico de
nove castes tintas cultivadas no noroeste de China, e os de Fanzone e col.
(2010) que fan a caracterizacion fenédlica dos vifios Malbec da provincia

arxentina de Mendoza.

Polo que fai as castes brancas, dicir que en xeral a sua caracterizacion
bioquimica tense baseado na analise e identificacion dos flavonois, non sendo
tan extensa a producién cientifica neste caso como no das castes tintas.
Citaremos os traballos de Mattivi e col. (2006), Masa e col. (2007), Masa e
Vilanova (2008) e Castillo-Mufioz e col. (2007; 2010), e faremos fincapé en que,
de acordo con Masa e col. (2007), os dihidroflavonois (tamén chamados
flavavonols ou 3-hidroxiflavanonas) compértanse como excelentes marcadores

taxonomicos nas castes brancas.

Pero ademais dos flavonoides, tamén os compostos non flavonoideos -e
particularmente os derivados hidroxicinamicos- tefien sido wutilizados na
caracterizacion de castes de vide. Sabese que a presenza de ésteres tartaricos e
a ausencia dos correspondentes quinicos € un caracter especifico do xénero
Vitis, e que a porcentaxe destes compostos pode servir como marcador
taxonomico xa que o potencial hidroxicinamico varia segundo as especies
(Boursiquot e col., 1986; Cheynier e col., 1989); e sabese tamén que o acido
cafeoiltartarico, non sé esta presente en todas as castes de Vitis vinifera, senén
tamén en todas as Euvitis, pero non asi en V. rotundifolia. Neste sentido, a
utilidade dos derivados hidroxicinamicos como marcadores taxonémicos na
vide esta fora de toda dubida, e asi o corroboran traballos como os de Macheix
e col. (1991) e Cald e col. (1994) que indican que as porcentaxes de ésteres p-
coumaroiltartaricos e cafeoiltartaricos son especificas das distintas castes de V.
vinifera. De acordo con Macheix e col. (1990), as castes tintas presentan uns
valores medios para estes ésteres superiores aos das brancas, unha situacién

que se explica porque a perda nestas ultimas da capacidade de biosintese de



antocianos vai acompanada dunha caida no contido total de compostos

fenolicos.

E son moitos os traballos que utilizan derivados non flavonoideos na
caracterizacion de castes de vide; citaremos aqui os de Baldi e col. (1993), que
realizan una avaliacién tanto cualitativa como cuantitativa dos ésteres
tartaricos dos acidos hidroxicinamicos de clons de Sangiovese, Canaiolo e
Malvoisie noire, ou os de De la Presa-Owens e col. (1995) que fan a
caracterizacion fenolica dos vinos elaborados coas castes Macabeo, Xarel-lo e
Parellada e conclien que non sé6 a relacion trans-coutarico/trans-caftarico
sendn outros polifenois destas castes estan baixo influencia xenética. Pola sta
banda, Rodriguez-Montealegre e col. (2006) fan un estudo da caracterizacion
fenolica nas peles e nas sementes de seis castes brancas (Chardonnay,
Sauvignon blanc, Moscatel de grano menudo, Gewurztraminer, Riesling e
Viogner) e catro tintas (Cencibel, Cabernet Sauvignon, Merlot e Shiraz)
cultivadas en diferentes areas da rexion de Castilla la Mancha, chegando a
diferencialas todas elas en funcion da sta composicion fenolica. Pola sua
banda, Guerrero e col. (2009) tenien realizado a caracterizacién de 5 castes (3
autoctonas de Andalucia y 2 comuns a moitas areas xeograficas) en funcion de
26 compostos fenodlicos, entre eles varios derivados hidroxicinamicos e flavan-3-
ois e, asi mesmo, Obreque-Slier e col. (2010) observaron claras diferenzas entre
as castes Carmenere e Cabernet Sauvignon no que fai a suia composicion
fendlica e, particularmente, aos flavan-3-ois, que amosan diferentes graos de

polimerizacién dependendo da caste de que se trate.

Xa por ultimo, dicir que ainda que con menor profusion que no caso doutros
compostos fenodlicos, tamén os derivados estilbénicos foron empregados como
marcadores quimiotaxonémicos, e asi debemos citar o traballo de Hillis e
Ishikura (1968) que encontran diferenzas entre distintas especies vexetais e o
de Moreno e col. (2008) que, traballando con castes galegas, observan
marcadas diferenzas no contido en resveratrol e derivados entre elas. Pola sua
banda, Guerrero e col. (2010a) inducindo a biosintese de estilbenos mediante a

aplicacion de luz ultravioleta chegan a conclusién de que a maior ou menor



resposta depende en boa medida da caste de que se trate, o que
indubidabelmente fai pensar na posibilidade da utilizacion desta familia de

compostos fenélicos como marcadores taxonémicos na vide.

E como colofén desta introducion, que ao tempo xustifica os obxectivos do noso traballo,
debemos indicar que resulta sorprendente que a pesar do enorme interese que os
compostos de natureza fendlica tefien nos vexetais e os seus produtos derivados (e
particularmente no que fai 4 uva e ao vifio), sexan realmente escasos, cando non
inexistentes, os traballos enfocados a cofecer a composicion fenodlica dos mostos
procesados nas adegas, unha realidade que é ainda maéis evidente se falamos daqueles

elaborados a partir das castes galegas.



OBXECTIVOS






O obxectivo ultimo do noso traballo é contribuir ao cofniecemento da caste
Albarifio e, por extensiéon, ao da vide, afondando naqueles aspectos nos que os

compostos de natureza fenélica xogan un importante papel.

Neste sentido, e dentro do obxectivo xeral adiantado, proponémonos acadar os

seguintes obxectivos parciais:

1.- Estudar a composicion fendlica dos mostos elaborados coa caste
Albarino incidindo na busca de compostos fenodlicos nunca antes

descritos neste material vexetal.

2.- Afondar no conilecemento dos mostos de Albariiio procedentes de

distintas zonas da D.O. Rias Baixas.

3.- Contribuir ao connecemento daqueles aspectos da mellora da vide e da
enoloxia nos que os compostos fendlicos poden ter unha especial

incidencia.

E queremos facer fincapé na importancia dos aspectos metodoloxicos deste
traballo no que a aplicacion de técnicas fundamentais nos procesos de
extraccion, separacion cromatografica e identificacion dos compostos fendlicos
se refire, pois, en si mesma, constitie tamén un importante obxectivo desta

Tese de Doutoramento.






MATERIAL E METODOS






Material e Métodos

1. MATERIAL VEXETAL.

Un total de nove mostos foron
recollidos noutras tantas adegas da
D.O. Rias Baixas, tres en cada unha
das principais subzonas (figura 17)
da citada denominacién (O Condado Ribieira do Ll
do Tea, O Rosal e O Val do Salnés).
Co obxectivo de garantir a
representatividade das mostras

utilizadas no noso estudo, elixironse

adegas  que  postien  vifedos Figura 17. Subzonas da D.O. Rias Baixas
distribuidos ao longo de toda a

subzona e que elaboran os mostos a partir dunha mestura de uvas de todas as
parcelas. A uva foi recollida no momento 6ptimo de maduracién e procesada
na propia adega, o que deu lugar a obtencion —en cada adega- dun mosto de
partida do que se collen alicuotas de 4 L (unha por adega) que seran o material
a utilizar no noso traballo. Os mostos foron levados en frio desde as adegas ata
a Mision Bioloxica de Galicia (CSIC), onde se lle engadiu SO, a razén de 50
mg/L, mediuselle o pH (cun pHmetro Orion 3 STAR de Thermo Scientific), o
°Brix mediante refractometria (cun refractémetro de man ATAGO N1) e o indice
de maduracion expresado como o coeficiente entre a cantidade de azucre e a
acidez total (Blouin e Guimberteau, 2004). A determinacién da acidez total do
mosto, do acido tartarico e dos azucres redutores, levouse a cabo empregando
o sistema Reflectoquant® (Merck). As mostras mantivéronse a -20 °C ata o

momento da stia analise.

2. PREPARACION DOS EXTRACTOS VEXETAIS.

Para a extraccion dos compostos fenodlicos seguiuse o método proposto por
Masa e col. (2007) con algunha modificaciéon. Os mostos, unha vez filtrados

por papel de filtro Whatman 4, foron sometidos a unha extracciéon liquido-

63



liquido (5 veces) en funil de decantacién con acetato de etilo (1:1, v/v); as fases
organicas resultantes mesturanse, sécanse mediante adicion de sulfato sédico
en exceso, filtranse, concéntranse en rotavapor Buichi ata sequidade e, xa por
ultimo, dildense en metanol/auga (1:1, v/v), quedando xa preparados para a

sua posterior analise (figura 18).

MOSTO

Filtracion l

1 Secadr Na,SO0,

I
Extraccion liquido-liquido (x 5) | > ;
Acetato de etilo (1:1, v/v) : o)

N l Filtracién
| N Fase organica

Fase acuosa
Concentracion
a vacio

Redisolucién
MeOH/H,0 (1:1, v/v)

EXTRACTO FENOLICO

Figura 18. Esquema do proceso de extraccion dos compostos fenélicos.

Para as analises mediante HPLC partimos de 50 mL de mosto recolléndose os
extractos nun volume final de 1 mL de metanol/auga (1:1, v/v), mentres que
para as analises mediante PC preparativa o volume de mosto inicial foi de
1000 mL e os extractos foron recollidos en 5 mL de metanol/auga (1:1, v/v), co
que se obteflen extractos cunha concentracién catro veces superior neste
ultimo caso. Co obxectivo de evitar posibeis danos na columna e no sistema
cromatografico, previamente a inxeccion no HPLC, os extractos fenélicos

filtranse ao través dun filtro de xiringa Millex-HV de 0,45 pum (Millipore).



3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA CON DETECTOR DE DIODOS (HPLC-DAD)

Os extractos obtidos foron analizados utilizando un cromatégrafo liquido de
alta resoluciéon Waters (Milford, USA) equipado cun modulo de separaciéns
Waters 2690 e un detector de diodos Waters 996. Os espectros foron
rexistrados entre 240 e 460 nm, e os cromatogramas obtivéronse a 356 nm
(para flavonois), 305 nm (para os derivados hidroxicinamicos e estilbénicos) e
280 nm (para os derivados benzoicos, flavan-3-ois, flavanoides e outros). A
vantaxe dos detectores de diodos fronte aos detectores clasicos de UV/vis é
que permiten realizar os cromatogramas a todas as lonxitudes de onda
comprendidas dentro dun rango seleccionado, o que asegura que cada pico vai
ser rexistrado naquela lonxitude de onda na que presenta o seu maximo de
absorcion; ademais, posibilita a realizacién dos espectros UV-vis dos distintos

picos cromatograficos separados.

As separacions cromatograficas foron realizadas en HPLC en fase inversa
cunha columna C18 Kromasil de Scharlau (dp= 5 pm, 300 mm x 4,6 mm d.i.)
provista dunha precolumna C18 Nova Pack de Waters. A temperatura do forno
foi fixada en 30 °C perante toda a analise e o volume de inxeccion foi de 20 pL.
A fase mobil consistiu nunha mestura de acetonitrilo/acido acético/auga
(35:2:63, v/v/v) como solvente A e acido acético 2% como solvente B. O fluxo,
de 0,8 mL/min, foi constante ao longo de toda a analise e o gradiente lineal
variou desde o 25 % de solvente A no seu inicio ata o 100 % de A no minuto

65, volvendo as condicions iniciais en 5 minutos (taboa 2).

Taboa 2. Gradiente empregado para a separacion mediante HPLC.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) % solvente A % solvente B Curva

0 0,8 25 75 6
10 0,8 30 70 6
25 0,8 40 60 6
30 0,8 50 50 6
40 0,8 60 40 6
50 0,8 65 35 6
60 0,8 75 25 6
65 0,8 100 0 6
70 0,8 25 75 6




A cromatografia en fase inversa vén caracterizada polo uso dunha fase
estacionaria non polar e dunha fase moébil polar, de tal xeito que a medida que
diminte a polaridade da fase mébil prodiicese unha diminucién na retencion
do soluto. Neste sentido, os compostos elien en funciéon da sta polaridade,

quedando menos retidos aqueles que son mais polares.

A identificacion dos distintos picos cromatograficos realizouse en funciéon dos
seus tempos de retencién e das suas caracteristicas espectrais en UV-vis
obtidos co detector de diodos (DAD); sempre que foi posibel, compararonse as
caracteristicas cromatograficas e espectrofotométricas dos distintos picos
obtidos coas dos patréons comerciais analizados nas mesmas condicions que as
mostras. Cando isto non foi posibel, a comparacion fixose en base aos datos

existentes na bibliografia.

Os datos foron procesados mediante o software Empower de Waters e as
representacions graficas foron realizadas empregando o software Sigmaplot
11.0 para Windows de SPSS (Chicago, IL, USA).

4. RECOLLIDA DE FRACCIONS.

Dada a complexidade dos cromatogramas correspondentes aos extractos
brutos das mostras analizadas, fixose necesario recoller fracciéns que,
inxectadas de novo no HPLC nunhas condiciébns cromatograficas mais
favorabeis, permitiran unha mellor resolucion e identificacién dalgtiins dos
compostos presentes nelas. Previamente, e co obxectivo de facilitar a recollida
das distintas fraccions, de forma particular na primeira parte do
cromatograma no que entendemos coelien algins compostos de baixo peso
molecular e elevada polaridade, modificouse o gradiente inicial, atrasando a
entrada da fase organica e alongando o tempo total de duracién da separacién
cromatografica ata o minuto 85 no que se volta as condiciéns iniciais, tal como

se recolle na taboa 3.



Taboa 3. Gradiente empregado para a recollida das diferentes fraccion mediante HPLC.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) % solvente A % solvente B Curva

0 0,8 10 90 6
10 0,8 15 85 6
25 0,8 27 73 6
30 0,8 30 70 6
40 0,8 40 60 6
50 0,8 50 50 6
60 0,8 60 40 6
65 0,8 75 25 6
70 0,8 80 20 6
75 0,8 70 30 6
85 0,8 10 90 6

Coa axuda dun colector de fraccions Waters WFC III, e tras sucesivas
inxecciéns dos extractos brutos no HPLC (un total de 20 veces), recolléronse
31 fracciéns cromatograficas. Cada unha das fracciéns recollidas levouse a
sequidade en rotavapor, disolveuse con 0,5 mL de metanol/auga (1:1, v/v) e
volveuse analizar mediante HPLC-DAD empregando unha columna C18 Nova
Pak de Waters (dp= 4 pm, 150 mm x 3,9 mm d.i.) e a mesma temperatura de
analise e fase mébil que no caso das mostras brutas. Co obxectivo de obter
unha mellor separacion cromatografica e —xa que logo- poder recoller cada un
dos picos de interese, as condicions de fluxo e gradiente foron adaptadas para

cada unha das fraccioéns.

Evidentemente, no proceso de busca do gradiente definitivo para a analise de
cada fraccion fixose necesario probar, para cada unha delas, diferentes
gradientes que permitiran mellorar a sta separacion; en calquera caso, e co
obxectivo de facilitar a comprension do texto, non imos explicitar todas as
probas realizadas, e limitarémonos a exponer aqueles utilizados en cada caso,
no apartado de resultados e discusion. Asi mesmo, e ainda que os distintos
compostos separados cromatograficamente en cada fraccion foron comparados
cun maior numero de patrons comerciais, en resultados e discusion
presentaremos s6 aqueles cos que —en funcién dos seus tempos de retencion e

das suas caracteristicas espectrais en DAD- consideramos poden coincidir.



5. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ULTRAVIOLETA-VISIBEL DOS
COMPOSTOS FENOLICOS.

A espectroscopia ultravioleta € unha técnica fundamental cando se trata de
analizar a estrutura dun constituinte fenoélico descofiecido nun extracto
vexetal. En xeral, todos estes compostos postien un espectro UV en metanol
(neutro) con polo menos un maximo na rexiéon do UV entre 230 e 290 nm que,
en presenza de determinados reactivos, sofren importantes desprazamentos
ben cara a lonxitudes de onda mais altas (batocrémicos) ou ben cara a
lonxitudes de onda mais baixas (hipsocrémicos). Este comportamento permite
deducir a que clase ou subclase de compostos fenélicos pertence un composto
desconiecido e mesmo se ten grupos OH libres ou ligados, se existen grupos OH
vecifiais ou adxacentes a grupos carbonilo, ou se o composto fenoélico esta libre
ou glicosilado. Na taboa 4, tomada de Harborne (1989), amésanse os maximos
espectrais (en metanol) das principais clases de compostos fendlicos. En
relaciéon aos espectros UV dos fenois libres, as correspondentes formas
glicosiladas presentan no seu espectro maximos de absorciéon a lonxitudes de
onda mais curtas que mesmo poden indicar a localizacion da unién glicosidica.
En xeral, a natureza do azucre non ten demasiada incidencia no espectro UV

dos compostos fenolicos.

Taboa 4. Maximos de absorbancia (en metanol) dos principais grupos de

compostos fendlicos.

Compostos Amax(nm)
Fenois simples 266-295
Acidos fenélicos 235-305

Acidos hidroxicinamicos

227-245, 310-332

Estilbenos 300-310, 320-330
Flavonoides
Isoflavonas 255-265, 310-330
Flavanonas 225sh, 275-290, 310-330
Flavonas, Biflavonas 250-270, 330-350
Flavonois 250-270, 300sh, 350-390
Chalconas 240-260, 365-390
Auronas 240-270, 390-430
Antocianos 267-275, 475-545
Xantonas 230-245, 250-265, 305-330, 340-400




Os espectros foron rexistrados nun espectrofotometro DU-640 Beckman
Coulter (Fullerton, CA, USA) utilizando unha cubeta de cuarzo de 10 mm de
paso de luz e un volume de 0,1 mL, e os reactivos modificadores dos espectros
preparados e empregados de acordo con Jurd (1957) e Markham (1982) do

seguinte xeito:

AlCl3: solucién de AlCl3 ao 5% en MeOH (6 gotas)

HCI: 50 mL de HCI concentrado en 100 mL de H»>O (3 gotas)

NaOMe: solucién de NaOMe ao 5% en MeOH (3 gotas)

NaOH: solucién 0,1 N de NaOH (3 gotas)

NaOAc anhidro: engadese en po ata saturacion

H3BO3 anhidro: engadeselle en po ata saturaciéon lendo o espectro logo

de 5 min.

No caso de suponier que poidamos estar en presenza dun derivado benzoico,
realizaremos os espectros de absorcion en metanol, con cloruro de aluminio,
con cloruro de aluminio/acido clorhidrico e con hidréxido sédico, mentres que
nos demais supostos utilizaremos metoxido sédico en lugar de hidréxido
sodico, medindo ademais os espectros en acetato sodico e con acetato

sédico/acido bérico.

6. CROMATOGRAFIA PREPARATIVA DE PAPEL (PC).

Os extractos fendlicos brutos foron separados mediante cromatografia
preparativa descendente en papel (Whatman 3 MM, 23 x 57 cm) empregando
para elo unha cubeta cromatografica Shandon Southern (56,5 x 56,5 x 21,5
cm) e auga como fase mébil. No caso da PC o papel actiia ao tempo como fase
estacionaria e como soporte; podese considerar que se trata dun proceso de
reparto no que van incidir fundamentalmente dous factores, a temperatura e o
equilibrio do papel. Os cromatogramas desenvolvéronse a temperatura

ambiente (20 °C) durante 4-5 h e, logo de marcar a fronte cromatografica,



secaronse en estufa (Selecta 279-B) a 35 °C e foron observados baixo luz
ultravioleta a 254 e 365 nm cunha lampada Vilder Lourmat VL-6LC antes e
despois de afumar con vapores de amoniaco; unha vez marcadas as distintas
fraccions de interese foron eluidas con metanol/auga (8:2, v/v) de acordo co
método posto a punto no noso laboratorio e analizadas en HPLC-DAD e en
LC/ESI-MS-MS en condicions de fluxo e gradiente semellantes as empregadas

inicialmente para a separacion dos extractos brutos.

7. CROMATOGRAFiA LIQUIDA CON DETECTOR DE MASAS-MASAS
(LC/ESI-MS-MS).

A espectrometria de masas é unha técnica analitica capaz de proporcionar con
exactitude a relacién carga/masa (m/z) dos iéns no vacio e, polo tanto, a masa
molecular concreta dun composto. O acoplamento do espectrometro de masas
a un cromatografo de liquidos fai que esta técnica sexa unha ferramenta
poderosa para a determinacion de compostos en mesturas complexas;
proporciona tanto as masas dos iéns moleculares coma as dos fragmentos nos
que se divide dependendo da estrutura de cada composto, semellantes as stuas
pegadas dactilares, que baixo unhas condicions determinadas poden ser
comparadas e permiten a sua identificaciéon. A espectrometria de masas con
ionizaciéon por “electrospray” ou electronebulizacion (ES/MS) emerxeu coma
unha técnica moi poderosa para a caracterizacion de biomoléculas, sendo a
técnica de ionizacion mais versatil que existe e a que ofrece maiores vantaxes
en termos de sensibilidade e capacidade de analise dun gran numero de

compostos termolabiles, altamente polares e non volatiles.

As analises de espectrometria de masas fixéronse na Unidade de Técnicas
Cromatograficas do Servizo de Apoio a Investigaciéon da Universidade da
Coruna. O sistema de espectrometria de masas empregado foi un LTQ
Orbitrap® Discovery (Thermo-Fisher Scientific) conectado a un cromatégrafo

liquido Accela (Thermo-Fisher Scientific) e equipado cunha fonte de ionizacion



por electronebulizacién (ESI). Unha vez probadas as distintas formas de
ionizacién, optamos por operar en modo negativo. A separaciéon dos analitos
realizouse nunha columna de fase inversa C18 X-Terra de Waters (dp= 5 um,
150 mm x 4,6 mm d.i.) e nas mesmas condiciéns cromatograficas descritas no
apartado de HPLC-DAD para os extractos brutos. Neste caso, o fluxo foi de 0,5
mL/min e o volume de inxeccién 10 pL. As condiciéns da fonte de ionizacion
foron: -4,5 kV a voltaxe da fonte, 350 °C a temperatura do capilar, -35 V a
voltaxe do capilar e 50 e 10 unidades arbitrarias de N, para os gases
envolvente e auxiliar, respectivamente. Para a realizacion das analises de
masas en varrido completo, os espectros foron rexistrados no rango de 100 a
1000 m/z e a voltaxe da fonte de fragmentaciéon fixouse en 20 V. Para as
analises de MS? a enerxia de colision normalizada axustouse ao 35 %, e a q de

activacion a 0,25.

Os datos foron procesados mediante a version 2.0.7 do software Xcalibur de
Thermo-Fisher Scientific e as representacions graficas foron realizadas
empregando o software Sigmaplot 11.0 para Windows de SPSS (Chicago, IL,
USA).

8. HIDROLISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS.

Para confirmar, no seu caso, a natureza dos aglicons e os azucres dos
derivados glicosilados e a presenza ou non de radicais acidos nos nosos
compostos, realizaronse hidrolises acidas, alcalinas e/ou enzimaticas. En
efecto, os procesos de hidrélise permiten conecer a estrutura dos glicosidos ao
liberar os aglicons e os azucres que os componen (hidrolises acidas e/ou
enzimaticas) e a dos ésteres acilados, dos que se liberan as funciéons aciladas
mediante hidrolise alcalina. Asi mesmo, permiten deducir a posicion dos
azucres e os radicais acilados no composto hidrolizado. Para a realizacién das
hidrélises seguimos os métodos propostos por Markham (1982) que

describimos de forma resumida de seguido.



No caso das hidrélises acidas, as mostras disolvéronse en acido clorhidrico
2N/metanol (1:1, v/v) e sometéronse a refluxo nun bafo de Maria a 100 °C
durante o tempo que se estimou necesario que, dependendo da natureza do
composto a hidrolizar, oscilou entre os 5-10 min e os 50-60 min. Hai que facer
constar que os flavonoides C-glicosilados non son hidrolizados con este tipo de
hidrélise. Para a realizacion das hidrélises alcalinas, a disoluciéon metandélica
do composto desconiecido que se pretende hidrolizar mestarase cunha solucion
de hidréxido sédico 2 M (1:1, v/v) e, para evitar a oxidacion da mostra,
mantense a refluxo en bano de Maria en atmosfera de nitroxeno durante 2-4
h, tempo despois do cal arrefriase con auga xeada e acidulase con &acido
clorhidrico 2 N. A solucién acidulada concéntrase a sequidade baixo vacio e
redisélvese en auga, extraéndose con éter o acido liberado. O extracto acuoso
contén o glicosido deacilado, que se pode identificar mediante cromatografia

fronte a patréns comerciais.

Pola stia banda, a hidrélise enzimatica axuda na identificacion da natureza do
azucre dos glicosidos, xa que pola sua especificidade as enzimas s6 hidrolizan
determinados substratos; en calquera caso, as enzimas comerciais raras veces
son puras polo que a sua especificidade € tan s6 tedrica, o que obriga a
identificacion do azucre logo de realizar a hidrélise. Para a realizacion das
hidrélises enzimaticas, & mostra —disolta en auga- engadeselle unha pequena
cantidade da enzima, déixase 15 min a 28 °C e concéntrase a sequidade en
rotavapor a vacio, redisolvese completamente en metanol/auga (1:1, v/v) e

cromatografiase fronte a patréons comerciais.

En todos os casos, os azucres foron identificados por comparacion
cromatografica fronte a patrons comerciais, en PC en papel Whatman 3MM
utilizando BBPW (n-butanol/benzeno/piridina/auga, 5:1:3:3 v/v) como fase
mobil ou, alternativamente, en TLC en placas de celulosa e acido acético 15 %

como solvente.

No caso da PC, a deteccion dos azucres foi realizada somerxendo os papeis

nunha solucién de reactivo de Partridge preparado de acordo con Markham



(1982); para elo, 0,92 mL de anilina e 1,6 g de acido ftalico disolvéronse en n-
butanol/éter/auga (49:49:2, v/v/v). No caso da TLC, as placas foron reveladas
mediante pulverizacién cunha solucién de anilina (4 mlL)/difenilamina (4
g)/acetona (200 mlL)/acido fosférico ao 80 % (30 mlL). Unha vez secos os
cromatogramas, e para poder observar os azucres, € necesario sometelos a
temperaturas de 100-120 °C ata que aparezan as manchas (uns 5-30 min). Co
reactivo de Partridge todos os azucres dan cores marréns (con tonalidades
vermellas nalgiin caso), mentres que a solucién de anilina, difenilamina,
acetona e acido fosférico da cor vermello para frutosa e sacarosa, azul-grisaceo
para glucosa e galactosa, azul-verdoso para a arabinosa, verde para a

rhamnosa e azul-violeta para o acido glucuroénico.

9. CUANTIFICACION DOS COMPOSTOS FENOLICOS.

A cuantificacion dos compostos fenodlicos atopados nas mostras analizadas
levouse a cabo mediante o método do patrén externo, no que unha mostra
patron de concentracion e volume conecidos se analiza separadamente da
mostra desconecida e en idénticas condicions, considerando logo a relacion

existente entre area e concentracion (mg/L).

Na figura 19 preséntanse as curvas de calibrado correspondentes a cada un
dos cinco patrons empregados para a cuantificacion dos compostos illados
neste traballo: o acido ferulico para a cuantificacion dos derivados
hidroxicinamicos, a dihidroquercetina (taxifolin) para a cuantificacién dos
flavanoides, o quercetin-3-O-rutinésido (rutina) para a cuantificacién dos
flavonois, o resveratrol para a cuantificacién dos estilbenos e o acido galico

para a dos acidos benzoicos e o resto de compostos detectados.
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Figura 19. Rectas de regresion empregadas na cuantificacion dos compostos fendlicos.

Como se pode observar, o coeficiente de correlaciéon lineal de todas as curvas
de calibrado realizadas superou o valor de 0,99 en todos os casos, o que indica
a existencia dunha forte correlacion entre o valor da absorbancia e a area do
pico e, xa que logo, o acertado de aplicar estas curvas para o calculo das

concentracions dos distintos compostos separados.



RESULTADOS E DISCUSION






1. ANALISE QUIMICA DOS MOSTOS.

Tendo en conta que a composicion fenoélica dos mostos depende en boa medida
do estado de maduracién da uva coa que se obtiveron e co obxectivo de conecer
a stla homoxeneidade desde este punto de vista, as mostras foron analizadas
para os seus parametros quimicos elementais de acordo coa metodoloxia
exposta no apartado de material e métodos. Na taboa 5 preséntanse os
resultados acadados para os nove mostos estudados, que de acordo coas
indicacions do servizo técnico do Consello Regulador da Denominacion de Orixe
Rias Baixas, podense considerar dentro da normalidade tanto no que fai aos

azucres como a acidez.

Taboa 5. Parametros quimicos dos mostos da caste Albarino.

PARAMETROS
MOSTRAS

°Brix Ared Gpot pH At Atart Imad
M1 20,90 202,20 12,01 3,29 9,10 4,25 22,22
M2 20,30 195,30 11,60 3,22 8,80 3,70 22,19
M3 20,60 198,80 11,81 3,20 7,72 3,50 25,78
M4 20,20 198,20 11,54 3,20 7,80 4,10 25,41
M5 21,60 210,3 12,50 3.26 9,00 4,20 23,37
M6 21,10 201,80 12,15 3,27 8,90 4,20 22,67
M7 21,30 206,80 12,29 3,19 9,70 6,25 21,32
M8 21,80 212,50 12,63 3,08 9,20 4,30 23,10
M9 20,80 203,10 11,96 3,20 9,10 5,10 22,32

Ared: azucres redutores (g/L); Gpot: Grao potencial (% v/v); At: acidez
total (g tartarico/L); Atart: acidez tartarica (g/L); Imad: Indice de

maduracion.



2. ANALISE DOS MOSTOS MEDIANTE HPLC-DAD.

Como primeiro paso na identificacién da composicién fendlica dos nove mostos
obxecto de estudo, realizaronse —nas condiciéons especificadas no apartado 3 de

material e métodos- as analises en HPLC-DAD para observar as posibeis

diferenzas entre eles.

2.07

=)
T

Absorbancia (uA)

0.5 ‘

V PO i
N NNV Y W S

N N ML

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0
Tempo (min)

2.5

2.01

2
d

Absorbancia (uA)

=)
T

0.5

0.0

Tempo (min)

Figura 20. Cromatogramas de HPLC-DAD capturados a 280 nm para os mostos de

Albarino estudados.



Resultados e Discusion

Nas figuras 20, 21 e 22 amoésanse, de forma comparada, os cromatogramas

para as distintas mostras estudadas adquiridos respectivamente a 280, 305 e
356 nm.
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Figura 21. Cromatogramas de HPLC-DAD capturados a 305 nm para os mostos de
Albarino estudados.
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Figura 22. Cromatogramas de HPLC-DAD capturados a 356 nm para os mostos de

Albarino estudados.

Nas figuras 23 a 25, preséntanse tres cromatogramas tipo (un para cada unha
das lonxitudes de onda seleccionadas) nos que aparecen numerados os picos a
considerar nas analises posteriores. Co obxectivo de facilitar a comparacion
entre as distintas mostras, inmediatamente despois do cromatograma tipo
correspondente a cada lonxitude de onda (280, 305 e 356 nm), presentamos
unha taboa na que se especifica que compostos puideron ser observados no
cromatograma particular de cada unha das mostras estudadas adquirido a esa

lonxitude de onda (taboas 6, 7 e 8, respectivamente).
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Figura 23. Cromatograma tipo HPLC-DAD para os mostos estudados capturado a 280 nm.

Taboa 6. Picos considerados nos mostos estudados e os seus

tempos de retenciéon nos cromatogramas capturados a 280 nm.

Pico tr (min) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

1 6,0 X X X X X X X X

2 6,5 b:4 X X b:4 X X X X

3 7,7 X X X X X X X X X
4 8,1 b4 X X b4 X X X X X
7 10,1 b4 X X b4 X X X

9 12,0 X X X X X X X

10 12,7 b4 X X b4 X X

11 15,3 X X X X X X X X X
13 16,2 X X X X

19 23,8 X X X X X X b:4 b:4

20 27,6 b4 X X b4 X X X X X
21 28,2 X X X X X X X X X
23 32,6 X X X X X X X X X
24 33,3 X X X X X X X X X
27 35,4 X X X X X X X X X
28 36,1 X X X X X b:4 b:4 X
30 38,7 X X X X X X X X X
35 41,7 X X X X X X X X X
37 43,4 X X X X X X X X

39 45,1 b:4 X X b:4 X X X X X
41 47,1 X X X X X X X X X
44 49,1 X X X X X X X X X
46 54,1 X X X X X X X X X
47 54,7 X X X X X X X X X
48 55,5 X X X X X X X X

50 57,1 X X X X X X X X

52 64,2 X X X X X X X X X
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Figura 24. Cromatograma tipo HPLC-DAD para os mostos estudados capturado a 305 nm.

Taboa 7. Picos considerados nos mostos estudados e os seus tempos

de retenciéon nos cromatogramas capturados a 305 nm.

Pico tr (min) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

5 9,0 X X X X X X X X X
6 9,7 X X X X X X X X X
8 10,9 X X b4 b4 X b:4 b:4 X X
12 16,0 X X X X X b:4 b:4 X X
14 16,9 X X b4 b4 X b:4 b:4 X X
15 17,6 X X b4 b4 X b4 X X X
16 19,6 X X b:4 b:4 X b4 X X X
17 20,0 X X b4 b4 X b4 X X X
18 22,0 X X X X X X X X X
22 29,7 X X b4 b4 X X X X

25 33,9 X X b4 b4 X X X X X
26 34,5 X X b4 b4 X X X X X
29 38,1 X X X X X b:4 b:4 X X
31 39,2 X X X X X X X X X
36 42,2 X X X X X X X X X
45 51,6 X X X X X X X X X
49 56,6 X X X X X X X

51 57,6 X X X X X X X X
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Figura 25. Cromatograma tipo HPLC-DAD para os mostos estudados capturado a 356 nm.

Taboa 8. Picos considerados nos mostos estudados e os seus

tempos de retenciéon nos cromatogramas capturados a 356 nm.

Pico tr(min) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

32 39,7 X X X X X X X X X
33 40,1 X X X X X X X X X
34 40,7 X X X X X X X X X
38 44,5 X X X X X X X X X
40 46,8 X b4 b4 X X b:4 b:4 X b:4
42 48,0 X b:¢ b:¢ bie X b:¢ X X X
43 48,7 X X X X X X X X X

Como compendio, na taboa 9 relacionamos a totalidade dos compostos
observados no conxunto dos cromatogramas para as nove mostras, con
independencia de cal sexa a lonxitude de onda na que foi observado; neste caso
facilitanse non sé os seus tempos de retencién senoén tamén os seus maximos
de absorbancia en UV-vis (DAD) e o grupo de compostos ao que “a priori”

entendemos pertence.



Taboa 9. Tempos de retencidn, caracteristicas espectrais en DAD e familia dos

compostos fendlicos separados.

