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RESUMO

SILVA, Paulo César Fortes da, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro 2003. Propriedade antioxidantes in vitro de uva branca e
de uva tinta e de seus respectivos vinhos elaborados. Orientador:
Paulo Cesar Stringheta. Conselheiros. Tania Toledo de Oliveira e Paulo
Henrique Alves da Silva.

Nas ultimas décadas tem se observado um crescente consumo de
vinho, principalmente o vinho tinto. Dentre vérios fatores, destaca-0 seu
consumo devido principalmente a agumas alegagdes relacionadas com a
salde, como, retardo do envelhecimento, prevencdo de doencas
coronarianas e até mesmo atividades anti-inflamatérias e anti-tumorais.
Devido a estes fatores o presente trabalho teve como objetivo gera
estabelecer uma base comparativa quanto ao potencial antioxidante entre
vinho branco e vinho tinto e também averiguar a contribuicdo das fractes
(casca, polpa e semente) das uvas que originaram 0s vinhos para este
potencial. Avaliou-se os contetidos de algumas classes fendlicas do vinho
tinto (Cabernet Sauvignon) e do vinho branco (Riesling Italico) e a
atividade antioxidante destes pelo ensaios do Poder Redutor, Inibicdo de
Formacdo de Peroxidos e Capacidade Sequestrante de radicais livres

DPPH. Foram preparados extratos fenolicos das fragbes das uvas do

XVii



mesmo lote que se elaborou os vinhos. Também foi analisado o perfil
fendlico destes extratos bem como as atividades antioxidantes. Polifendis
de menor massa molecular se encontram em maior propor¢do no vinho
branco e os cadeias maiores s8o mais significativos no vinho tinto. Quanto
ao poder de reducéo, todas as amostras possuiram equival éncia semel hante.
Os vinhos se apresentaram como os melhores inibidores da formagdo de
peroxidos, com destague para o vinho Riedling Itdlico. Os extratos das
sementes obtiveram o melhor desempenho na capacidade de sequestrar
radicais livres e 0 vinho Cabernet Sauvignon foi superior ao vinho Riesling
Italico. P&de-se concluir que os extratos e vinhos que continham uma
proporcdo maior de fendlicos de ato peso molecular, conseguiram
sequestrar maior concentracéo de DPPH radical em menor tempo. Nota-se
portanto, que a atividade antioxidante dos extratos e vinhos esta fortemente
condicionada ao conteddo fendlico destes, pela quantidade e
principa mente pelo tipo de classes de polifendis presentes. O vinho branco
por possuir baixo nivel de polifendis de cadeias maiores (resultante do
processo tradicional de vinificagdo em branco) somente ndo mostrou uma
satisfatoria atividade sequestrante de radicais livres quando comparado
com o vinho tinto. Sendo assim, verifica-se que uma modificacdo adequada
no processo tecnol6gico de vinificacdo em branco, de modo que haja uma
participacao efetiva de cascas e sementes N0 mosto para maior extracao de
polifendis de cadeias maiores, pode-se obter um efeito comparativo aos

vinhos tintos.
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ABSTRACT

SILVA, Paulo César Fortes da, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
February 2003. Antioxidant in vitro properties of white grape and
red grape and its respectve elaborated. Advisor: Paulo Cesar
Stringheta. Committee Members: Tania Toledo de Oliveira e Paulo
Henrigue Alves da Silva.

In the last decades an increasing consumption of wine has been
observed, mainly of the red wines. Among several factors, its consumption
Is distinguished mainly due to some alegations related with hedlth, as
retardation of the aging, prevention of coronary diseases and also anti-
inflammatory and anti-tumorais activities. Due to these factors, the present
work had a general objective to establish a comparative base about the
antioxidant potential between white wine and red wine, and also to infer
the contribution of the fractions (skin, pulp, and seed) of the grapes which
originated the wines. The content of some phenolic classes of the red wine
(Cabernet Sauvignon) and of the white wine (Riesling Italic) was evaluated
and also the antioxidant activity of those throughout the Reducing Power
assay, Inhibition of Peroxide Formation assay, and Scavenging Capacity of
DPPH free radicals. Phenolic extracts had been prepared from grape

fractions of the same lot which the wines were elaborated. Also the



phenolic profile of these extracts as well as the antioxidant activities were
analyzed. Poliphenols of lower molecular mass were found in higher ratio
in the white wine, and those of longer chains were more significant in the
red wine. According to the reducing power, al the samples presented
similar equivalence. The wines presented as the best inhibitors of the
peroxide formation with prominence for the Riedling Italic wine. The seed
extracts had the best performance in the scavenging capacity of free
radicals and the Cabernet Sauvignon wine was better than the Riesling
Italic wine. It could be concluded that the extracts and wines which
contained a higher ratio of phenolics of high molecular weight could
scavenge higher concentration of DPPH radical in a shorter time. Thus, it
was noticed that the antioxidant activity of extracts and wines is strongly
related to the phenolic content of those, as well as for the amount and
mainly for the type of the presented phenolic classes. Due to the fact that
white wine contains a low level of phenolics of longer chains (resultant of
the traditional process of blank winemaking), it only did not show a
satisfactory scavenging activity of free radicals when compared with the
red wine. Nevertheless, it is verified that an adequate modification in the
technological process of blank winemaking, in such a way that it has an
effective participation of grape skin and grape seeds in the must in order to
accomplish higher extraction of higher chain poliphenols, can achieve a

comparative effect to the red wines.



INTRODUCAO GERAL

Um estudo comparativo iniciado pela Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) tem mostrado diferencas marcantes na mortalidade e
enfermidades a partir de doencas do coragdo entre, especiamente,
populagbes da Franca e Estados Unidos. Apesar de uma dieta rica em
acidos graxos saturados a niveis comparaveis do contetido de colesterol no
plasma sanguineo, 0s individuos franceses mostraram-se menos
susceptiveis a doencas corondrias que os individuos norte-americanos.
Usando andlises multivariadas, Renaud e de Lorgeril em 1992, postularam
gue o consumo de vinho foi o Unico fator responsavel por esta discrepancia,
sendo comumente referida como o “Paradoxo Francés’.

Desde entéo, o interesse no consumo dos vinhos alcangou um novo
patamar nos ultimos anos. A uva e seus produtos derivados contém uma
grande variedade de compostos fendlicos e tem sido relatado pelaliteratura
cientifica que estes tem demonstrado possuir multiplos efeitos biologicos
relacionados a atividade antioxidante.

Varios trabalhos tem sido desenvolvidos para a avaliacdo de
propriedades antioxidantes de vinhos. Bons resultados tem se conseguido
particularmente com os vinhos tintos, na maioria dos casos em

consequéncia de apresentarem maior contetido fendlico.



Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os constituintes
fendlicos das uvas brancas e roxas, bem como de seus respectivos vinhos
elaborados. Também avaliar o potencia antioxidante in vitro deste
material, em diversas concentragdes equivalentes em polifenol total,
utilizando as analises de poder redutor, inibicdo de formacéo de perdxidos
e capacidade sequestrante de radicais DPPH e estabelecendo assim um
perfil do potencial comparativo entre uvas roxas e brancas e de seus vinhos

brancos e tintos.



CAPITULO1

EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE POLIFENOISTOTAISDAS
FRACOESDASUVASRIESLING ITALICO E CABERNET
SAUVIGNON E DE SEUSRESPECTIVOSVINHOS

1.1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos em alimentos originam-se de uma das
principais classes de metabdlitos secundéarios dos vegetais, sdo essenciais
para 0 crescimento e reproducdo das plantas e também agem contra o
ataque de parasitas e patdgenos.

Alimentos comuns como a uva e seus produtos derivados contém
uma grande variedade de compostos fendlicos em quantidades variando de
tragcos a alguns gramas por quilograma do alimento fresco. Tem sido
relatado que estes compostos tem demonstrado possuir multiplos efeitos
biol6gicos como atividade antioxidante, acdo anti-inflamatoria, inibicdo da
agregacdo de plaguetas nos vasos sanguineos, inibicdo da oxidacéo do

colesterol LDL bem como atividade antimicrobiana.



A uva é utilizada como matéria-prima para a elaboracdo de uma
gama enorme de produtos como doces, geléias, compotas, uvas passas,
tortas, sucos e vinhos. Sendo a fruta de maior produgéo no mundo, resulta
em um elevado volume de residuos, principalmente casca e semente, em
gue alguns casos € destinado somente ao consumo animal devido ao seu
alto conteddo de fibras.

O consumo de vinho tinto tem crescido abruptamente no mundo
inteiro desde a publicacdo do relatério sobre o “Paradoxo Francés’ em
1981, relacionando o consumo do vinho tinto com um reduzido risco de
doencas coronarias. Aliado a isso, verifica-se uma crescente oferta de
produtos fitoterapicos derivados de compostos fendlicos da uva,
principalmente os taninos derivados da casca e da semente, antocianinas,
resveratrol, acidos fendlicos e flavondides de modo geral.

Atualmente, métodos industriais para a recuperacéo de compostos
fendlicos de residuos solidos das industrias processadoras de uvas estdo
sendo desenvolvidos. Estes métodos geralmente estdo protegidos por
patentes, pois existe uma grande variedade de polifendis na uva e seus
residuos, e seus metodos de extracéo e fracionamento de modo a selecionar
uma classe especifica de polifenol preservando a sua atividade bem como a
determinacéo destes ainda ndo estdo bem definidos.

Assim, devido a grande oferta de residuos industriais de uva e a
complexidade dos polifendis provenientes desta, é plenamente justificavel
0 estudo de métodos de extracdo em que se consiga recuperar um teor
siginificativo destes compostos, sem contudo modificar as estruturas
destes, bem como obter métodos para a elucidacéo da sua composi¢ao nos
extratos para que sirvam de referéncia como potenciais compostos com

beneficios a salide e ao bem estar humano.



1.2. REVISAO DE LITERATURA

Os compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo secundario
das plantas (SANCHEZ-MORENO, 2002). S3o classificados em pelo
menos 10 grupos diferentes, dependendo da sua estrutura quimica
Quimicamente, podem ser definidos como substancias que possuem um
anel aromatico ligado a um ou mais substituintes hidroxila, incluindo seus
derivados funcionais (SHAHIDI e NACZK, 1995). A maioria dos vegetais,
se ndo todos, contém polifendis os quais se diferenciam um dos outros,
sendo assim muitos dos fendlicos alimenticios séo solUveis em agua e
outros em solventes organicos.

O nivel e variadade de polifendis nos alimentos esta determinado,
ndo sO por fatores genéticos da espécie e variedade, mas também por
condicdes da estacdo, solo, estado de germinacdo, ataques de parasitas e
predadores, exposicdo a luz solar, tratos culturais, colheira, grau de
maturacéo, processamento e armazenamento em que a matéria-prima tenha
sido submetida (JEANDET et al., 1995; LARRAURI et a., 1996;
ROMANI et a., 1996; AUW et a.,1996; MAZZA et a., 1999; PALMA e
TAYLOR, 1999; de FREITAS et al., 2000; ALONSO et al., 2002;
SANCHEZ-MORENO, 2002; VIDAL et a., 2002).



As andlises de compostos polifendlicos em material vegetal sdo
influenciadas pela sua propria natureza, método de extragcdo empregado,
tamanho da particula do material, substancias interferentes, tempo e
temperatura.

N&o existe um método de extracdo completamente satisfatorio para
a recuperacdo de todos os compostos fendlicos ou uma classe especifica
destes em um alimento. A solubilidade dos polifendis é governada pelo tipo
(polaridade) de solvente utilizado, pelo grau de polimerizagdo dos
fendlicos, bem como pelas interacbes dos fendlicos com outros
constituintes que podem até resultar naformacao de complexosinsoluveis.

Os solventes frequentemente utilizados para a extragcdo dos
compostos fendlicos incluem o metanol, etanol, acetona, &gua, acetato de
etila, propanol, dimetilformamida e suas combinagoes.

PALMA e TAYLOR (1999), avaliaram a extragcdo de compostos
fendlicos de sementes de uva utilizando o fluido supercritico diéxido de
carbono; LARRAURI et a. (1998), estudaram o efeito da temperatura de
processamento (80, 100 e 120°C) dos extratos de casca de uva roxa e
branca quanto a capacidade sequestrante de radicais livres. FULEKI e
SILVA (1997), utilizaram diferentes solventes em sequéncia a temperaturas
de —24°C por longos periodos para a extragéo e quantificacéo de catequinas
e procianidinas de sementes de uva Riedling Italico. PALMA et al. (2001),
avaliaram a estabilidade de nove compostos fendlicos da semente de uvana
extragdo com metanol superaquecido em diferentes temperaturas (40, 50,
100 e 150°C).

Varios métodos de ensaio para a quantificacdo de compostos
fendlicos tem sido desenvolvidos, mas a maioria deles sdo métodos
isolados. Dificilmente hd um trabalho onde se verifica uma comparacéo de
métodos como visto em WATERHOUSE et a. (2000). Um nimero de

revisdes sobre andlises de polifendis tem também sido publicado



(Deshpande et al., Jackman et al., Makkar citado por SHAHIDI e NACZK,
1995).

Estes ensaios podem ser classificados como também aqueles os
quais determinam um conteldo total de fendlicos, ou aqueles que
guantificam um grupo especifico ou classe destes compostos.

Folin-Ciocalteu, Folin-Denis e Prussian Blue s&o os métodos
colorimétricos mais usados para determinagdo de fendlicos totais, séo
baseados na reducdo de um composto (reagente do meétodo) pelos
compostos fendlicos, formando assim um complexo cromoforo.

Para a quantificagdo de polifendis totais, 0 método Folin-Denis é o
ensaio mas largamente utilizado em materiais vegetais e bebidas
(SHAHIDI e NACZK, 1995). Este método € baseado na reducdo do
reagente &cido fomolibidico-fosfotungstico (reagente Folin Denis) para um
complexo de coloragdo azul em solucdo alcalina pelos compostos
fendlicos. E também um método referencial usado para a determinacso de
compostos fendlicos totais pela AOAC.

SCHNEIDER (1995), fez uma comparagdo de quatro ensaios
distintos entre si para quantificar flavondides em vinhos de mesa branco,
utilizando portanto a reacdo com o reagente Folin-Ciocalteu, com a
vanilina, com o 4-dimetilamino-cinamaldeido e o escurecimento rapido em
meio oxidativo. Obtendo portanto uma alta correlagdo positiva entre as
concentracdes obtidas pel os trés primeiros métodos.

Entre varios métodos colorimétricos para determinagéo de taninos
condensados, 0 ensaio com a vanilina, baseado na condensacéo desta com
proantocianinas em solucdes acidas, € geralmente reconhecido como um
método colorimétrico largamente utilizado em materiais vegetais devido a
sua sensibilidade, especificidade e simplicidade (SHAHIDI e NACZK,
1995). Entretanto, JOSLYN e GOLDSTEIN (1963), citam que uma

variedade de procedimentos utilizados por diversos autores tem sido usados



para a determinacdo do contelido de taninos. Estes métodos sdo baseados
na reducdo de permanganato fracamente acidificado pelos
polihidroxibenzenos, ou do fosfotungstato-fosfomolibdato alcalino; pela
formacdo de complexos férricos coloridos; pela formacdo de produtos
coloridos oriundos da reacdo com varios reagentes eletrofilicos como a
diazotizado p-nitroanilina, vanilina-acido sulfarico, acido nitroso, ou pela
precipitacdo das solucdes por uma variedade de reagentes incluindo sais de
aluminio, zinco, proteinas como a gelating, e alcaldides. Ao mesmo tempo
nenhum desses métodos € especifico, mesmo a cléssica precipitacdo de

proteina.



1.3. OBJETIVOS

Determinar a contribuicdo percentual das fracbes (casca, semente e
polpa) dos frutos de uvas Riesling Italico e Cabernet Sauvignon;

Determinar um método de extracdo de polifendis de modo a obter uma
satisfatoria recuperacdo de polifendis;

Determinar a contribuicéo de polifendis totais de cada fragdo das uvas
citadas;

Determinar o poder redutor dos extratos obtidos de cada fragdo das uvas
citadas;



1.4. MATERIAISE METODOS

Todas as andlises foram realizadas no Laboratorio de Pigmentos
Naturais e Secagem do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa— Minas Gerais.

As uvas e 0s vinhos utilizados foram adquiridos da regido Sul do
Brasil, precisamente da Serra Galcha, Bento Gongalves - RS, onde |4
mesmo as uvas foram submetidas a0 processo de vinificagdo. As
variedades de uva escolhidas foram a Cabernet Sauvignon e a Riesling
Italico, estando estas entre as mais utilizadas no mundo para a elaboracdo
de vinhos finos.

As uvas foram acondicionadas em embalagens plasticas
(polietileno de alta densidade) e armazenadas em congeladores (freezer
horizontal) a temperatura de — 15°C ap0s processo de congelamento rapido
por nitrogénio liquido. Os vinhos, apés a elaboracdo, foram armazenados
em garrafas de vidro sob temperatura de refrigeragéo (+ 6°C) apés sua
elaboracdo. Os vinhos e uvas foram mantidos sob estas condigbes de
estocagem durante o experimento até 0 momento das anaises que se
seguiram. Todas as leituras espectrofotométricas foram realizadas em
espectrofotdbmetro (UV-1601 PC Shimadzu) e cubetas de quartzo com

10mm de caminho 6tico.
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1.4.1. Inativacdo enzimética

Utilizou-se a casca e a polpa da uva Riesling Itdlico para verificar a
influéncia do branqueamento na extracdo de polifendis.

Os cachos de uvas congelados foram diretamente mergulhados em
agua (95°C) por um minuto. Em seguida realizou-se o teste do catecol
(qualitativo) (ZAWISTOWSKI et al., 1991) para verificar a eficiéncia do
branqueamento.

Este material foi liofilizado, e um grama em peso seco dos
componentes liofilizados triturados, exceto semente (meio grama), foi
adicionado de 40 mL de metanol:agua, 70:30, por uma hora. O
sobrenadanante foi recolhido por centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos a
20°C (FANEN EXCELSA 11 206 MP) e o residuo foi adicionado de 40 mL
de acetona:dgua, 70:30, por mais uma hora. O sobrenadante foi recolhido
da mesma maneira que a anterior e foram combinados em bal&o de 100 mL
(volume completado com agua destilada) para redizar as andlises de
polifendis totais e taninos pelo método Folin-Denis e reacdo com vanilina,
respectivamente (SHAHIDI e NACZK, 1995). Como testemunhas realizou-
se este mesmo procedimento com as fracdes frescas da uva Riesling Italico.
As extragbes foram realizadas em trés repeticoes e as leituras quantitativas

em triplicata.
1.4.2. Deter minagéo do método de extracao

O material a ser analisado foi submetido a inativacdo enzimética,
separacao das fracbes (casca, polpa e semente) manuamente e
posteriormente ao processo de liofilizagdo. Os vinhos foram concentrados a
pressdo reduzida a 37°C e em seguida também submetidos ao processo de

liofilizag&o.
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Foram avaliados diversos sistemas extratores utilizados em
literatura para obtencéo do extrato somente da casca da uva Riedling Itélico
liofilizada de modo a conseguir uma satisfatoria extracdo de compostos
fendlicos. O materia liofilizado foi adicionado de solvente extrator na
proporcéo de 1 g em peso seco por 40 mL de solvente, e permaneceu em
repouso por 24 horas a temperatura de 17 £ 1°C. ApOs este periodo o
material foi filtrado em 1& de vidro e o volume fina foi completado com
agua destilada para 100 mL. Uma aiquota foi retirada deste extrato para a
guantificacdo de polifendis totais expresso em &cido galico equivalente
(AGE), obtido por curva padréo, pelo método de Folin-Denis segundo
(Swain e Hillis, 1959) citado por SHAHIDI e NACZK (1995). Também do
mesmo extrato foi retirada uma aliquota para quantificacdo de taninos
extraidos segundo metodologia (Price et a.,1978) citada por SHAHIDI e
NACZK (1995), e segundo a metodologia (Swain e Hillis, 1959) citado por
LARRAURI et al. (1996). Este procedimento foi realizado em trés
repeticoes.

1.4.3. Determinacdo de polifendis totais de acordo com o método do

reagente Folin Denis.