Pico tr (min) Amax (NM) Familia
1 6,0 271 Bz
2 6,5 254,5; 299,4 Bz
3 7,7 265; 302 Bz
4 8,1 294,7 Bz
5 9,0 296,7; 327,9 AHC
6 9,7 301; 323,2 AHC
7 10,1 280,4; 325.5 Outros
8 10,9 298; 327 AHC
9 12,0 279,3 Flavan-3-ol/Bz
10 12,7 279,3 Flavan-3-o0l/Bz
11 15,3 279,3 Flavan-3-ol/Bz
12 16,0 299; 310,1 AHC
13 16,2 274; 281,6 Outros
14 16,9 300; 312,5 AHC
15 17,6 297,6; 308,9 AHC
16 19,6 297,6; 326,7 AHC
17 20,0 299,3; 327,9 AHC
18 22,0 295,8; 323,2 AHC
19 23,8 278,1 Flavan-3-ol
20 27,6 281,6; 326,6 Flavanoide
21 28,2 279,3 Flavan-3-ol
22 29,7 303; 314,3 Estilbeno
23 32,6 271; 280,4; 288 Outros
24 33,3 287,6; 340,5 Flavanoide
25 33,9 300,6; 329,1 AHC
26 34,5 297,5; 308,9 AHC
27 35,4 289,9; 330,9 Flavanoide
28 36,1 272;278,1; 288,6 Outros
29 38,1 305,3; 318,7 Estilbeno
30 38,7 282,8; 323,2 Outros
31 39,2 285; 310,1 AHC
32 39,7 255,6; 266; 298; 354,1 Flavonol
33 40,1 255,6; 266; 298; 354,1 Flavonol
34 40,7 255,6; 266; 298; 354,1 Flavonol
35 41,7 289,9; 342 Flavanoide
36 42,2 295,6; 314,8 AHC
37 43,4 260,4; 298,2 Bz
38 44,5 265,1; 290; 324; 348,2 Flavonol
39 45,1 322 Outros
40 46,8 265,1; 291; 324, 345,8 Flavonol
41 47,1 288,7; 340 Flavanoide
42 48,0 253,3; 266; 305; 351,8 Flavonol
43 48,7 266,3; 285,9; 350 Flavonol
44 49,1 292,3; 340 Flavanoide
45 51,6 285,2 Estilbeno
46 54,1 274,5 Bz/Cinamico
47 54,7 284; 320,6 Flavanoide
48 55,5 258; 299,4 Outros
49 56,6 261,5; 297, 341; 357,7 Estilbeno
50 57,1 280,4 Flavanoide
51 57,6 305,3; 318,2 Estilbeno
52 64,2 263,9 Outros

En negrifia méstranse os ombros; outros: compostos aos que non foi posibel asignar ningan grupo.



Do resultado da comparacién dos distintos cromatogramas da que vimos
falando, poédese deducir a existencia dunha notabel similitude entre os
distintos mostos, e mais se temos en conta que nalgiin caso a consideracion
dalgtin pico como ausente pode vir dada pola dificultade de situalo, ben porque
poida coeluir con outros compostos ou ben por se atopar por baixo do limite de
deteccion do detector. Non debemos esquecer que algins destes compostos
presentan baixo nivel de absorbancia naquelas mostras nas que si se observan.
Neste sentido, podemos afirmar que as diferenzas existentes entre as distintas

mostras analizadas resultan ser en todos os casos cuantitativas.

Como queira que o noso obxectivo é estudar a composicion fenélica dos mostos
de Albarifio e non tanto a comparacién entre mostos de distintas procedencias,
optamos por calcular as concentracions dos compostos observados (taboa 10)
nas distintas mostras e abordar de forma minuciosa o noso estudo naquela na
que, estando presentes todos os compostos, o seu contido sexa suficiente para

seren cuantificados.

Da observacion da taboa 10 podese deducir que € a mostra M1 a que cumpre
mellor os criterios de seleccion propostos, polo que sera con esta mostra coa
que abordemos os traballos de separacion e identificacion dos compostos
fendlicos presentes nos mostos da caste Albarifno. En efecto, e agas para os
compostos 2 e 49 que estan por baixo do limite de cuantificacion en todas as
mostras, nesta a practica totalidade dos compostos illados estan presentes en
maior concentracion que no resto. Hai que facer constar, en calquera caso, que
o feito de elixir esta mostra non quita que para a identificacion dalgin
composto en concreto botemos man daquelas outras que o contefian en maior
concentracion que a mostra M1. De forma particular isto ocorrera para algins

compostos na mostra M7 e, nunha menor medida, para algiin outro na M2.



Taboa 10. Concentracién (mg/L) dos compostos fenélicos presentes nos nove mostos estudados.

Pico M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
1 9,283 6,638 1,837 4,333 3,082 0,799 2,518 0,451 nd
2 tr tr tr tr tr tr tr tr nd
3 0,356 0,027 tr tr tr tr 0,074 tr tr
4 0,123 tr tr tr tr tr tr 0,033 tr
5 0,721 1,410 2,081 1,699 1,565 0,772 1,478 0,816 0,870
6 6,970 3,435 4,400 4,609 3,078 4,732 3,726 5,399 8,541
7 4,173 0,508 0,101 tr 1,353 tr 0,347 nd nd
8 96,998 76,865 56,982 66,8385 49,092 48,198 115,901 65,599 101,228
9 1,568 0,256 tr tr 0,517 tr tr nd nd
10 0,030 tr tr 0,166 tr nd tr nd nd
11 28,030 13,346 9,712 7,674 18,186 6,079 12,427 1,011 tr
12 32,709 24,253 21,451 17,404 21,950 14,861 42,108 16,342 8,362
13 6,861 nd nd 0,510 1,393 nd 1,944 nd nd
14 59,834 35,516 33,856 29,436 28,136 24,947 73,226 21,098 16,016
15 1,727 0,747 0,209 0,048 0,818 1,984 3,406 0,393 0,799
16 1,792 1,691 2,163 2,844 1,742 1,626 1,672 1,897 1,425
17 6,747 6,864 6,645 8,649 5,653 7,151 10,511 7,054 7,066
18 12,351 13,938 1,448 2,483 9,902 1,799 0,288 0,555 0,452
19 16,731 7,081 5,638 4,163 11,738 3,095 3,482 0,407 nd

20 2,283 0,225 1,202 0,829 1,156 tr 0,704 0,678 tr
21 2,623 0,823 1,199 1,595 1,493 0,620 1,230 0,578 0,174
22 0,860 0,130 tr 0,093 0,032 0,059 0,597 tr nd
23 3,465 3,051 1,970 1,836 2,120 2,658 4,654 2,351 1,454
24 1,874 1,409 0,762 1,552 1,103 1,176 0,136 tr tr
25 3,483 4,818 1,230 3,188 2,849 0,880 2,379 0,936 6,077
26 10,957 7,260 0,399 0,069 7,626 1,074 0,194 tr 0,007
27 0,242 0,225 0,231 0,182 0,005 tr 0,270 tr tr
28 0,475 0,291 tr nd tr 0,348 0,286 0,014 0,031
29 2,792 1,146 0,897 1,150 0,878 0,609 1,776 0,469 0,022
30 1,213 0,372 0,129 0,409 0,601 tr tr tr tr
31 0,408 0,253 0,373 0,236 0,464 tr 0,300 0,021 0,103
32 3,503 0,124 0,941 0,593 1,449 0,245 2,918 0,351 tr
33 14,069 1,114 3,657 4,065 7,139 2,112 9,899 2,014 0,476
34 20,408 0,525 3,614 0,325 8,541 2,977 11,077 1,752 1,195
35 14,980 8,504 10,256 5,657 11,856 3,385 11,774 3,413 0,366
36 1,615 2,114 1,123 1,239 0,888 0,625 2,224 0,465 0,758
37 2,493 0,374 1,352 1,608 1,201 0,045 4,030 0,812 nd
38 1,158 tr tr 0,059 0,290 tr 0,916 tr tr
39 0,305 0,424 0,291 0,358 0,216 0,286 0,507 0,221 0,520
40 5,240 0,189 0,719 0,316 2,057 0,584 2,053 0,270 0,142
41 0,265 0,660 0,385 0,534 0,258 tr 0,387 0,065 0,306
42 0,560 tr 0,033 tr 0,159 tr 0,309 tr tr
43 0,873 tr 0,145 0,165 0,529 tr 0,537 tr tr
44 1,680 1,038 1,479 0,276 1,574 0,263 0,683 0,467 tr
45 3,156 0,876 1,093 1,894 0,911 0,656 2,748 0,674 0,144
46 0,100 0,127 0,173 0,323 0,073 0,301 0,135 0,098 0,007
47 1,271 0,775 0,781 0,551 0,671 0,388 0,870 0,114 tr
48 0,853 tr 0,363 0,630 0,463 tr 1,490 0,240 nd
49 tr nd tr tr tr tr tr tr nd
50 0,317 0,101 tr tr tr tr 0,159 tr nd
51 0,714 0,675 0,142 tr tr tr 0,504 tr nd
52 1,788 1,882 1,639 1,706 1,321 1,375 0,939 0,795 0,698

nd= non detectado; tr= detectado por baixo do limite de cuantificacion



3. SEPARACION E IDENTIFICACION DOS COMPOSTOS FENOLICOS.

RECOLLIDA DE FRACCIONS DE HPLC E ANALISE MEDIANTE ESPECTROMETRIA UV-vis

Dada a complexidade dos cromatogramas obtidos previamente, e co obxectivo
de facilitar a identificacion da meirande parte posibel dos compostos fenélicos
presentes na mostra, propuxémonos recoller fraccions que permitiran illar cada
un destes compostos; para elo, tratamos de conseguir unha mellor resolucion
modificando o gradiente cromatografico de acordo co recollido no apartado 3 de

material e métodos. Na figura 26 presentamos o cromatograma adquirido a 280

nm nesas novas condicions.
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Figura 26. Cromatograma HPLC-DAD capturado a 280 nm do mosto de Albarifio.

Na figura 27 e na taboa 11 reflictense as 31 fraccions recollidas e os picos
cromatograficos presentes en cada unha delas, engadindose —para aqueles que

foi posibel- a sta correspondencia cos picos relacionados na taboa 9.
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Figura 27. Representacion das fraccions cromatograficas recollidas (F1-F31) que incluen os picos

de interese existentes en cada unha delas.
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Taboa 11. Fraccions recollidas no HPLC.

Fraccions (tri - trg) tr picos (min) Amax (NM) n° pico
T FL(7,090) 85 271 T
CUF2(051L8) L0 T 3035 T 4

12,4 255,6; 297 2
F3 (11,7-13,7) 13,1 269,8
S 13,5 2604207 . 3
UFA0EE163) T 15,6 TTR00; 320 T 6
Fs (165178 17,4 2837 8
19,1 279,3 9
| Feuss=09 195 2793 10
20,6 285,2; 325,5
| Freeazo 205 2793
22,8 299; 308,9 12
L reeasads 238 300:3124 14
RO RA5260) 247 T 274,5,2804 13
26,8 298; 312,4 15
| Fro@es2rs 272 2682911
28,0 298; 325,5 16
F11 (27,6-29,5) 28.7 207. 326.7 17

42,2 272; 279,3; 287,6 23
F18 (42,0-44,0) 43,2 300; 308,9 26
B 436 201,1;326,7 25427
45,0 287,5; 338
 rispasdsny 459 2722793, 287,6 28
46,4 276,9
46,8 274,5
F20 (46,3-48,8) 47.3 3018
. 482 305,3,3187 29
49,1 279,3
F21 (48,9-50,3) 49,8 285,2; 335 30
B 50,1 255,6,265,296,352,0 32
50,6 255,6; 264; 298; 354,1 33
| F2204sls) 51,3 2556,266,299,354,1 34
F23 (51,9-54,0) 52,3 289,9; 341 35
B 53,5 2604;2982 37
55,5 265,1; 289; 325; 349,4 38
| Frabsises 558 2698
56,7 318,4 39
F25 (56,5-58,8) 57,3 279,3
e 57,9 263,9,290,324;3458 40
59,1 254,5; 265; 305; 354,1 42
F26 (58,9-61,3) 59,8 291,1; 340 41
e 60,5 2911839 aq_
FRT (614623 61,9 T 2850 T a5
63,9 282,8; 320 47
 Fase3564e) 644 258,300 48
F29(65.0°66,3 658 3053319 T 51
FR0 (11,5724 72,1 T 2639 T 52
F31 (72,5-74,0) 73,1 308,9

En negrifia méstranse os ombros; tri= tR inicial: tre= tR final



Tal e como apuntamos no apartado 4 de material e métodos, todas estas
fracciéons foron novamente cromatografiadas nas condiciéns adecuadas para
intentar illar, en cada unha delas, aqueles compostos de interese e asi poder
identificalos mediante outras técnicas (hidrélise e espectrofotometria UV-vis e
MS). En primeiro lugar, os picos de interese recollidos individualmente en cada
unha destas fracciéns foron analizados mediante espectrofotometria UV-vis,
observando as modificaciébns batocromicas e/ou hipsocromicas que
experimentan os seus espectros tras a adicibn de diversos axentes

modificadores do mesmo.

Como xa indicamos, os distintos grupos de compostos fenédlicos presentan un
espectro neutro de absorciébn caracteristico que sofre modificacions
batocréomicas e/ou hipsocromicas en funcion da estrutura quimica do
composto do que se trate. De acordo con Steck (1967), Méndez e Lojo (1969),
Harborne (1989) e Van Sumere (1989), a adicién dun alcali (hidréxido potasico
ou sodico) provoca a ionizacion dos grupos fenodlicos dando lugar a un
desprazamento batocromico respecto dos espectros en metanol, un
desprazamento que non se produce cando os grupos OH estan metilados ou
enmascarados con outra substitucion. Do mesmo xeito, a adicion de cloruro de
aluminio a soluciéon metanélica, provoca un desprazamento batocrémico
importante, resultado da formaciéon de complexos cos dihidroxilos vecinais e
cos hidroxilos adxacentes a grupos carbonilo. A adicién posterior de acido
clorhidrico provoca a ruptura dos complexos aluminicos e un desprazamento
hipsocrémico que sera maior ou menor en funciéon da estrutura molecular do
composto de que se trate. Neste sentido, hai que indicar que o acido clorhidrico
é quen de romper os complexos aluminicos formados entre os grupos
dihidroxilo (OH vecinais) pero non asi aqueles existentes entre os grupos
hidroxilo e carbonilo adxacentes, polo que o desprazamento hipsocréomico sera
maior no caso de que se tehan producido previamente ambolos dous complexos
que cando s6 se tefia producido o segundo (Markham, 1982; Ibrahim e Barron,
1989). Mais dificil de explicar é, segundo Méndez e Lojo (1969), a propiedade
quelante do i6n aluminio con moléculas de acidos cinamicos que non posuen

nin dous grupos OH contiguos nin grupos hidroxilo e carbonilo adxacentes.



Segundo Jurd (1957) os espectros en solucions neutras dos acidos fenoélicos
son practicamente iguais aos dos seus ésteres; ademais os acidos e os ésteres
presentan un maximo de absorcion na mesma rexion que os fenois que carecen
dun grupo carboxilo. A adicién de acetato sédico aos acidos hidroxibenzoicos
provoca un desprazamento hipsocromico do maximo de absorciéon principal, un
desprazamento que non se produce nos fenois simples nin nos ésteres destes
acidos. De acordo con Markham (1982) e Ibrahim e Barron (1989), a adicién de
metéxido soédico ou acetato sédico ten un interese particular no caso dos
derivados hidroxicinamicos e dos flavonois. Asi, os ésteres do p-coumarico,
cafeico e ferulico amosan desprazamentos batocrémicos de 20-65 nm no seu
maximo tras a adicion do metoxido sédico debido a presenza dun OH libre en
posicién 4 ou de grupos 3,4-dihidroxilo. Pola contra, e como sucedia para os
hidroxibenzoicos, a adiciéon de acetato sédico da lugar a un desprazamento
hipsocrémico duns 10 nm no maximo principal dos acidos hidroxicinamicos
libres, debido & ionizacion do grupo carboxilo. Ademais, os ésteres do cafeico
(os cafeoil-ésteres) diferéncianse do resto de conxugados por dar

desprazamentos batocromicos en presenza de acetato sédico/acido bérico.

En calquera caso, se algin grupo foi estudado en profundidade no que fai ao
seu comportamento espectrofotométrico, € o dos flavonoides (Mabry, 1969;
Markham, 1982, 1989), estendéndose logo a informacién obtida para estes
compostos ao resto dos derivados fendlicos. Segundo estes autores, a maioria
das flavonas e flavonois presentan, no seu espectro neutro, duas bandas
principais de absorcion na rexion do UV-vis, unha no rango de absorcion entre
320 e 385 nm (banda I) e outra entre 250 e 285 nm (banda II). Ainda que non é
estritamente certo, resulta practico considerar que a banda I correspondese coa
absorcion do anel B e a banda II coa do anel A (ver figura 13). En xeral, canto
maior sexa o patréon de osixenacion da molécula maior sera o seu maximo de
absorbancia. Asi, en ausencia de radicais hidroxilos no anel B a banda I
presenta un maximo de absorbancia en 359 nm fronte aos 367, 370 e 374 nm,
dos 4-OH, 3’,4-OH e 3°,4’,5-OH respectivamente. A presenza dun OH en
posicion 3 (existente nos flavonois e non nas flavonas) resulta de especial

interese: a banda I dos flavonois € sempre 20-30 nm mais alta que a das



flavonas correspondentes. A O-metilacién, a O-glicosilacién e a acilacién tenden
a producir desprazamentos hipsocrémicos. A C-glicosilacion non ten efectos

sobre o espectro.

Como xa indicamos, o cloruro de aluminio forma complexos estabeis cando
existen un radical OH e un grupo carbonilo contiguos, e labiles cando hai dous
radicais OH contiguos. O desprazamento batocrémico da banda I vén dado polo
efecto combinado de ambolos dous complexos. A adicién de acido clorhidrico
rompe, no seu caso, o complexo labil e produce un desprazamento
hipsocrémico nesta banda, que indica a presenza dun grupo o-dihidroxilo no
anel B. A adiciéon de metéxido soédico provoca a ionizacién dos grupos OH, polo
que permite detectar a presenza de OH libres nas posiciéns 3, 7 e 4’. A
aparicion dunha banda adicional respecto do espectro en metanol (arredor dos
330 nm) indica a existencia dun OH libre en posicién 7; o desprazamento
batocromico de 45-65 nm indica a presenza dun OH libre en posicién 4’, ou
ben (cando se produce ao tempo unha diminucion da intensidade da
absorbancia) dun OH libre en posicion 3 xunto ao bloqueo da posicion 4’
(Markham, 1989). Pola stia banda, a adicién de acetato s6dico provoca un
desprazamento batocromico (entre 5 e 20 nm) da banda II nas flavonas e
flavonois cun OH libre en posicibn 7, porén cando as flavonas estan
substituidas nas posicions 6 e 8 este desprazamento € practicamente
impercetibel. En presenza de acetato sédico/acido borico, as flavonas e os
flavonois que contefnen un grupo o-dihidroxilo no anel B mostran un

desprazamento batocrémico na banda I (Mabry, 1969).

De acordo con Porter e Markham (1972) e Grayer (1989), os espectros UV en
metanol das flavanonas, das dihidrochalconas e dos dihidroflavonois son case
idénticos; en todos os casos presentan un pico de absorciéon principal no rango
de 270 a 295 nm (banda II) e un ombro entre 300 e 360 nm (banda I), polo que

resulta moi dificil diferenciar entre estes tres grupos de compostos.

A diferenza do que ocorre coas flavonas e os flavonois, o uso de cloruro de

aluminio, cloruro de aluminio/acido clorhidrico, acetato sédico e acetato



sbédico/acido bérico, non permite unha interpretacion sinxela no caso que nos
ocupa. En calquera caso, a adicion de cloruro de aluminio provoca un
desprazamento batocrémico da banda II de 21 a 27 nm se o OH en posicion 5
esta libre, con independencia de que o OH en posicién 7 estea libre ou non, un
desprazamento que se mantén ao engadir acido clorhidrico; cando o OH en
posicién 5 das flavanonas esta ausente ou bloqueado non se produce este

desprazamento.

O espectro UV en metoxido sodico de todas as flavanonas e dihidroflavonois
con hidroxilacién no anel A provoca un desprazamento batocrémico na banda
II, que nos dihidroflavonois é maior ou menor dependendo da presenza ou
ausencia dun OH libre na posicibn 5. O espectro dos 5,7-
dihidroxidihidroflavonois exhibe un desprazamento entre 35 e 40 nm, mentres
que nos 7-hidroxidihidroflavonois o desprazamento € de 55-60 nm. A presenza
ou ausencia dun grupo hidroxilo en posicion 7, tanto nas flavanonas como nos
dihidroflavonois pode detectarse mediante a adicion de acetato soédico polo
desprazamento batocréomico da banda II, que non se produce nos derivados

glicosilados na posicion 7.

Polo xeral, os estilbenos exhiben en metanol unha absorcion intensa entre 308
e 336 nm (banda I) e entre 281 e 313 nm (banda II), ainda que moitos deles non
amosan un maximo na banda II senén un ombro ou inflexion, e pouco se sabe
acerca do seu comportamento espectrofotométrico en presenza dos axentes
modificadores dos que vimos falando. Neste sentido debemos citar o traballo de
Hillis e Ishikura (1968) que trataremos de seguir na interpretacion dos

espectros dos derivados estilbénicos.

Mais dificil resulta conseguir datos bibliograficos sobre o comportamento
espectrofotométrico dos flavan-3-ois. De feito, Cathey Tsai Su e Singleton
(1969) aportan s6 os espectros en metanol e Porter, unha autoridade no estudo
dos taninos, indica que as analises espectrofotométricas con axentes
modificadores do espectro son de escaso interese cando se aplican a esta

familia de compostos (Porter, 1989).



Unha vez coniecido o comportamento espectrofotométrico xeral de cada un dos
grupos de compostos fenédlicos considerados, en funcion do exposto imos
interpretar a estrutura quimica dos compostos presentes en cada unha das
fraccions cromatograficas obtidas. Para evitar facer mais tediosa e redundante
a exposicion, agas cando o consideremos estritamente necesario, non imos
recoller no texto a argumentaciéon seguida para a identificaciéon de cada un dos

compostos illados.

Para cada fraccion amoésanse os cromatogramas adquiridos a 280 nm e o
gradiente empregado para a sUa separacion en cada caso. Do mesmo xeito.
recollense nunha taboa as caracteristicas espectrais dos compostos
desconecidos e —no seu caso- as dos patréns comerciais cos que foron
comparados (patrons de referencia). Os resultados acadados moéstranse de

seguido.

Fraccion 1.- Nesta fraccion recollemos un sé pico, que presenta un maximo de
absorbancia a 271 nm e que nas novas condicions cromatograficas ten un
tempo de retencion de 8,5 min (figura 28); tratase do composto 1 da taboa 9. Ao
comparar estes resultados cos existentes na bibliografia (Ginjom e col., 2011) e
cos obtidos para os patrons analizados en HPLC-DAD nas mesmas condicions
de fluxo e gradiente cromatografico, comprobamos que coinciden —en efecto-

cos do acido galico.

As analises en espectrofotometria UV-vis en MeOH e logo de engadirlle
hidréxido sdédico para modificar o espectro (taboa 12 e figura 29) confirman que
se trata do acido galico. En efecto, o seu caracteristico maximo de absorbancia
en metanol (271 nm) coincide co do acido galico comercial. Ao igual que
sucedeu co acido galico patrén, o noso composto descompuixose ao engadirlle
hidréxido sédico para realizar o espectro en medio alcalino, o que coincide co

proposto por Van Sumere (1989).
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Figura 28. Cromatograma da fraccién F1 adquirido a 280 nm.
Taboa 12. Caracteristicas espectrais do composto
desconiecido comparadas coas do acido galico patron.
Composto Amax
P DAD MeOH NaOH
Desc (tr=8,5 min) 271 271 d
Galico 271 269 d
d= inestabel
a b

MeOH
—— NaOH

Absorbancia (uA)

250 300 350 400 450 250 300 350 400 450

A max (nm) Amax (am)

Figura 29. Caracteristicas espectrais do composto desconecido en DAD (a) e en MeOH
e MeOH+NaOH (b).



Fraccion 2.- Recollemos tamén nesta fraccién un sé6 pico (figura 30), que polas
stlas caracteristicas espectrofotométricas (Amax 293,5 nm) e cromatograficas
(nestas novas condiciéns cromatograficas presenta un tempo de retenciéon de 4
min) entendemos débese corresponder co pico 4 da taboa 9. Como xa
indicamos naquela taboa, o seu maximo en UV-vis en DAD e o tempo de
retencion fan pensar que se trata dun derivado benzoico; en calquera caso, nin
por bibliografia nin mediante a comparacién dos nosos resultados cos obtidos
con patréns comerciais analizados en HPLC-DAD nas mesmas condiciéns de
fluxo e gradiente cromatografico, fomos quen de atopar algunha

correspondencia entre algtin derivado benzoico e o composto desconecido.
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Figura 30. Cromatograma da fraccion F2 adquirido a 280 nm.

Na taboa 13 e na figura 31 amoésanse os resultados acadados no
espectrofotometro, tanto en metanol (Amax 288 nm) como en presenza de
cloruro de aluminio (Amax 295, 305 nm) e de cloruro de aluminio/acido
clorhidrico (Amax 287 nm), que nos fan pensar na posibilidade de que se poida

tratar dun derivado glicosilado dalgtin acido hidroxicinamico, ou outro grupo



de compostos fenodlicos que tenian caracteristicas cromatograficas e espectrais

semellantes as destes ultimos compostos.

Taboa 13. Caracteristicas espectrais do composto desconecido e dos

patréons de referencia.

)\.max
Compostos DAD MeOH CL:Al +HC1
Desc (tr=4 min) 293,5 288 295; 305 287
3-OH-benzoico 295,8 300 242; 305 305
2-OH-benzoico 301,8 305 314 306
4-gluc p-coumarico 296,2 287 297; 306 287
4-p-coumaroilglucosa 298; 312,9 298; 312 283;312 275;312
4-gluc do cafeico 295.7 288; 320 288; 320 288; 320

3-p-coumaroil-glucosa 284,4 294; 313 294; 313 294;313

En negrifia méstranse os ombros

MeOH
— clzal
— —- CIgAl+HCI

Absorbancia (uA)
Absorbancia (nm)

Mmax (nm) Amax (nm)

Figura 31. Caracteristicas espectrais do composto desconiecido en DAD (a) e en MeOH e

con modificadores do espectro (b).

E sabido que nos froitos os derivados glicosilados dos acidos hidroxicindmicos
poden estar presentes ben coma ésteres —nos que o azucre esta unido ao grupo
acido do derivado fenélico- ou ben en forma de glicosidos, nos que o azucre esta
unido no anel aromatico, e que, de acordo con Reschke e Herrmann (1981) e
Ibrahim e Barron (1989), a glicosilacion dos grupos hidroxilo en posicion 4 dos
acidos hidroxicinamicos provoca unha importante modificacion hipsocrémica
do seu maximo de absorcion en UV-vis con respecto ao correspondente a
molécula libre e ao dos seus respectivos ésteres (de 310 a 315 nm para os
ésteres do p-coumarico, 320-325 nm para os do ferulico e 330-335 para os do
cafeico), circunstancia que concorre no caso que nos ocupa. Tendo en conta

esta posibilidade, analizamos nas mesmas condicions cromatograficas de



HPLC-DAD e en UV-vis cos mesmos axentes modificadores de espectros
distintos patrons de glicésidos de acidos hidroxicinamicos, observando unha
grande similitude entre o comportamento do composto recollido nesta fraccion
e o do patron do 4-O-B-D-glucésido do acido p-coumarico, facilitado polo Dr. J.

Méndez do IIAG (CSIC, Santiago de Compostela).

Fraccion 3.- Nesta fraccion puidemos recoller un total de catro picos, que
presentan uns tempos de retencion de 4,2, 5,0, 5,6 e 6,7 min (figura 32) e as

caracteristicas espectrais que aparecen recollidas na taboa 14 e na figura 33.
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Figura 32. Cromatograma da fraccion F3 adquirido a 280 nm.

En funcién das caracteristicas espectrais, os compostos recollidos poderian
corresponderse con tres derivados benzoicos e, no caso do que presenta un
tempo de retencion mais alto, cun hidroxicinamico probabelmente derivado do
ferulico ou do cafeico e que se corresponde co pico 5 da taboa 9, xa que os
derivados do sinapico (que presentan tamén un maximo de absorbancia en 327
nm) nas nosas condicions cromatograficas permanecerian retidos na columna

durante mais tempo. Con seguridade, o composto de tempo de retencion 4,2



min e dous maximos de absorbancia en 255,6 e 292,3 nm é o mesmo que
temos asignado como pico 2 na taboa 9. Os seus espectros neutro (Amax 260,
294 nm) e en presenza de cloruro de aluminio (Amax 278, 314 nm), e o
desprazamento hipsocromico deste ultimo tras a adicion de acido clorhidrico
(Amax 258, 294 nm), coinciden con aqueles acadados nas mesmas condicions

para o patrén comercial do acido protocatéquico.

Taboa 14. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos e dos patrons de

referencia.

xmﬂx
Compostos DAD MeOH CLAl +HCI 1?&1\;1; NaOAc +HsBOs
Desc 1 (=4,2 min) 255,6 260 278 258 275 - 5

292,3 294 314 294 303

Desc 2 (tr=5,0 min) 255,6 259 d - d - -
303 321
Desc 3 (tr=5,6 min) 260,4 262 298 294 280 - -
296
Desc 4 (tr=6,7 min) 298 298 261 306 270 256 256
327,9 329 312 330 377 304 304
361 351 351
Protocatéquico 259,2 261 267 261 277 - -
293,5 296 309 296 301
tri-OH-benzoico 265,1 265 293 286 278 - -
300 302 320 350
di-OH-benzald 279,3 283 248 281 248 - -
310,1 316 295 313 293
340 350
Cafeico 297 292 303 299 257 294 303
323,5 320 338 329 300 324 338
345
Ferulico 295 294 299 295 296 288 288
322 321 328 325 326 313 313
t-caftarico 300 297 297 297 270 305 257
329 330 360 330 376 350 305
350
t-fertarico 298 298 298 298 269 298 298
327 325 327 327 375 330 330

En negrina moéstranse os ombros; en cor azul os valores de absorbancia con NaOH; d= inestabel



Resultados e Discusion

a b
% % MeOH
g 3 — cLal
g ‘g ——- CLAI+HCI
H H —— NaOH
2 2

250 300 350 400 450 250 300 350 400 450
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g
g H — cLal
2 g
5 & —— NaOH
2 3
< g
250 300 350 400 450 250 300 350 400 450
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e f

i 5: —— MeOH

] ] — cal
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Figura 33. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, c, e, g) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f, h).
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Polo que fai ao composto de tempo de retencién 5,0 min e maximos de
absorbancia en 255,6 e 303 nm, dicir que non foi posibel obter mais datos
espectrofotométricos que os correspondentes ao seu espectro en metanol (Amax
259, 321 nm), xa que tanto a adicion de cloruro de aluminio como a de
hidréxido sodico deu lugar a espectros inestabeis que entendemos indican a

descomposicién do composto.

O composto de tempo de retenciéon 5,6 min e maximos de absorbancia en 260,4
e 296 nm, unha vez recollido deu un espectro UV-vis pouco definido en
metanol, cun uUnico maximo a 262 nm que sofre un desprazamento
batocrémico ata 298 nm cando se engade cloruro de aluminio, maximo que se
despraza lixeiramente ao engadir acido clorhidrico (Amax 294 nm) e que presenta
un maximo a 280 nm cando se engade hidréxido sédico; o tempo de retencién e
o maximo de absorbancia en DAD fannos pensar que se poida tratar do

composto asignado como pico 3 na taboa 9.

Por 1ltimo, o hidroxicinamico de tempo de retencion 6,7 min ten un
comportamento espectrofotométrico semellante ao do acido trans-caftarico
patréon, por mais que non se poida tratar deste composto; en efecto, o trans-
caftarico cun tempo de retencion de 17,5 min nas condicions cromatograficas
nas que se recolleron as fraccions, non poderia aparecer nesta fraccion que,
recordaremos, esta comprendida entre 11,7 e 13,7 min. De acordo coa
bibliografia (Baranowski e Nagel, 1981), o isomero cis- deste éster tartarico ten
un tempo de retencion menor ao da forma trans-, o que nos fai pensar que

poidamos estar en presenza do acido cis-caftarico.

Fraccion 4.- Ao recromatografiar nas novas condiciéns a fracciéon recollida
entre os minutos 14,6 e 16,3, atopamonos coa presenza de tres picos (figura
34) dos que o maioritario —que se corresponde co Unico pico existente na
fraccién 5, na que discutiremos sobre a sta natureza- dificultou a recollida dos
outros picos de interese. En efecto, separanse nesta fraccion un pico cun tempo

de retencion de 4,6 min e un espectro de absorbancia cun maximo en 322 nm e



un ombro en 300 nm, sen dubida un derivado hidroxicinamico que poderia
corresponderse co pico 6 da taboa 9, e outro no minuto 4,9 que presenta dous
maximos de absorbancia a 259,2 e 293,5 nm e que poderia ser un derivado
benzoico; ambolos dous picos presentan moita menor absorbancia que o pico

de tempo de retencion 5,4 min (Amax 302sh, 327 nm).
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Figura 34. Cromatograma da fraccion F4 adquirido a 280 nm.

Taboa 15. Caracteristicas espectrais dos compostos

desconecidos.
Compostos Amax
DAD MeOH
Desc 1 (tr=4,6 min) 300; 322 298; 327
Desc 2 (tr=4,9 min) 259,2; 293,5 298; 327
Desc 3 (tr=5,4 min) 302; 327 298; 327

En negrifa moéstranse os ombros

A dificultade de conseguir unha mellor resolucién para estes dous picos xunto
coa enorme diferenza en concentracion existente entre eles e o pico que
consideramos aqui contaminante, impediu recollelos por separado; de feito, ao

realizar o espectro en metanol, todos eles presentan un Unico maximo de



absorbancia a 327 nm e un ombro a 298 nm, uns espectros que realmente
entendemos correspondense co do pico maioritario. Na taboa 15 e na figura 35

amosanse as caracteristicas espectrais destes compostos.

MeOH

Absorbancia (uA)
Absorbancia (uA)

—— MeOH

Absorbancia (uA)
Absorbancia (uA)

Figura 35. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c) e en MeOH (b, d).

Fraccion 5.- Nesta fracciéon recollemos un sé pico, que presenta un maximo de
absorbancia a 326,7 nm e un ombro a 298 nm que nas novas condicions
cromatograficas ten un tempo de retencion de 4,5 min (figura 36); tratase do
pico ao que fixemos alusion ao falar da fraccién anterior e que polo seu tempo
de retencion e o seu espectro en DAD, consideramos se corresponde co pico 8
da taboa 9. Ao comparar estes resultados cos existentes na bibliografia
(Baranowski e Nagel, 1981) puidemos observar que coinciden cos do acido
trans-caftarico. As analises en espectrofotometria UV-vis en MeOH e con
diferentes axentes modificadores do espectro (tdboa 16 e figura 37) confirman
que, en efecto, podese tratar deste derivado hidroxicinamico, xa que o seu

comportamento coincide co do trans-caftarico patrén.
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Figura 36. Cromatograma da fraccion F5 adquirido a 280 nm.

Taboa 16. Caracteristicas espectrais do composto desconecido e dos patrons de

referencia.
Compostos Amax
p DAD MeOH CI;cAl +HCl NaOMe NaOAc +H3BOs
Desc 1 (tr=4,5 min) 298 300 300 300 269 301 257
326,7 333 333 333 378 331 302
350
Cafeico 297 292 303 299 257 294 303
323,5 320 338 329 300 324 338
345

Ferulico 295 294 299 295 296 288 288
322 321 328 325 326 313 313
t-caftarico 300 297 297 297 270 305 257
329 330 360 330 376 350 305
350
t-fertarico 298 298 298 298 269 298 298
327 325 327 327 375 330 330

En negrina moéstranse os ombros



MeOH
— CLAl

— —. CLAI+HCI
—— NaOMe

—— NaOAc

—— NaOAc+H,BO,

Absorbancia (uA)
Absorbancia (uA)

250 300 350 400 450 250 300 350 400 450

A max (nm) Amax (nm)

Figura 37. Caracteristicas espectrais do composto desconecido en DAD (a) e en MeOH e

con modificadores do espectro (b).

Fraccion 6.- Tras a nova separacion en HPLC desta fraccion (figura 38),
observamos a presenza de catro picos, con tempos de retencién de 4,6, 6,1, 6,9
e 8,0 min respectivamente, podendo afirmar que, polas sUias caracteristicas
espectrofotométricas, cun ombro en 298 nm e un maximo en 326,7 nm, o
primeiro deles correspondese co derivado hidroxicinamico recollido xa na
fraccion anterior; indicar tamén que non fomos quen de recoller o composto de
tempo de retenciébn 8,0 min sen contaminacion do pico inmediatamente
anterior, polo que nesta fraccion s6 imos considerar os picos de tempo de
retencion 6,1 e 6,9 min (os picos 9 e 10 da taboa 9), que en ambolos dous casos
presentan un maximo de absorbancia a 279,3 nm, que a priori evidencian que
estamos en presenza de flavan-3-ois e/ou derivados benzoicos (alcohois
vanillico e/ou isovanillico). Tal e como se pode observar na taboa 17 e na figura
39, as analises espectrofotométricas con axentes modificadores do espectro
parecen indicar que se trata realmente de flavan-3-ois. En efecto, o
desprazamento batocromico de 10 nm que se produce ao engadirlle acetato
sédico/acido bérico —que non se da no caso dos derivados benzoicos- confirma
este suposto e coincide co observado para o patréon comercial da (+)-catequina.
Esta é a razén que nos levou a non analizar a modificacion do espectro con
hidréxido s6dico, como facemos no caso dos derivados benzoicos. En calquera
caso, debemos deixar claro que ningin destes compostos pode ser a (+)-
catequina, que -tal e como puidemos observar no noso laboratorio- nestas

condiciéons cromatograficas presenta un tempo de retencién mais alto. Con



moita probabilidade podemos estar diante de duas procianidinas que, sabese,

existen nos froitos da videira (Macheix e col., 1990) e das que non dispofiemos

de patréons comerciais nin temos atopado referencias bibliograficas que incliian

datos sobre o seu comportamento espectrofotométrico en presenza de axentes

modificadores do espectro.
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Figura 38. Cromatograma da fraccion F6 adquirido a 280 nm.
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Taboa 17. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos e dos patrons de

referencia.
Compostos Amax
DAD MeOH ClsAl +HClI NaOMe NaOAc +H3BOs

Desc 1 (trg=6,1 min) 279,3 279 279 278 246; 294 280 288
Desc 2 (tr=6,9min) 279,3 279 279 278 249; 290 280 287
Alc. vanillico 278,1 280 280 280 251; 294 280 280
Alc. isovanillico 278,1 280 280 280 246; 295 280 280
(+)-catequina 279,3 279 280 279  247; 289 280 290




MeOH
— CLAl
— - CLAI+HCI
NaOMe
—— NaOAc
A —— NaOAc+H,BO,

Absorbancia (uA)
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MeOH

— CLAl

— = CLAI+HCI
NaOMe

—— NaOAc
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Absorbancia (uA)

Figura 39. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c) e en MeOH e con

modificadores do espectro (b, d).

Fraccion 7.- O Unico pico que aparece ben resolto nesta fraccion (figura 40)
presenta un tempo de retencion de 6,9 min e un espectro UV-vis cun maximo
en 279,3 nm (taboa 18 e figura 41), polo que —tal e como dixemos na fraccion
anterior- poderia tratarse dun flavan-3-ol ou, alternativamente, de algin
derivado benzoico. En calquera caso, hai que facer constar que unha vez
recollido este composto, s6 puidemos observar que o seu maximo en metanol
(en 279 nm) non se modificaba nin en presenza de cloruro de aluminio nin en
presenza de cloruro de aluminio/acido clorhidrico e que, tanto a adicién de
metoxido sédico coma a de hidréxido soédico ou acetato soédico, provocaba a sua
descomposicion; non foi posibel, xa que logo, adiantar mais nada acerca da sta
identidade.
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Figura 40. Cromatograma da fraccion F7 adquirido a 280 nm.

Taboa 18. Caracteristicas espectrais do composto desconecido e dos patréns de

referencia.

xmax
Compostos DAD MeOH CLAl +HCI 1?3)1\;1; NaOAc +H:;BO:
Desc (x=6,0 min) 279,3 279 279 278 a/d a 5
Ale. vanillico 2781 280 280 280 251:294 280 280
Alc. isovanillico ~ 278.1 280 280 280 246:295 280 280
(+)-catequina 279.3 279 280 279 247:289 280 290

En cor azul os valores de absorbancia con NaOH; d= inestabel

250 300 350 400 450

A max (nm)

Absorbancia (uA)

—— MeOH
— cLal

- —- CLAI+HCI
—— NaOMe
—— NaOH
—— NaOAc

Amax (nm)

Figura 41. Caracteristicas espectrais do composto desconiecido en DAD (a) e en MeOH e

con modificadores do espectro (b).



Fraccion 8.- Tal e como se pode ver na figura 27, esta fracciéon contifna un
minimo de tres compostos, que naquelas condiciébns cromatograficas
resolvianse mal. Unha vez modificado o gradiente (figura 42) conseguiuse unha
separacion que permite a resoluciéon de tres compostos con tempos de retencion
de 7,7 min (Amax 298sh, 308,9 nm), 8,5 min (Amax 299sh, 312,4 nm), e 9,2 min
(Amax 278,1 nm), que fan pensar que estamos diante de dous hidroxicinamicos
derivados do acido p-coumarico (que se corresponden cos picos 12 e 14 da
taboa 9) e un flavan-3-ol ou derivado benzoico (correspondente ao pico 11 da
taboa 9). Os espectros obtidos en metanol para os supostos hidroxicinamicos
coinciden cos proporcionados por Baranowski e Nagel (1981) para estes
derivados e, como se pode observar na taboa 19 e figura 43, as analises
espectrofotométricas con axentes modificadores do espectro semellan confirmar
que se trata dos isémeros cis e trans do éster tartarico do acido p-coumarico

(cis e trans-coutarico, respectivamente).
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Figura 42. Cromatograma da fraccion F8 adquirido a 280 nm.



Polo que fai ao terceiro composto, todo indica que se trata da (+)-catequina,
pois o comportamento experimentado cos distintos axentes modificadores do
espectro e o tempo de retencién coinciden cos do patréon comercial. A existencia
dun desprazamento batocréomico de arredor de 10 nm ao engadir acetato
sédico/acido bérico fixo innecesario realizar o espectro en presenza de
hidroxido sodico, tal e como indicamos ao tratar da fraccion 6. O maximo de
absorbancia a 338 nm, que se produce no composto desconiecido cando se pon
en presenza de metoxido soédico e que non se observa no caso do patrén, moi

ben puidera deberse a unha posibel contaminacion do composto en cuestion.

Taboa 19. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos e dos patréns de

referencia.
Xmax
Compostos DAD MeOH CLAl +HCI 1\:;&1\;1; NaOAc +HsBOs
Desc 1 (t==7,7 min) 298 286 278 268 276 285 285
3080 313 316 314 356 315 315
Desc 2 (tr=8,5 min) 299 208 208 300 312 300 208
3124 314 315 315 360 315 315
Desc 3 (tr=9,2 min) 278,1 280 281 281 250 279 288
201
3387
Alc. vanillico 2781 280 280 280 251 280 280
202
Alc. isovanillico 2781 280 280 280 245 280 280
290
(+)-catequina 2793 279 280 279 247 280 290
289
p-coumérico 208 298 302 300 309 288 288
3080 310 315 312 335 314 314
t-coutarico 208 300 300 302 312 208 208
3136 314 315 315 360 315 315

En negrina moéstranse os ombros; en cor azul os valores de absorbancia con NaOH



Resultados e Discusion
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Absorbancia (uA)
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3 MeOH
S — LAl
E
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_g —— NaOMe
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c d
3 MeOH
£ — CLAl
o
g — = CLA+HCI
_g —— NaOMe
H —— NaOAc
5 —— NaOAc+H,BO,
250 300 350 400 450 250 300 350 400 450
A max (nm) Amax (nm)
e f
—— MeOH
— CLAl

Absorbancia (uA)

— = CLAIHCI
—— NaOMe

—— NaOAc

—— NaOAc+H,BO,

400

450

250

MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f).

Figura 43. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c, €) e en

Fraccion 9.- Pretendiamos separar e recoller nesta fraccion o composto que

cun espectro de absorbancia con dous maximos a 274,5 e 280,4 nm e un
tempo de retencion de 25,3 min (figura 27) corresponde ao pico 13 da taboa 9,
que naquelas condiciéns cromatograficas coeluia en gran medida co pico

anterior, e que agora, como se pode observar na figura 44 foi posibel recoller.
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Figura 44. Cromatograma da fraccion F9 adquirido a 280 nm.
Taboa 20. Caracteristicas espectrais do composto desconecido.
Composto Amax
P DAD MeOH CL:Al +HCl _ NaOH
Desc (tr=20,5 min) 274,5; 280,4 275; 281 272;281 268; 281 275
a b

—— MeOH
— CLAl
——- CLAI+HCI

Absorbancia (uA)

Absorbancia (uA)

—— NaOH

250

300

350

A max (nm)

400

450

Amax (nm)

Figura 45. Caracteristicas espectrais do composto desconecido en DAD (a) e en MeOH e

con modificadores do espectro (b).

Unha vez recollido, o composto foi analizado mediante UV-vis (taboa 20 e figura
45), observando que presenta dous caracteristicos maximos de absorbancia a

275 e 281 nm en metanol, que fan pensar (Harborne, 1989) que se poida tratar



dun fenol simple ou dun derivado benzoico, e que apenas se modifican cando
se lle engade cloruro de aluminio (Amax 272, 281 nm) e cloruro de
aluminio/acido clorhidrico (Amax 268, 281 nm); contrariamente, o seu espectro
sofre unha importante modificacion cando se engade hidroxido sédico. En
efecto, a adicién deste axente modificador do espectro, provoca a desaparicion
do maximo de 281 nm, un comportamento espectrofotométrico que non
coincide co de ningun dos patréons comerciais disponibeis no noso laboratorio
nin cos datos bibliograficos aos que puidemos acceder. Non podemos, xa que

logo, concretar mais nada acerca da sua identidade.

Fraccion 10.- Recolléronse nesta fraccion dous compostos de tempos de
retencion 4,4 e 4,9 min e maximos de absorbancia en DAD de 291,1 e 278,1
nm, respectivamente, que fan pensar nun derivado benzoico e outro que

puidera ser un benzoico ou un flavan-3-ol.

0,04 ~ r 22
*
0,03 1
,”’ \\
- ~
< -7 NS
= L —— ~
= 0,02 - - N
g ’ P Sa <
g F20
%
-g *
< 0,01 A
0,00 A
T T T T T T T 18
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (min)
Figura 46. Cromatograma da fraccién F10 adquirido a 280 nm.
Non resultou doado conseguir unha boa separacion entre ambolos dous

compostos (figura 46), polo que & moi posibel que en ningin dos casos

tenamos recollido os compostos suficientemente puros.



Taboa 21. Caracteristicas espectrais dos compostos desconiecidos.

Absorbancia (uA)

)\.max
Compostos DAD  MeOH CLAl +HCI 2O¥€ NaOAc +HiBOs
Desc 1 (tr=4,5 min) 291,1 280; 3127 d - d d -
Desc 2 (tr=4,9 min) 278,1 280 280 280 d/d 280 d
Alc. vanillico 278,1 280 280 280 251;292 280 280
Alc. isovanillico 278,1 280 280 280 245; 290 280 280
(+)-catequina 279,3 279 280 279 247; 289 280 290
En cor azul os valores de absorbancia con NaOH; d= inestabel
a b
g MeOH
] — Clal
] —or
250 380 350 460 A;O 2‘50 31‘]0 35‘0 480 4%0
% max (m) Mmax (nm)
c d

Absorbancia (uA)

Absorbancia (uA)

—— MeOH

— ClyAl

— —. Cl3Al+HCI
—— NaOMe

—— NaOH

—— NaOAc
NaOAc+H;BO,

 max (nm)

250 300 350 400 450

Amax (nm)

Figura 47. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, c¢) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d).

En calquera caso, o espectro en metanol do composto de tempo de retencion
mais baixo presenta un maximo de absorbancia en 280 nm e outro posibel en
312 nm, fronte ao Ginico maximo en DAD (Amax 291,1 nm), o que reforza a idea
de que non se trata dun Unico composto. Polo que fai ao segundo composto,

dicir que amosa un maximo en metanol a 280 nm que si coincide co observado

en DAD.



En ambolos dous casos a adicion de metéxido sédico provoca a descomposicion
do composto (tdaboa 21 e figura 47), descomposicién que tamén se produciu
para o composto de tempo de retencion 4,9 min ao engadirlle hidréxido sédico e
acetato sodico/acido boérico. Para o composto de tempo de retencion 4,4 min
indicar que se descompuxo tanto con cloruro de aluminio como con acetato
s6dico. As caracteristicas espectrofotométricas obtidas para este composto,

impiden dicir nada acerca da stia natureza.

O espectro UV-vis en metanol do segundo composto —que non se modifica con
cloruro de aluminio nin ao engadirlle acido clorhidrico- e o feito de que se
descompona en medio alcalino, impiden resolver a dubida de si se trata dun

flavan-3-ol ou dun derivado benzoico (Porter, 1989; Van Sumere, 1989).

Fraccion 11.- Neste caso foron tres os compostos recollidos (figura 48): un
primeiro con tempo de retencién 4,1 min e un inico maximo de absorbancia en
279,3 nm que fai pensar (unha vez mais) que se poida tratar dun flavan-3-ol;
un segundo que con seguridade é un derivado hidroxicinamico e moi
probabelmente, tanto polo seu tempo de retencién (4,6 min) como polo seu
espectro en DAD (Amax 300sh, 326,7 nm), un éster tartarico do acido ferulico
(Baranowski e Nagel, 1981) que poderia corresponderse co pico 16 ou 17 da
taboa 9; e un terceiro de tempo de retencion 5,2 min e un maximo de
absorbancia en 276,9 nm, que puidera ser un flavan-3-ol esterificado co acido
galico. En efecto, estes compostos (Porter, 1989) presentan un maximo de
absorbancia en metanol a unha lonxitude de onda menor que no caso dos non

esterificados.

Tal e como se pode observar na taboa 22 e na figura 49, as analises
espectrofotométricas realizadas para o composto desconiecido 1 non permiten
concretar mais que a sua pertenza ao grupo dos flavan-3-ois, e moi
probabelmente que se poida tratar dalgunha procianidina, grupo de compostos

dos que non dispofiemos de patréns comerciais.
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Figura 48. Cromatograma da fraccién F11 adquirido a 280 nm.

Taboa 22. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos e patréons de

referencia.
Compostos honax
P DAD MeOH CIAl +HClI NaOMe NaOAc +H3BOs3
Desc 1 (tr=4,1 min) 279,3 280 280 279 243 280 288
292
Desc 2 (tr=4,6 min) 300 298 299 298 d d -
326,7 325 324 325
Desc 3 (tr=5,2 min) 276,9 294 292 280 245 279 292
324 300 289
322
(-)-epicatequina 278,1 280 281 280 249 281 290
286 294 288
(+)-catequina 279,3 279 280 279 247 280 290
289
(-)-epicatequingalato 276,9 279 293 279 244 280 294
301 288
324
Ferulico 298 299 298 298 304 286 286
322 323 326 324 347 310 312
t-fertarico 298 298 298 298 269 298 298
327 325 327 327 375 330 330

En negrina méstranse os ombros; d= inestabel
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Figura 49. Caracteristicas espectrais dos compostos desconiecidos en DAD (a, c, €) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f).

No caso do composto desconiecido 2, as analises espectrofotométricas en
metanol e tras a adicién de cloruro de aluminio e cloruro de aluminio/acido
clorhidrico parecen indicar que estamos en presenza do acido feralico, por mais
que o tempo de retencién do patréon comercial non coincida co deste composto;

puidera tratarse, de acordo con Baranowski e Nagel (1981), dalgiin isémero do
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éster tartarico do acido ferulico (cis ou trans-fertarico). Como queira que tanto a
adiciéon de metéxido sédico coma a de acetato sédico provocaron a aparicién de
espectros inestabeis, non resultou posibel obter mais informacién sobre a
natureza deste composto. O terceiro composto presenta un comportamento en
UV-vis moi semellante ao do (-)-epicatequingalato comercial, por mais que o seu
espectro en metanol presente un maximo de absorbancia a 324 nm en lugar de
a 279 nm. Ao noso entender, esta circunstancia vén dada pola mais que posibel
contaminacion co composto anterior, de tempo de retencion 4,6 min e

absolutamente maioritario fronte ao composto que nos ocupa.

Fraccion 12.- O composto de tempo de retencién 7,6 min recollido nesta
fracciéon (figura 50), que se corresponde co pico 18 da taboa 9, presenta unhas
caracteristicas cromatograficas e espectrofotométricas en DAD (Amax 297sh, 323

nm) semellantes as do patrén comercial do acido cafeico.
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Figura 50. Cromatograma da fraccion F12 adquirido a 280 nm.

A realizacion das analises en UV-vis en metanol (Amax 289sh, 324 nm), cloruro

de aluminio (Amax 314sh, 361 nm), cloruro de aluminio/acido clorhidrico (Amax



249, 325 nm), metoxido so6dico (Amax 248, 302sh, 344 nm), acetato s6dico (Amax
287, 315 nm) e acetato sodico/acido boérico (Amax 247, 295sh, 334 nm) permitiu

confirmar que, en efecto, se trata deste acido hidroxicinamico (taboa 23 e figura
S1).

Taboa 23. Caracteristicas espectrais do composto descofiecido e do acido cafeico

comercial.
Compostos Amax
DAD MeOH CIsAl +HCl1 NaOMe NaOAc +H3BOs3
Desc (tr=7,6 min) 297 289 312 250 303 286 286
323 324 361 326 345 310 312
Cafeico 298 298 314 249 304 286 286
323,3 326 361 325 347 310 312

En negrifia méstranse os ombros

—— MeOH
— cLAl
— —- CLAHCI

Absorbancia (uA)
Absorbancia (uA)

250 300 350 400 450 250 300 350 400 450

% max (am) Amax (nm)

Figura 51. Caracteristicas espectrais do composto descofiecido en DAD (a) e en MeOH e

con modificadores do espectro (b).

Fraccioén 13.- O composto que pretendiamos recoller nesta fraccion (figura 52),
que presenta un tempo de retencién de 6,1 min e un espectro cun maximo de
absorbancia en 329,1 nm e un ombro a 292 nm (figura 53), poderia
corresponderse con algiun derivado hidroxicinamico; porén, e a pesar dos
numerosos intentos por conseguir recollelo e analizalo mediante espectrometria
UV-vis, non foi posibel tan sequera obter un espectro en metanol

suficientemente estabel, o que imposibilitou calquera analise posterior.
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Figura 52. Cromatograma da fraccién F13 adquirido a 280 nm.
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Figura 53. Caracteristicas espectrais do composto descofiecido en DAD (a) e en MeOH (b).

Fraccion 14.- O composto de tempo de retencion 8,9 min recollido nesta
fraccion (figura 54) correspondese co pico 19 da taboa 9 e presenta unhas
caracteristicas cromatograficas e espectrofotométricas en DAD (Amax 278,1 nm)

semellantes as do patréon comercial da (-)-epicatequina.
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Figura 54. Cromatograma da fraccién F14 adquirido a 280 nm.

Taboa 24. Caracteristicas espectrais do composto descofiecido e do patrén da

(-)-epicatequina.

Compostos Aonex
DAD MeOH CI3Al +HCI NaOMe NaOAc +H3BOs

Desc (tr=8,9 min) 278,1 278 278 279  248;295 280; 289 290
(-)-epicatequina 788,1 278 278 280  249; 294 281; 288 290

En negrifia méstranse os ombros

Tal e como se amosa na taboa 24 e na figura 55, as analises en UV-vis en
metanol (Amax 278 nm), cloruro de aluminio (Amax 278 nm), cloruro de
aluminio/acido clorhidrico (Amax 280 nm), metoxido sédico (Amax 249, 294 nm),
acetato sédico (Amax 281sh, 288 nm) e acetato sédico/acido bérico (Amax 290 nm)

permitiron confirmar que, en efecto, se trata deste flavan-3-ol.
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Figura 55. Caracteristicas espectrais do composto desconecido en DAD (a) e en MeOH e
con modificadores do espectro (b).

Fraccion 15 + 16.- Como queira que resultou imposibel recoller estas duas

fraccions por separado, decidimos analizalas conxuntamente, coma se dunha

soa se tratara.
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Figura 56. Cromatograma da fraccién F15+16 adquirido a 280 nm.

Pretendemos recoller asi un total de cinco compostos, que presentan tempos de
retencion de 9,3, 9,7, 10,2, 10,6 e 11,1 min. Indicar que, por moitos intentos

que se fixeron, non foi posibel conseguir unha mellor separacion que a que se



mostra na figura 56, o que fixo practicamente imposibel obter todos os
compostos coa pureza desexada e a suia posterior analise en UV-vis; de feito s6
para o segundo composto foi posibel obter un espectro en metanol

suficientemente claro (Amax 280 nm).
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Figura 57. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, c, €) e

en MeOH e con axentes modificadores (b, d, f).

En funcién do espectro en DAD e de acordo con Mabry (1969), podemos afirmar

que o primeiro composto (figura 57) poderia corresponderse cun flavanoide. En



efecto, o seu maximo de absorbancia en 285,2 nm e a presenza dun ombro en

334 nm son moi caracteristicos deste grupo de compostos fenoélicos.

—— MeOH
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Figura 58. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c) e en MeOH (b, d).

Polo que fai aos picos segundo e quinto (o 21 da taboa 9), que en ambolos dous
casos presentan un maximo de absorbancia en 279,3 nm (figuras 57 e 58,
respectivamente), correspondense probabelmente con dous flavan-3-ois; o
ombro que aparece a 330 nm no pico de tempo de retencion 9,7 min pode
deberse a algunha contaminacion procedente dos compostos contiguos; de
feito, tal e como xa indicamos, presenta un Ginico maximo en metanol a 280 nm
que parece confirmar este particular. O pico cuarto correspéndese co 20 da
taboa 9, e ten un espectro de absorcion en DAD cun maximo en 285,2 nm e un
ombro en 340 nm que -ao igual que sucedia co pico primeiro- poderia
corresponderse cun flavanoide. Nada podemos adiantar sobre a identidade do

terceiro composto, que presenta un maximo de absorbancia a 275,7 nm en



DAD e que, en todo caso e de acordo con Harborne (1989), poderia facer pensar

nun derivado benzoico.

Fraccion 17.- O noso obxectivo nesta fraccién era recoller dous picos, un que
presentaba un espectro de absorcién en DAD con dous maximos en 301,8 e
312 nm e que intuiamos puidera ser un estilbeno (que se corresponderia co

pico 22 da taboa 9), e outro que cun maximo en 297 nm poderia ser o pico 24

desa mesma taboa.
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Figura 59. Cromatograma da fraccion F17 adquirido a 280 nm.

A realidade é que nestas novas condicions cromatograficas (figura 59)
recollemos este ultimo composto (tempo de retencién 11,1 min) e outro cun
espectro de absorcién que presenta un ombro en 272 nm e dous maximos en
279,3 e 287,6 nm e tempo de retencién 11,4 min, que se corresponde co pico
23 da taboa 9, e que agardabamos recoller na fraccién 18. Os seus espectros en
metanol (taboa 25 e figura 60) inclinannos a pensar que estamos en presenza

dun flavanoide (moi probabelmente un dihidroflavonol de acordo co expresado



por Mabry no ano 1969) e dunha mestura de, cando menos, dous compostos

que coeluen nas nosas condiciéns cromatograficas.

Taboa 25. Caracteristicas espectrais dos compostos desconiecidos e dos patrons de

referencia.
Compostos Monex
P DAD MeOH CIAl HClI NaOMe NaOAc H3BOs3
Desc 1 (tr=11,1 min) 297 289 289 275? 291 287 289
340 312 312 327 337 343
Desc 2 (tr=11,4 min) 272 274 274 274 242 279 281
279,3 280 280 280 296 285 287
287,6 293
Taxifolin 291,1 290 313 313 245 292 291
340 343 381 381 327 327 336
Astilbina 289.9 292 288 281 273 292 290
340 340 313 313 327 328 340
Engeletina 2927 292 271 264 271 287 289
340 339 313 314 325 329 336
366
En negrifia méstranse os ombros
a b
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Figura 60. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d).



En efecto, o maximo de absorbancia en 289 nm e o ombro en 340 nm que
caracteriza ao primeiro deles e as modificacions do seu espectro ao engadirlle
cloruro de aluminio, cloruro de aluminio/acido clorhidrico, metéxido sédico,
acetato sodico e acetato sédico/acido borico, son semellantes as dos
dihidroflavonois comerciais cos que se compararon. Asi mesmo, e polo que fai
ao segundo pico, que presenta un espectro neutro cun maximo de absorbancia
en 282 nm e que s6 sofre modificaciéns cando se lle engade metéxido sédico,
non é posibel adiantar ningunha conclusién sobre a sua identidade; en funcién
dos dous maximos que presenta en DAD podemos pensar que se pode tratar
dunha mestura dun flavan-3-ol (responsabel do maximo de absorcién en 279

nm) e un flavanoide ao que corresponderia o maximo en 287,6 nm.

Fraccion 18.- Dos cinco picos cromatograficos que se resolven nas novas
condiciéns cromatograficas nesta fraccion (figura 61), o primeiro deles
corresponde ao segundo pico da fraccion anterior do que xa falamos. Dos
outros catro, con tempos de retencion 12,3, 13,0, 13,6 e 14,3 min e espectros
de absorcion en DAD que se mostran na taboa 26 e figura 62, o primeiro
entendemos que é un acido hidroxicinamico que se corresponde co pico 26 da
taboa 9 e todo indica que poida tratarse do acido p-coumarico, mentres que o
segundo semella ser o flavanoide correspondente ao pico 27 da taboa 9, un
posibel dihidroflavonol. O terceiro e o cuarto compostos puideran ser derivados
benzoicos en ambolos dous casos, por mais que o Ultimo deles, polas mesmas
razéons xa indicadas cando falamos do pico recollido na fraccién 2 (ver paxinas
96 e 97), puidera ser tamén un derivado glicosilado dalgan acido
hidroxicinamico. Os espectros en metanol e con distintos axentes modificadores
(taboa 26 e figura 62) permiten confirmar a presenza do acido p-coumarico pero
non resolven as dubidas sobre a natureza do flavanoide. En efecto, os cambios
que se producen no espectro deste composto ao engadirlle os distintos axentes
modificadores, non coinciden con aqueles que sofren os patréns comerciais dos

dihidroflavonois dos que dispofiemos no noso laboratorio.
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Figura 61. Cromatograma da fraccién F18 adquirido a 280 nm.

Non puidemos chegar a ningunha conclusion clara acerca da identidade do
composto de tempo de retencion 13,6 min que polo seu espectro en DAD (cun
maximo de absorbancia en 275,7 nm) —e de acordo con Van Sumere (1989)-
puidera ser un derivado benzoico; presenta un espectro neutro cun maximo de
absorbancia en 284 nm que se descompé6n ao engadirlle cloruro de aluminio.
Os espectros alcalinos, tanto con metéxido so6dico (Amax 291 nm) como con
hidroxido sédico (Amax 293 nm), e os realizados con acetato sodico e acetato
sédico/acido boérico (Amax 287 nm en ambolos dous casos) non axudan
tampouco a hora da sua identificacion (tdboa 26 e figura 62). Polo que fai ao
composto de tempo de retencion 14,3 dicir que o seu maximo de absorbancia
en metanol (Amax 295 nm) sofre un pequeno desprazamento batocrémico
despois de engadir cloruro de aluminio (Amax 298 nm), que se recupera con
cloruro de aluminio/acido clorhidrico (Amax 294 nm). A ausencia do segundo
maximo de absorcién en cloruro de aluminio, que se produce no caso dos

glicosidos dos acidos hidroxicinamicos arredor dos 310 nm, inclinounos a



pensar que se trata mais ben dun hidroxibenzoico. De feito, € moito mais
proximo ao do acido 3-hidroxibenzoico comercial que ao dos patrons dos
glucésidos dos acidos hidroxicinamicos cos que o temos comparado, por mais
que con hidroxido sédico non presente ningun desprazamento do maximo de

absorbancia (taboa 26 e figura 62).

Taboa 26. Caracteristicas espectrais dos compostos desconiecidos e dos patrons de

referencia.
Xmax
Compostos DAD MeOH CLAl +HCI 1\:;&1\;1; NaOAc +HsBOs
Desc 1 (x=12,3 min) 300 299 _ 303 300 _ 308 289 288
3080 309 315 312 334 314 314
Desc 2 (tz=13,0 min) 289,9 293 295 276 293 293 203
340 345 348 208 351 351 351
354
Desc 3 (tr=13,6 min) 275,7 284 d - 201 087 287

293

Desc 4 (tr=14,3 min) 294,7 295 298 294 295 - -

Taxifolin 291,1 290 313 313 245 292 291
340 343 381 381 327 327 336
Astilbina 289.9 292 288 281 273 292 290
340 340 313 313 327 328 340
Engeletina 292,7 292 271 264 271 287 289
340 339 313 314 325 329 336
366
p-coumarico 298 298 302 300 309 288 288
308,9 310 315 312 335 314 314
Siringaldehido 307,7 307 267 267 256 - -
307 309 289
370
Siringico 275,5 276 278 280 303 - -
3-OH-benzoico 295,8 298 305 302 311 - -
4-gluc do cafeico 295.7 288 288 288 - - -

320 320 320
4-gluc p-coumarico 296,2 287 297 287 - - -
306

En negrina méstranse os ombros; en cor azul os valores de absorbancia con NaOH
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Figura 62. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, c, e, g) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f, h).
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Fraccion 19.- Recolléronse nesta fraccion tres compostos (figura 63): un
primeiro con tempo de retencién 14,4 min (que se corresponde co pico 28 da
taboa 9) que posue un espectro en DAD que se caracteriza por presentar un
ombro en 272 nm e dous maximos de absorbancia en 279,3 e 287,6 nm, moi
parecido ao do composto de tempo de retencion de 11,4 min atopado na
fraccion 17; os outros dous compostos, con tempos de retencion de 15,3 e 17
min, presentaron uns espectros en DAD moi semellantes, cun maximo de
absorbancia en 287,5 nm e un ombro en 335 nm no primeiro caso e un
maximo de absorbancia en 286,4 nm e un ombro en 338 nm no segundo, que
nos fan pensar na posibilidade de que sexan dous flavanoides (Mabry, 1969;
Markham, 1982). O primeiro dos compostos, de tempo de retencién 14,4 min,
presenta un espectro en metanol (Amax 277, 283 nm) que non se modifica con
cloruro de aluminio nin con cloruro de aluminio/acido clorhidrico (taboa 27 e
figura 64), un comportamento moi semellante ao xa observado para o segundo
composto da fraccion 17 (tdboa 25 e figura 60); o mesmo ocorre coas
modificacions que se observan con metoxido sodico, acetato sédico e acetato
sodico/acido borico. Como sucedia naquel caso, estes resultados non permiten
adiantar ningunha conclusién sobre a identidade deste composto. O segundo
composto presentou un espectro neutro cun maximo de absorbancia en 290
nm e un ombro en 340 nm, un espectro que se modifica dun xeito moi
semellante ao dos dihidroflavonois comerciais cos que se compararon, o que

permite afirmar que se trata dun composto deste grupo.

Pola sta banda, o terceiro dos compostos presentou un maximo de absorbancia
en metanol a 286 nm e un ombro a 340 nm que permite afirmar que se trata
tamén dun flavanoide, ainda que non poidamos asegurar que sexa un
dihidroflavonol; a adicién de distintos axentes modificadores (cloruro de
aluminio, metoxido sodico e acetato sodico) produce espectros de absorcion
pouco estabeis que dificilmente permiten adiantar mais sobre a identidade

deste composto.
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Figura 63. Cromatograma da fraccién F19 adquirido a 280 nm.

Taboa 27. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos e dos patrons de

referencia.
Compostos Amax

DAD MeOH CIsAl +HClI NaOMe NaOAc +H3BO3

Desc 1 (tr=14,4 min) 272 277 277 277 242 277 286
279,3 283 283 283 296 283
287,6 291

Desc 2 (tr=15,3 min) 287,5 292 272 268 327 281 293
335 340 317 317 329 338

Desc 3 (tr=17,0 min) 286,7 286 d - d d -
338 340

Taxifolin 291,1 290 313 313 245 292 291
340 343 381 381 327 327 336

Astilbina 289.9 292 288 281 273 292 290
340 340 313 313 327 328 340

Engeletina 2927 292 271 264 271 287 289
340 339 313 314 325 329 336

366

En negrifia méstranse os ombros;
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Figura 64. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c, €) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f).

Fraccion 20.- Nesta fraccién intentamos recoller un total de catro picos, que
presentan os tempos de retencién de 10,4, 12,1, 13,3 e 14,1 min (figura 65) e
as caracteristicas espectrais que aparecen na taboa 28 e na figura 66; en
funcién destas caracteristicas podemos afirmar que o composto con menor
tempo de retencién poderia ser un hidroxicinamico (probabelmente derivado do

acido p-coumarico) mentres que o de tempo de retencién mais alto, poderia ser
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un estilbeno, o mesmo que temos asignado como pico 29 na taboa 9. E pouco

podemos dicir dos compostos segundo e terceiro.
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Figura 65. Cromatograma da fraccion F20 adquirido a 280 nm.

Taboa 28. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos e dos patréons de

referencia..
Compostos Amax
DAD MeOH CIsAl +HCl NaOMe NaOAc +H3BOs
Desc 1 (tr=10,4 min) 298 296 277 272 359 296 298
310 312 312 312 312 314
Desc 2 (tr=12,1 min) 278,1 -
308
Desc 3 (tr=13,3 min) 293,5 298 d - d d -
322 312
Desc 4 (tr=14,1 min) 305,3 305 - - - - -
319 318
p-coumarico 298 298 302 300 309 288 288
308,9 310 315 312 335 314 314
t-coutarico 298 300 300 302 312 298 298
313,6 314 315 315 360 315 315

En negrina moéstranse os ombros; d= inestabel



Resultados e Discusion
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Figura 66. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, c, e, g) e

en MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f).
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O espectro en metanol do primeiro composto, o probabel hidroxicinamico (Amax
296sh; 312 nm), s6 sofre modificacions co metéxido sédico, que provoca un
importante desprazamento batocromico (47 nm), comportamento que coincide

co do t-coutarico que —como vimos- ten un tempo de retenciéon moito menor.