As anadlises de polifendis totais nos extratos e vinhos foram
realizadas segundo metodologia, que utiliza o reagente Folin Denis, citada
por SHAHIDI e NACZK (1995). Para cada 1,0 mL da amostra a ser
analisada em um tubo de ensaio, adicionou-se nesta ordem 7,5 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reativo de Folin Denis, agitou-se em seguida
vigorosamente este tubo e esperou por trés minutos até entédo ser
adicionado 1,0 mL de solucdo de bicarbonato de sodio saturada. Em
seguida deixou-se 0 tubo por uma hora ao abrigo da luz a temperatura
ambiente quando entéo prontamente foi feita a leitura espectrofotométrica

desta solugdo a 725 nm contra um branco. A solugdo “branco” foi
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preparada nas mesmas condi¢des que a amostra, contanto que o volume da
amostra foi substituido por 1,0 mL do solvente a qual esta tenha sido
preparada. Os polifendis foram expressos em concentracdo de &cido galico

equivalente (AGE) obtido por curva padréo pelo mesmo método.

1.4.4. Contribuicdo percentual dos componentes dos frutos das uvas
Riedling Italico e Cabernet Sauvignon

Pesou-se em torno de 700g de uvas inteiras pré-inativadas
enzimaticamente (Riesling Itdlico e Cabernet Sauvignon) e realizou-se
manual mente a separacao da casca, semente e polpa. Posteriormente pesou-
Se as cascas levemente pressionadas e as sementes previamentes secas em
papel toalha, e por diferenca em relacdo a massa inicial de frutos obteve-se

a contribuicdo da polpa. Este procedimento foi realizado em trés repeticoes.

1.4.5. Determinacdo do teor de polifendis das fracdes dos frutos das

uvas Riedling Italico e Cabernet Sauvignon e de seus respectivos vinhos

Realizou-se a extracdo de polifendis das fragbes das uvas utilizando
0 método de extragdo selecionado no item 1.4.2. com agumas
modificagdes que estdo mencionadas em item da seccdo resultados e
discusséo, sendo entéo avaliado o contetido fendlico destas fracdes e dos
vinhos pelo método de Folin-Denis citado por SHAHIDI e NACZK (1995).
Os polifendis foram expressos em acido gdlico equivalente (AGE). A
umidade das fracoes e do vinho foi obtida por secagem de
aproximadamente 1 grama do materia liofilizado em estufa (FANEM) a

75°C até peso constante. As andlises foram realizadas em trés repeticoes.
1.4.6. Poder redutor

Realizou-se as extracoes de polifendis dos vinhos e das demais

fracOes das uvas utilizando o método de extracdo do item anterior. As
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amostras dos extratos foram diluidas em concentracdes de 50, 10 e 1 ppm
de polifendis expressos em AGE de acordo curva padrédo obtida pelo
método Folin-Denis, quando entéo foi avaliado o poder de redugdo destas
amostras de acordo com metodologia descrita (YEN e CHEN, 1995), com
modificacbes. Uma elevada absorbancia da amostra testada indicara grande

poder redutor. As analises foram realizadas em triplicata.
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1.5. RESULTADOSE DISCUSSAO

1.5.1. Inativacdo enzimatica

O branqueamento, banho em agua a 95°C por um minuto, foi
suficiente para que fosse realizada uma inativacdo enzimética eficiente,
principalmente das polifenol oxidases. O resultado pode ser observado
visivelmente pelo ndo escurecimento do material vegetal apds o tratamento
comparado com uma testemunha (néo recebeu tratamento térmico).

A Figura 1 mostra a influéncia do branqueamento na extracdo de
fendlicos das fragbes da uva Riesling Itélico.

400

350 ]
300 O Branqueada
'(-'DJ 250 @ Fresca
< 200
IS
S 150
o
100
K ]
0 m

Casca Polpa Semente

Figura 1 — Teores de polifendis expressos em AGE das fragdes
branqueadas e ndo branqueadas.
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Observou-se que o brangueamento das cascas de uva possibilitou
um maior rendimento na extracéo de polifendis totais quando comparado
com material ndo tratado termicamente. Para tal, verificou-se que a razéo
entre o teor de polifendis de amostras branqueadas em relagdo as que néo
foram submetidas ao tratamento térmico foi maior que 1. Esta mesma
relacdo foi também estabelecida para o teor de taninos avaliados nas
mesmas amostras, sendo que esta razéo foi ligeiramente maior que a razéo
obtida para o teor de polifendis totais.

Fatos estes devido possivelmente a uma maior
descompartimentalizacdo do tecido vegetal e eventuamente alguma
modificacdo de estruturas maiores de alguns polifendis, principalmente os
taninos condensados.

A Figura 2 mostra a influéncia do branqueamento na extracdo de

taninos em absorvancia das fragdes da uva Riesling Itélico.

0,3

0,25

@ Branqueada
W Fresca

0,05

0 __:__

Casca Polpa Semente

Figura 2 — Teores relativos de taninos expressos em unidades de
absorbancias das fragdes branqueadas e ndo branqueadas.

Os teores séo relativos pois ndo foi determinado uma curva padréo
com taninos propriamente ditos. Em se tratando de uma andise

comparativa, decidiu-se por expressar em unidades de absorbancia.
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Os resultados mostram que a inativagdo enzimética das uvas é um
fator importante (ponto critico) nos cuidados com as amostras quando se

pretende determinar a capacidade antioxidante dos componentes das uvas.
1.5.2. Deter minacdo do método de extracao

A Figura 3 ilustra o teor de polifendis totais expresso em AGE
(ppm) dos diferentes extratos da casca de uva Riesling Italico obtidos por
11 sistemas solventes distintos.

Foi realizada uma andlise de variancia (p £ 0.01). Todas as médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de
1% de probabilidade pelo teste de Tukey.

O agua ebulicdo (15 min)

B met:acet:agua (7:7:6)

B met:ac férmico:agua
(50:1,5:48,5)

O metanol

@ acetona

O acetona:agua (99:1)

B acetona:idgua:HCI (70:29:1)

O acetona:agua (70:30)

O metanol:HCI (99:1)

0 50 160 150 @ metanol:agua:HCI(70:29:1)

AGE (ppm) O metanol 70%

Figura 3 - Teores de polifendis totais dos diferentes extratos da casca de
uva Riesling Italico expresso em ppm de AGE.

As Figuras 4 e 5 ilustram os teores de taninos expressos em
unidades de absorbancia, pelos métodos de LARRAURI et a. (1996) e
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SHAHIDI e NACZK (1995), dos diferentes extratos da casca de uva

Riesling Itdlico obtidos por sistemas extratores distintos.