A imposibilidade de conseguir unha mellor separacion, 1évanos a pensar que os
compostos 2 e 3 foron recollidos xuntos; os seus espectros en DAD (Amax 278,
308sh nm e Amax 293, 322 nm, respectivamente) non semellan corresponderse
con espectros de compostos puros. O descoiiecido 2 nin sequera deu un
espectro claro en metanol (cun posibel ombro arredor dos 280 nm), mentres
que o espectro neutro do descofiecido 3 ten dous maximos de absorbancia en
293 e 312 nm pero tamén se descompoédn ao engadir os axentes modificadores
do espectro. En canto ao composto de tempo de retencién 14,1 min, dicir que o
seu espectro en metanol (Amax 305, 318 nm) deixa claro que se trata dun
isomero trans dun estilbeno; podemos adiantar que estamos en presenza dun
derivado do resveratrol pero en ningun caso se pode tratar deste composto. En
efecto, o tempo de retencién do trans-resveratrol comercial —o Unico estilbeno
patron do que dispofiemos- nestas condicions de analise é mais alto; neste
sentido, e de acordo cos datos datos proporcionados por Hillis e Ishikura
(1968), Pezet e col. (2003), Gonzalez-Barrio (2006) e Guerrero e col. (2010a),

intuimos que debe ser un estilbeno glicosilado.

Fraccion 21.- Nesta fraccion pretendiamos recoller seis compostos con tempos
de retencion de 5,7, 6,1, 6,8, 7,1, 10,3 e 11,3 min (figura 67) e coas
caracteristicas espectrofotométricas en DAD que reflectimos na taboa 29 e nas
figuras 68 e 69. Tendo en conta as diferenzas atopadas entre os seus espectros
en DAD e os correspondentes en metanol, e a mala resoluciéon cromatografica
desta fraccién, o primeiro e o cuarto compostos poderian ser unha mestura de
varios compostos. Polos seus tempos de retencion e os espectros en DAD foron
considerados inicialmente como o pico 30 da tadboa 9 (un desconiecido con dous

maximos de absorbancia a 282,8 e 323,2 nm) e o 31, un derivado



hidroxicinamico cun maximo de absorbancia a 310,1 nm e un ombro a 285

nm.
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Figura 67. Cromatograma da fraccién F21 adquirido a 280 nm.

Polo que fai aos compostos con tempos de retencién 6,1 min (o pico 32 da taboa
9) e 10,3 min debemos indicar que, en funcién do seu espectro en UV-viS (Amax
256, 300sh, 355 e Amax 258, 268sh, 297sh, 358, respectivamente), tratase en
ambolos dous casos de flavonois glicosilados derivados da quercetina (taboa 29
e figuras 68 e 69); en efecto, o desprazamento hipsocréomico que sofren os seus
maximos de absorbancia en metanol respecto ao do aglicon (Amax 256, 300sh,
367) asi o indican (Markham, 1982). Esta afirmacion vese ratificada no caso do
composto de tempo de retencion 6,1 min polo desprazamento producido tras a
adicion de cloruro de aluminio (Amax 275, 305sh, 428) e cloruro de
aluminio/acido clorhidrico (Amax 268, 303sh, 360, 395). Debemos facer constar
que para o composto de tempo de retencién 10,3 min s6 foi posibel obter o
espectro neutro xa que tanto ao engadir cloruro de aluminio como metéxido

soédico e acetato sédico produciuse un espectro inestabel.



Taboa 29. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos e dos patrons de referencia.

)\.max
Compostos DAD MeOH ClAl +HCI NaOMe NaOAc +HsBOs
Desc 1 (tr=5,7 min) 282,8 277 - - - - -
320
Desc 2 (tr=6,1 min) 255,6 256 275 268 271 271 263
265,1 300 305 303 329 325 303
292,1 352,9 355 428 360 410 369 375
395
Desc 3 (tr=6,8 min) 289,9 290 317 267 248 292 294
327 340 372 312 327 329 336
Desc 4(tr=7,1 min) 299 280 - - - - -
313,6
Desc 5 (tr=10,3 min) 255,6; 266 258 d - d d -
354,1 268
297
358
Desc 6 (tr=11,3 min) 285,2 285 d - d d -
Q-galact 256 258 274 268 272 271 262
265 300 306 304 328 325 303
300 355 427 360 410 369 376
354,6 396
Q-gluc 256 258 274 270 274 259 263
265 269 304 302 322 269 298
299 295 357 357 409 300 380
353,4 357 415 398 359
Q-rham 256 257 272 268 273 261 262
262 267 415 301 327 304 302
300 302 345 404 352 367
348,6 357 399
Q-glucur 256 258 272 268 275 267 264
265 269 306 300 330 327 376
300 357 360 358 408 371
354,6 410 400
Q-rut 255,6 258 276 269 270 270 264
267 268 304 300 321 371 299
292 297 338 356 410 380
354,1 358 431 398
Taxifolin 291,1 290 313 313 245 292 291
340 343 381 381 327 327 336
Astilbina 289.9 292 288 281 273 292 290
340 340 313 313 327 328 340
Engeletina 292,7 292 271 264 271 287 289
340 339 313 314 325 329 336

366

En negrina méstranse os ombros; d=inestabel



Que se trata de glicosidos en posicion 3 é unha obviedade, xa que na vide é
esta a Unica posicién na que existe glicosilacion nos flavonois (Singleton e
Esau, 1969). Poderiase tratar tamén de derivados 3-O-glicosilados da
isorhamnetina (un derivado metilado en posicion 3’ da quercetina) que
presentan na meirande parte dos casos espectros de absorciéon semellantes aos
correspondentes da quercetina, pero que se retefien mais tempo na columna

nas analises cromatograficas en fase inversa.
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Figura 68. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c, €) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f).



O composto de tempo de retencion 6,8 min presentou un espectro neutro cun
maximo de absorbancia en 285 nm e un ombro en 312 nm, que fai pensar nun
flavanoide (tdboa 29 e figura 68); con cloruro de aluminio e cloruro de
aluminio/acido clorhidrico modifica o seu espectro dun xeito semellante a como
o fan os dihidroflavonois cos que se compararon, polo que podemos afirmar que

se pode tratar dalgiin composto deste grupo.
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Figura 69. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c, €) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d,f).



O espectro de absorcion en DAD do ultimo composto, de tempo de retencion
11,3 min e cun maximo en 285 nm (que se mantén en metanol e sofre a sua
descomposicion ao engadirlle cloruro de aluminio, metéxido sodico e acetato
s6dico), € moi caracteristico das formas isomeéricas cis dos derivados

estilbénicos, polo que a priori asignamos este composto a este grupo (taboa 29

e figura 69).

Fraccion 22.- Con seguridade, os dous compostos recollidos nesta fraccién con
tempos de retencion 4,5 e 4,7 min (figura 70), son dous flavonois derivados da
quercetina e glicosilados en posicion 3 (Markham, 1982; 1989), e asi o
confirman os resultados espectrofotométricos obtidos para ambolos dous tanto
en DAD como en UV-vis en metanol e cando se lle engaden distintos axentes
modificadores do espectro (tdboa 30 e figura 71). Estes compostos

correspondense cos picos 33 e 34 da taboa 9, respectivamente.
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Figura 70. Cromatograma da fraccién F22 adquirido a 280 nm.



Taboa 30. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos e dos patrons de

referencia.
Compostos Amax
DAD MeOH ClsAl +HC1I NaOMe NaOAc +HsBOs
Desc 1(tr=4,5 min) 255,6 258 272 268 275 266 264
266 268 305 300 330 328 376
293,5 356 361 357 408 370
354,1 410 400
Desc 2(tr=4,7 min) 255,6 257 274 270 274 259 263
266 270 305 300 323 270 298
293,5 295 358 357 409 300 380
352,9 357 415 397 360
Q-galact 256 258 274 268 272 271 262
265 300 306 304 328 325 303
300 355 427 360 410 369 376
354,6 396
Q-gluc 256 258 274 270 274 259 263
265 269 304 302 322 269 298
299 295 357 357 409 300 380
353,4 357 415 398 359
Q-rham 256 257 272 268 273 261 262
262 267 415 301 327 304 302
300 302 345 404 352 367
348,6 357 399
Q-glucur 256 258 272 268 275 267 264
265 269 306 300 330 327 376
300 357 360 358 408 371
354,6 410 400
Q-rut 255,6 258 276 269 270 270 264
267 268 304 300 321 371 299
292 297 338 356 410 380

354,1 358 431 398

En negrina moéstranse os ombros

Como xa adiantamos na discusion da fraccion anterior, o comportamento
espectrofotométrico dos derivados da isorhamnetina é moi semellante ao dos
derivados da quercetina (Markham, 1982), pero tefien tempos de retencién
mais altos nestas condiciéns cromatograficas. Tendo en conta os tempos de
retencion dos patrons comerciais dos derivados glicosilados da quercetina,
podemos intuir que se trata de dous dos seguintes compostos: quercetin-3-O-
glucéosido, quercetin-3-0O-galactosido ou quercetin-3-O-glucurénido, que en
moitas ocasions coellien; s6 a realizacion das hidrolises e a identificacién dos

azucres liberados permitira identificalos plenamente.
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Figura 71. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, c) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d).

Fraccion 23.- Nesta fraccion recollemos dous compostos (figura 72), o primeiro
deles (que se corresponde co pico 35 da taboa 9) cun tempo de retencién de 5,4
min e un espectro de absorcion en DAD cun maximo en 289,9 nm e un ombro
en 340 nm, espectro que vimos relacionando co dos dihidroflavonois. O
segundo, cun tempo de retencién de 6,2 e un espectro de absorcién en DAD
con dous maximos de absorcion en 260,4 e 298,2 nm, pensamos que se poida
tratar dun derivado benzoico e corresponderse co pico 37 da taboa 9. Tras
realizar os espectros en UV-vis en metanol e con axentes modificadores (taboa
31 e figura 73) podemos confirmar a presenza do dihidroquercetin-3-O-
rhamnosido (astilbina) e dun derivado do acido vanillico, probabelmente un
éster metilico. Indicar, ademais, que o vanillico metil-éster comercial co que se
comparou, presenta nestas condiciéons cromatograficas un tempo de retencién

moi préximo ao do composto descoinecido.
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Figura 72. Cromatograma da fraccion F23 adquirido a 280 nm.

Taboa 31. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos e dos patrons de

referencia.
T
Compostos DAD MeOH CLAl +HCI Y°OM NaOAc +H:BOs
Desc 1(t=5,4 min) _ 289,0 288 289 280 272 292 290
335 340 313 312 327 327 340

Desc 2(tr=6,2 min) 260,4 262 262 262 285 - -
298,2 297 297 297 313

Taxifolin 291,1 290 313 313 245 292 291
340 343 381 381 327 327 336
Astilbina 289.9 292 288 281 273 292 290
340 340 313 313 327 328 340
Engeletina 292,7 292 271 264 271 287 289
340 339 313 314 325 329 336

366

Vanillico metil-éster 261,5 263 263 263 286 - -
292,3 294 294 294 315
En negrifia méstranse os ombros; en cor azul os valores de absorbancia con NaOH
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Figura 73. Caracteristicas espectrais dos compostos desconiecidos en DAD (a, c) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d).

Fraccion 24.- O composto recollido nesta fraccion con tempo de retencién 6
min (figura 74), tamén é un flavonol (que se corresponde co pico 38 da taboa
9), pero neste caso, e asi o confirman os resultados espectrofotométricos
obtidos tanto en DAD como en UV-vis en metanol e ao engadirlle distintos
axentes modificadores do espectro (tdboa 32 e figura 75), tratase dun glicésido
en posiciéon 3 do kaempferol. En efecto, o seu espectro en metanol con dous
maximos de absorbancia en 265 e 343 nm indica que estamos en presenza dun
derivado glicosilado do kaempferol; como xa indicamos para os derivados
glicosilados da quercetina, a glicosilacion provoca tamén neste caso un
desprazamento hipsocrémico respecto do maximo a 366 nm que presenta o
aglicon. Os cambios provocados pola adiciébn dos diferentes axentes

modificadores do espectro confirman este particular (Markham, 1982; 1989).
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Figura 74. Cromatograma da fraccion F24 adquirido a 280 nm.

Taboa 32. Caracteristicas espectrais do composto desconecido e dos patréons de

referencia.
Compostos Amax
DAD MeOH Cl;Al +HC1 NaOMe NaOAc +H3BOs
Desc (tr=6,0 min) 265,1 265 272 270 275 275 268
289,3 300 300 300 325 305 302
344,6 343 350 343 402 375 352
395 395
K-gluc 265,1 267 276 274 276 275 268
295 298 303 301 326 305 302
347 351 348 345 402 367 352
397 393
K-rham 264,5 267 275 273 274 272 266
297 345 302 300 327 305 350
342,6 346 340 390 362
395 395
K-rut 265,4 267 275 270 276 275 268
303 301 301 302 326 306 302
347,4 353 351 343 402 375 352
395 394

En negrifa moéstranse os ombros
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Figura 75. Caracteristicas espectrais do composto desconecido en DAD (a) e en MeOH e

con modificadores do espectro (b).

Fraccion 25.- Dos catro compostos que intentamos recoller nesta fraccion
(figura 76) con tempos de retenciéon 19,4, 20, 20,8 e 21,4 min e coas
caracteristicas espectrofotométricas reflectidas na taboa 33 e figura 77, s6 o
ultimo deles permitiu facer algunha analise posterior; de feito, a pouca
cantidade e a escasa resolucién cromatografica conseguida para o resto dos
compostos, fixo imposibel obter espectros en metanol suficientemente
definidos. En calquera caso, e baseando as nosas afirmacions nos datos de
DAD, debemos indicar que os tres primeiros compostos poderian ser,
respectivamente, un acido hidroxicinamico -o acido o-coumarico polo seu
tempo de retencién-, un posibel dihidroflavonol e un flavonol derivado
glicosilado do kaempferol. Polo que fai ao ultimo composto, dicir que tamén é
un flavonol (que se corresponde co pico 40 da taboa 9), e que, de acordo cos
datos proporcionados por Markham (1989) e tal e como confirman os
resultados espectrofotométricos obtidos tanto en DAD como en UV-vis en
metanol e ao engadirlle distintos axentes modificadores do espectro (taboa 33 e
figura 77), tratase, unha vez mais, dun derivado glicosilado do kaempferol en

posicion 3.



0,010 -

0,008 A

0,006 A

0,004 -

Absorbancia (uA)

0,002 A

0,000 A

Tempo (min)

15

20

25

30

Figura 76. Cromatograma da fraccion F25 adquirido a 280 nm.
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Taboa 33. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos e de distintos patrons.

)\.max
Compostos DAD MeOH CLAl +HClI NaOMe NaOAc +H;BOs
Desc 1(tr=19,4 min) 273 - - - - - -
318,4
Desc 2(tr=20,0 min) 292,3 - - - - - -
Desc 3(tr=20,8 min) 261,5 - - - - - -
3446
Desc 4(te=21,4 min) 265,1 267 276 274 276 275 268
289,7 345,8 298 303 301 326 305 302
351 348 345 402 367 352
397 393
K-gluc 265,1 267 276 274 276 275 268
295 298 303 301 326 305 302
347 351 348 345 402 367 352
397 393
K-rham 264,5 267 275 273 274 272 266
297 345 302 300 327 305 350
342,6 346 340 390 362
395 395
K-rut 265,4 267 275 270 276 275 268
303 301 301 302 326 306 302
347,4 353 351 343 402 375 352
395 394

En negrina méstranse os ombros



Resultados e Discusion
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Figura 77. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, b, c, d) e

en MeOH e con modificadores do espectro (e).

Fraccion 26.- Nas novas condicidéns cromatograficas, nesta fracciéon, na que

pretendiamos recoller tres compostos, aparecen catro picos (figura 78) que,

dada a mala resoluciéon cromatografica e a escasa cantidade na que tres deles

aparecen en relacién co composto maioritario (de tempo de retenciéon 4,8 min),

non foi posibel conseguir recoller coa pureza desexada en todos os casos.

149
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Figura 78. Cromatograma da fraccién F26 adquirido a 280 nm.

Tendo en consideracion tanto os espectros de absorcion en DAD coma os
obtidos en UV-vis en metanol e —cando foi posibel- tras a adiciéon dos axentes
modificadores do espectro (taboa 34 e figura 79) podemos afirmar que os dous
primeiros compostos de tempos de retencion 4,1 e 4,4 min son dous flavonois,
derivados do kaempferol no primeiro dos casos e da quercetina no segundo,
que se poderia tratar do composto 42 da taboa 9. Todo fai pensar que o
primeiro deles é contaminaciéon do ultimo pico da fraccion anterior que coeltie
neste caso cun composto que ten un maximo de absorbancia en 281,6 nm. Non
debemos descartar tampouco que o segundo composto sexa un glicésido da
isorhamnetina, pois estes derivados presentan un espectro en DAD (Amax 254,
265sh, 300sh, 353 nm no caso do glucésido e do rutinosido) s6 lixeiramente
diferente ao da meirande parte dos derivados glicosilados da quercetina
(Markham, 1989). O espectro neutro do noso composto e o seu comportamento
despois de engadir axentes modificadores do espectro son semellantes aos
observados nos derivados glicosilados da isorhamnetina comerciais cos que se
comparou; ademais, o seu tempo de retencién coincide co do patréon do

isorhamnetin-3-O-glucésido.



Taboa 34. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos e dos patrons de

referencia.
Compostos Amax
P DAD MeOH CI:Al +HClI NaOMe NaOAc +H3BOs
Desc 1(tr=4,1 min) 267,9 265 265 265 d d -
281,67 287 347 343
341 349
Desc 2(tr=4,4 min) 254,5 256 270 270 273 275 256
266,5 269 279 279 329 323 269
287,9 359 304 304 414 415 358
352,6 359 359
401 401
Desc 3(tr=4,8 min) 291,1 288 272 265 272 287 289
340 313 314 326 329 335
365
Desc 4(tr=5,7 min) 289,9 288 274 272 273 289 287
335 339 312 312 325 340 338
365
Isorh-rut 254 256 270 268 273 275 256
265 259 277 277 327 325 259
300 299 302 302 415 373 299
354,1 358 360 355 360
403 401
Isorh-gluc 254,5 253 270 270 273 275 256
265 270 305 304 330 323 270
300 358 360 358 414 415 358
353 400 401
K-gluc 265,1 267 276 274 276 275 268
295 298 303 301 326 305 302
347 351 348 345 402 367 352
397 393
K-rham 264,5 267 275 273 274 272 266
297 345 302 300 327 305 350
342,6 346 340 390 362
395 395
K-rut 265,4 267 275 270 276 275 268
303 301 301 302 326 306 302
347,4 353 351 343 402 375 352
395 394
Taxifolin 291,1 290 313 313 245 292 291
340 343 381 381 327 327 336
Astilbina 289.9 292 288 281 273 292 290
340 340 313 313 327 328 340
Engeletina 292,7 292 271 264 271 287 289
340 339 313 314 325 329 336
366

En negrifia méstranse os ombros
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Figura 79. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, c, e, g) e

en MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f, h).
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Polo que fai aos compostos de tempo de retencion 4,8 (que se corresponde co
pico 41 da taboa 9) e 5,7 min, dicir que en ambolos dous casos tratase de
dihidroflavonois (taboa 34 e figura 79). Os seus espectros en DAD, cun maximo
de absorbancia arredor de 290 nm (291,1 e 289,9 nm, respectivamente) e un
ombro en 340 nm no primeiro caso e en 335 nm no segundo, asi o indican. Os
datos espectrofotométricos obtidos para estes dous compostos tanto en
metanol como unha vez que se engadiron distintos axentes modificadores do
espectro, confirman este particular e permiten adiantar que estamos en
presenza do dihidrokaempferol-3-O-rhamnésido (engeletina) —que xunto coa
astilbina é un dos dihidroflavonois maioritarios na vide (Masa e col., 2007)- e

doutro dihidroflavonol do que non podemos concluir nada mais acerca da sua

identidade.

Fraccion 27.- Como se pode observar na figura 80, aparecen nesta fraccion

dous picos claramente resoltos con tempos de retencion de 3,0 e 5,3 min.
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Figura 80. Cromatograma da fraccion F27 adquirido a 280 nm.



As suas caracteristicas espectrais en DAD corresponden a dous derivados
estilbénicos (figura 81); o primeiro deles, con maximos de absorbancia en 306 e
318,4 nm, seria unha forma trans-, mentres que o segundo, que presenta un
Uinico maximo de absorbancia en 285,2 nm, seria unha forma cis-. Unha vez
mais, ao non dispor de ningin outro patréon comercial que o do trans-
resveratrol (que ten un tempo de retencion mais alto que o noso composto) non
podemos comparar os nosos resultados en UV-vis con ningtan patrén. Diremos,
iso si, que de acordo cos datos de Hillis e Ishikura (1968), Pezet e col. (2003),
Gonzalez-Barrio e col. (2006) e Guerrero e col. (2010a), podemos afirmar que o
composto de tempo de retencion 5,3 min debe ser o cis-piceido (que se
corresponde co pico 45 da taboa 9) e que o de tempo de retencién 3,0 min pode

ser un isémero trans- dun derivado, probabelmente glicosilado, do resveratrol.

Absorbancia (uA)
Absorbancia (uA)

250 300 350 400 450 250 300 350 400 450
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Figura 81. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, b).

Fraccion 28.- Dos tres compostos recollidos nesta fraccion (figura 82), os dous
primeiros correspondense cos picos 47 e 48 da taboa 9, un flavanoide con
tempo de retencion de 6,0 min e espectro en DAD cun maximo de absorbancia
en 282,8 nm e un ombro en 330 nm, e un composto do que non cofiecemos o
grupo de compostos fendlicos ao que pode pertencer e que presenta un tempo
de retencion de 6,7 min e un espectro de absorbancia cun maximo en 258 nm e
un ombro en 298 nm. Pola stia banda, o terceiro composto, cun tempo de
retenciéon en 8,3 min, presenta dous maximos de absorbancia en 276,9 e 309,2
nm (taboa 35 e figura 83). O composto de tempo de retencion de 6,0 min

presentou en metanol un espectro cun maximo de absorbancia en 278 nm que



s6 presenta un lixeirisimo desprazamento hipsocrémico con metéxido sédico, o
que poderia indicar a inexistencia de OH libres tanto na posicién 5 como na 7

(Mabry, 1969; Grayer, 1989).
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Figura 82. Cromatograma da fraccion F28 adquirido a 280 nm.

Taboa 35. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos.

N
Compostos DAD MeOH CLAl +HCI 1\:\?::)1\;1; NaOAc +HsBOs
Desc 1(t==6,0 min) _ 282,8; 330 278 280 280 274 277 278

Desc 2(tr=6,7 min) ~ 258;298  260; 302 273 273 273 -
Desc 3(tx=8,3 min) 276,9; 309,2

En negrifia méstranse os ombros; en cor azul os valores de absorbancia con NaOH.

O segundo composto, de tempo de retencién 6,7 min, presenta un espectro en
metanol cun maximo de absorbancia en 260 nm e un ombro en 302 nm; a
adicion de cloruro de aluminio provoca un desprazamento batocréomico de 13
nm que non se modifica con acido clorhidrico, curiosamente o mesmo
desprazamento que provoca a adicion de hidréoxido soédico. Polo que fai ao

terceiro composto dicir que s6 foi posibel obter un espectro pouco definido en
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metanol, polo que non podemos adiantar mais nada sobre a sua identidade

(taboa 35 e figura 83). Con todo, intuimos que en ambolos dous casos se debe

tratar de derivados benzoicos (Van Sumere, 1989).
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Figura 83. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c, €) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b, d, f).
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Fraccion 29.- Pretendiamos recoller nesta fraccién o pico 51 da taboa 9, un
estilbeno con dous maximos de absorbancia no seu espectro de absorcién en
DAD en 305,3 e 319 nm e que polo seu tempo de retencion entendiamos podia
ser o trans-resveratrol. Unha vez recromatografiada esta fracciéon en distintas

condiciéns cromatograficas, temos atopado varios picos (figura 84).
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Figura 84. Cromatograma da fraccion F29 adquirido a 280 nm.

Taboa 36. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos e dos patrons de

referencia.
Compostos Amax
P DAD MeOH CLAl +HCl NaOMe NaOAc +HsBOs
Desc 1(tr=8,1 min) 305,3 307 307 d 323 307 307
319 321 321 344 321 321
Desc 2(tr=8,5 min) 260 - - - - - -
284
341
357
Desc 3(tr=15,3 min) 285,0 287 287 266 276 285 287
363 315
t-resveratrol 305 305 307 305 318 305 305
318 318 321 320 340 318 318
cresveratrol 285,0 285 285 265 275 285 285
360 313

En negrina méstranse os ombros
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Polos seus espectros en DAD podemos indicar que os dous primeiros, de tempo
de retencion 7,2 e 7,7 min, son os dous ultimos da fraccién anterior, € non
foron recollidos nesta ocasién. Dos outros tres, que si foron recollidos, sé foi
posibel obter espectros cunha certa estabilidade para os de tempo de retencion
8,1 e 15,3 min.
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Figura 85. Caracteristicas espectrais dos compostos descofiecidos en DAD (a, c, d) e en

MeOH e con modificadores do espectro (b,e).
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Na taboa 36 e figura 85 amoésanse as caracteristicas espectrais tanto en DAD
como en metanol e logo da adicion dos axentes modificadores do espectro para
estes dous; hai que facer constar que o patréon cis-resveratrol obtivose mediante

exposicion do trans-reveratrol a radiacién UV a 365 nm.

Baseandonos nos resultados espectrofotométricos acadados (Hillis e Ishikura,
1968) podemos indicar que o composto de tempo de retencion 8,1 min € a
forma trans- do resveratrol, e que o composto de tempo de retencién 15,3 min é
o isémero cis- dun estilbeno (Amax 284 nm), probabelmente do propio resveratrol
(tAboa 36). Por outra banda, o composto de tempo de retenciéon 8,5 min,
presenta un espectro con catro maximos de absorbancia en 261,5, 284,9, 341 e
357,7 nm, e todo indica que se trata dun composto que —de acordo co recollido
na bibliografia- formase a partir do trans-resveratrol pola accién da radiacién
UV. En efecto, diversos autores tefien referido a presenza deste composto en
mostras de wuvas ou viflos. Nun principio, Siemann e Creasy (1992)
identificaron este composto como a forma cis- do resveratrol, que obtifnan
mediante exposicion do isémero trans- a radiacion UV. Este mesmo composto
€ detectado en vinhos por Roggero (1996), ainda que neste caso non o identifica
como o isomero cis- do resveratrol e simplemente fala dun composto
fluorescente desconecido. Mais adiante, Lopez-Hernandez e os seus
colaboradores (2007) estudian os cambios que se producen a partir do trans-
resveratrol pola accion da luz UV de lonxitude de onda longa (a 360 nm) e
observan que o composto en cuestion é o resultado da transformacién do cis-
resveratrol, forma isomérica que —a sta vez- € o resultado da accion da luz UV

sobre o trans-resveratrol.

Co obxectivo de estudar o proceso de transformacién do trans-resveratrol pola
accion da luz UV e de comprobar si efectivamente este composto do que vimos
falando € un produto desta transformacion, unha disolucién metandlica de
trans-resveratrol (0,075 mg/mlL) foi sometida de forma progresiva a distintos
tempos de exposicion a radiacion dunha lampada de luz UV de onda longa (365

nm) situada a unha distancia de 3,5 cm. Previamente comprobamos a pureza



da citada disolucién mediante HPLC-DAD, considerando o cromatograma
resultante coma o cromatograma de tempo cero do experimento. Os tempos de
exposicion foron de 5, 15, 20, 30 e 60 min, e os resultados aparecen recollidos
na taboa 37 na que figuran as areas dos picos correspondentes aos tres
compostos obxecto do estudo (trans-resveratrol, cis-resveratrol e o desconecido)
que, evidentemente, dan idea da concentraciéon de cada un destes compostos

ao longo do experimento.

Como podemos ver, a concentracion do trans-resveratrol vai diminuindo na
mostra a medida que aumenta o tempo de exposicion a radiacién UV, o que
coincide coa aparicién da forma isomérica cis-; asi, aos 5 min de exposicion
podemos observar xa unha importante concentracion deste isomero, que sofre
logo (a partir do minuto 15) unha progresiva e continuada diminucién da
concentracion que coincide coa apariciéon do composto descofiecido. Asi pois,
semella demostrado que este composto desconecido, de tempo de retencién 8,5,

€ o produto da transformaciéon do cis-resveratrol pola accién da luz UV.

Taboa 37. Areas dos produtos da transformacién do do trans-resveratrol

tras a exposicion a UV.

Tempo exposicion (min) t-resveratrol c-resveratrol estilbenoide

1211594 - -
5 89797 311522 -
15 64365 222633 24172
20 57368 192264 49514
30 34916 119671 47588
60 15348 64792 42629

Na figura 86 representamos de forma comparada os cromatogramas obtidos e
nos que se observa a existencia doutros compostos intermediarios no proceso
da transformacion do trans-resveratrol, compostos que non imos considerar na
discusion por non estar presentes nas nosas mostras. A aparicién destes
outros compostos intermediarios, xustifica a relacion entre os valores de area
acadados para os tres compostos de interese e a diminucion que experimenta o

composto desconecido a partir dos 20 minutos de exposicion.
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Figura 86. Cromatogramas da transformacién do trans-resveratrol tras a exposicién a UV

adquiridos a 305 nm.

Fraccion 30.- Son dous os compostos recollidos nesta fraccion (figura 87), con

tempos de retencién 12,1 e 15,7 min respectivamente.
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Figura 87. Cromatograma da fraccion F30 adquirido a 280 nm.
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Ambolos dous compostos presentaron uns espectros de absorcién en DAD
semellantes (figura 88), con maximos en 265,1 e 262,7 nm, respectivamente,
sendo o ultimo deles o pico 52 da taboa 9. Os espectros en metanol (con
maximos de absorbancia en 257 nm para o primeiro e en 268 nm no caso do
segundo) e logo de engadirlle distintos axentes modificadores do espectro non

permiten mais que falar de dous posibeis derivados benzoicos.
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Figura 88. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c) e en MeOH e con

modificadores do espectro (b,d).

Fraccion 31.- Dos tres compostos recollidos nesta fraccion (figura 89), con
tempos de retencién 15,7, 17 e 17,7 min, o primeiro semella ser o ultimo da
fraccion anterior, e os outros dous, que presentan uns espectros de absorcién

en DAD con maximos en 287,5 e 308,9 nm, respectivamente, presentaron uns



maximos de absorbancia en metanol en 277 nm no primeiro caso e de 283 nm

no segundo (tdboa 38 e figura 90).
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Figura 89. Cromatograma da fraccion F31 adquirido a 280 nm.
Taboa 38. Caracteristicas espectrais dos compostos descofecidos.
Compostos Amax
P DAD MeOH CIsAl +HClI NaOMe NaOAc +H3BO3
Desc 1(tr=17,0 min) 287,5 277 277 277 d d -
Desc 2(tg=17,7 min) 308,9 283 283 283 d d -

Tal e como se pode observar na taboa 38 e na figura 90, en ningiin dos casos
os maximos de absorbancia do espectro neutro foron modificados en presenza
de cloruro de aluminio e cloruro de aluminio/acido clorhidrico, non sendo
posibel, ademais, conseguir espectros suficientemente definidos tras a adicién
de metéxido sodico nin cando se engadiu acetato sédico, que provocaron en
ambolos dous casos e para os dous compostos a sia descomposicion. Estes

resultados non permiten concluir nada acerca da identidade destes dous

compostos.
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Figura 90. Caracteristicas espectrais dos compostos desconecidos en DAD (a, c) e en MeOH e con

modificadores do espectro (b,d).

Como resumo dos resultados obtidos na analise das 31 fraccions recollidas,
podemos indicar que foi posibel separar un total de 73 compostos dos que 62
foron identificados total (17) ou parcialmente (45); deles 14 son derivados
benzoicos (entre outros o acido galico, o acido protocatéquico e o vanillico metil-
éster), 12 son derivados hidroxicinanicos (entre eles o 4-O-B-D-glucésido do
acido p-coumarico, o cis- e trans-caftarico, o cis- e trans-coutarico, o acido
cafeico e o acido p-coumarico), 9 glicésidos de flavonois (4 derivados da
quercetina, 4 do kaempferol e 1 da isorhamnetina), 8 flavan-3-ois entre os que
estan a (+)-catequina e a (-)-epicatequina, 12 flavanoides dos que 9 son
dihidroflavonois (a astilbina e a engeletina, entre outros) e 7 derivados

estilbénicos, entre os que estan o cis-piceido e o cis- e trans-resveratrol.

Resulta evidente que unha das nosas principais limitaciéns foi a escasa

cantidade de mostra que, para a maioria dos compostos, conseguimos recoller



coa metodoloxia empregada; son, en efecto, moitas as ocasions nas que non
resulta posibel obter tan sequera espectros de absorcién UV-vis cunha minima
estabilidade que permita a identificacion fiabel do composto en cuestion. E
foron moitos os casos nos que non puidemos obter espectros claros cos axentes
modificadores, unha circunstancia que atribuimos & formacién de aductos coa
fase mobil. Requirese, ao noso entender, botar man dalgunha metodoloxia
preparativa que permita resolver estes problemas. Optamos nun primeiro
momento pola separacién cromatografica en HPLC semipreparativa cunha
columna XTerra Prep MS C18 (5 ym x 10 x 150 mm), observando que, ainda
que conseguimos traballar cun maior volume de mostra en cada analise, debido
as caracteristicas analiticas da nosa equipa cromatografica, a perda de
resoluciéon que se produce na separaciéon impide a mellora dos resultados. Asi
as cousas, probamos a utilizar a PC preparativa, que si ben é certo € unha
metodoloxia antiga, tennos dado moi bos resultados en traballos anteriores de
identificacion de compostos fenodlicos en mostras de uva de diferentes castes

(Pomar e col., 2005; Masa e col., 2007; Masa e Vilanova, 2008).

SEPARACION MEDIANTE CROMATOGRAFIA PREPARATIVA EN PAPEL (PC)

Seguindo a metodoloxia descrita no apartado de material e métodos,
empregamos a cromatografia preparativa descendente en papel para tratar de
separar algin dos compostos que, ben pola stia baixa concentracion ou ben
porque poidan coeluir xunto con algiin outro, non foi posibel recoller e/ou
identificar nas fracciéns de HPLC separadas previamente. Convén sinalar que
ainda que o comportamento cromatografico das nosas mostras en PC en auga
non vai ser o mesmo que o obtido previamente en HPLC, é de agardar que nas
bandas de factor de retencién (Rf) mais baixos estean aqueles compostos que
presentaban tempos de retencion mais altos en HPLC e, asi mesmo, que os
compostos de tempos de retencion mais baixos en HPLC estean presentes nas
bandas de Rymais altos en PC. Nestas condiciéns foi posibel separar e analizar
un total de 8 bandas que presentaron as caracteristicas cromatograficas (Ry e o

comportamento en UV e UV+NH3 que se recollen na taboa 39.



Taboa 39. Caracteristicas cromatograficas das bandas

recollidas mediante PC.

N° de banda Rs uv + NHs
I 0-6 violeta azul brillante
II 7-18 absorbente  amarelo+verde
11 20 -28 violeta azul
v 28 -35  absorbente amarelo
A% 35-39 violeta azul
VI 40 -46  absorbente absorbente
vl 49 - 56 violeta azul
VIII 59 - 69 azul brillante verde

Como € sabido, na meirande parte dos casos, os compostos fenélicos non son
detectabeis no visibel polo que se fai necesaria a observaciéon dos
cromatogramas baixo a luz UV. Resulta de gran interese observar tamén os
cromatogramas despois de sometelos a vapores de amoniaco, xa que provocan
a ionizacion de certos radicais das moléculas dando lugar a modificaciéns nas
cores, caracteristicas de cada un dos distintos grupos de compostos fendlicos
(Steck, 1967; Harborne, 1984; Gorham, 1995; Bohm, 1998). De acordo con
estes autores, os compostos absorbentes en UV deberan ser flavonoides, tanto
flavonois derivados da quercetina e isorhamnetina (que cambian a amarelo cos
vapores de amoniaco, bandas II e IV) ou do kaempferol (que dan cor verde ao
exponielos aos vapores deste reactivo, banda II), como flavanoides, que
incrementan a sua absorbancia baixo a accibn do amoniaco, un
comportamento moi caracteristico dos dihidroflavonois (banda VI). O resto dos
compostos seran derivados benzoicos, hidroxicinamicos ou estilbénicos;
debemos indicar que o cambio de azul a verde observado na banda VIII é moi
caracteristicos dalgiins hidroxicinamicos (particularmente daqueles derivados
dos acidos ferulico e cafeico), mentres que a intensa fluorescencia azul baixo os
vapores de amoniaco (banda I) poédese atribuir aos estilbenos. As distintas
bandas foron eluidas con metanol/auga (8:2, v/v) e o volume recollido foi
concentrado no rotavapor e empregado para a separaciéon e identificacion dos

compostos fenolicos mediante HPLC-DAD e LC/ESI-MS-MS.



SEPARACION MEDIANTE HPLC E ANALISE CON DETECTOR DE DIODOS (DAD) E MASAS-
MASAS (ESI-MS/MS)

A separacion en HPLC dos compostos presentes en cada unha das bandas
procedentes da PC preparativa, realizouse cunha columna C18 X-Terra de
Waters (dp= 5 pum, 150 mm x 4,6 mm d.i.), nas mesmas condiciéns utilizadas
previamente na analise dos extractos brutos (apartado 3 de material e métodos)
e co gradiente da taboa 2. Para cada banda preséntase un cromatograma,
capturado naquela lonxitude de onda na que os compostos maioritarios
absorben con maior intensidade. Cando foi necesario, recolléronse os picos e

fixéronse as correspondentes hidrolises (apartado 8 de material e métodos).

Banda I

En base aos espectros en DAD, podese afirmar que os compostos observados
nesta banda (figura 91) son, maioritariamente, de natureza estilbénica,
podéndose constatar ademais a presenza dun derivado benzoico (pico 7) e a de
dous posibeis derivados hidroxicinamicos (picos 1 e 9).
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Figura 91. Cromatograma HPLC-DAD da banda I capturado a 305 nm.



Composto 1 (tr 18,2 min)

Presenta un espectro en DAD cun maximo de absorcién en 323,6 nm e un
ombro en 303,6 nm, o que nos leva a pensar que se puidera tratar dun derivado
hidroxicinamico (Mozeti¢ e col., 2006), un suposto que non se viu referendado
tras as analises de masas acadados en ESI-MS (figura 92). De acordo con estas
analises, este composto presenta un i6n pseudomolecular [M-H]- a 405 m/z e un
i6n de fragmentacion MS/MS a 243 m/z; ademais, a perda dun fragmento de
162 uma fainos pensar que se trate dun composto glicosilado. Ao comparar
estes resultados cos acadados por Carando e col. (1999) e Guerrero e col.
(2010a), podemos confirmar que se trata da astringina, un glucésido do
piceatannol, na sua forma isomérica trans segundo se pode deducir do seu
espectro en DAD (Hillis e Ishikura, 1968). Indicar que, ademais do ion
pseudomolecular a 405 m/z que é o maioritario, atopamos o seu aducto co
acido acético a 465 m/z cunha abundancia relativa do 33 % e outro i6n a 441

m/z cunha abundancia relativa do 88 %.
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Figura 92. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 1 da banda I.

Composto 2 (tr 18,5 min)

O espectro en DAD para este composto, con catro maximos de absorciéon en
260,7, 297,4, 330,7 e 397,5 nm (figura 93) indica que se trata dun composto
que se forma pola accion da radiacion UV a partir dos estilbenos, tal e como xa
explicamos con anterioridade (paxina 159); en calquera caso, non foi posibel

obter ningln i6n pseudomolecular en ESI-MS que axude na sta identificacion.
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Figura 93. Espectro de DAD do composto 2 da banda I.

Composto 3 (tr 19,7 min)

Os datos dos espectros de masas acadados en ESI-MS (figura 94) para este
composto coinciden cos obtidos para o composto 1, cun i6n pseudomolecular
[M-H]- a 405 m/z e un ién de fragmentacion MS/MS a 243 m/z; o seu espectro
en DAD, cun maximo de absorcion en 285 nm indicanos que neste caso
estamos ante a cis-astringina (Hillis e Ishikura, 1968; Carando e col., 1999;
Guerrero e col.,, 2010a). Neste caso, ademais do i6n pseudomolecular
maioritario, a 405 m/z, atopamos outro i6n a 441 m/z cunha abundancia

relativa do 32 %.
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Figura 94. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 3 da banda I.

Composto 4 (tr 20,0 min)

A presenza de dous maximos de absorcion en DAD en 305,7 e 318,9 nm indica

que se trata dun trans-estilbeno (Hillis e Ishikura, 1968), e o seu espectro de



masas en ESI-MS (figura 95), cun i6n pseudomolecular [M-H]- a 389 m/z, indica
a existencia dun azucre de 180 uma na molécula, o que faria pensar que se
trata do trans-piceido (Waterhouse e Lamuela-Raventons, 1994; Vian e col.,
2005; Sun e col., 2007), por mais que non coincidan os tempos de retencion de
un e outro (Ribeiro de Lima e col., 1999). Todo fai pensar, xa que logo, que se
trata doutra forma glicosilada do trans-resveratrol de igual peso molecular,
ainda que non foi posibel confirmar a stia identidade ao non poder obterse ions
de fragmentacién MS/MS. Dicir, en calquera caso, que Pawlus e col. (2012) na
sUa revisién sobre estilbenos en vifio e no xénero Vitis, citan dous glucésidos do
trans-resveratrol, o resveratrol-2-C-glucosido (descrito por Baderschneider e
Winterhalter no ano 2000) e o resveratrolésido (coa glucosa en posicion 4°) que
foi descrito en cultivos de células en suspensiéon de Vitis vinifera L. por Waffo-

Téguo e col. no ano 1998 e Krisa e col. no 1999.
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Figura 95. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 4 da banda I.

Para este composto o seu i6n pseudomolecular ten unha abundancia relativa de
s6 0 28 %, sendo o i6n maioritario o seu aducto co acido acético (a 449 m/z);

tamén aparece outro i6n a 425 m/z cunha abundancia relativa do 77 %.

Composto 5 (tr 28,8 min)

A comparacién das caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD (Amax
308 e 318,9 nm) e en ESI-MS ([M-H]- a 389 m/z, ion MS/MS a 227 m/z)
acadadas para este composto (figura 96) coas proporcionados na bibliografia
(Vian e col., 2005; Sun e col.,, 2007) permitenos indicar que estamos en

presenza do trans-piceido. Indicar neste caso que ao observar o espectro de



masas deste composto, ademais do i6n pseudomolecular [M-H]- a 389 m/z
existe outro a 449 m/z, que entendemos correspondese cun aducto resultado da
interaccion entre o acido acético da fase moébil e o composto estilbénico
([M(390)+CH3COOH-H]"). Tal e como sucede para o composto anterior, tampouco
o i6n pseudomolecular deste composto (cunha abundancia relativa do 42 %) é o
maioritario, senén o seu aducto co acido acético (a 449 m/z); indicar que

aparece outro ion a 425 m/z que ten unha abundancia relativa do 43 %.
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Figura 96. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 5 da banda I.

Composto 6 (tr 29,5 min)

Tratase dun composto semellante ao composto 2 xa descrito, cun espectro en
DAD con catro maximos de absorcion en 260,7, 297,4, 330,7 e 397,5 nm (figura
97), que —como xa indicamos- férmase a partir dos isémeros cis dos estilbenos
pola accion da radiacion UV; como naquel caso, non foi posibel obter ningtin i6n

pseudomolecular en ESI-MS.
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Figura 97. Espectro de DAD do composto 6 da banda I.



Composto 7 (tr 30,3 min)

O seu espectro en DAD presenta dous maximos de absorcién en 253,6 e 363,8
nm e un ombro en 307,5 nm, un espectro que € moi caracteristico do acido
elagico; a observacion dos espectros de masas acadados en ESI-MS (figura 98)
cun ién pseudomolecular [M-H|- a 301 m/z e dous i6ns de fragmentacion
MS/MS a 137 e 198 m/z, con abundancias relativas do 100 e 7 %
respectivamente, permite confirmar que nos encontramos en presenza deste
acido benzoico. En efecto, de acordo con Lee e col. (2005), o acido elagico
presenta unha masa de 302 uma e o mesmo patron de fragmentaciéon que o
composto desconecido. Ademais, estes resultados coinciden cos acadados para o

acido elagico comercial analizado por nés nas mesmas condiciéns que a mostra.
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Figura 98. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 7 da banda I.

Composto 8 (tr 31,5 min)

Todo indica que nos atopamos diante dunha nova forma trans dun estilbeno;
cun espectro en DAD con dous maximos de absorcion a 305 e 317,6 nm e un
espectro de masas en ESI-MS cun ién pseudomolecular [M-H]- a 405 m/z e un
ion de fragmentacion MS/MS a 243 m/z (figura 99), coincide cos datos
acadados para o composto 1, a trans-astringina, por mais que presente un
tempo de retencion mais elevado. Como sucedia co piceido para o composto 4,

tratase dunha forma glicosilada de similar masa molecular & da astringina.
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Figura 99. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 8 da banda I.

Composto 9 (tr 33,6 min)

Ainda que non foi posibel obter ningtin i6n pseudomolecular en ESI-MS para
este composto, o seu espectro en DAD, cun maximo de absorcion en 324,8 nm e
un ombro en 303,2 nm (figura 100), permite pensar que estamos diante dun
derivado hidroxicinamico (Mozeti¢ e col., 2006); en calquera caso, non se pode
descartar a posibilidade de que se trate doutro estilbeno tal e como sucedia co
composto 1. En efecto, os datos proporcionados por Guerrero e col. (2010a)

indican que algunhas viniferinas presentan tamén este tipo de espectros en
DAD.
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Figura 100. Espectro de DAD do composto 9 da banda I.

Composto 10 (tr 37,0 min)

Do mesmo xeito que sucedia para os compostos 2 e 6, este composto presenta
un espectro en DAD con catro maximos de absorcién en 260,7, 297,4, 330,7 e

397,5 nm (figura 101) e tampouco foi posibel neste caso obter ningtn ién



pseudomolecular en ESI-MS; unha vez mais estamos en presenza dun composto

que se forma a partir dos estilbenos pola accién da radiacion UV.
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Figura 101. Espectro de DAD do composto 10 da banda I.

Composto 11 (tr 42,2 min)

As caracteristicas cromatograficas e espectrais tanto en DAD (Amax 285,5 nm)
como en ESI-MS ([M-H]- a 389 m/z, ion MS/MS a 227 m/z) acadadas para este
composto (figura 102) coinciden coas atopadas na bibliografia (Vian e col., 2005;
Sun e col., 2007) para o cis-piceido. Xunto ao seu ion pseudomolecular que € o

maioritario, aparece outro i6on a 425 m/z cunha abundancia relativa do 35 %.
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Figura 102. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 11 da banda I.

Composto 12 (tr 44,8 min)

Tratase unha vez mais dunha forma isémérica trans dun estilbeno, con dous
maximos de absorciéon a 305,7 e 317,6 nm en DAD e cun i6n pseudomolecular

[M-H]- a 227 m/z que da un ion de fragmentacion MS/MS a 185 m/z cunha



abundancia relativa do 22 % (figura 103). Tanto pola coincidencia destes
resultados cos atopados na bibliografia (Vian e col., 2005; Guerrero e col.,
2010a) como cos acadados no noso laboratorio para o trans-resveratrol

comercial, podemos afirmar que estamos ante este estilbeno.
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Figura 103. Espectros DAD e ESI-MS do composto 12 da banda I.

Composto 13 (tr 45,6 min)

Ao igual que sucedia para os compostos 2, 6 e 10, estamos diante dun composto
de natureza estilbénica cun espectro en DAD caracterizado pola presenza de
catro maximos de absorcion en 261,9, 285,4, 341,4 e 358 nm (figura 104) e que
—como avanzamos nas ocasiéns anteriores- € produto da transformacion dos
estilbenos pola accion da radiaciéon UV. A diferenza do que ocorria nos casos
anteriores, neste caso obtivemos tres ions pseudomoleculares [M-H]-, sendo o
maioritario o de 447 m/z; as abundancias relativas para os i6ns de 423 e 387
m/z foron do 81 e do 33 % respectivamente. Debemos indicar que o i6n de
fragmentacion MS/MS a 225 m/z aparece ao romper o [M-H]- 423 m/z.
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Figura 104. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 13 da banda I.



Composto 14 (tr 59,6 min)

O seu espectro en DAD, cun maximo de absorciéon a 285,5 nm, e a presenza
dun i6n pseudomolecular [M-H]- a 227 m/z e un i6n de fragmentacion MS/MS a
185 m/z cunha abundancia relativa do 21 % (figura 105) parece indicar que se
trata do cis-resveratrol; neste sentido, indicaremos que estes resultados
coinciden cos acadados para o cis-resveratrol patron —que obtivemos despois de
exponer o trans-resveratrol comercial 5 minutos a acciéon da luz UV- e mesmo

con aqueles atopados na bibliografia (Vian e col., 2005; Guerrero e col., 2010a).
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Figura 105. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 14 da banda I.

Xa por ultimo, indicar que xunto a estes 14 compostos descritos, no
cromatograma obtido en LC/ESI-MS-MS, no tempo de retencion de 39,5 min,
temos observado un i6n pseudomolecular maioritario [M-H]- a 389 m/z, que vai
acompanado doutro i6n a 425 m/z que posue unha abundancia relativa do 26
% (figura 106 e taboa 40). En calquera caso, a inexistencia de espectro en DAD e
de i6ns de fragmentacion MS/MS impide concretar mais sobre a natureza deste

composto.
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Figura 106. Espectro de ESI-MS do composto de tr 39,5 min da banda I.



Na taboa 40 recédllense os datos espectrofotométricos e cromatograficos de

tédolos compostos illados nesta primeira banda cromatografica.

Taboa 40. Caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD e MS dos compostos

fenélicos illados na banda I.

N° tr (min) Amax (nm) [M-H] (m/z) MS/MS (m/z) Composto

1 18,2 303,6; 323,6 405/441/465 243 t-astringina

2 18,5 260,7; 297,4; 330,7; 397,5 - - Estilbenoide

3 19,7 285 405/441 243 c-astringina

4 20,0 305,7; 317 389/425/449 - t-estilbeno

5 28,8 308; 318,9 389/425/449 227 t-piceido

6 29,5 260,7; 297,4; 330,7; 397,5 - - Estilbenoide

7 30,3 253,6; 307,5; 363,8 301 301/198/137 Elagico

8 31,5 305; 317,6 405 243 t-estilbeno

9 33,6 303,2; 324,8 - - AHC

10 37,0 260,7; 297,4; 330,7; 397,5 - - Estilbenoide
39,5 389/425 - Desc

11 42,2 285,5 389/425 227 c-piceido

12 44,8 305,7; 317,6 227 185 t-resveratrol

13 45,6 261,9; 284,5; 341,4; 358 387/423/447 387/225 Estilbenoide

14 59,6 285,5 227 185 c-resveratrol

En negrifia mostranse os ombros; sublinado amésase o i6n pseudomolecular que se fragmenta; o

numero de pico fai referencia aos 14 compostos illados en HPLC-DAD.

Banda II

Na figura 107 amésase o cromatograma de HPLC-DAD desta banda.

Absrobancia (uA)

0.5 1

0.4 A

0.3 A

0.2 A1

banda II
356 nm

0.0

20

40

Tempo (min)

60

Figura 107. Cromatograma HPLC-DAD da banda II capturado a 356 nm.



Da observacion dos espectros en DAD dos 9 compostos que conseguimos illar
nesta banda, podemos deducir que en todos os casos se trata de flavonois, e
que en principio semellan ser derivados glicosilados da quercetina e/ou do

kaempferol.

Composto 1 (tr 24,3 min)

Este composto presenta un espectro en DAD con dous maximos de absorcion a
261,9 e 354,6 nm e un ombro a 300 nm, que —ao noso entender- non permite

determinar con certeza a stia natureza.
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Figura 108. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 1 da banda II.

O espectro de masas acadado en ESI-MS (figura 108), indicanos a presenza dun
ién pseudomolecular [M-H]- a 625 m/z e iéns de fragmentacion MS/MS a 463
m/z (maioritario) e a 301 m/z (cunha abundancia relativa do 19 %), o que fai
pensar que estamos diante dun derivado da quercetina, xa que o i6n de
fragmentacion MS/MS a 301 m/z coincide co ién pseudomolecular [M-H]- deste
aglicon (Hollecker e col., 2009). Ademais, a existencia doutro i6n de
fragmentacién MS/MS a 463 m/z, que coincide co i6n pseudomolecular [M-H]-
dos derivados glucosil e galactosil da quercetina, xunto coa perda dun
fragmento de 162 uma, fainos pensar que se poida tratar dun derivado
diglicosilado deste flavonol. Debemos indicar aqui que non se trata do quercetin-
3-O-rutinésido (ata o que nos sabemos, o Unico diglicosido conecido na Vitis
vinifera L.) pois este composto postie unha masa molecular de 610 uma

(Castillo-Muinoz e col., 2009b); neste sentido, tratariase dun composto illado por



primeira vez nunha caste desta especie, por mais que non poidamos identificar
a natureza dos azucres, que en todo caso deben de ser dilas hexosas de masa
molecular 180 uma en ambolos dous casos. Debemos facer constar, xa por
ultimo, que xunto ao i6n pseudomolecular maioritario, aparece outro i6n a 661
m/z cunha abundancia relativa do 24 % que desconecemos a que pode

corresponder.

Composto 2 (tr 32,1 min)

O espectro en DAD deste flavonol indicanos que estamos diante dun derivado
glicosilado da quercetina caracterizado por posuir dous maximos de absorcion
en 256 e 353,4 nm e dous ombros en 266 e 294 nm. O seu espectro de masas
indica a presenza dun i6n pseudomolecular [M-H]- a 463 m/z e un i6n de
fragmentaciéon MS/MS a 301 m/z (figura 109) que, ao comparar cos resultados
acadados por Castillo-Munioz e col. (2009b) e cos atopados por nés para
diferentes derivados comerciais da quercetina, coincide co do glucésido ou
galactosido deste aglicon. Tanto o seu tempo de retencion como os resultados
acadados tras a realizacién da hidroélise acida, indican que neste caso estamos

ante o quercetin-3-0-galactosido.
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Figura 109. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 2 da banda II.

Composto 3 (tr 33,3 min)

As caracteristicas espectrais (figura 110) tanto en DAD (Amax 256, 266sh, 294sh,
353,4 nm) como en ESI-MS ([M-H]- a 463 m/z e i6on MS/MS a 301 m/z)

correspondentes a este composto, coinciden coas do composto 2, pero neste



Absorbancia (uA)

caso tanto o seu tempo de retencion como os resultados acadados tras as
hidrélises acida e enzimatica (con B-glucosidasa) indican que o azucre unido ao

aglicon € a glucosa, polo que estamos ante o quercetin-3-O-glucésido.
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Figura 110. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 3 da banda II.

Composto 4 (tr 35,0 min)

Tamén neste caso estamos diante dun derivado glicosilado da quercetina, cun
espectro en DAD caracterizado pola presenza de dous maximos de absorcién en
256 e 353,4 nm e dous ombros en 267 e 293 nm. A presenza en ESI-MS dun ién
pseudomolecular [M-H]- a 433 m/z e un i6n de fragmentacion MS/MS a 301
m/z (figura 111) fai pensar que se puidera tratar do quercetin-3-O-xilésido ou
ben do quercetin-3-O-arabinésido, dous compostos que segin Macheix e col.
(1990) non existen na videira; de acordo cos tempos de retencién aportados por
Qing e col. (2012) para estes dous compostos no xénero Rosa e os resultados
acadados despois da hidroélise acida do noso desconecido, podemos afirmar que

estamos diante da primeira cita dun xilésido da quercetina en Vitis vinifera.
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Figura 111. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 4 da banda II.



Composto 5 (tr 36,6 min)

Neste caso o espectro en DAD, con dous maximos de absorcion en 265,4 e 347
nm e un ombro en 293 nm, indica que este flavonol € un derivado glicosilado do
kaempferol, pero o seu espectro de masas, cun i6n pseudomolecular [M-H]- a
447 m/z e un ié6n de fragmentacion MS/MS a 285 m/z (figura 112), non permite
diferenciar si se trata do glucosil ou do galactosil-kaempferol. Ao comparar estes
resultados cos acadados por nos para os patrons comerciais destes dous
derivados do kaempferol e cos datos atopados na bibliografia (Castillo-Munoz e
col., 2009b), podemos afirmar que se trata do kaempferol-3-O-galactésido, un
resultado que se viu confirmado pola identificacion da galactosa logo da
realizacion da hidrélise acida do composto. A presenza no patréon de
fragmentacion MS/MS de dous iéns a 284 e 285 m/z cunha abundancia
relativa do 72 e 51 % respectivamente, € no que o ién pesudomolecular é o
maioritario, indicanos que a enerxia de fragmentacion empregada no ESI/MS-
MS non foi suficiente para romper todos os ions [M-H]-.
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Figura 112. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 5 da banda II.

Composto 6 (tr 38,8 min)

O espectro en DAD, con dous maximos de absorbancia en 265,4 e 347,4 nm e
un ombro en 294 nm e o seu espectro de masas que, como no caso do anterior
composto, presenta un i6n pseudomolecular [M-H|- a 447 m/z e un i6n de
fragmentaciéon MS/MS a 285 m/z (figura 113), indican con claridade que
estamos diante do kaempferol-3-O-glucésido; en efecto, tanto o seu tempo de

retencion como as sUas caracteristicas espectrais en DAD e masas coinciden cos



do patrén comercial e cos resultados atopados na bibliografia (Castillo-Mufoz e
col., 2009b). En todo caso, a realizacion da hidrélise enzimatica con [-

glucosidasa permitiu confirmar a natureza do azucre.
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Figura 113. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 6 da banda II.

Como no caso do composto anterior, a presenza dun ién de fragmentacion
MS/MS a 447 m/z cunha abundancia relativa do 61 % indicanos que a enerxia

de fragmentacion empregada non foi suficiente para romper todos os [M-H]-.

Composto 7 (tr 40,3 min)

A existencia dun espectro en DAD con dous maximos de absorbancia en 254,8 e
354,6 nm e dous ombros en 267 e 293 nm fixonos pensar que estamos ante
outro derivado glicosilado da quercetina, pero o seu espectro de masas cun i6n
pseudomolecular [M-H]- a 477 m/z e ions de fragmentaciéon MS/MS a 315/314
m/z cunha abundancia relativa do 23 e 100% respectivamente (figura 114),
fainos descartar esta posibilidade; en efecto, e ainda que o quercetin-3-O-
glucurénido ten unha masa molecular de 478 uma, presentaria un ién de
fragmentacion MS/MS a 301 m/z (Castillo-Muiioz e col., 2009b). De acordo con
estes mesmos autores, o espectro de masas obtido para o noso composto
poderia corresponder a un derivado glicosilado da isorhamnetina, ben fose o
galactosido ou ben o glucosido. A comparacién destes resultados cos acadados
por nés para os patréons comerciais e cos datos bibliograficos permite afirmar
que se trata do isorhamnetin-3-O-glucésido, un resultado que tamén neste caso

se viu confirmado pola identificacion da isorhamnetina e da glucosa logo da



realizacion da hidrélise enzimatica do composto. Debemos indicar tamén a
presenza dun ién de fragmentacion MS/MS a 357 m/z cunha abundancia

relativa do 27 %.
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Figura 114. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 7 da banda II.

Composto 8 (tr 41,6 min)

Tratase dun derivado glicosilado do kaempferol, cun espectro en DAD con dous
maximos de absorbancia en 265,4 e 347,4 nm e un ombro en 294,5 nm; o seu
espectro de masas que presenta un i6n pseudomolecular [M-H]- a 417 m/z, e un
ion de fragmentacion MS/MS a 285 m/z (figura 115), coincide cos datos
proporcionados por Qing e col. (2012) para o kaempferol-3-O-xilésido e o
kaempferol-3-O-arabinosido no xénero Rosa. Ainda que non foi posibel realizar a
hidrolise deste composto, da comparacion do seu tempo de retencion co obtido
por estes autores para estes compostos, podemos deducir que se trata do
kaempferol-3-O-xil6sido e, tal e como indicamos para o xilésido da quercetina,

estariamos diante da primeira cita deste composto en Vitis vinifera.
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Figura 115. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 8 da banda II.



Composto 9 (tr 45,7 min)

Este ultimo composto da banda II é tamén un derivado glicosilado do
kaempferol, cun espectro en DAD con dous maximos de absorbancia a 264,2 e a
342,6 nm e un ombro a 293 nm; posle un espectro de masas en ESI-MS cun
i6n pseudomolecular [M-H]-a 431 m/z e un i6n de fragmentaciéon MS/MS a 285
m/z (figura 116), que coincide s6 co do kaempferol-3-O-rhamnésido (Qing e col.,
2012). Como sucedeu para o composto anterior, tampouco foi posibel hidrolizar
este composto. Xunto ao i6n molecular maioritario, aparece o seu aducto co
acido acético (491 m/z), cunha abundancia relativa do 38 %, e outro i6n a 467

m/z cunha abundancia relativa do 32 %.
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Figura 116. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 9 da banda II.

Os resultados acadados con anterioridade polo noso grupo de investigacion en
uvas brancas de castes galegas (Masa e col., 2007; Masa e Vilanova, 2008) e os
existentes na bibliografia (Cheynier e Rigaud, 1986; Amico e col., 2004; Castillo-
Munoz e col., 2009b; Gomez-Alonso e col., 2007; Castillo-Munoz e col., 2010;
Perestrelo e col.,, 2012), nos que se describe a presenza dun maior numero de
flavonois glicosilados en uvas, fixéronnos sospeitar a posibel coelucion dalgin
deles nas nosas analises cromatograficas, o que nos levou a recromatografiar en
papel a banda II que vimos de analizar; esta nova cromatografia preparativa
(realizada nas mesmas condicions empregadas para a mostra bruta) fixo posibel
separar e analizar tres bandas que presentaron as caracteristicas
cromatograficas (Rf) e o comportamento en UV e UV+NH3 que se recollen na

taboa 41.



Taboa 41. Caracteristicas cromatograficas das bandas

recollidas mediante PC ao recromatografiar a banda II.

N° de banda Rs uv + NHs
II.1 4,8-13,9 Absorbente Amarelo
1.2 13,9-19,6 Absorbente Verde
1.3 20,2-27,8 Absorbente Amarelo

Estas novas bandas foron eluidas con metanol/auga (8:2, v/v), o volume
recollido foi concentrado no rotavapor e empregado para a separacién e
identificacién dos compostos fenélicos mediante HPLC-DAD e LC/ESI-MS-MS.

Na figura 117 amoésanse os cromatogramas de HPLC-DAD obtidos para cada

unha delas.
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Figura 117. Cromatogramas HPLC-DAD das bandas obtidas ao recromatografiar a banda II
capturado a 356 nm.



Banda II.1

O estudo desta primeira banda permite observar a presenza, xunto a 8 dos 9
flavonois dos que temos falado, dun novo derivado glicosilado da quercetina
cun tempo de retencion de 33,3 min, que presenta un espectro en UV-vis con
dous maximos de absorcion a 256 e 353,4 nm e dous ombros a 266 e 293,5
nm, e un espectro de masas cun i6n pseudomolecular [M-H]- a 477 m/z e un
i6n de fragmentacion MS/MS a 301 m/z (figura 118) que coinciden cos do
quercetin-3-O-glucurénido (Castillo-Mufioz e col., 2009b), previamente atopado
por nés en uvas da caste Albarifio (Masa e col., 2007). Todo fai pensar que este

composto poderia ter coeluido na banda II xunto co quercetin-3-O-glucésido.
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Figura 118. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto de tr 33,3 min da banda II.1.

Banda I1.2

Nesta nova banda observamos 6 dos flavonois inicialmente atopados na banda
I (os compostos 2, 3, 5, 6, 7 e 9), o quercetin-3-O-glucurénido detectado na
banda II.1 e, ademais, tres novos compostos de tempos de retencion en 38,4,

39,3 e 40,2 min que pasamos a describir.

Composto de tr 38,4 min

Presenta un espectro en DAD tipo quercetina con dous maximos de absorcién a
254,8 e 353 nm e dous ombros a 263,2 e 292,5 nm e un espectro en masas
cun i6n pseudomolecular [M-H|- a 447 m/z e un ién de fragmentaciéon MS/MS

a 301 ms/z (figura 119) que nos indica que, sen dubida, estamos ante o



quercetin-3-O-rhamnoésido (Hollecker e col., 2009). Porén, no patrén de
fragmentacion MS-MS observamos que o i6n pseudomolecular ten unha
abundancia relativa de s6 o 42 %, sendo mais abundante outro i6n, a 285 m/z,
caracteristico dos derivados glicosilados do kaempferol, o que nos fai pensar

que o quercetin-3-O-rhamnoésido coeliie con algin derivado deste flavonol.
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Figura 119. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto de tr 38,4 min da banda II.2.

Composto de tr 39,3 min

Ainda que da observacion do espectro en DAD (Amax 253,4, 266sh, 298sh, 353
nm) poderiamos deducir que este composto € un derivado glicosilado da
quercetina, tal e como xa explicamos para o composto 7 da banda II, o seu
espectro de masas, cun ién pseudomolecular [M-H|  a 477 m/z e un i6n de
fragmentacion MS/MS a 315 m/z (figura 120), indica con claridade que se trata

dun derivado da isorhamnetina.
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Figura 120. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto de tr 39,3 min da banda II.2.

Neste caso, ten que estar glicosilado coa galactosa, pois a outra posibilidade de

glicosilacién (coa glucosa) non seria posibel, xa que o isorhamnetin-3-0O-



glucéosido (o propio composto 7 do que vimos falando) ten un tempo de
retencion superior ao do composto que nos ocupa. Tratase, xa que logo, do

isorhamnetin-3-0O-galactosido.

Composto de tr 40,2 min

O terceiro dos novos flavonois atopados nesta banda ten un espectro en DAD
moi semellante ao dos dous compostos anteriores, con dous maximos de
absorciéon de 256 e 353,4 nm e dous ombros de 260 e 291 nm; a existencia no
seu espectro de masas dun ién pseudomolecular [M-H]- a 491 m/z e un ién de
fragmentaciéon MS/MS a 315 m/z cunha abundancia relativa do 58 % (figura
121), indicanos -unha vez mais- que se trata dun derivado da isorhamnetina, e
mais concretamente do isorhamnetin-3-O-glucurénido (Castillo-Munoz e col.,
2009b). Tal e como se pode deducir polos tempos de retencién de ambolos dous
compostos, o glucurénido da isorhamnetina (40,2 min) coeluia na banda II coa
forma glucosilada deste aglicon (40,3 min). A presenza dun ion de
fragmentacion MS/MS maioritario a 301 m/z ten —ao noso entender- duas
posibeis interpretacions; podese deber a coelucion do isorhamnetin-3-O-
glucuronido con algin derivado glicosilado da quercetina ou ben ser o

resultado da perda do grupo metilo que diferenza isorhamnetina e quercetina.
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Figura 121. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto de tr 40,2 min da banda II.2.

Banda I1.3

Polo que fai a esta banda, indicar que dos 9 flavonois inicialmente atopados na

banda II, s6 estan presentes os compostos 1, 2, 3 e 6 xunto ao quercetin-3-O-



glucuronido (presente nas bandas II.1 e II.2) e o quercetin-3-O-rhamnésido,
illado na banda II.2. E como ocorria na banda II.2, son tamén tres os novos
flavonois atopados nesta banda con tempos de retencion de 13,7, 32,1 e 36,6

min, respectivamente.

Composto de tr 13,7 min

Este primeiro composto posiie un espectro en DAD con dous maximos de
absorcion a 254,8 e 349,8 nm e dous ombros a 265,8 e 295 nm e un espectro
en masas cun i6on pseudomolecular [M-H]- a 625 m/z e iéns de fragmentacion
MS/MS a 463 e 301 m/z (figura 122) que presentan abundancias relativas do
100 e 22 %, respectivamente. Seguindo o mesmo razoamento que xa fixemos
para a o composto 1 da banda II (de caracteristicas espectrais semellantes),
entendemos que poderia tratarse dun novo derivado diglicosilado da quercetina,
derivado que, polo que sabemos, nunca antes ten sido atopado na vide. Xunto
ao ion pseudomolecular aparece outro ion a 808 m/z cunha abundancia relativa
do 38 %.
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Figura 122. Espectros DAD, ESI-MS e MS?2 do composto de tr 13,7 min da banda II.3.

Composto de tr 32,1 min

O seu espectro en DAD, que presenta dous maximos de absorcién en 256 e
353,4 nm e dous ombros en 267 e 297 nm, poderia corresponder tanto a un
glicosido da quercetina como da isorhamnetina, pero a presenza (figura 123)

dun i6n pseudomolecular [M-H]- a 609 m/z e un i6n de fragmentacién MS/MS a



301 m/z —ambolos dous cunha abundancia relativa do 100 %-, descarta por
completo que se poida tratar dun derivado deste ultimo aglicén; en efecto,
estamos en presenza do quercetin-3-O-rutinésido que, de acordo con Castillo-
Muinoz e col. (2009b) presenta estas mesmas caracteristicas espectrais. Xunto
ao i6n pseudomolecular atopamos outro ion a 645 m/z cunha abundancia
relativa do 11 %, e xunto ao i6én de fragmentacion MS/MS aparece outro i6n a
343 m/z cunha abundancia relativa do 17 %. Debemos indicar que, de acordo
con Qing e col. (2012), os derivados coumaroilados en posicién 6 do azucre dos
quercetin-3-O-glucésidos e galactosidos atopados en exemplares de Rosa
chinensis presentan tamén un ién pseudomolecular [M-H]- a 609 m/z. O
resultado negativo da hidrélise alcalina para o noso composto indicou, como era
previsto pois -ata o que sabemos- non existen quercetin-3-O-(6”-coumaroil)-

glicosidos na Vitis vinifera L., que non se trata dun derivado coumarilado.