Oagua (ebulicdo 15min)

B met:acet:agua(7:7:6)

B met:acférm:agua (50:1,5:48,5)
O metanol

B acetona
Dacetona99%+1%HCI

B acetona70%+1%HCI

Oacetona 70%

0O metanol99%+1%HCI

@ metanol 70%+1%HCI

Abs DO metanol 70%

Figura 4 — Teores relativos de taninos da casca da uva Riesling Italico
expressos em unidades de absorbancia (metodologia de
LARRAURI et. a, 1996).
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Oagua (ebulicdo/15min)

B met:acet:agua(7:7:6)

B met:acform:agua (50:1,5,48,5)

O metanol 100%

B acetona 100%

DOacetona99%+1%HCI

B acetona 70%+1%HCI

Oacetona 70%

O metanol 90%+1%HCI

@ metanol 70%+1%HCI

Abs DO metanol 70%

Figura 5 — Teores relativos de taninos da casca da uva Riesling Itdlico
expressos em unidades de absorbancia (metodologia SHAHIDI e NACZK,
1995).

A curva padréo obtida com écido galico pelo método Folin-Denis
utilizada para expressar os polifendis totais pode ser vista na secéo
apéndice.

O sistema solvente acetona:dgua (70:30) foi selecionado para a
condugdo das extragbes do experimento, pois apresentou uma alta
recuperacéo de polifendis da casca de uva Riesling Italico, ainda assim
recuperando alto teor de taninos quando comparado com outros sistemas de
solventes utilizados.

Outro aspecto positivo deste sistema de solvente € o fato de ndo
conter acido e principalmente alcool, pois segundo alguns pesquisadores,
estas substancias quando combinadas com o fator calor, comprometem a

estrutura original dos taninos, transformando alguns destes em moléculas
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menores (mondmeros e oligbmeros), principalmente nas etapas de
concentracéo do extrato.

Devido a este incoveniente de modificacdo dos constituintes
originais do extrato e devido ao fator tempo, uma ligeira modificagao foi
realizada no método de extracdo de polifendis. O material liofilizado foi
triturado em triturador de haste longa de ago inoxidavel (MARCONI)
juntamente como o solvente extrator (acetona:agua; 70:30) na proporcao de
1 g em peso seco do material para 40 mL do solvente extrator por 5
minutos, e permaneceu em repouso por 25 minutos. Em seguida este
material foi filtrado em papel Whatman n°1 e concentrado em evaporador a
vécuo a 37°C (FISATON) para que se removesse a acetona remanescente.
Em seguida este material foi recuperado do baldo concentrador utilizando
uma solucéo agua:etanol; 90:10. Resultando assim em um extrato fendlico
onde o seu conteido fendlico foi maior que o do procedimento

anteriormente analisado.
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1.5.3. Contribuicao percentual das fragdes dos frutos das uvas Riesling
Italico e Cabernet Sauvignon

Quadro 1 - Valores percentuais das diferentes fragbes das uvas Riesling
Italico e Cabernet Sauvignon.

Casca Polpa Semente

Riesling Italico 18,23 + 0,52 77,77 £0,36 4,00 + 0,21

Cabernet 22,88 + 1,35 72,60 = 0,97 4,52 + 0,42
Sauvignon

Os valores percentuai s estdo expressos em média + desvio-padréo.

Nota-se que a variedades de uvas Riedling Itdlico e Cabernet
Sauvignon possuem um perfil semelhante quanto ao conteido percentual

de sua fragoes.

1.5.4. Determinacgédo do teor de polifendis totais das fragdes dos frutos
das uvas Riedling Italico e Cabernet Sauvignon e de seus respectivos

vinhos
O Quadro 2 expressa o teor de polifendis totais das fracGes (casca,

polpa e semente) das uvas Riesling Italico e Cabernet Sauvignon e dos seus

respectivos vinhos.
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Quadro 2 — Teores de polifendis totais das fracdes das uvas e vinhos
expressos em mg de acido galico/100 g da fracdo ou do vinho

em base seca.
FracOes e vinhos Polifendis totais (mg/100g)

Casca 1458,71 + 116,20

Riesling Polpa 168,62 + 2,91

[talico

Semente 5097,59 + 79,08

Vinho 561,83+ 7,7,3
Casca 2670,39 + 336,92

Cabernet  pyiq 216,62 + 3,64

Sauvignon

Semente 5120,22 + 41,65
Vinho 5309,92 + 70,72

Os teores de polifendis estdo expressos em média + desvio-padréo.
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1.5.5. Poder redutor

O Quadro 3 apresenta os valores de absorvancia obtidos pelos
extratos fendlicos das diferentes fracdes das uvas e vinhos testados pelo
método Azul da Prussia (YEN e CHEN, 1995), observando-se que

absorvancias el evadas indicam grande poder redutor.

Quadro 3 - Vaores de correlagdo entre Poder Redutor (Azul da
Prissia) e Teor de Polifendis (Folin-Denis) dos extratos fendlicos das

fracbes das uvas e dos vinhos.

Fragcbesdasuvase Vaores mediosde absorvanciapelo Valoresde

vinhos método Azul da Prussia Correlacio

*1 ppm *10 ppm *50 ppm

Casca Riedling 0,0200a 0,1525abc ~ 0,6765bc 0,9998
Casca Sauvignon ~ 0,0200a 0,1390c 0,6280cd 0,9999
Polpa Riesling 0,0150a 0,1495abc  0,7260ab 1,0000
PolpaSauvignon  0,0190a  0,1325c 0,5965d 0,9999
Semente Riesling  0,0215a  0,1605ab  0,7250ab 0,9999
Semente Sauvignon  0,0221a 0,1627a 0,7640a 1,0000
Vinho Riesling 0,0175a  0,1405bc ~ 0,6565c 1,0000
Vinho Sauvignon  0,0205a  0,1385c 0,6285cd 0,9999

* Concentragdes de polifendis expresso em AGE (ppm) dos extratos

e vinhos pelo método Folin Denis.

Observa-se no Quadro 3 uma correlacdo muito ata entre os trés

valores de concentracdo dos extratos obtidos pelo método Folin-Denis e
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pelos valores de absorvancia obtidos pelo método Azul da Prussia (poder
redutor).

As médias seguidas por uma mesma letra em cada coluna n&o
diferem entre si estatisticamente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste
de Tukey.

Sendo o0 método Azul da Prussia um método de determinacdo de
compostos fendlicos, nota-se que este método mostra-se favoravel quanto
a0 seu emprego ha determinacdo de polifendis totais em extratos de uvas e

vinhos quando comparado com o método Folin-Denis.
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1.6. CONCLUSOES

N&o existe na literatura um método satisfatorio para a extracéo de
polifendis para variados materiais vegetais. Dependendo da amostra ha a
necessidade de tomar alguns cuidados prévios quanto as condicbes de
armazenamento, pré-tratamento para inativacdo de enzimas indesgaveis,
principalmente quando ha rompimento do tecido vegetal. E interessante
saber que um bom método deve conseguir recuperar 0 maximo teor de
polifendis de uma amostra em um intervalo de tempo relativamente curto.
Pois dependendo do objetivo de utilizacdo dos polifendis e classes destes a
serem extraidas, podemos ter muitas modificacbes em suas estruturas,
comprometendo o perfil original destes quando comparado com o tecido
vegetal intacto.

Varios fatores podem interferir em tal situacdo, sendo o tipo de
maceracdo, tamanho das particulas do material vegetal, solventes
utilizados, o tempo e temperatura de extracdo, métodos de filtracéo,
fracionamento e recuperacao.

Percebe-se, portanto, que na literatura, variados sdo os métodos de
extracdo de polifendis em um mesmo tipo de material, a uva por exemplo.
Estes métodos podem variar de acordo com os objetivos a que se destina a

andlise, mas ndo verifica-se uma padronizacdo destes em andlises que
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possuem objetivos semelhantes como exemplo anadlises de avaliacéo
antioxidante ou analises de quantificacéo e caracterizacdo de certas classes
de polifendis.

Quanto a quantificagdo de polifendis, também ndo existem métodos
padronizados, mesmo aqueles colorimétricos que podem ser utilizados em
rotina. O método mais empregado para a quantificagcéo de polifendis totais
em uvas e derivados € o Folin-Ciocalteau, mesmo assim verifica-se
variagbes no método de acordo com cada pesquisador. Neste trabaho
utilizamos o méodo Folin-Denis, que segundo SHAHIDI e NACZK
(1995), ndo ha influéncia de interferentes como proteinas, agucares ou
outras substancias redutoras que néo sejam polifendis. Também utilizamos
o0 método Azul da Prussia (YEN e CHEN, 1995) para a determinacéo do
poder redutor dos extratos obtidos, observando-se uma alta correlacdo nos
valores numeéricos das concentracdes obtidas pelo método Folin-Denis e
Azul da Prussia, podendo-se talvez ser um método alternativo para a
quantificacdo de polifendis totais, principalmente pela facilidade de sua
aplicacio e obtencdo dos reagentes para o preparo do método. E
interessante notar que para estes tipos de andlises, deve se ter um
conhecimento prévio do material bem como a selecéo do tipo de padréo
para representar uma classe ou todo um conteldo fendlico. O uso de
catequina como padrdo em métodos que quantificam procianidinas (taninos
condensados) por colorimetria através da reacdo de polifendis com vanilina
em meio acido, sempre superestima o contelido de procianidinas, sendo
estas formadas por unidades de catequinas, epicatequinas e seus derivados
substituidos. Ha vérias variacdes neste método.

Hoje em dia métodos mais precisos como 0s que utilizam
cromatografia liquida de alta eficiéncia estdo sendo desenvolvidos para

determinacdes rapidas e sem muito preparo das amostras, para que reflitam
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mais fielmente o contetido fendlico. Mesmo assim estes métodos sdo muito
variados.

Devido a complexidade da composicéo de polifendis presentes nas
uvas e vinhos, verificase a necessidade de estudos especificos,
distinguindo critérios para a padronizacéo de alguns métodos de extracéo e
quantificacdo de polifendis. N&o para que sgam postulados, mas que
evoluam de acordo com os avancos tecnol 0gicos da ciéncia e que sirvam de
ferramentas confidveis para andlises da composicdo quimica destas
preparacOes para cientistas e para o interesse comercial.

Neste capitulo pdde-se concluir sobre a potencialidade apresentada
pela uva branca Riesling Italico comparada com a uva tinta Cabernet
Sauvignon. O teores fendlicos das diferentes fragdes foram muito similares,
também o mesmo pode ser averiguado quanto ao poder redutor. Assim,
torna-se interessante o uso da uva branca na elaboracdo de derivados de
modo a obter um produto com maior valor agregado principa mente devido
a potencialidade dos efeitos farmacol 6gicos apresentados pelos polifendis

dos vinhos tintos.
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CAPITULO?2

QUANTIFICACAO DE COMPOSTOSFENOLICOSPOR CLASSES
EM EXTRATOSDE FRACOESDE UVASRIESLING ITALICOE
CABERNET SAUVIGNON E EM SEUSRESPECTIVOSVINHOS

2.1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos s8o componentes de grande importancia
para 0s vinhos, pois sdo responsavels pelas diversas variagdes de cor,
adstringéncia, amargor, nivel de oxidacdo, corpo e demais caracteristicas
relacionadas. Sao estas diferencas que tornam os vinhos t&o interessantes
para diversas ocasi 0es.

Os fendlicos do vinho refletem a variedade de uva utilizada para
sua elaboragdo e sdo indicadores do grau de maceracdo das uvas durante a
vinificagcdo. Eles sd0 substratos para 0 escurecimento enzimatico dos
MOStos e SA0 0S principais substratos para a autoxidacdo ndo enziméticaem
vinhos. Usualmente mudam em resposta ao processamento, estabilizacéo,

oxidagado e envelhecimento de um vinho, dependendo das condi¢des e da
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duracéo de cada tratamento. Diferencas na composicdo de fendlicos entre
0s vinhos sdo algumas vezes qualitativas, refletindo a presenca ou afaltade
certos fendlicos (vinho tinto e o vinho branco onde ha um ébvio exemplo
guanto ao contetido de pigmentos, as antocianinas). Mais frequente, sdo as
diferencas entre os teores de constituintes fendlicos comuns aos vinhos.
Por exemplo, dois vinhos tintos jovens com cores similares, podem ser
muito diferentes no contetido de taninos, o que refletira na adstringéncia do
vinho quando consumido.

Recentemente a atencdo voltada para o consumo de vinho tem sido
aumentada devido a algumas alegacOes funcionais apresentadas. Tais
alegacOes como, reducéo do colesterol LDL, prevencdo de aterosclerose,
doencas coronarianas de modo geral, efeito antiinflamatério e atividade
antioxidante, sdo atribuidas pela presenca dos constituintes fendlicos do
vinho. Sendo algumas destas propriedades atribuidas por compostos
fendlicos especificos, classes destes ou mesmo pela interacdo de varios
COMPOSLOS.

Portanto faz se notar a importancia do estudo do perfil fendlico
presente em uvas e vinhos para que se possa inferir caracteristicas de
qualidades a estes, tanto do ponto de vista sensorial bem como atribuicao

de potencialidades farmacol 6gi cas rel acionadas ao consumo destes.
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2.2. REVISAO DE LITERATURA

2.2.1. Compostos fendlicos e vinho

Os compostos fendlicos em aimentos originam de uma das
principais classes de metabolitos secundarios dos vegetais, sdo essenciais
para 0 crescimento e reproducdo das plantas e também agem como
antiparasitas e antipatégenos.