Xa por ultimo, dicir que o noso composto semella coeluir co quercetin-3-O-
galactosido; en efecto, a presenza dun novo ién pseudomolecular [M-H]- a 463
m/z cando realizamos un varrido sobre o pico de tempo de retencién 32,1 min
do que vimos falando, asi o parece indicar.
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Figura 123. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto de tr 32,1 min da banda II.3.

Composto de tr 36,6 min

Tratase sen dubida dun derivado glicosilado do kaempferol. En efecto, o seu
espectro en DAD, con dous maximos de absorcién en 265,4 e 346,2 nm e un

ombro en 294,5 nm, € caracteristico deste tipo de compostos; o seu espectro de



masas, cun ion pseudomolecular [M-H]- a 593 m/z e un i6n de fragmentacién
MS/MS a 285 m/z (figura 124), confirma que se trata do kaempferol-3-O-

rutinésido (Simirgiotis e Schmeda-Hirschmann, 2010).
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Figura 124. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto de tr 36,6 min da banda II.3.

Seguindo a mesma argumentacion empregada na discusion correspondente ao
composto anterior, tamén neste caso cabe pensar na posibilidade de que se
puidera tratar do kaempferol-3-O-(6”-coumaroil)-glicosido pois, como o noso
composto, presenta tamén un i6n pseudomolecular [M-H]- a 593 m/z (Qing e
col.,, 2012). Tal e como ocorreu daquela, tamén nesta ocasion foi negativo o
resultado da hidroélise alcalina, o que indica que tampouco se trata dun derivado
coumarilado, unha circunstancia esperabel se temos en conta que, como xa
indicamos ao facer referencia a inexistencia do quercetin-3-O-(6"-coumaroil)-

glicosido, non existen este tipo de derivados na Vitis vinifera L.

Ao igual que sucedia no caso do quercetin-3-O-rutinésido, xunto ao kaempferol-

3-O-rutinésido semella coeluir o kaempferol-3-O-galactésido.

A modo de resumo da andlise desta segunda banda cromatografica, na taboa 42
recollense os datos espectrofotométricos e cromatograficos dos 16 compostos
illados definitivamente nesta banda. Debemos lembrar aqui que s6 9 destes 16
compostos tifian sido observados na separacién cromatografica inicial mediante
HPLC-DAD. Co obxectivo de facer mais visibel a procedencia de cada un dos
compostos illados e identifcados, especificase, no seu caso, en que sub-banda

tefien aparecido aqueles compostos que non se tinan observado inicialmente.



Taboa 42. Caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD, ESI-MS e MS?2 dos compostos

fenélicos illados na banda II.

N° tr(min) Amax (nm) [M-H] (m/z) MS/MS (m/z) Composto Sub-banda
13,7 254,8;265,8; 808/625 463/301 Q-diglic 3
295;349,8
1 24,3 261,9;300;354,6 661/625 463/301 Q-diglic
32,1 256;267; 645/609 343/301 Q-rut 3
297;353,4
2 32,1 256;266; 463 301 Q-galact
294;353,4
33,3 256;266; 477 301 Q-glucur 1,2,3
293,5;353,4
3 333 256;266; 463 301 Q-gluc
294;353,4
4 35,0 256;267; 433 301 Q-xil
293;353,4
36,6 265,4;294,5;346,2 593 285 K-rut 3
5 36,6 265,4;293; 447 447/284 /255 K-galact
347;434.5
38,4 254,8;263,2; 447 301/285 Q-rham 2,3
292,5;353
6 3838 265,4;294;347,4 447 447/285 K-gluc
39,3 253,4;266; 477 315/314 Isorh-galact 2
298;353
40,2 256;260; 491 315/301 Isorh-glucur 2
291;353,4
7 40,3 254,8;267; 477 357/315/314 Isorh-gluc
293;354,6
8 41,6 265,4;294,5;347,4 417 285 K-xil
9 457 264,2;293; 491/467/431 285 K-rham
320;342,6

En negrina amoésanse os ombros; sublinado amdsase o i6n pseudomolecular que se fragmenta; o numero de pico
fai referencia aos 9 compostos illados en HPLC-DAD.

Xa por ultimo, debemos salientar que dos 16 compostos illados nesta banda,
un total de 4 (os dous diglicosidos da quercetina, o quercetin-3-O-xilosido e o
kaempferol-3-O-xil6sido) non tihan sido identificados con anterioridade en

castes de vide.

Banda III

Dous dos 17 compostos presentes nesta banda (figura 125) foron previamente
illados e identificados como o quercetin-3-O-glucurénido e o kaempferol-3-0O-
glucosido na banda anteriormente descrita, polo que obviaremos a discusion
sobre a sua identidade neste apartado. Tratase dos compostos 14 e 16, dous

flavonois con tempos de retencién de 33,3 e 38,8 min.
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Figura 125. Cromatograma HPLC-DAD da banda III capturado a 280 nm.

Compostos 1 e 2 (tr 4,5 e 7,1 min)

Non foi posibel obter ningtn i6n pseudomolecular en ESI-MS para estes dous

compostos, o que impediu afondar sobre a stia natureza quimica.
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Figura 126. Espectro de DAD dos composto 1 (a) e 2 (b) da banda III.

En calquera caso, polos seus espectros en DAD, cun maximo de absorciéon en

270,2 nm e un ombro en 279 nm no caso do composto 1, e cun maximo de



absorcion a 278,4 nm e un ombro en 271 nm no do composto 2 (figura 126),
poderiamos pensar que estamos diante de dous derivados benzoicos (ou mesmo

dun benzoico e un flavan-3-ol, respectivamente).

Composto 3 (tr 8,2 min)

Tanto o seu espectro en DAD, que amosa un Unico maximo de absorcion a
279,6 nm, coma o seu espectro de ESI-MS cun i6n pseudomolecular [M-H]J a
577 m/z e catro iéns de fragmentacion MS/MS a 451/425/407/289 con
abundancias relativas do 100, 80, 31 e 44 % respectivamente (figura 127), fan
pensar na posibilidade de que se trate dun flavan-3-ol, e moi probabelmente
dunha procianidina. Ao comparar estes resultados cos datos proporcionados
por Hollecker e col. (2009) e Regos e col. (2009), podemos afirmar que se trata
dunha procianidina dimérica, por mais que non poidamos concretar de cal

delas se trata.
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Figura 127. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 3 da banda III.

Composto 4 (tr 9,5 min)

Non foi posibel identificar este composto que presenta un espectro en DAD con
dous maximos de absorcion a 274,4 e 281,8 nm semellante ao dalgan fenol
simple (entre eles o do iso-timol). O seu espectro de masas en ESI-MS presenta
dous i6éns pseudomoleculares [M-H]- a 137 e 289 m/z con abundancias
relativas do 100 e 87 % (figura 128) o que nos fai pensar na presenza de dous

compostos que coelien, un derivado benzoico e un flavan-3-ol. Non se obtivo



ningin ion de fragmentacion en masas polo que resulta imposibel poder

achegar ninglin dato mais acerca da natureza deste composto.
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Figura 128. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 4 da banda III.

Composto 5 (tr 13,3 min)

O seu espectro en DAD, cun maximo de absorcién a 323,4 nm e un ombro a
295 nm correspondese co dos derivados hidroxicinamicos e, probabelmente cos
do acido cafeico ou ferulico (Mozeti¢ e col., 2006). O seu espectro de masas
presenta un i6on pseudomolecular [M-H]- a 179 m/z e un i6én de fragmentacion
MS/MS a 135 m/z (figura 129) polo que se trata, sen dubida, do acido cafeico
(Hollecker e col., 2009; Ginjom e col., 2011; Mane e col., 2011).
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Figura 129. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 5 da banda III.

Ainda que no cromatograma de HPLC-DAD sé temos observado un pico, ao
estudar o cromatograma de LC/ESI-MS-MS vemos a presenza de dous iéns
pseudomoleculares [M-H|- a 179 m/z con tempos de retenciéon de 12,7 e 13,3

min e con iéns de fragmentacién a 135 m/z nestes mesmos tempos, o que nos



indica que estamos diante dos isémeros cis (o primeiro deles) e trans (o
segundo) deste acido hidroxicinamico (Maier e col., 2006). Xunto ao i6n
pseudomolecular do acido trans-cafeico aparece outro i6n cunha abundancia

relativa do 20 % a 359 m/z, que se corresponde co seu ion [2M-H]-.

Composto 6 (tr 14,9 min)

Do mesmo xeito que ocorria para o composto 3, tanto o maximo de absorcién a
279,6 nm do espectro en DAD coma o seu espectro de ESI-MS, no que se
observan dous iéns pseudomoleculares [M-H]- a 579 e 289 m/z con
abundancias relativas do 49 e 100 % respectivamente (figura 130), fan pensar

que estamos diante dunha procianidina.
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Figura 130. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 6 da banda III.

Como queira que tampouco neste caso fomos quen de obter os ions de
fragmentacion MS/MS do composto, non podemos afondar na stia identidade.
Indicaremos, iso si, a presenza do aducto co acido acético do ién de 289 m/z (a

349 m/z), cunha abundancia relativa do 60 %.

Composto 7 (tr 16,6 min)

Nin as caracteristicas cromatograficas deste composto nin os seus espectros
(figura 131) en DAD (Amax 306,9 nm) ou en LC/ESI-MS-MS ([M-H]- a 389 m/z e
i6bn MS-MS a 269 m/z) nos permiten achegar ningin dato acerca da sua

identidade.
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Figura 131. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 7 da banda III.

Composto 8 (tr 18,8 min)

O seu espectro en DAD presenta un maximo de absorcién en 279,6 nm, moi
caracteristico dos flavan-3-ois e dalgun derivado hidroxibenzoico; en calquera
caso, estes ultimos compostos deben eluir —nestas condiciéns cromatograficas-
con anterioridade a este tempo de retencion. Ademais, a presenza dun ion
pseudomolecular [M-H]- a 289 m/z no seu espectro de masas e de dous i6ns de
fragmentacion MS/MS a 245 e 205 m/z cunhas abundancias relativas do 59 e

23 % (figura 132), confirman que se trata dun flavan-3-ol monomeérico

(Hollecker e col., 2009; Mane e col., 2011).
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Figura 132. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 8 da banda III.

Tanto a (+)-catequina como a (-)-epicatequina presentan o mesmo patron de
fragmentacién, pero en funcion dos datos cromatograficos e espectrométricos
(DAD e ESI-MS) obtidos para este composto e para os patrons comerciais

destes dous compostos, podemos confirmar que se trata da (-)-epicatequina.



Composto 9 (tr 27,7 min)

O espectro de absorcion deste composto, cun maximo en 286 nm e un ombro
en 340 nm, € moi caracteristico dos flavanoides, e o seu espectro de masas cun
i6n pseudomolecular [M-H]- a 303 m/z e un ién de fragmentacion MS/MS a
285 m/z (figura 133) indica, con claridade, que estamos diante da
dihidroquercetina (Baderschneider e Winterhalter, 2001; Regos e col., 2009;
Perestrelo e col., 2012).
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Figura 133. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 9 da banda III.

Composto 10 (tr 29,7 min)

Probabelmente poidamos estar diante dun flavan-3-ol, por mais que no seu
espectro de DAD, xunto ao caracteristico maximo de absorcion para estes

compostos (neste caso en 282 nm), se poida observar tamén un ombro en 334

nm, mais propio dos flavanoides.
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Figura 134. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 10 da banda III.



O seu espectro de masas mostra un i6n pseudomolecular [M-H]- a 441 m/z e
un i6n de fragmentacion MS/MS a 289 m/z (figura 134) que, de acordo con

Hollecker e col. (2009), corresponde ao do (-)-epicatequingalato.

Sorprende a presenza deste composto nas nosas mostras, xa que, segundo
Adams (20006), a diferenza entre os taninos das peles e os das sementes vén
dada polo seu tamano (maiores os das peles) e pola natureza da sua
subunidade, a (-)-epigalocatequina no caso das peles e a (-)-epicatequingalato

no caso das sementes.

Composto 11 (tr 30,3 min)

Neste caso, o seu espectro en DAD, cun maximo de absorcién en 282 nm e un
ombro en 324 nm, fainos pensar que estamos diante dun flavanoide ainda que
non poderiamos descartar que se trate doutro flavan-3-ol similar ao composto

anterior.
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Figura 135. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 11 da banda III.

O seu espectro de masas, cun ién pseudomolecular [M-H]- maioritario a 433
m/z e un i6n de fragmentacion MS/MS a 271 m/z (figura 136), fainos pensar
que se poida tratar dalgin derivado glicosilado da naringenina (Sanchez-
Rabaneda e col., 2004; Vallverdu-Queralt e col., 2010; Perestrelo e col., 2012).
Xunto ao i6n pseudomolecular aparece outro ion a 473 m/z cunha abundancia

relativa do 57 %, que posteriormente non da ningin i6n de fragmentacion.



Debemos sublinar que nunca antes se tifia atopado en castes galegas, ningiin
derivado da naringenina, e mesmo que sé existe unha cita de derivados desta
flavanona para castes brancas de Vitis vinifera L.; en efecto, e ata o que nos
sabemos, s6 se ten atopado —e moi recentemente- un derivado da naringenina

glicosilado cunha hexosa na caste branca Sercial (Perestrelo e col., 2012).
Compostos 12, 13 e 15 (tr 30,7, 31,0 e 34,3 min)

A raz6én que nos leva a abordar de forma conxunta a analise dos resultados
acadados para estes tres compostos € que, en todos os casos, presentan
espectros en DAD tipicos dos flavan-3-ois, cun maximo de absorcién en 277
nm para o composto 12 e 279,6 nm para os outros dous, e todos eles tefien
tamén o mesmo espectro de masas, cun i6n pseudomolecular M-H]- a 591 m/z
e o mesmo patron de fragmentacion MS/MS con catro iéns a

547/439/301/289 m/z (figura 136).
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Figura 136. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 13 da banda III.

De acordo cos datos atopados na bibliografia (Romani e col., 2012), debemos
pensar na presenza de elagitaninos, xa que o fragmento de MS-MS a 301 m/z
poderia corresponder ao acido elagico. O i6n de fragmentacién maioritario para
estes tres compostos foi o que aparece a 289 m/z seguido do que esta a 301
m/z con abundancias relativas entre o 60 e o 65 %; pola sta banda, os i6ns a
547 e 439 m/z presentaron abundancias relativas entre o 35 e 45 % e 23 e 32

%, respectivamente.



Composto 17 (tr 44,6 min)

O espectro en DAD deste composto, cun maximo de absorcién en 284,4 nm e
un ombro en 328 nm, é caracteristico do grupo dos flavanoides e, asi mesmo, o
seu espectro de masas, cun ién pseudomolecular [M-H]- a 435 m/z (cunha
abundancia relativa do 44 %) permitiria soster a hipotese de que se puidera
tratar dun dihidroflavonol pois, en efecto, a masa molecular dos arabinésidos e
dos xilésidos da dihidroquercetina é de 436 uma, de acordo cos datos
aportados por Badershneider e Winterhalter (2001). Xunto ao ién
pseudomolecular aparece o seu aducto co acido acético a 495 m/z que,

ademais, € o maioritario.
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Figura 137. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 17 da banda III.

En calquera caso, a existencia dun ién de fragmentacion MS/MS a 273 m/z
(figura 137), entendemos bota por terra esta posibilidade, pois de ser certa

aquela hipoétese, o i6n de fragmentacion debera ser a 303 m/z.

Este espectro de masas coincide co observado por Sanchez-Rabaneda e col.
(2004) para o phloretin-2-0O-glucésido (dihidronaringenin-2’-O-glucésido, tamén
chamado phloredzin), una dihidrochalcona que ten sido relacionada coa
resistencia ao estrés mecanico nos vexetais (Macheix e col., 1990) e que, de

acordo con Sanchez-Rabaneda e col. (2004), é caracteristica das mazas.

Ata o que nos sabemos, este composto nunca antes foi atopado na vide, e seria

tamén a primeira cita da existenza de dihidrochalconas neste material vexetal.



Tal e como vimos facendo para as bandas anteriores, na taboa 43 recollemos, de
xeito resumido, as caracteristicas espectrofotométricas e cromatograficas da
totalidade dos compostos illados na banda III. Neste sentido, debemos facer
constar que ademais dos 17 compostos atopados inicialmente no cromatograma
de HPLC-DAD para esta banda, puidemos illar e identificar un composto mais, o
acido cis-cafeico, que —seguindo o criterio establecido con anterioridade- figura

na taboa sen numero de orde.

Debemos resaltar aqui, polo novidoso, que 2 dos 18 compostos illados nesta

banda (os dous derivados da naringenina) non tifian sido citados con

anterioridade no xénero Vitis.

Taboa 43. Caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD e MS dos compostos fendlicos

illados na banda III.

N°  tr (min) Am.x (nm) [M-H] (m/z) MS/MS (m/z) Composto
1 4,5 270,2; 279 - - Bz
2 7,1 271; 278,4 - - Bz
3 8,2 279,6 577 451/425/407/289 Procianidina
4 9,5 274,4; 281,8 289 Desc
12,7 - 179 135 c-cafeico
5 13,3 295; 323,6 359/179 135 t-cafeico
6 14,9 279,6 579/349/289 - Procianidina
7 16,6 306,9 389 269 Desc
8 18,8 279,6 289 245/205 (-)-epicatequina
9 27,7 286; 340 303 285 dhQ
10 29,7 282; 334 441 289 (-)-epicatequingalato
11 30,3 282; 324 433 271 N-hexo6sido
12 30,7 277 591 547/439/301/289 Elagitanino
13 31,0 279,6 591 547/439/301/289 Elagitanino
14 33,3 256; 266; 293; 353,4 477 301 Q-glucur
15 34,3 279,6 591 547/439/301/289 Elagitanino
16 38,8 265,4; 294; 347 ,4 447 301/285 K-gluc
17 44,6 284,4; 328 495/435 273 dhN-gluc

En negrifia amésanse os ombros; sublifiado amésase o ion pseudomolecular que se fragmenta; o numero de pico
fai referencia aos 17 compostos illados en HPLC-DAD.

Banda IV

Ademais dos tres compostos que observamos no cromatograma de HPLC-DAD
desta banda (figura 138), dos que o maioritario (composto 2) é€ o quercetin-3-0O-
glucurénido illado e identificado previamente na banda II, no proceso de estudo
do cromatograma correspondente a LC/ESI-MS-MS puidéronse observar outros

dous compostos con tempos de retencion de 29,7 e 47,0 min.
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Figura 138. Cromatograma HPLC-DAD da banda IV capturado a 356 nm.

Composto 1 (tr 28,1 min)

Tal e como ocorria para o composto 5 da banda III, o espectro en DAD deste

composto, cun maximo de absorcion a 323 nm e un ombro a 295 nm, coincide

tanto co do acido cafeico coma co do acido ferulico (Mozeti¢ e col., 2000).
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Figura 139. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 1 da banda IV.

O seu espectro de masas (figura 139) presenta un ién pseudomolecular [M-H]J- a

193 m/z e tres i6ons de fragmentacion MS/MS a 178, 149 e 134 m/z con



abundancias relativas do 60, 100 e 36 %, o que nos indica que estamos diante
do acido ferulico (Hollecker e col., 2009; Mane e col., 2011). Do mesmo xeito
que ocorria na banda III, ao estudar o cromatograma de LC/ESI-MS-MS
observamos a presenza de dous i6ns pseudomoleculares [M-H]- a 179 m/z con
tempos de retencion de 28,1 e 29,7 min e con i6ns de fragmentacion MS/MS
para o segundo deles a 149 e 134 m/z (con abundancias relativas do 100 e 134
%); tamén neste caso estamos diante dos isémeros cis (o primeiro deles) e trans

(o segundo) deste acido hidroxicinamico (Maier e col., 2006).

Composto 3 (tr 38,6 min)

O seu espectro en DAD, con dous maximos de absorbancia en 265,4 e 347,4 nm
e un ombro en 299 nm correspéondese co dun derivado glicosilado do
kaempferol, unha circunstancia que se viu corroborada unha vez que se obtivo o
seu espectro de masas; a presenza dun ion pseudomolecular [M-H]- a 461 m/z e
un i6n de fragmentacion MS/MS a 285 m/z (figura 140), indican con claridade
que estamos diante do kaempferol-3-O-glucuronido. Ademais, tanto o seu tempo
de retencién como as sUas caracteristicas espectrais en DAD e masas coinciden
cos do patron comercial e mesmo cos resultados atopados na bibliografia (Mane
e col., 2011).
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Figura 140. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 3 da banda IV.

Xa por ultimo, indicar que xunto a estes catro compostos que vimos de analizar,
no cromatograma obtido en LC-/ESI-MS/MS, e ademais do composto de tempo
de retencion de 29,7 min xa descrito cando falamos do composto 1, tempo de

retencion de 28,1, no minuto 47,0 temos observado un i6n pseudomolecular



[M-H]- a 591 m/z cun patron de fragmentacion ESI-MS-MS con ions a 547, 439,
301 e 289 m/z con abundancias relativas do 98, 30, 71 e 100 % (figura 141),
que —como sucedia no caso dos compostos observados na banda III con
semellantes caracteristicas espectrais- fainos pensar que se poida tratar doutro

elagitanino (Romani e col., 2012).
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Figura 141. Espectros de ESI-MS e MS? do composto tr 47,0 min da banda IV.

Os datos cromatograficos e espectrofotométricos obtidos para todos e cada un
dos compostos illados nesta banda IV, amé6sanse na taboa 44, na que figuran os
tres compostos illados previamente a partir do cromatograma de HPLC-DAD
xunto cos outros dous illados durante a analise desta banda mediante LC/ESI-

MS-MS, o acido trans-fertlico e un elagitanino.

Taboa 44. Caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD e MS dos compostos

fendlicos illados na banda IV.

N° tr (min) Amex (nm) [M-H] (m/z) MS/MS (m/z) Composto

1 28,1 295; 323 193 193/178/149/134 c-ferulico
29,7 - 193 149/134 t-ferulico

2 33,3 256; 266; 294; 353,4 477 301 Q-glucur

3 38,6 265,4; 299; 347,4 461 285 K-glucur
47,0 - 591 547/439/301/289 Elagitanino

En negrina amdsanse os ombros; o niumero de pico fai referencia aos compostos illados en HPLC-DAD.

Banda V

Tal e como se pode observar no cromatograma presentado na figura 142, foron
nove os compostos illados nesta banda; o composto 5, de tempo de retencion

18,8 min, € a (-)-epicatequina, illada e identificada previamente na banda III.
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Figura 142. Cromatograma HPLC-DAD da banda V capturado a 280 nm.

Composto 1 (tr 3,7 min)

Tanto o seu espectro en DAD, cun maximo de absorcién a 271,3 nm, como o
seu espectro de masas, cun i6n pseudomolecular [M-H|- a 169 m/z e un ién de
fragmentacion MS/MS a 125 m/z (figura 143), permiten deducir que se trata
do acido galico, feito que se confirma tanto polos datos bibliograficos
consultados (Lee e col., 2005) como por comparacion dos resultados acadados

para este composto con aqueles obtidos por nés para o acido galico comercial.
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Figura 143. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 1 da banda V.



Que o i6n de fragmentacion tefia unha abundancia relativa de sé6 un 19 %,
xunto coa presenza como maioritario do ién pseudomolecular sen romper,
indica que a enerxia empregada na obtencién dos iéns de fragmentacién non foi

suficiente para romper a totalidade dos iéns.

Compostos 2 e 3 (tr 7,0 e 7,5 min)

Ambolos dous compostos presentan un espectro en DAD caracteristico dos
flavan-3-ois, cun maximo de absorcion en 279,6, e uns espectros de masas con
iéns pseudomolecualares [M-H]- a 579 (con abundancias relativas do 18 e 28 %
respectivamente) e 289 m/z (maioritario para os dous compostos), o que nos fai
pensar que estamos diante de duas procianidinas. Xunto a estes idns
obsérvase outro a 349 m/z cunha abundancia relativa do 40 %. S6 foi posibel
obter os ions de fragmentacion MS/MS para o composto 3, obtendo fragmentos
a 469 e 289 m/z con abundancias relativas do 50 e 100 % (figura 144), o que
confirma a identidade deste composto como unha procianidina (Hollecker e
col., 2009).
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Figura 144. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 3 da banda V.

Composto 4 (tr 9,0 min)

O seu espectro en DAD presenta un maximo de absorcién en 279,6 nm, moi
caracteristico —como xa indicamos- dos flavan-3-ois e dalguns derivados
hidroxibenzoicos que nestas condicions cromatograficas eluirian nun tempo de

retencion similar ao deste composto. A presenza dun ién pseudomolecular [M-



H]- a 289 m/z e dous i6ns de fragmentacion MS/MS a 245 e 205 m/z no seu
espectro de masas, con abundancias relativas do 53 e 38 % (figura 145),
confirman que se trata dun flavan-3-ol monomérico (Hollecker e col., 2009;
Mane e col., 2011) que se poderia corresponder tanto coa (+)-catequina como
coa (-)-epicatequina, pois ambolos dous compostos presentan o mesmo patron

de fragmentacion.
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Figura 145. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 4 da banda V.

Unha vez comparados os datos cromatograficos e espectrométricos (DAD e ESI-
MS) obtidos para este composto cos acadados para os patrons comerciais
destes dous compostos, podemos confirmar que se trata da (+)-catequina.
Indicar que —no mesmo tempo de retencién- no cromatograma de LC/ESI-MS
observamos outro i6n pseudomolecular a 349 m/z cunha abundancia relativa

do 40 % que corresponde ao seu aducto co acido acético.

Composto 6 (tr 22,6 min)

O espectro en DAD deste composto, cun maximo de absorcion a 309,3 nm e un
ombro a 298 nm fainos pensar que estamos en presenza dun derivado
hidroxicinamico, e moi probabelmente que se trate do acido p-coumarico. Unha
vez que obtivemos o seu espectro de masas, puidemos confirmar este
particular; en efecto, a presenza dun ién pseudomolecular [M-H]- a 163 m/z e
un i6n de fragmentacion MS/MS a 119 m/z (figura 146), coincide cos datos

proporcionados por Buiarelli e col. (2010) para este composto.
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Figura 146. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 6 da banda V.

Composto 7 (tr 26,9 min)

Ainda que o seu maximo de absorcién en 295 nm en DAD fai pensar na
posibilidade de que se trate dun derivado benzoico, o seu espectro de masas,
semellante ao do composto anterior, cun i6n pseudomolecular [M-H]- a 163 m/z

e un i6n de fragmentacion MS/MS a 119 m/z (figura 147), indica que debe ser

outro isé6mero do acido p-coumarico.
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Figura 147. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 7 da banda V.

Neste sentido, e seguindo a Maier e col. (2006), debemos supofier que estamos
en presenza do isomero trans do acido p-coumarico, pois, de acordo con estes
autores, os isomeros cis dos derivados hidroxicinamicos elien, nas nosas
condiciéons cromatograficas, antes que os correspondentes trans. Xa que logo,
podemos confirmar tamén que o composto 6 (de tempo de retenciéon 22,6 min)

seria o isomero cis deste mesmo acido hidroxicinamico.



Composto 8 (tr 39,7 min)

Unha vez mais, estamos diante dun composto que posue un espectro en DAD
caracteristico dos flavan-3-ois, cun maximo de absorcion en 282 nm; neste
caso o seu espectro de masas presenta un ién pseudomolecular [M-H]- a 575
m/z e ions de fragmentaciéon MS/MS a 449 e 423 m/z (figura 148) que tenen
unhas abundancias relativas do 100 e 63 %, respectivamente.
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Figura 148. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 8 da banda V.

Estas caracteristicas espectrais indicannos que se trata dunha procianidina e,
concretamente, de acordo cos datos proporcionados por Mane e col. (2011), da

procianidina A2.

Composto 9 (tr 43,8 min)

O ultimo composto correspondente a esta banda postie unhas caracteristicas
semellantes as dalgin dos compostos estudados con anterioridade nas bandas
II e III; presenta un espectro en DAD cun maximo de absorcion en 279,6 nm
moi caracteristico dos flavan-3-ois e un espectro de masas cun i6n
pseudomolecular [M-H]- a 591 m/z cun patrén de fragmentaciéon ESI-MS-MS
con i6éns a 547, 439, 301 e 289 m/z con abundancias relativas do 51, 30, 66 e
100 %, respectivamente (figura 149), o que —como no caso dos compostos das
bandas anteriores- nos fai pensar na posibilidade de que se trate dalgan outro

tanino esterificado co acido elagico (Romani e col., 2012).
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Figura 149. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 9 da banda V.

Como compendio da analise dos compostos illados nesta banda V, na taboa 45

recollense os seus datos cromatograficos e espectrofotométricos.

Taboa 45. Caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD e MS dos compostos

fenélicos illados na banda V.

o

N° tr (min) Amex (nm) [M-H] (m/2) MS/MS (m/z) Composto

1 3,7 271,3 169 125 Galico

2 7,0 279,6 579/349/289 - Procianidina

3 75 279,6 579/349/289 453/427/405/289 Procianidina

4 9,0 279,6 349/289 469/289 (+)-catequina

5 18,8 279,6 289 245/205 (-)-epicatequina
6 22,6 298; 309,3 163 119 t-p-coumarico

7 26,9 295 163 119 c-p-coumarico
8 39,7 282 575 449/423 Procianidina A2
9 43,8 279,6 591 547/439/301/289 Elagitanino

En negrina amésanse os ombros; sublinado amésase o ion pseudomolecular que se fragmenta

Banda VI

Os compostos presentes nesta banda (figura 150) son maioritariamente
derivados flavanoideos; en efecto, dos 22 compostos illados, 12 resultaron ser
dihidroflavonois, ainda que tamén se puideron observar algins acidos
benzoicos, algtins flavan-3-ois e o cis-piceido que, hai que lembrar, foi illado e
identificado previamente (composto 11 da banda I); do mesmo xeito, tamén o
composto de tempo de retenciéon 9,5 min foi illado con anterioridade na banda
III (composto 5) por mais que neste caso —e como xa avanzamos- non foi posibel

conseguir datos concluintes acerca da stua identidade.
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Figura 150. Cromatograma HPLC-DAD da banda VI capturado a 280 nm.

Dada a enorme similitude entre as caracteristicas espectrais dos flavanoides
observados nesta banda (tanto en DAD como en ESI-MS), temos considerado
conveniente analizalos de xeito agrupado de acordo con estas caracteristicas.
Asi, analizaremos os flavanoides en catro apartados que incluiran, en cada
caso, aqueles compostos que presentan un mesmo ién pseudomolecular [M-H]-
nas correspondentes analises de ESI-MS. Para o resto dos compostos presentes
nesta banda, seguiremos o mesmo criterio utilizado ata aqui, analizandoos

individualizadamente.
Composto 1 (tr 4,0 min)

Tanto o espectro en DAD deste composto, cun maximo de absorciéon en 279,6
nm, como o de masas, cun ion pseudomolecular [M-H]- a 577 m/z e ions de
fragmentacion a 451, 425, 407 e 289 m/z (figura 151) con abundancias
relativas do 57, 100, 45 e 30 % respectivamente, indican que estamos diante
dunha procianidina dimérica (Hollecker e col., 2009; Regos e col., 2009), por

mais que non poidamos concretar de que procianidina se trata.
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Figura 151. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 1 da banda VI.

Composto 2 (tr 5,1 min)

Este composto ten un espectro en DAD con dous maximos de absorciéon en
257,2 e 289,1 nm e un espectro de masas cun ién pseudomolecular [M-H]J- a
153 m/z e un i6n de fragmentacion a 109 m/z (figura 152) cunha abundancia
relativa do 85 %. Tanto estes resultados espectrométricos como o0s
cromatograficos, coinciden cos proporcionados por Hollecker e col. (2009) para
o acido protocatéquico, e cos obtidos por ndés para o patréon comercial deste

acido benzoico.
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Figura 152. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 2 da banda VI.

Composto 3 (tr 6,0 min)

Ao considerar o espectro en DAD deste composto, cun maximo de absorbancia
a 279,6 nm (figura 153), puideramos pensar que estamos ante un flavan-3-ol
ou algiin derivado benzoico que, como o alcohol vanillico e o isovanillico,

presentan espectros UV-vis con estas mesmas caracteristicas. A observaciéon do



cromatograma obtido mediante LC/ESI-MS, non permite tampouco discernir a
identidade deste composto, pois ao analizar o citado cromatograma, non
observamos ningun i6n psedomolecular para este tempo de retencion; € na
fragmentacion posterior en ESI-MS/MS do ion pseudomolecular [M-H]- a 349
m/z cando temos observado que no minuto 6,0 do cromatograma existe un i6n
de fragmentaciéon MS/MS a 289 m/z, o que nos fai pensar na posibel existencia
dun flavan-3-ol neste tempo de retenciéon. Ao noso entender, este ion a 289 m/z
€ o verdadeiro i6n pseudomolecular do composto que nos ocupa, e achacamos
a inexistencia de fragmentacioén a formacioén previa dun aducto co acido acético

da fase mobil.

289 (100)
MS-MS

Absorbancia (uA)
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Figura 153. Espectros de DAD e MS2 do composto 3 da banda VI.

Composto 4 (tr 6,2 min)

Neste caso, o espectro en DAD, presenta dous maximos de absorbancia a 259,5
e 293,8 nm o que nos indica que estamos ante un derivado benzoico (figura
154). Estas caracteristicas espectrais e o seu tempo de retencion fannos pensar
que se poida tratar do aldehido do protocatéquico, e mais se temos en conta
que os resultados acadados en HPLC-DAD para este composto coinciden cos do

patron comercial analizado nas mesmas condiciéns cromatograficas.

Do mesmo xeito que sucedia para o composto anterior, ao analizar os espectros
de masas non observamos ningin i6n pseudomolecular neste tempo de
retencion, e s6 cando se fragmenta o ién pseudomolecular [M-H]- a 153 m/z do
acido protocatéquico (que aparecia no tempo de retenciéon 5,1 min) observamos

que, xunto ao i6n de fragmentacion MS/MS a 109 m/z deste acido, aparece



outro de igual valor (109 m/z) en 6,2 min cunha abundancia relativa do 32 %.
Estes resultados descartan que se poida tratar do aldehido do protocatéquico,
circunstancia que se viu confirmada mediante a analise en LC/ESI-MS do
patron comercial deste derivado benzoico. En efecto, este patron presenta un
i6n pseudomolecular [M-H]- a 137 m/z inexistente no espectro de masas do

composto que nos ocupa.
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Figura 154. Espectros de DAD e MS?2 do composto 4 da banda VI.

Composto 6 (tr 10,8 min)

Como sucedia para o composto 1, tanto o seu espectro en DAD, cun maximo de
absorcion en 278,4 nm, como o de masas, cun ién pseudomolecular [M-H]- a
577 m/z e ions de fragmentacion a 451, 425, 407 e 289 m/z (figura 155) con
abundancias relativas do 55, 100, 10 e 25 %, indican que estamos diante
dunha procianidina dimérica (Hollecker e col., 2009; Regos e col., 2009), por
mais que —como naquel caso- tampouco sexamos quen de concretar mais sobre

a sua estrutura.
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Figura 155. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 6 da banda VI.



Composto 7 (tr 12,1 min)

De acordo co seu maximo de absorbancia en 279,6 nm cabe pensar que se
poida tratar dun flavan-3-ol ou dalgiin derivado benzoico, pero o seu espectro
de masas, cun ién pseudomolecular [M-H]- a 435 m/z e iéns de fragmentacion
a 289 e 271 m/z con abundancias relativas do 39 e 20 % (figura 156) non nos
permite conecer a identidade deste composto. Unha vez mais, e cunha
abundancia relativa do 24 %, aparece o aducto a 495 m/z do i6n

pseudomolecular co acido acético.
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Figura 156. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 7 da banda VI.

Compostos 8, 13, 15, 16, 17 e 18 (tz 17,9, 28,7, 32,0, 33,5, 36,5 e 37,8

min)

Todos estes compostos presentan un espectro en DAD caracteristico dos
flavanoides, cun maximo de absorcion no rango de 286 a 298 nm e un ombro
arredor de 340 nm; ademais, todos eles presentan un espectro de masas cun

i6én pseudomolecular [M-H]- a 449 m/z (figura 157).
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Figura 157. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 8 da banda VI.



A analise mediante MS/MS deste i6n pseudomolecular permite observar que os
dous primeiros compostos dan (figura 158) un i6n de fragmentaciéon a 287 m/z
(269 m/z no segundo deles por perda dunha molécula de H;O) que parece
indicar a presenza de dous derivados glicosilados do dihidrokaempferol que,
segundo Baderschneider e Winterhalter (2001), deberian ser, respectivamente,

o dihidrokaempferol-3-O-galactésido e o dihidrokaempferol-3-O-glucésido.
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Figura 158. Espectros de MS? dos compostos 8 e 13 da banda VI.

Os outros catro compostos (15, 16, 17 e 18) presentaron un patréon de
fragmentacién en MS/MS con dous iéns a 303 e 285 m/z (figura 159) que, de
acordo con Baderschneider e Winterhalter (2001), coincide co dos derivados
glicosilados da dihidroquercetina; debemos facer constar en calquera caso, que
o i6n de fragmentaciéon MS/MS a 285 m/z é o resultado da perda dunha

molécula de H>O no i6n de 303 m/z.
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Figura 159. Espectros de MS2 do composto 16 da banda VI.

Por comparacion destes resultados cromatograficos e espectrométricos (DAD e

ESI-MS) cos obtidos no noso laboratorio para o patréon do dihidroquercetin-3-O-



rhamnosido (astilbina), o composto 16 do noso cromatograma, de tempo de
retencion 33,5 min, correspondese con este dihidroflavonol, un dos maioritarios
nas castes de vide xunto co dihidrokaempferol-3-O-rhamnoésido (engeletina).
Polo que fai aos outros tres compostos (15, 17 e 18), dicir que poderian ser
outros rhamnésidos glicosilados nunha posicién diferente & posicion 3 da
molécula; neste sentido, indicar que do mesmo xeito que Baderschneider e
Winterhalter (2001) tefien descrito a presenza do dihidroquercetin-3-O-
glucésido e do dihidroquercetin-3’-O-glucésido en viios brancos elaborados coa
caste Riesling, poderian existir tamén rhamnoésidos substituidos en posiciéns
diferentes a 3, concretamente nas 3’, 4, 5 e 7, por mais que —ata o que noés

sabemos- non se tefien atopado con anterioridade no xénero Vitis.

Compostos 9 e 12 (tr 23,0 e 26,5 min)

Estes compostos presentan espectros de DAD caracteristicos dos flavanoides,
cun maximo de absorcion en 291,5 nm no primeiro caso e 2927 nm no
segundo, e cun ombro arredor dos 340 nm en ambolos dous casos. Os seus
espectros de masas presentan un ion pseudomolecular [M-H]- a 465 m/z e
dous i6ns de fragmentacion MS/MS a 303 e 285 m/z (figura 160), que
claramente corresponden a derivados glicosilados da dihidroquercetina, como

vimos de exponer para os compostos anteriormente estudados.
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Figura 160. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 12 da banda VI.

Neste caso, a perda dun fragmento de 162 uma indica que se trata de

glicosidos da dihidroquercetina nos que o azucre debe ter unha masa molecular



de 180 uma (normalmente glucosa ou galactosa) que, como xa adiantamos,
pode estar en posicions diferentes a 3 que, sabese, € a mais comun na vide
(Baderschneider e Winterhalter, 2001). Non foi posibel obter resultados nas

hidrélises acidas realizadas para estes compostos.

Compostos 19, 20 e 21 (tr 38,8, 40,1 e 40,9 min)

Neste grupo de flavanoides da banda VI os compostos presentan espectros de
DAD cun maximo de absorcién no rango de 289 a 295 nm, e cun ombro entre
os 340 e os 355 nm. En todos os casos, os seus espectros de masas presentan
un ién pseudomolecular [M-H]- a 433 m/z e un i6n de fragmentaciéon MS/MS a
287 m/z (figura 161), por mais que para o composto 19 apareza realmente un
i6én de 269 m/z, que indica a perda dunha molécula de H>O, e que observamos

tamén no composto 21 xunto co ié6n a 287 m/z.
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Figura 161. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 20 da banda VI.

Estes espectros correspondense claramente cos dos derivados glicosilados do
dihidrokaempferol, nos que “a priori” o azucre ten que ser a rhamnosa. Datos
cromatograficos e espectrométricos (DAD e ESI-MS) obtidos no noso laboratorio
co patréon do dihidrokaempferol-3-O-rhamnoésido (engeletina) permiten
identificar o noso composto 20 como este dihidroflavonol. Como sucedia para
os compostos 15, 17 e 18, tamén no caso dos compostos 19 e 21 podemos
pensar na posibilidade de que se trate de duas formas isoméricas nas que a

rhamnosa ocupe un -OH diferente ao da posicién 3.



Composto 11 (tr 25,3 min)

Tratase de novo dun derivado glicosilado da dihidroquercetina; en efecto, tanto
o seu espectro en DAD que presenta un maximo de absorcion en 287,9 nm e
un ombro en 336 nm, como o seu espectro de masas, cun i6n pseudomolecular
[M-H]- a 435 m/z e dous iéns de fragmentaciéon MS/MS a 303 e 285 m/z (figura
162), asi o indican. Neste caso o azucre non pode ser mais que a xilosa ou a
arabinosa. Ainda que na hidrélise acida deste composto non obtivemos
resultados que permitan identificar o azucre, entendemos que se debe tratar do
dihidroquercetin-3-O-xil6sido, non s6 polo feito de que este composto ten sido
identificado previamente en vifios por Baderschneider e Winterhalter (2001),
senén tamén pola propia existencia do quercetin-3-O-xilésido nas nosas
mostras, pois non se debe esquecer que os dihidroflavonois son os precursores

dos flavonois.
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Figura 162. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 11 da banda VI.

Composto 10 (tr 23,4 min)

Cun espectro en DAD no que se observan dous claros maximos de absorcion en
261 e 293,8 nm e un espectro de masas que presenta un ién pseudomolecular
[M-H]- a 167 m/z e dous iéns de fragmentacion MS/MS a 152 e 108 m/z con
abundancias relativas do 100 e 20 % (figura 163), non poden existir dubidas de
que estamos diante do acido vanillico. Dicir en todo caso, que estes datos
coinciden plenamente cos observados no noso laboratorio para o patron
comercial deste acido benzoico e, asi mesmo, cos proporcionados por Hollecker

e col. no ano 2009 para este composto.
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Figura 163. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 10 da banda VI.

Composto 14 (tr 30,5 min)

O ultimo dos compostos que analizaremos nesta banda ten un espectro en DAD
moi similar ao do composto de tempo de retencion 23,4 min que vimos de
analizar; a presenza de dous maximos de absorcion en 260,7 e 297,5 nm fainos
pensar na posibilidade de que se trate dun derivado benzoico. En calquera
caso, o seu espectro de masas, que presenta un ion pseudomolecular [M-H]- a
305 m/z (cunha abundancia relativa do 71 %) e un i6n de fragmentacion
MS/MS a 169 m/z (figura 164), non nos permite adiantar mais nada acerca da
sua identidade.
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Figura 164. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 14 da banda VI.

Tal e como fixemos para as bandas anteriores, na taboa 46 presentamos os
datos espectrofotométricos e cromatograficos obtidos para os vinte e dous

compostos illados na banda VI, todos eles previamente illados en HPLC-DAD.



Taboa 46. Caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD e MS dos

compostos fendlicos illados na banda VI.

N°  tr (min) Amax (nm) [M-H] (m/z) MS/MS (m/z) Composto

1 4,0 279,6 577 451/425/407/289 Procianidina
2 5,1 257,2;289,1 153 153/109 Protocatéquico
3 6,0 279,6 349 289 Desc

4 6,2 259,5; 293,8 153 153/109 Bz

5 9,5 274,3; 281,4 349/289 - Desc

6 10,8 278,4 577 451/425/407/289 Procianidina
7 12,1 279,6 435 289/271 Desc

8 17,9 286,7; 342 449 287 dhK-glic

9 23,0 291,5; 341 465 303/285 dhQ-glic

10 234 261,0; 293,8 167 152/108 Vanillico

11 25,3 287,9; 336 435 303/285 dhQ-xil

12 26,5 292,7; 341 465 303/285 dhQ-glic

13 28,8 295; 340 449 269 dhK-glic

14 30,5 260,7;297,4 305 169 Bz

15 32,0 293; 344 449 303/285 dhQ-glic

16 33,5 290,3; 340 449 303/285 Astilbina

17 36,5 297; 340 449 303/285 dhQ-glic

18 37,8 292,7; 349 449 303/285 dhQ-glic

19 38,8 295; 346 433 269 dhK-glic

20 40,1 292,7; 342 433 287 Engeletina
21 40,9 289,1; 354 433 287/269 dhK-glic

22 42,2 284,4 389 227 c-piceido

En negrina amoésanse os ombros; sublifiado amdsase o i6n pseudomolecular que se fragmenta
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Figura 165. Cromatograma HPLC-DAD da banda VII capturado a 280 nm.



Dos 19 compostos illados mediante HPLC-DAD nesta banda (figura 165), un
total de oito xa foron illados e identificados —cando foi posibel- nalgunha das
bandas anteriores; asi o composto 5 correspondese co compostos 4 da banda
III, os compostos 12 e 17 son o trans- e cis-piceido (identificados na banda I), o
composto 13 é a astilbina, analizada xa na banda VI, e os compostos 10, 14, 15

e 16 correspondense cos compostos 8, 18, 19 e 21 illados tamén nesa mesma

banda.

Asi mesmo, debemos indicar que non imos falar aqui dos compostos 3 e 9, dos
que falaremos ao tratar da banda VIII na que, como veremos, aparecen
derivados hidroxicinamicos, grupo de compostos fendlicos ao que —en funciéon

do seu espectro en DAD- sabemos pertencen estes dous compostos.

Composto 1 (tr 5,1 min)

Tratase dun derivado benzoico; en efecto, tanto o seu espectro en DAD, que
presenta dous maximos de absorcion en 256 e 296,2 nm, como o seu espectro
de masas, cun i6n pseudomolecular [M-H]- a 169 m/z e dous iéns de
fragmentacion MS/MS a 151 e 137 m/z con abundancias relativas do 100 e 55
% respectivamente (figura 166), asi o indican. Da comparacion destes
resultados cos acadados por nés para os patrons comerciais de diversos
derivados hidroxibenzoicos, podemos concluir que o noso composto € o acido

2,3,4-trihidroxibenzoico.
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Figura 166. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 1 da banda VII.



Composto 2 (tr 5,5 min)

Tanto as caracteristicas cromatograficas deste composto como o seu espectro
en DAD, cun méaximo de absorcién en 293,5 nm, fan pensar que se poida tratar
dun derivado benzoico; en calquera caso, o seu espectro de masas, cun ion
pseudomolecur a [M-H]- a 325 mz (e o seu aducto co acido acético a 385 m/z) e
un i6n de fragmentacion de MS/MS a 163 m/z corresponde, de acordo con
Baderschneider e Winterhalter (2001), a un glicésido desprotonado do acido p-

coumarico (figura 167).
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Figura 167. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 2 da banda VII.

Tal e como xa discutimos con anterioridade (paxina 97), a glicosilacién dos
grupos hidroxilo en posicion 4 do anel aromatico dos acidos hidroxicinamicos
provoca unha modificacion hipsocréomica do seu maximo de absorcién en UV-
vis con respecto ao do aglicon e ao dos seus respectivos ésteres (Reschke e
Herrmann, 1981; Ibrahim e Barron, 1989), o que nos leva a pensar que se
poida tratar dalgtn destes derivados glicosilados. A analise do patrén do 4-O-B-
D-glucésido do acido p-coumarico permitiunos observar que ambolos dous
compostos presentan un comportamento cromatografico e espectrométrico
semellante, e mesmo que sofren as mesmas modificaciéns do seu espectro UV-
vis cando se someten a accion de diferentes axentes quimicos modificadores do
espectro, o que nos permite afirmar que estamos diante deste derivado. A
analise dos produtos das hidrélises alcalina e enzimatica (seguindo os métodos

descritos en material e métodos) posibilitou identificar a presenza do acido p-



coumarico e da glucosa, o que confirma de cheo a identificaciéon do 4-O-B-D-

glucésido do acido p-coumarico.

Debemos destacar aqui que este composto, previamente descrito por
Baderschneider e Winterhalter (2001) en vifios elaborados coa caste Riesling,
non foi identificado con anterioridade —ata o que noés sabemos- en mostos. Con
seguridade, tratase da primeira vez que se illa e identifica este composto en

mostos de castes galegas.

Composto 4 (tr 8,0 min)

Este composto presenta un espectro de DAD caracteristico dos flavanoides, cun
maximo de absorciéon en 291,5 nm e cun ombro en 345 nm, € o seu espectro de
masas presenta un ién pseudomolecular [M-H]- a 465 m/z e un i6n de
fragmentacion MS/MS a 303 (figura 168), que claramente corresponde a un

derivado glicosilado da dihidroquercetina.
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Figura 168. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 4 da banda VII.

Tal e como explicamos xa para algin dos compostos estudados na banda VI, a
perda dun fragmento de 162 uma indica que se trata dun glicosido da
dihidroquercetina, nos que —como xa adiantamos- o azucre normalmente € a
glucosa ou a galactosa e poderia estar en posicions diferentes a 3, a mais
comun na vide (Baderschneider e Winterhalter, 2001). Non foi posibel obter
resultados nas hidrélises acidas realizadas para este composto, polo que non

podemos indicar de que azucre se trata.



Composto 6 (tr 10,5 min)

O espectro en DAD deste composto, cun maximo de absorciéon en 256 nm,
fainos pensar que se trata dun derivado benzoico; ao estudar o seu espectro de
masas, que presenta un ién pseudomolecular [M-H|- a 137 m/z e un i6n de
fragmentacién MS/MS a 93 m/z (figura 169), e ao comparar estes resultados
tanto cos acadados por nés para os patrons comerciais de diversos derivados
hidroxibenzoicos como cos atopados na bibliografia (Hollecker e col., 2009),

chegamos a conclusiéon de que se trata do acido 4-hidroxibenzoico.
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Figura 169. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 6 da banda VII.

Compostos 7 e 8 (tr 11,2 e 12,8 min)

Para estes dous compostos non foi posibel obter mais resultados que os

correspondentes aos seus espectros en HPLC-DAD, que podemos observar na

figura 170.

Absorbancia (uA)
Absorbancia (uA)

Figura 170. Espectros de DAD dos compostos 7 (a) e 8 (b) da banda VII.



En ambolos dous casos os seus espectros presentan un maximo de absorcion
arredor dos 285 nm (283,2 nm para o primeiro deles e 287,9 nm para o
segundo) e un ombro arredor de 330 nm, o que fai pensar que se poida tratar
de dous flavanoides; en calquera caso, o aspecto do ombro no composto 8 —que
pode semellar un maximo- lévanos a considerar a posibilidade de que se este

producindo a coelucion con algin outro composto.

Composto 11 (tr 21,2 min)

Este composto presenta un espectro de DAD cun maximo de absorciéon en
298,6 nm e un ombro a 360 nm, e un espectro de masas cun io6n
pseudomolecular [M-H]- a 465 m/z e un ién de fragmentacion MS/MS a 285
m/z (figura 171) que corresponden a derivados glicosilados da
dihidroquercetina; indicar que o i6n a 285 m/z é o resultado da perda dunha
molécula de HyO do i6n de 303 m/z. Neste caso —tal como xa dixemos para
outros compostos- a perda dun fragmento de 162 uma indica que o azucre
debe ter unha masa molecular de 180 uma (normalmente tratase de glucosa ou

galactosa).

465 285 (100)
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Figura 171. Espectros de DAD, ESI-MS e MS? do composto 11 da banda VII.

Unha vez mais, indicar que ainda que a posicién mais frecuente é a posicién 3,
existe a posibilidade de glicosilaciéon noutras posicions (Baderschneider e
Winterhalter, 2001). Como ten acontecido nalgin outro caso, non foi posibel

obter resultados satisfactorios tras a hidroélise acida deste composto.



Compostos 18 e 19 (tr 43,4 e 58,8 min)

Tampouco foi posibel neste caso obter o espectro de masas destes dous
compostos, e os seus espectros en DAD, cun maximo de absorcién en 258,3 nm
e un ombro en 300 nm para o primeiro deles e cun Unico maximo en 266,6 nm
no caso do segundo (figura 172), fannos pensar que se poida tratar de
derivados hidroxibenzoicos, sen que poidamos achegar mais informacion acerca

de ningtn deles.
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Figura 172. Espectros de DAD dos compostos 18 (a) e 19 (b) da banda VII.

Xa por ultimo, e no que a analise desta banda se refire, indicar que xunto aos
19 compostos que vimos de describir, no estudo do cromatograma obtido
mediante LC/ESI-MS-MS, observamos —no minuto 31,4- a presenza dun i6n
pseudomolecular [M-H]- a 151 m/z e dous i6éns de fragmentacion MS/MS a 123
e 107 m/z cunhas abundancias relativas do 28 e 58 % respectivamente (figura
173) que, por comparacion con diversos patrons comerciais analizados no noso

laboratorio nas mesmas condiciéns, pensamos poderia tratarse da vanillina.
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Figura 173. Espectros de ESI-MS e MS2 do composto 19 da banda VII.



Os datos cromatograficos e espectrofotométricos dos compostos de natureza

fenolica illados na banda VII, aparecen recollidos na taboa 47.

Taboa 47. Caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD e MS dos compostos

fenélicos illados na banda VII.

N° tr (min) Amax (nm) [M-H]- (m/z) MS/MS (m/z) Composto
1 5,1 256; 296,2 169 151 triOH-benzoico
2 5,5 293.5 325 163 4-gluc p-coumarico
3 6,5 299; 330,7 311 179/149 Caftarico
4 8,0 291,5; 345 465 303 dhQ-glic
5 9,5 274,9;281,8 289 - Desc
6 10,5 256 137 93 4-OH-benzoico
7 11,2 283,2; 334 - - Flavanoide
8 12,8 287,9; 329 - - Flavanoide
9 13,3 298,6;328,3 325 193 Fertarico
10 17,9 289,1; 343 449 287 Flavanoide
11 21,2 298,6 465 285 dhQ-glic
12 2838 308; 320 449 227 t-piceido
31,4 - 151 151/123/107 Vanillina
13 334 295; 340 449 303/285 Astilbina
14 37,8 292,7; 350 449 303/285 Flavanoide
15 38,8 295; 345 433 271/269 Flavanoide
16 40,9 287,9; 342 433 287/269 Flavanoide
17 42,2 285,5 389 227 c-piceido
18 434 258,3; 300 - - Bz
19 58,8 266,6 - - Bz
En negrina amoésanse os ombros; o nuimero de pico fai referencia aos 19 compostos illados en
HPLC-DAD.
Banda VIII

Atopamonos nesta banda (figura 174) cun total de oito compostos que, en case
todos os casos e en funcion dos seus espectros en DAD, semellan ser derivados
hidroxicinamicos. Como teremos ocasion de ver, estan presentes, entre outros,
as formas isoméricas cis e trans dos ésteres tartaricos dos acidos cafeico, p-
coumarico e ferulico; por esta razon, estudaremos de xeito conxunto as duas
formas isoméricas para cada un destes derivados, tratando logo de forma

individualizada o resto dos compostos presentes na banda.

Debemos lembrar aqui, que algin destes compostos tefien aparecido xa na
banda anterior, por mais que sexan analizados neste apartado; tratase, en
concreto, dos compostos 2 e 6, de tempos de retencién 6,3 e 13,3 min,
respectivamente. Como xa dixemos, entendemos mais l6xico estudar de forma

conxunta todos os ésteres tartaricos dos acidos hidroxicinamicos.
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Figura 174. Cromatograma HPLC-DAD da banda VIII capturado a 305 nm.

Compostos 1 e 2 (tr 5,8 e 6,3 min)

Con espectros de absorcion en DAD cun maximo en 325,9 e un ombro en 282
nm no primeiro caso, € un maximo en 327,1 nm e un ombro en 299,5 nm no
segundo, ambolos dous compostos presentan un i6n pseudomolecular [M-H]- a
311 m/z e dous i6ns de fragmentacion a 179 e 149 m/z con abundancias

relativas do 58 e 100 % nos dous casos (figuras 175 e 176).

Absorbancia (uA)
Absorbancia (uA)

Figura 175. Espectros de DAD dos composto 1 (a) e 2 (b) da banda VIII.



De acordo con Maier e col. (2006) e Buiarelli e col. (2010) estamos diante das
formas cis e trans do éster tartarico do acido cafeico (acido caftarico). Xunto ao
ién pseudomolecular [M-H]- a 311 m/z aparece outro a 623 m/z (cunha

abundancia relativa do 25 %) que entendemos se corresponde co ién [2M-H]-.
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Figura 176. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2? do composto 2 da banda VIII.

Compostos 3 e 4 (tr 9,9 e 10,5 min)

No caso deste par de compostos, tanto os seus espectros en DAD, cun maximo
de absorciéon arredor de 315 nm e un ombro en 300 nm, como oS seus
espectros de masas, que presentan un ién pseudomolecular [M-H|- a 295 m/z e
un i6n de fragmentacion a 163 m/z (figura 177), permiten afirmar que estamos
diante das duas formas isoméricas do acido coutarico, o éster tartarico do acido

p-coumarico (Maier e col., 2006; Buiarelli e col., 2010).
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Figura 177. Espectros de DAD, ESI-MS e MS?2 do composto 4 da banda VIII.



Como queira que neste caso dispofiemos do patrén comercial do acido trans-
coutarico, foi posibel comparar os datos adquiridos para este patron (tanto os
cromatograficos como os de UV-vis e ESI-MS) cos de todos e cada un dos
compostos desconecidos. Como no caso anterior, tamén neste caso se observa,

xunto a o ion pseudomolecular [M-H]- a 295 m/z, o i6on [2M-H]- a 591 m/z.

Compostos 5 e 6 (tr 12,2 e 13,3 min)

Os espectros en DAD destes compostos, cun maximo de absorcién en 328,3 e
330,7 nm respectivamente e un ombro en 298 nm (figura 178), xunto cos seus
espectros de masas, que presentan un ién pseudomolecular [M-H|- a 325 m/z e
un i6n de fragmentaciéon a 193 m/z (figura 179), non deixan dubida sobre a
natureza destes compostos; en efecto, podemos asegurar que estamos diante
das formas cis e trans do acido fertarico, o éster tartarico do acido fertulico

(Maier e col., 2006; Buiarelli e col., 2010).
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Figura 178. Espectros de DAD dos compostos 5 (a) e 6 (b) da banda VIII.
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Figura 179. Espectros de ESI-MS e MS2 do composto 5 da banda VIII.



Como ten ocurrido xa en moitas ocasiones anteriores, tamén neste caso
aparece, xunto a o i6n pseudomolecular [M-H]- a 325 m/z do composto illado,

outro fragmento de 651 m/z que se corresponde co seu i6on [2M-H]-.

Composto 7 (tr 21,9 min)

Non foi posibel identificar este composto que presenta un espectro en DAD con
dous maximos de absorcion a 279,6 e 288 nm e un ombro en 274 nm, un
espectro de masas cun i6n pseudomolecular [M-H]- a 366 m/z e dous i6ns de
fragmentacién MS-MS a 204 e 186 m/z con abundancias relativas do 100 e 73

% respectivamente (figura 180).
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Figura 180. Espectros de DAD, ESI-MS e MS2 do composto 10 da banda VIII.

Composto 8 (tr 54,9 min)

O ultimo composto correspondente a esta banda ten un espectro en DAD cun
maximo de absorcidon en 264,2 nm e un espectro de masas que presenta dous

iéns pseudomoleculares [M-H]|- a 147 e 133 m/z (figura 181).
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Figura 181. Espectros de DAD e ESI-MS do composto 11 da banda VIII.



Ainda que non fomos quen de obter ningtn i6n de fragmentacion MS/MS para
este composto, a comparacion destes resultados cos acadados por nés para os
patrons comerciais de diversos compostos fenoélicos, permitenos concluir que se

puidera tratar do acido cinamico.

Tal e como viiemos facendo para o resto das bandas, na taboa 48 presentamos
os resultados acadados para cada un dos oito compostos illados nesta banda,

tanto os cromatograficos como os espectrofotométricos.

Taboa 48. Caracteristicas cromatograficas e espectrais en DAD e MS dos

compostos fenodlicos illados na banda VIII.

N°  tr (min) Amex (nm) [M-H] (m/z) MS/MS (m/z) Composto
1 5,8 282; 325,9 311, 623 179/149 c-caftarico
2 6,3 299,5; 327,1 311, 623 179/149 t-caftarico
3 9,9 300,5; 314 295, 591 163 c-coutarico
4 10,5 299; 316,4 295, 591 163 t-coutarico
) 12,2 298; 328,3 325, 651 193 c-fertarico
6 13,3 298; 330,7 325 193 t-fertarico
7 21,9 274;279,6,288 366 204/186 Desc

8 54,9 264,2 147/133 - Cinamico

En negrina amdsanse os ombros; sublinado amésase o i6n pseudomolecular que se fragmenta

Como compendio deste apartado, na taboa 49 relacionamos a totalidade dos
compostos illados e identificados total ou parcialmente no conxunto das oito

bandas recollidas en PC.

Nesta taboa facilitase, ademais dos tempos de retencion en HPLC e as
caracteristicas espectrais tanto en UV-vis (DAD) como en LC/ESI-MS-MS
correspondentes a cada un dos 96 compostos illados na analise das oito
bandas cromatograficas obtidas mediante cromatografia preparativa en papel, a
correspondencia —no caso de existir- de cada un destes compostos con aqueles
previamente illados e identificados mediante HPLC-DAD, que aparecen
sinalados nesta taboa 49 polo ntmero de orde que lles correspondia na taboa 9

(paxina 84).



Taboa 49. Compostos fenodlicos illados nas oito bandas obtidas mediante PC preparativa.

N° tr (min) Amax (nm) [M-H]- (m/z) MS/MS (m/z) Composto Taboa 9*
1 3,7 271,3 169 125 Galico 1
2 4,0 279,6 577 451/425/407/289 Procianidina
3 4,5 270,2;279 - - Bz
4 51 257,2;289,1 153 153/109 Protocatéquico 2
5 5,1 256;296,2 169 151 triOH-benzoico 3
6 55 293.5 325 163 4-gluc p-coumarico 4
7 58 282;325,9 311, 623 179/149 c-caftarico 5
8 6,0 279,6 349 289 Desc 7
9 6,2 259,5;293,8 153 153/109 Bz
10 6,3 299,5;327,1 311, 623 179/149 t-caftarico 8
11 7,0 279,6 579/349/289 - Procianidina 9
12 7,1 271;278,4 - - Bz
13 7,5 279,6 579/349/289 453/427/405/289 Procianidina 10
14 8,0 291,5;345 465 303 dhQ-glic
15 8,2 279,6 577 451/425/407/289 Procianidina
16 9,0 279,6 349/289 469/289 (+)-catequina 11
17 9,5 274,4;,281,8 289 Desc 13
18 9,9 300,5;314 295, 591 163 c-coutarico 12
19 10,5 299;316,4 295, 591 163 t-coutarico 14
20 10,5 256 137 93 4-OH-benzoico
21 10,8 278,4 577 451/425/407/289 Procianidina
22 11,2 283,2;334 - - Flavanoide
23 12,1 279,6 435 289/271 Desc
24 12,2 298;328,3 325, 651 193 c-fertarico 16
25 12,7 - 179 135 c-cafeico
26 12,8 287,9;329 - - Flavanoide
27 13,3 298;330,7 325 193 t-fertarico 17
28 13,3 295;323,6 359/179 135 t-cafeico 18
29 13,7 254,8;265,8; 808/625 463/301 Q-diglic

295; 349,8
30 14,9 279,6 579/349/289 - Procianidina 21
31 16,6 306,9 389 269 Desc
32 17,9 286,7;342 449 287 dhK-glic 20
33 18,2 303,6;323,6 405/441/465 243 t-astringina 22
34 18,5 260,7;297,4; - - Estilbenoide

330,7;397,5
35 18,8 279,6 289 245/205 (-)-epicatequina 19
36 19,7 285 405/441 243 c-astringina
37 20,0 305,7;317 389/425/449 - t-estilbeno
38 21,2 298,6 465 285 dhQ-glic 24
39 21,9 274;279,6;288 366 204/186 Desc 23
40 226 298;309,3 163 119 t-p-coumarico 26
41 23,0 291,5;341 465 303/285 dhQ-glic
42 23,4 261,0;293,8 167 152/108 Vanillico
43 24,3 261,9;300;354,6 661/625 463/301 Q-diglic
44 253 287,9;336 435 303/285 dhQ-xil 27
45 26,5 292,7,341 465 303/285 dhQ-glic
46 26,9 295 163 119 c-p-coumarico
47 27,7 286;340 303 285 dhQ
48 28,1 295;323 193 193/178/149/134 c-ferulico
49 28,8 295;340 449 269 dhK-glic
50 28,8 308;318,9 389/425/449 227 t-piceido 29
51 29,5 260,7;297,4; - - Estilbenoide

330,7;397,5
52 29,7 - 193 149/134 t-ferulico }
53 29,7 282;334 441 289 (-)-epicatequingalato J 30
54 30,3 253,6;307,5;363,8 301 301/198/137 Elagico
55 30,3 282; 324 433 271 N-hexosido
56 30,5 260,7; 297,4 305 169 Bz
57 30,7 277 591 547/439/301/289 Elagitanino
58 31,0 279,6 591 547/439/301/289 Elagitanino




Taboa 49. Continuacion.

N°  tr (min) Amax (nm) [M-H]- (m/z) MS/MS (m/z) Compostos Taboa 9*
59 31,4 - 151 151/123/107 Vanillina
60 31,5 305;317,6 405 243 t-estilbeno
61 32,0 293;344 449 303/285 dhQ-glic
62 32,1 256;267; 645/609 343/301 Q-rut
297; 353,4
63 32,1 256;266; 463 301 Q-galact 32
294;353,4
64 33,3 256;266; 477 301 Q-glucur 33
293,5; 353,4
65 33,3 256;266; 463 301 Q-gluc 34
294; 353,4
66 33,5 290,3;340 449 303/285 Astilbina 35
67 33,6 303,2;324,8 - - AHC 36
68 34,3 279,6 591 547/439/301/289 Elagitanino
69 35,0 256;267; 433 301 Q-xil
293; 353,4
70 36,5 297,340 449 303/285 dhQ-glic
71 36,6 265,4,294,5;346,2 593 285 K-rut 38
72 36,6 265,4;293; 447 447/284/255 K-galact
347,434.5
73 37,0 260,7;297,4; - - Estilbenoide
330,7;397,5
74 37,8 292,7,349 449 303/285 dhQ-glic
75 38,4 254,8;263,2; 447 301/285 Q-rhamn
292,5;353
76 38,6 265,4;299;347,4 461 285 K-glucur 40
77 38,8 295,346 433 269 dhQ-glic
78 38,8 265,4;,294;347,4 447 447/285 K-gluc
79 39,3 253,4;266; 477 315/314 Isorh-galact
298;353
80 39,5 - 389/425 - Desc
81 39,7 282 575 449/423 Procianidina A2
82 40,1 292,7;342 433 287 Engeletina 41
83 40,2 256;260; 491 315/301 Isorh-glucur
291; 353,4 492
84 40,3 254,8;267, 477 357/315/314 Isorh-gluc
293;354,6
85 40,9 289,1;354 433 287/269 dhK-glic 44
86 41,6 265,4;,294,5;347,4 417 285 K-xil 43
87 42,2 285,5 389/425 227 c-piceido 45
88 43,4 258,3;300 - - Bz 48
89 44,6 284,4;328 495/435 273 dhN-gluc 47
90 44,8 305,7;317,6 227 185 t-resveratrol 51
91 45,6 261,9;284,5; 387/423/447 387/225 Estilbenoide 49
341,4;358
92 45,7 264,2;293; 491/467/431 285 K-rham
320;342,6
93 47,0 - 591 547/439/301/289 Elagitanino 50
94 549 264,2 147/133 - Cinamico 46
95 58,8 266,6 - - Bz 52
96 59,6 285,5 227 185 c-resveratrol

En negrina amoésanse os ombros; sublinado amoésase o
*correspondencia cos compostos da taboa 9.

i6bn pseudomolecular que se fragmenta;

Da observacion desta taboa podese deducir que a separaciéon preparativa en PC
e a analise posterior en LC/ESI-MS-MS das bandas cromatograficas obtidas
permitiu illar e identificar un maior ntimero de compostos que cando se

analizaron os extractos brutos mediante HPLC-DAD. Asi, fronte aos 52



compostos que tinamos illado inicialmente, nesta nova analise foi posibel illar
un total de 96 compostos dos que 90 foron identificados total (51) ou
parcialmente (39). Destes compostos identificados, 13 son derivados
hidroxibenzoicos (entre outros os acidos galico, protocatéquico, 2,3,4-
trihidroxibenzoico, 4-hidroxibenzoico, vanillico, elagico e a vanillina), 15 son
derivados hidroxicinanicos (entre eles o 4-O-B-D-glucésido do acido p-
coumarico, os isomeros cis- e trans dos acidos caftarico, coutarico, fertarico,
cafeico, p-coumarico, ferulico e o acido cinamico), 17 glicésidos de flavonois (8
derivados da quercetina, 6 do kaempferol e 3 da isorhamnetina), 14 flavan-3-
ois entre os que estan a (+)-catequina, a (-)-epicatequina, o (-)-epicatequingalato
e a procianidina A, 19 flavanoides dos que 15 son dihidroflavonois (a astilbina e
a engeletina, entre outros) e 12 derivados estilbénicos, entre os que atopamos

os isémeros cis e trans da astringina, do piceido e do resveratrol.