Quimicamente, estes compostos podem ser definidos como
substancias que possuem um anel aromatico ligado a um ou mais
substituintes hidroxila, incluindo seu derivados funcionais (SHAHIDI e
NACZK, 1995). A maioria dos vegetais, se ndo todos, contém polifendis os
quais se diferenciam um dos outros, sendo assim muitos dos fendlicos
alimenticios sdo soluvels em &gua ou em solventes organicos. Fendlicos
encontrados em alimentos geramente pertencem a classe dos é&cidos
fendlicos, flavondides, lignanas, estilbenos, coumarinas e taninos
(SHAHIDI e NACZK, 1995).

O vinho constitui uma das bebidas mais antigas e mais populares
do mundo sendo os compostos fendlicos importantes componentes,
contribuindo, portanto, para as caracteristicas sensoriais como a cor, flavor,

adstringéncia e corpo (dureza) do vinho, diretamente, ou pela interacéo
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com proteinas, polissacarideos, ou outros compostos fendlicos (SHAHIDI e
NACZK, 1995).

A diversidade de tipos e estilos de vinhos é largamente devida a
extrema variabilidade em concentragdo e composicao de constituintes
fendlicos, os quais sdo0 também intrinsecos a maturacdo e ao
envelhecimento do vinho (SOMERS e VERETTE, 1988).

2.2.2. Vinificacao

O vinho é uma bebida moderadamente alcodlica elaborada pela
fermentac&o de suco extraidos de uvas frescas e maduras. Os vinhos podem
ser classificados por nomes varietais como “Riedling Italico”, “Cabernet
Sauvignon”, ou por nomes genéricos, 0s quais se referem a regides
européias onde vinhos de tipicos foram primeiramente produzidos. Nomes
genéricos  incluem “Burgungy”, “Chiant”’e “Chablis’. Pode ainda
classificar um vinho de acordo com a época da safra ao qual este tenha sido
elaborado, sendo denominados vinhos safrérios.

Existem diversas classes de vinhos, dentre elas, vinhos tinto de
mesa, vinhos brancos de mesa, vinhos rosé de mesa, vinhos para
sobremesa, como aperitivos e etc. As diferengas entre essas classes de
vinhos n&o sdo somente suas diversas cores e quando eles deveriam ser
servidos, mas eles diferem significativamente quanto aos métodos de
producdo, composicdo, qualidade sensorial, e caracteristicas fisiologicas.
Por exemplo, vinhos tintos, os quais séo produzidos pela fermentacao das
cascas, contém 2 a 3 vezes mais fenolicos que vinhos brancos. Vinhos
brancos sao usualmente mais delicados em flavor que os tintos, e pela falta
de antocianinas e baixo contetdo fendlico, defeitos no sabor e aparéncia
S80 mais aparentes nestes.

A Figura 6 abaixo (adaptada de GIRARD e MAZZA, 1998) mostra

um fluxograma para a elaboracéo de vinhos tintos e brancos através da uva.
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A maior diferenca na fabricacdo dos dois tipos esta nas operacdes de pre-
fermentacdo, vinho branco sendo produzido pela fermentacdo do suco de
uva prensada, e vinho tinto sendo produzido pela fermentacéo do suco e
cascas para extrair a cor vermelha. Os processos de producéo de vinho
branco almejam evitar uma agdo incontrolavel enzimatica dos componentes
da cascas, sementes ou engacos (galhos); assim sendo, pressagem e

filtracdo precedem os processos de fermentacéo.

‘ T
Desengace Esmagamento Desengace Esmagamento ;

2 Levedura v

Fermentacdo acodlica Prensagem }

Residuo —]
[ Suco -
Levedura ———»

Ferm;ntar;éo }

Y
Fermentaczo Maloltica EtabilizacZo Estabilizago

\4
Envase Envase
VINHO TINTO VINHO BRANCO

Figura 6 — Fluxograma de producdo de vinhos brancos e tintos
(GIRARD e MAZZA, 1998).

O processo de vinificagdo é responsavel por mudangas qualitativas

e quantitativas na composicdo dos compostos fendlicos do vinho. A
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extracdo de fendlicos da uva € minima na fabricagdo de vinhos brancos,
contudo, estes polifendis exercem uma importante funcéo na elaboracéo de
vinhos tintos. A quantidade de pigmentos e outros compostos fendlicos
podem variar enormemente com a variedade da uva, a regido, e outras
praticas culturais. O nivel de fendlicos retidos durante o processos de
vinificagdo determinam o tipo de vinho e também tem potencial influéncia
na qualidade do vinho (SHAHIDI e NACZK, 1995).

O esmagamento ou prensagem € a primeira operacdo na el aboracéo
do vinho. Ele aumenta o nivel de polifendis no vinho devido o contato do
suco com partes solidas da uva aumentando também a superficie relativa
das partes sdlidas em contato com o0 suco. Em vinhos tintos, o
esmagamento facilita a maceragcdo durante o processo de fermentacdo
aumentando a extracdo de substancias fendlicas das partes solidas da uva.
Entretanto, um esmagamento excessivo pode aumentar a extracdo de
fendlicos adstringentes para 0 suco e entdo pode-se afetar a qualidade do
vinho. Uvas roxas sdo usua mente desengacadas (retirada dos galhos) para
gue possa ser efetuado o esmagamento, prevenindo portanto galhos que
possam ser transferidos para o recipiente de fermentacéo, reduzindo o
contedo de fendlicos no vinho (SHAHIDI e NACZK 1995). O
esmagamento da uva branca é feito sem o desengacamento para que se
reduza os danos nos engagos, prevenindo, portanto, a passagem de
fendlicos indesgjaveis para 0 suco. Também um esmagamento excessivo
das partes solidas da uva, incluindo as sementes, tem sido evitado, pois
altos niveis de fendlicos podem ter um profundo e stbito efeito na
gualidade dos vinhos brancos. Polifendis sdo os maiores contribuidores de
amargor e adstringéncia em vinhos brancos e eles eles agem como
substratos nos processos de oxidagao (SHAHIDI e NACZK, 1995).

Periodos longos de contato da casca, polpa e sementes em um meio

gue contenha etanol produzido pela fermentacdo permite uma maior

37



extracdo de polifendis para o vinho. Vinhos com altos niveis de taninos séo
mais adstringentes e além disso requerem um longo periodo de maturacéo
que agueles com baixos contetdos de fendlicos (SHAHIDI e NACZK,
1995). Durante o periodo inicial de fermentagdo, compostos fendlicos
rapidamente difundem da casca para o mosto (SHAHIDI e NACZK, 1995).
Assim sendo, quatro a cinco dias de maceracdo é suficiente para produzir
um vinho de boa coloragdo e baixo conteiido de tanino, destinado para um
consumo imediato, como os vinhos Bordeaux.

Entretanto, no caso de vinhos sujeitos a processos de
envelhecimento, as cascas devem permanecer por um tempo maior no
mosto durante o processo de fermentacéo para aumentar o nivel de taninos
(SHAHIDI e NACZK, 1995). A medida que o processo de fermentacéo
avanca, ocorre uma polimerizagdo entre taninos e antocianinas,
diminuindo, portanto, o contetido de antocianinas (SHAHIDI e NACZK,
1995).