Para rematar coa parte de identificacién dos compostos fenolicos dos mostos de
Albarino (obxectivo principal deste traballo), imos analizar comparativamente
os resultados obtidos coas distintas metodoloxias aplicadas: HPLC-DAD dos
extractos brutos; HPLC-DAD e espectrometria UV-vis dos compostos illados
nas distintas fraccions seleccionadas a partir do cromatograma de HPLC-DAD
dos extractos brutos; PC preparativa e analise mediante LC/ESI-MS-MS das

distintas bandas cromatograficas obtidas.

Con este obxectivo, na taboa S0 recollemos, de forma comparada, os distintos
compostos illados con cada unha destas metodoloxias, sinalando para cada un
deles aquelas coas que foron observados e —no seu caso- identificados. Cando
non foi posibel identificar totalmente algin dos compostos, sinalase, en
funciéon dos datos acadados da sta analise, a familia & que pertencen,
reservando a denominacion de “desconecido” para aqueles casos nos que non
foi posibel sequera a stia adscricion a unha familia de compostos fenodlicos

concreta.



Taboa 50. Relacion de compostos fendlicos illados en funciéon da

metodoloxia empregada.

HPLC-DAD PC
Composto HPLC-DAD + +
UV-vis LC/ESI-MS-MS
1 Galico b 4 X X
2 Procianidina X
3 Bz X
4 Protocatéquico X b4 b4
5 triOH-benzoico X X X
6 4-gluc p-coumarico X X X
7 Bz X
8 c-caftarico X X X
9 AHC X X
10 Desc b4 X
11 Bz b:4 X b:4
12 t-caftarico X X X
13 Procianidina X X X
14 Bz X
15 Procianidina X X X
16 dhQ-glic X
17 Procianidina X X X
18 (+)-catequina X b4 b4
19 Desc X X X
20 c-coutarico X X X
21 t-coutarico X X b:4
22 4-OH-benzoico X
23 Bz X
24 AHC X
25 Procianidina X X X
26 Flavanoide X
27 Desc b:4 X X
28 c-fertarico X X X
29 Flavan-3-ol x
30 c-cafeico X
31 Flavanoide X
32 t-fertarico X X X
33 t-cafeico X X X
34 Desc X
35 Q-diglic X
36 Procianidina X X X
37 Desc X
38 Flavanoide X
39 Flavan-3-ol X
40 Desc X
41 dhK-glic b4 b4 b4
42 t-astringina b4
43 Estilbenoide X
44 (-)-epicatequina b4 b4 X
45 c-astringina X
46 t-estilbeno X
47 dhQ-glic b4 b4 b4
48 Desc b4 X b:4
49 AHC X
50 t-p-coumarico b 4 b4 b 4
51 dhQ-glic b 4
52 Vanillico b 4
53 Q-diglic b 4
54 dhQ-xil X X X




Taboa 50. Continuacion.

Composto

HPLC-DAD

HPLC-DAD
+

UV-vis

PC
+

LC/ESI-MS-MS

Bz

Bz/AHC
dhQ-glic
Desc
Flavanoide
c-p-coumarico
Desc

dhQ
c-fertlico
dhK-glic
t-piceido
Estilbenoide
t-ferulico
(-)-epicatequingalato
Elagico
N-hexosido
Bz
Elagitanino
Elagitanino
Vanillina
t-estilbeno
dhQ-glic
AHC

Q-rut
Q-galact
c-estilbeno
Q-glucur
Q-gluc
Astilbina
AHC
Vanillico metil éster?
Elagitanino
Q-xil
dhQ-glic
K-rut
K-galact
o-coumarico?
Estilbenoide
dhQ-glic
Q-rhamn
K-glic
K-glucur
dhQ-glic
K-gluc
Isorh-galact
Desc
Procianidina A2
Engeletina
Isorh-glucur
Isorh-gluc
dhK-glic
K-xil
t-estilbeno
c-piceido

Bz

Bz

HoX M MM X X

™

W

MoXoMX X

™

LS

Mo X X

I A S B X

WX

XXX XM XXX M

HoX X

LI R I

Mo




Taboa 50. Continuacion.

HPLC-DAD PC
Composto HPLC-DAD + +
UV-vis LC/ESI-MS-MS

111 dhN-gluc X b4 b4
112 tresveratrol X x X
113 Estilbenoide X X X
114 K-rham X
115 Elagitanino b 4
116 Cinamico D¢
117 Bz b 4 X b4
118 Bz X
119 c-resveratrol X X X
120 Desc X
121 Desc X

Tal e como se pode ver nesta taboa, temos conseguido illar un total de 121
compostos, dos que 51 foron identificados totalmente; destes 51 compostos, 32
foron identificados ao empregar LC/MS mentres que os 19 restantes tiflan sido
xa identificados mediante HPLC-DAD e espectrofotometria UV-vis, servindo as
analises cromatograficas mediante liquido-masas para a confirmaciéon da sta
estrutura. A estes 51 compostos dos que vimos falando hai que engadirlle
outros 58 que foron identificados parcialmente e para os que, en 31 ocasions
(os compostos marcados en azul na taboa 50) conecemos practicamente a sta
estrutura; tratase das procianidinas e os elagitaninos (en ambolos casos s6
desconecemos a natureza das unidades monoméricas que os componen), de
once dihidroflavonois, tres flavonois e unha flavanona (dos que cofiecemos a
natureza do aglicon pero non asi a do azucre), catro estilbenoides dos que so6
para un deles (o composto 113 da taboa) coiecemos a masa pero que en todos
os casos sabemos que se forman pola accion da luz UV sobre os isomeros cis
dos estilbenos, e dous compostos (0 85 e o 91 da taboa) dos que non
conseguimos os seus espectros de masas pero que, con moita probabilidade, en
funcién das suas caracteristicas cromatograficas e espectrofotométricas en UV-
vis, deben ser o éster metilico do acido vanillico e o acido o-coumarico,
respectivamente. Para os outros 27 compostos (en vermello na taboa 50), s6
fomos quen de identificar a familia fenélica 4 que pertencen; en calquera caso,
dicir que para os catro estilbenos illados, sabemos se se trata de formas cis ou

trans ou mesmo se estan glicosilados ou non. A simple observacién da taboa



permite concluir que s6 para 12 dos compostos illados non fomos quen de dicir

nada acerca da sua natureza.

Debemos resaltar que —ata o que sabemos- cinco dos compostos identificados
no noso traballo non tinan sido citados previamente en Vitis vinifera, en
concreto o dihidronaringenin-2’-O-glucésido (phloridzina), a primeira chalcona
atopada nesta especie, os xilésidos da quercetina e do kaempferol e os
compostos 35 e 53 (taboa 50), dous diglicésidos da quercetina diferentes da
rutina, o Unico quercetin-diglicésido citado ata agora no xénero Vitis. Outros
cinco foron identificados por primeira vez en mostos, o 4-O-B-D-glucésido do
acido p-coumarico, o dihidroquercetin-3-O-xilésido, a dihidroquercetina (s6
previamente identificados en viios por Baderschneider e Winterhalter no ano
2001), o (-)-epicatequingalato que s6 se tina atopado en sementes (Adams,
2006), e un hexoésido da naringenina que foi recentemente identificado en uvas
da caste branca Sercial recollidas no inicio da maduraciéon (Perestrelo e col.,
2012). Ademais, temos illado e identificado parcialmente (descofiecemos a
natureza dos azucres) once dihidroflavonois (oito nos que o aglicon é a
quercetina e tres o kaempferol), sen dubida moitos deles illados por primeira
vez en Vitis; non se debe esquecer que xunto aos maioritarios astilbina e
engeletina e ao dihidroquercetin-3-0O-xilosido xa citado, s6 se tefien identificado
con anterioridade tres novos glicosidos (o dihidrokaempferol-3-O-xilosido, o
dihidroquercetin-3-O-glucésido e o dihidroquercetin-3’-O-glucosido) citados en
vinos por Baderschneider e Winterhalter (2001) e un posibel dihidroquercetin-

3-0O-galactosido citado por Masa e Vilanova (2008) en uvas de Albarin branco.

4. ESTUDO DA COMPOSICION FENOLICA DOS MOSTOS NAS TRES
SUBZONAS DA D.O. RIAS BAIXAS.

Sen esquecer que o principal obxectivo do noso estudo é a identificacion dos

compostos de natureza fendlica presentes nos mostos da caste Albarifio na



D.O. Rias Baixas, como coloféon ao noso traballo -e sen pretender ser
exhaustivos neste particular- imos abordar tamén a descricién cuantitativa da
composicion fenédlica dos mostos de cada unha das subzonas estudadas na
citada denominacién de orixe (O Condado do Tea, O Rosal e o Val do Salnés).
Limitaremos neste caso o noso estudo aos resultados acadados mediante
HPLC-DAD e, xa que logo, & cuantificaciéon daqueles compostos fendlicos illados
mediante esta técnica cromatografica. O feito de non disponier no noso
laboratorio da equipa de LC/ESI-MS-MS coa que abordamos a identificacion
definitiva dos compostos fenélicos da caste Albarifno (nin de ningan outro
detector de m/z) impediu realizar con todas e cada unha das mostras unha
analise mais pormenorizada e xustifica, ao noso entender, a utilizacién neste

apartado dos datos resultantes da analise das mostras mediante HPLC-DAD.

Partindo pois das concentracions acadadas para cada un dos 52 compostos
illados mediante HPLC-DAD nos distintos mostos considerados no noso estudo,
imos describir os mostos das distintas zonas estudadas en funcion da sua
composicion fendlica. Como xa indicamos no apartado 2 de Resultados e
Discusion no que achegabamos os resultados acadados para as analises dos
mostos mediante HPLC-DAD, as diferenzas atopadas na composicion fenodlica

das distintas mostras estudadas foron exclusivamente cuantitativas (taboa 10).

Debemos indicar, en primeiro lugar, que dous destes compostos (o composto 2,
o acido protocatéquico, de tempo de retencién 6,5 min, e o composto 49, un
estilbenoide de tempo de retencion 56,6 min) estiveron por baixo do seu limite
de cuantificacion en todas as mostras, e asi mesmo que o composto 30 (tr=38,7
min) corresponde & mestura de dous compostos, o trans-ferilico e o (-)-
epicatequingalato, o que dificultou poder determinar con exactitude a
porcentaxe de area que corresponde a cada un destes compostos; neste
sentido, temos tomado a decision de considerar como valor da concentracion
para cada un deles, a metade da correspondente ao total do pico. Deste xeito,
faremos a descricion cuantitativa da composicion fenélica dos mostos en
funcién dos 51 compostos cuantificados, dos que un total de 45 puideron ser

identificados total (33) ou parcialmente (12); e imos agrupar estes compostos en



6 familias, acidos benzoicos (6), acidos hidroxicinamicos (16), estilbenos (5),
flavan-3-ois (7), flavonois (7) e flavanoides (7), considerando logo un sétimo
grupo —ao que denominamos “outros”- que inclie aqueles compostos que non

foi posibel identificar (taboa 51 e figura 182).

Taboa 51. Concentracion (mg/L) total e por familias dos compostos

fenolicos observados nos mostos da caste Albarifio.

Concentraciéon (mg/L)

Condado do Tea O Rosal Val do Salnés

Acidos benzoicos 5,93 6,35 3,28
Acidos hidroxicinamicos 152,00 161,41 177,39
Estilbenos 2,70 3,41 2,31
Flavan-3-ois 17,40 30,64 6,49
Flavonois 5,53 23,96 11,30
Flavanoides 12,50 14,81 6,74
Outros 3,11 7,88 4,11
TOTAIS 199,17 248,47 211,63
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Figura 182. Concentracion total (mg/L) dos compostos fendlicos observados

nos mostos da caste Albarifio.



Da observacién da taboa 51 e a figura 182, que amosan o contido total en
compostos fenolicos nos mostos da caste Albarino procedentes das tres areas
xeograficas motivo de estudo, podese deducir que a concentracion total nos
mostos do Rosal (248,47 mg/L) foi mais elevada que a dos mostos do Val do
Salnés (211,63 mg/L) e do Condado do Tea (199,17 mg/L), e que en todos os
casos os acidos hidroxicinamicos foron o grupo maioritario, o que coincide cos
resultados obtidos por Simpson (1982), Singleton e col. (1985) e Cheynier e col.
(1990), que indican que os ésteres tartaricos dos acidos hidroxicinamicos
representan o grupo maioritario de todos os polifenois nos mostos de uvas

brancas.

O Val do Salnés, con 177,39 mg/L é a subzona que presentou a concentracion
mais elevada destes compostos, seguida pola do Rosal e a do Condado do Tea,
con 161,41 e 152,0 mg/L, respectivamente; estes valores estan en consonancia
cos obtidos por Ong e Nagel (1978), Singleton e col. (1986), Vrhovsek (1998) e
Mozeti¢ e col. (2006) que indican que nos mostos de uvas brancas o rango de

concentracion para os derivados hidroxicinamicos vai dos 99,0 aos 281 mg/L.

Para o resto das familias de compostos, os mostos procedentes do Rosal
presentaron sempre a concentracion mais elevada das tres subzonas: flavan-3-
ois (30,64 mg/L), flavonois (23,96 mg/L), flavanoides (14,81 mg/L), acidos
benzoicos (6,35 mg/L), estilbenos (4.39 mg/L), e outros (7,88 mg/L).

Se consideramos agora a porcentaxe de cada unha das familias de compostos
fendlicos estudadas nas tres areas xeograficas (figura 183), poderemos ver que
os derivados hidroxicinamicos suponen o 84 % do contido fenolico total no Val
do Salnés, o 76 % no Condado do Tea e o 65 % no Rosal, sendo os estilbenos a
familia minoritaria cun 1 % en cada unha das tres subzonas. Pode sorprender
a baixa porcentaxe que os flavan-3-ois presentaron no Val do Salnés (3 %), xa
que tanto no Rosal (12 %) como no Condado do Tea (9 %) son a familia que

ocupa o segundo lugar en abundancia.
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Figura 183. Porcentaxe das familias de compostos fenélicos dos mostos estudados.
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Sorprende tamén a elevada porcentaxe atopada para os flavonois nos mostos
do Rosal, un 10 % do total dos compostos fendlicos, fronte ao 5 e 3 % que
representan no Val do Salnés e no Condado do Tea, respectivamente. Pola stua
banda, os flavanoides representan o 6 % no Condado do Tea e no Rosal fronte
ao 3 % no Val do Salnés. As porcentaxes atopadas tanto para os acidos
benzoicos como para o grupo de outros son moi semellantes nas tres subzonas,

con valores entre 0 2 e 0 3 %.

Imos afondar de seguido na analise destas familias, abordando para elo o
estudo individualizado daqueles compostos presentes en cada unha delas. Asi,
e tal e como se pode observar na taboa 52, dentro dos derivados benzoicos, o
acido galico (tr=6,0 min) foi o que presentou maior concentracion nos mostos
procedentes do Rosal e do Condado do Tea —con valores préximos aos 4,5 mg/L
en ambolos dous casos- mentres que nos do Val do Salnés, a sua

concentracion é de tan s6 0,99 mg/L.

Taboa 52. Concentracion (mg/L) dos acidos benzoicos observados nos

mostos da caste Albarifio.

Concentracién (mg/L)

Condado do Tea O Rosal Val do Salnés

Compostos (tr min)

Galico (6,0) 4,269 4,388 0,990
Protocatéquico (6,5) tr tr tr

triOH-benzoico (7,7) 0,009 0,119 0,025
p37 (43,4) 1,112 1,246 1,614
p46 (54,1) 0,208 0,158 0,080
p48 (55,5) 0,331 0,439 0,576

tr= por debaixo do limite de cuantificacion

Nos mostos do Val do Salnés, o acido benzoico que presentou a concentracion
mais elevada foi o composto correspondente ao pico 37 (tr=43,3 min). Cabe
sinalar que o acido protocatéquico encontrouse sempre por baixo do seu limite

de cuantificacion.

Dentro do grupo dos derivados hidroxicinamicos, e polo que fai as nosas

mostras (tdboa 53), dicir que o acido trans-caftarico (tg=10,9 min) é o que



presentou maior concentracion en todas as subzonas (94,24 mg/L nos mostos
procedentes do Val do Salnés, 66,91 mg/L nos mostos do Condado do Tea e
64,76 mg/L nos do Rosal), seguido do pico de tempo de retencion 16,9 min, o
acido trans-coutarico (37,64 mg/L nos do Rosal, 36,78 mg/L nos do Val do
Salnés e 32,94 mg/L nos do Condado do Tea), e do acido cis-coutarico (23,17
mg/L nos do Rosal, 22,27 mg/L nos do Val do Salnés e 21,04 mg/L nos do

Condado do Tea), que se corresponde co pico de tempo de retencion 16,0 min.

Taboa 53. Concentracion (mg/L) dos derivados hidroxicinamicos

observados nos mostos da caste Albarifio.

Concentracién (mg/L)

Condado do Tea O Rosal Val do Salnés

Compostos (tr min)

4-gluc p-coumarico (8,1) tr 0,041 0,011
c-caftarico (9,0) 1,730 1,019 1,055
p6 (9,7) 4,148 4,927 5,889
t-caftarico (10,9) 66,911 64,763 94,243
c-coutarico (16,0) 21,036 23,173 22,271
t-coutarico (16,9) 32,936 37,639 36,780
pl5(17,6) 0,335 1,510 1,533
c-fertarico (19,6) 2,233 1,720 1,665
t-fertarico (20,0) 7,386 6,517 8,210
t-cafeico (22,0) 5,956 8,017 0,432
p25 (33,9) 3,078 2,404 3,131
t-p-coumarico (34,5) 2,576 6,552 0,067
t-feralico (38,7) 0,152 0,302 tr

p31 (39,2) 0,287 0,291 0,141
p36 (42,2) 1,492 1,043 1,149
Cinamico (64,2) 1,742 1,495 0,811

tr= por debaixo do limite de cuantificacion

O acido trans-fertarico, cun tempo de retenciéon de 20,0 min, ocupa o seguinte
lugar no que ao contido se refire, por mais que cuns valores claramente mais
baixos (8,2 nos mostos do Val do Salnés, 7,4 mg/L nos do Condado do Tea e
6,5 mg/L nos do Rosal). Debemos indicar que, en todos os casos, estes valores
son semellantes aos atopados por Ong e Nagel (1978), Singleton e col. (1986) e
Mozeti¢ e col. (2006) para estes compostos en mostos de castes brancas (16-
295 mg/L para o trans-caftarico; 18-44 mg/L para o trans- e cis-coutarico e

1,2-15,9 mg/L para o trans-fertarico).



Se observamos a porcentaxe de trans-caftarico nos nosos mostos (un 53 % nos
procedentes do Val do Salnés, un 44 % nos do Condado do Tea e un 40 % nos
do Rosal), veremos que en ningin caso alcanzan valores proximos aos
considerados por Romeyer e col. (1983) para os mostos con alta capacidade de
escurecemento; en efecto estes autores sitlan -como xa indicamos na
introducién- nun 80 % o valor da relacion entre o acido trans-caftarico e o
contido total en derivados hidroxicinamicos para considerar que un mosto tena
esta consideracion. Asi pois, tal e como afirman Darias-Martin e col. (2008)
para os vinos brancos canarios, cabe agardar que os nosos mostos dean lugar a
vinos cunha cor verdosa. A concentracién do 4-O-B-D-glucésido do acido p-
coumarico (tg=8,1 min) foi de 0,04 mg/L nos mostos procedentes do Rosal e de
0,01 mg/L nos mostos do Val do Salnés, estando por debaixo do limite de
cuantificacion naqueles obtidos no Condado do Tea; cicais este baixo contido

explique que nunca antes se tefia identificado este composto en mostos.

As diferenzas existentes entre os valores acadados para o grupo dos acidos
fendlicos nos nosos mostos e aqueles atopados na bibliografia, podense explicar
polo feito de que o contido destes compostos vai depender da caste, das
condicions climatoléxicas, da zona xeografica, das técnicas de elaboracion dos
mostos, dos tratamentos analiticos das mostras, e de moitos outros factores
(Vrhovsek, 1998; Bétes-Saura e col., 1996; Soleas e col., 1997; Ramos e col.,
1999; Andrade e col., 2001; Boselli e col., 2006; Bravo e col., 2006; Mozetic e
col., 2006; Rodriguez-Montealegre e col., 2006; Dopico-Garcia e col., 2007;
Komes e col., 2007; Darias-Martin e col., 2008).

Polo que fai aos estilbenos, que xunto cos derivados benzoicos e
hidroxicinamicos constitien a fraccibn non flavonoidea dos compostos
fenodlicos, dicir que estan presentes na natureza nun gran numero de familias
de vexetais, pero adquiren unha especial relevancia en uvas e os seus produtos
derivados pola stia incidencia na dieta (Mattivi e col., 1995). Tal e como se pode
ver na taboa 54, o derivado estilbénico que presentou a concentracion mais

elevada nas nosas mostras foi o piceido nas duas formas isoméricas cis e trans



(con tempos de retencion a 51,6 e 31,8 min, respectivamente), con valores
proximos a 1,5 mg/L nos mostos do Rosal. Os mostos do Condado do Tea
presentaron valores de 1,29 mg/L para o cis-piceido e 1,06 mg/L para o trans-
piceido, e os mostos do Val do Salnés, 1,19 mg/L e 0,75 mg/L para os isémeros
cis- e trans- deste derivado estilbénico. As concentracions atopadas para estes
compostos nos nosos mostos son superiores as observadas nos vinos
elaborados con Listan branco, Verdello e Gual (Darias-Martin e col., 2008), e
con Albarino e outras castes (Romero-Pérez e col., 1996a,b). Para a trans-
astringina (tr=29,7 min) as concentraciéons acadadas (0,32 mg/L para os
mostos do Rosal, 0,07 mg/L para os do Condado do Tea, e 0.2 para os do Val
do Salnés) foron semellantes as atopadas na bibliografia para vilos brancos e

tintos (Carando e col., 1999).

Taboa 54. Concentracion (mg/L) dos estilbenos observados nos

mostos da caste Albarino.

Concentracién (mg/L)

Compostos (tr min)
Condado do Tea O Rosal Val do Salnés

t-astringina (29,7) 0,074 0,317 0,199
t-piceido (38,1) 1,064 1,426 0,755
c-piceido (51,6) 1,288 1,574 1,189
Estilbenoide (56,6) tr tr tr

t-resveratrol (57,6) 0,272 0,238 0,168

tr= por debaixo do limite de cuantificacion

En ningin dos mostos das tres areas xeograficas motivo de estudo temos
atopado cis-resveratrol, uns resultados que concordan cos obtidos por Moreno
e col. (2008) na ultima semana do control de maduracién en uvas das castes
Mencia, Albarello e Merenzao. Darias-Martin e col (2008) tefien observado que
as castes cun alto contido en compostos fendlicos totais non son as que tefien
maior concentraciéon de estilbenos e, asi mesmo, que estes poden ser
empregados —como ocorre con outros compostos fendlicos- como marcadores

taxonomicos na caracterizacion de castes.

Dentro do grupo de compostos flavonoideos, os flavan-3-ois foron os

maioritarios nas subzonas do Rosal e do Condado do Tea (figura 183). Esta



familia de compostos son os principais responsabeis da astrinxencia e o
amargor dos vifos pero tamén da sua estrutura (Gawel, 1998), e estan
representados polos monomeros (+)-catequina, que ten unha configuracion 2,3-
trans-, e (-)-epicatequina, cunha estrutura 2,3-cis-, que se unen formando
dimeros, trimeros, tetrameros e oligdbmeros para constituir os taninos, que son
o grupo mais abundante de polifenois soltbeis. Atopanse principalmente nas
peles e nas sementes, e tefien actividade antioxidante, anticancerixena e anti-

inflamatoria (Komes e col., 2007).

Taboa 55. Concentracion (mg/L) dos flavan-3-ois observados nos

mostos da caste Albarifio.

Concentracién (mg/L)

Condado do Tea O Rosal Val do Salnés

Compostos (tr min)

Procianidina (12,0) 0,085 0,695 tr
Procianidina (12,7) 0,055 0,010 tr
(+)-catequina (15,3) 10,244 17,432 4,479
Procianidina (23,8) 5,627 10,521 1,296
(-)-epicatequina (28,2) 1,205 1,579 0,660
(-)-epicatequin-galato (38,7) 0,152 0,302 tr
Elagitanino (57,1) 0,034 0,106 0,053

tr= por debaixo do limite de cuantificacion

Tal e como podemos observar na taboa 55, dentro da familia dos flavan-3-ois o
composto maioritario foi a (+)-catequina (tr=15,3 min), con concentracions de
17,43 mg/L nos mostos procedentes do Rosal, de 10,24 mg/L nos mostos do
Condado do Tea e de tan s6 4,48 mg/L nos do Val do Salnés; o outro
monémero desta familia, a (-)-epicatequina (tr=28,2 min), tamén presentou a
stla maior concentracién nos mostos procedentes do Rosal, con valores de 1,56
mg/L, cercanos aos do Condado do Tea (1,2 mg/L), pero superiores aos 0,66
mg/L atopados nos mostos do Val do Salnés. Estes niveis de (-)-epicatequina
foron moi semellantes aos atopados en vinos galegos e portugueses elaborados
coa caste Albarino (Andrade e col., 2001) pero mais baixos que os atopados
para vinos elaborados con outras castes brancas e tintas (Bétes-Saura e col.,
1996; Soleas e col., 1997; Rodriguez-Montealegre e col., 2006; Darias-Martin e
col., 2008).



Polo que fai a4 familia dos flavonois (tdboa 56), o quercetin-3-O-glucésido
(tr=40,7 min) e o quercetin-3-O-glucuronido (tg=40,1 min) foron os compostos
maioritarios, acadandose os valores mais elevados nos mostos do Rosal, con
concentracions de 10,64 mg/L e 7,77 mg/L, respectivamente. Para os mostos
do Val do Salnés as concentracions foron 4,67 mg/L para o primeiro e 4,13
mg/L para o segundo, e nos do Condado do Tea foron de 1,49 mg/L e 2,94

mg/L, respectivamente.

Taboa 56. Concentracion (mg/L) dos flavonois e porcentaxe dos

seus aglicons observados nos mostos da caste Albarifio.

Concentracién (mg/L)

Condado do Tea O Rosal Val do Salnés

Compostos (tr min)

Q-galact (39,7) 0,553 1,732 1,090
Q-glucur (40,1) 2,945 7,773 4,130
Q-gluc (40,7) 1,488 10,642 4,675
K-rut (44,5) 0,020 0,483 0,305
K-glucur (46,8) 0,408 2,627 0,822
Isorh-glucur (48,0) 0,011 0,240 0,103
K-xil (48,7) 0,103 0,467 0,179
% Q 90,2 84,1 87,5
% K 9.6 14,9 11,5
% ISORH 0,2 1,0 0,9

Como se observou para as uvas da caste Albariiio (Masa e col., 2007), nos
nosos mostos s6 se atoparon derivados glicosilados de flavonois e nunca
aglicons libres, que si aparecen en vinos (Dopico-Garcia e col., 2007). Ao
comparar os nosos resultados cos atopados na bibliografia para outras castes,
observamos que estes son moi variabeis en canto aos datos das concentracions
absolutas para cada un dos flavonois individuais (Bétes-Saura e col., 1996;
Soleas e col., 1997; Boselli e col., 2006; Rodriguez-Montealegre e col., 2006;
Masa e col.,, 2007; Darias-Martin e col., 2008), pero non asi cando se
consideran as porcentaxes destes compostos en funcién da natureza do seu
aglicon; neste sentido, os nosos resultados (tdboa 56) atépanse dentro dos
rangos observados por Mattivi e col. (2006) en 27 castes brancas, nas que o0s
derivados da quercetina oscilan entre o 72,46 € o 96,90 %, os do kaempferol

entre 0 2,33 e 0 26,36 % e os da isorhamnetina entre o0 O € 0 5,38 %.



Xa por ultimo, e dentro da familia dos flavanoides, debemos resaltar os
chamados dihidroflavonois, un grupo de compostos fenélicos que adquiren un
especial interese polo seu papel como compostos bioactivos e como marcadores
quimiotaxonomicos; esta relevancia € maior, se cabe, no caso da caste Albarifo,
para a que se ten atopado (Masa e col., 2007) un nimero moi superior destes
compostos dos previamente citados na bibliografia para outras castes. Dentro
deste grupo (taboa 57), o dihidroquercetin-3-O-rhamnésido (tg=41,7 min),
coniecido como astilbina, € o composto mais abundante, con concentraciéons de
10,07 mg/mL nos mostos do Rosal, 8,14 mg/L nos do Condado do Tea e 5,18
mg/L nos do Val do Salnés. Estas concentracions son maiores que as atopadas

para outras castes (Trouslade e Singleton, 1983).

Taboa 57. Concentracion (mg/L) dos flavanoides observados nos

mostos da caste Albarifio.

Concentracién (mg/L)

Condado do Tea O Rosal Val do Salnés

Compostos (tr min)

dhK-glic (27,6) 0,752 1,146 0,461
dhQ-glic (33,3) 1,241 1,384 0,045
dhQ-xil (35,4) 0,213 0,083 0,090
Astilbina (41,7) 8,139 10,073 5,184
Engeletina (47,1) 0,526 0,174 0,253
dhK-glic (49,1) 0,931 1,172 0,383
dhN-gluc (54,7) 0,702 0,776 0,328

Destacar a presenza do dihidroquercetin-3-O-xil6sido (tr=35,4 min) que —ata o
que sabemos- € a primeira vez que se atopa en mostos, por mais que con
valores relativamente baixos (0,21 mg/L nos mostos procedentes do Condado
do Tea, 0,09 mg/L nos do Val do Salnés e 0,08 mg/L nos do Rosal). Destacar
tamén que o dihidronaringenin-2’-O-glucésido (tr=35,4 min), como xa dixemos,
unha chalcona caracteristica das mazas (Sanchez-Rabaneda e col., 2004),
presentou valores de concentracién semellantes nos mostos do Rosal e do
Condado do Tea (0,78 e 0, 70 mg/L, respectivamente) que se reducen a case a

metade nos mostos do Val do Salnés (0,33 mg/L).



CONCLUSIONS






Dos resultados acadados no estudo da composiciéon fendlica dos mostos da

caste Albarifio podemos tirar as seguintes conclusions:

1.- Este estudo supdén a contribucién mais completa feita ata hoxe sobre a
composicion fenodlica dos mostos elaborados coa caste galega Albarino, non s6
polo importante nimero de compostos separados e identificados, senén tamén
polo feito de que —a diferenza doutros estudos anteriores- non se ten limitado a
un determinado grupo de derivados fenélicos. Aborda, en efecto, a analise de
todas as familias de compostos de natureza fenolica presentes nas mostras
(derivados benzoicos e hidroxicinamicos, estilbenos, flavonois, flavan-3-ois e

flavanoides).

2.- O proceso de separacion de compostos fendlicos en mostras moi complexas,
nas que existe un elevado nimero de compostos e con estruturas quimicas moi
diferentes, esixe a utilizacién combinada de diversas técnicas cromatograficas,
tanto analiticas coma preparativas, o que sen dubida complica en exceso este
proceso. En efecto, coa HPLC analitica resulta en moitos casos imposibel
conseguir suficiente resolucion e, xa que logo, poder recoller e identificar

aqueles compostos que coeliien nesas condicions cromatograficas.

3.- A coleccién de compostos trala inxeccion repetidamente da mostra bruta en
HPLC analitica presenta algiins problemas, tanto pola dificultade que supon
recoller compostos que estan presentes en moi baixa concentracion como polo
feito de que, en moitos casos, estes forman aductos co acido acético da fase
mobil; a formacion de aductos conleva o bloqueo de OH libres na molécula e, xa
que logo, modifica o seu comportamento espectrofotométrico fronte aos
distintos axentes modificadores do espectro UV-visibel dificultando a sua

identificacion.

4.- A PC preparativa, unha técnica considerada obsoleta por moitos, facilitou
sobremaneira a separaciéon das nosas mostras e demostrou a sua utilidade

como paso previo a separacion en HPLC cando se esta en presenza de mostras



complexas e se pretende a identificacion de todos e cada un dos compostos

fenolicos presentes nas mesmas.

S5.- Mediante a utilizacién combinada de todas estas técnicas cromatograficas,
fomos quen de separar un total de 121 compostos de natureza fenélica, dos que
109 foron identificados total (51) ou parcialmente (58) mediante HPLC-DAD,
UV-vis e LC/ESI-MS-MS e coa axuda -no seu caso- de hidrélises acidas,

alcalinas e/ou enzimaticas.

6.- Dos 51 compostos fenolicos identificados plenamente, 10 foron atopados
por primeira vez en mostos. Cinco deles, o dihidronaringenin-2’-O-glucésido
(phloridzina), o quercetin-3-O-xil6sido, o kaempferol-3-O-xilésido e os dous
diglicésidos da quercetina diferentes da rutina, tampouco tefien sido citados
previamente en Vitis vinifera. O 4-O-B-D-glucésido do acido p-coumarico, o
dihidroquercetin-3-O-xilosido e a dihidroquercetina foron previamente
identificados en vifios; o hex6sido da naringenina foi identificado recentemente

en uvas brancas e o (-)-epicatequingalato so se tina atopado en sementes.

7.- Debemos destacar polo novedoso a presenza da phloridzina, pois é a
primeira cita dunha dihidrochalcona no xénero Vitis. Tratase dun composto
caracteristico do xénero Malus que se veu relacionando coa resistencia das
plantas a distintos estreses, o que abre unha via de traballo no eido da mellora

xenética da vide.

8.- O noso estudo permitiu confirmar a natureza dos compostos que presentan
espectros en DAD con catro maximos de absorcion a 261,5, 284,9, 341 e 357,7
nm como produtos da transformacion das formas isoméricas cis dos estilbenos
pola accion da luz UV, e que foron erréoneamente identificados nalgunha

ocasion como cis-resveratrol.

9.- Polo seu papel potencial como compostos bioactivos, subliharemos o

elevado numero de dihidroflavonois illados, un total de quince dos que sé6 dous



(astilbina e engeletina) foron previamente identificados en Vitis. Xunto a estes
dous e ao taxifolin e ao dihidroquercetin-3-O-xilosido, temos identificado

parcialmente oito glicésidos da dihidroquercetina e tres do dihidrokaempferol.

10.- A presenza dun total de catorce compostos de natureza estilbénica
confirma a importancia destes compostos no Albarino -e por estension as
castes brancas- no que fai ao seu potencial beneficioso para a satide humana,

un papel tradicionalmente atribuido aos vifios tintos.

11.- As diferenzas na composiciéon fendlica entre os mostos analizados, foron s6
cuantitativas, debéndose sublinar que os procedentes do Rosal presentaron
sempre os contidos mais elevados en compostos fenodlicos totais e para as
distintas familias consideradas, agas para os derivados hidroxicinamicos para

os que este maior valor correspondeu aos mostos do Val do Salnés.

12.- Con independencia da subzona da que procedan, a familia dos derivados
hidroxicinamicos foi sempre a maioritaria nos nosos mostos, mentres que a dos

estilbenos foi a que menor concentracion presentou en todos os casos.

13.- Chama poderosamente a atencion a baixa concentracion dos flavan-3-ois e
os flavanoides nos mostos do Val do Salnés e o elevado contido en flavonois dos

mostos procedentes do Rosal.
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