Vinhos brancos tendem ter um baixo conteiido de fendlicos quando
comparados com vinhos tintos. A propor¢éo de diferentes classes de
substancias fendlicas em vinhos depende, primariamente, da idade do
vinho. Vinhos jovens contém principalmente compostos fendlicos de baixo
amedio peso molecular. Sendo a polimerizacéo de compostos fendlicos um
processo continuo, os vinhos envelhecidos possuirdo um contetdo de
fendlicos polimerizados relativamente maior. Dos fenolicos de baixo peso
molecular encontrados em vinhos, catequina, epicatequina, procianidina
B2, B3 e B4, quercetina e &cido gélico séo predominantes (SHAHIDI e
NACZK, 1995).

O contetdo total de fendis expressado em mg de é&cido galico
equivalentes pode variar de 50 mg/L em alguns vinhos brancos a até 6500
mg/L em certos tipos de vinho tinto. Um tipico vinho branco contém

aproximadamente 250 mg/L de fendis totais, entretanto alguns vinhos
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podem conter eventualmente 2000 mg/L. Por outro lado, o contetdo total
de fendlicos em tipicos vinhos tintos varia de 1000 a 4000 mg/L
(SHAHIDI e NACZK, 1995). O contetdo total de fendlicos em vinhos
depende de um numero de fatores como a variedade das uvas, época e tipo
de colheita (manual ou mecanizada), natureza do esmagamento, e possivel
inclusio ou eliminacdo de cascas esmagadas, polpa e sementes
(especiamente de variedades de uvas tintas) para a fermentacéo,
aguecimento das cascas das uvas, modo de vinificagdo (temperatura e

tempo de maceracéo) e envelhecimento.
2.2.3. Fendlicos encontrados em vinhos e uvas

A concentracdo e composicdo de fendlicos em uvas variam com a
espécie, variedade, estacéo do ano, e uma larga faixa de fatores ambientais
como clima, condigbes do solo, mangjos culturais e colheita (MAZZA et
al., 1999). A composicéo de fendlicos em vinho depende da variedade de
uva usada para a vinificacdo, sua extracéo, procedimentos empregados para
a elaboracdo do vinho e reagbes quimicas que ocorrem durante o
envelhecimento do vinho. Segundo ZOECKLEIN et. al, (1995), estas
reacOes seriam oxidacdes de procianidinas formando entdo taninos de
maxima adstringéncia, polimerizagdo oxidativa e ndo oxidativa de
procianidinas formando taninos condensados e se esta polimerizacdo for
muito intensa formar-se-a entdo taninos de alto grau de condensacéo 0s
quais possuem adstringéncia diminuida. Pode também ocorrer reacdes entre
procianidinas e outras moléculas como polissacarideos e peptideos
formando complexos de menor adstringéncia. Os complexos formados
entre antocianinas e taninos resultam em produtos os quais tém atonalidade
purpura da antocianina intensificada. Muitas outras reacoes de oxidacéo
dependem significativamente da concentracdo de oxigénio nos vinhos e da

temperatura, influenciando no decréscimo de antocianinas e naformagéo de
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pigmentos poliméricos (SOMERS E VERETTE, 1988). O contato do
mosto e vinho com o barril de madeira também contribui para a presenca
de alguns fendis em vinho.

A composicdo de fendis é também modificada pelas leveduras
como um resultado da conversdo de substéncias ndo fendlicas, e
solubilizacdo e extracdo de fendis pelo acool produzido durante a
fermentacdo (SHAHIDI e NACZK, 1995). Um estudo recente (MAZZA et
a., 1999), verificou que sedimentos de leveduras tem tido a capacidade de
adsorver antocianinas.

Portanto, a qualidade do vinho dependera de todos estes
parametros. A Figura 7 mostra um resumo da influéncia destes fatores na
qualidade do vinho.
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Figura 7 — Fatores vitiviniculturais e ambientais que influenciam a composicdo de uvas e a qualidade do vinho
(ZOECKLEIN et. a, 1995).
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Os polifendis encontrados em uvas e vinhos pertencem a quatro
classes: acidos fenolicos e seus ésteres tartaricos, flavonol livres e
glicosilados, antocianinas e taninos (ROMANI et a., 1996). Também o
mesmo autor cita que estas substancias estdo entre os principals compostos
responsaveis pelas diferencas sensoriais entre vinhos brancos e tintos, e
também desempenham uma importante fungdo na avaliacdo quimica e
sensorial dos vinhos durante o processo de envelhecimento. Dentre os
compostos fendlicos, em especial, antocianinas, flavondis, catequinas e
outros flavondides, desempenham a principal funcdo na qualidade dos
vinhos (MAZZA et a., 1999).

Os acidos fendlicos mais comumente encontrados em alimentos de
origem vegetal sdo os derivados substituidos dos acidos hidroxibenzoico e
hidroxicindmico. Estes derivados diferem no grau de hidroxilacdo e
metoxilagcdes nos seus anéis arométicos. As estruturas quimicas de alguns

destes compostos sdo mostradas na Figura 8.
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Ry
RZQ COOH RZQ— CH= CHCOOH
Rs RS

(a) derivados do acido benzdico (b) derivados do &cido cindmico
Acido Rt R: Rs |Acido Ri R: Rs
p- H OH H |p- H OH H
hidroxibenzoico coumarico

Protocatechuico H OH OH | Caféico H OH OH
Vanilico CH;O OH H | Ferdlico CH;O OH H
Siringico CH;O OH CH30O | Sindpico CH;O OH CH30
Gdalico OH OH OH

Figura 8 - Estruturas de alguns acidos fendlicos: (a) derivados do acido
benzoico; (b) derivados do acido cinamico (SHAHIDI e
NACZK, 1995).

Os derivados do acido hidréxibenzéico sdo comumente
encontrados na forma ligada, sendo componentes de estruturas complexas
como alignina e taninos hidrolizaveis (SHAHIDI e NACZK, 1995) e ainda
serem encontrados na forma de acidos organicos e derivativos de acucares.
Entretanto os hidroxicinamatos ocorrem mais comumente em alimentos de
origem vegetal, principamente em frutas. S8 predominantemente
encontrados naformaligada.

Os principais componentes do vinho branco, que foram
processados com minimo contato do suco da uva com a casca, S840 0S
hidroxicinamatos solvels e também os hidroxibenzoatos, estando estes em
menor concentragdo (SOMERS e VERETTE, 1988). Entretanto, a maior
fracéo de hidroxicinamatos ndo esta presente nos vacuol os da polpa da uva,

mas Sim na cascta, € um progressivo aumento na sua concentracéo é
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observado quando ha um maior periodo de contato do suco da uva com as
cascas, ainda assim acompanhado por um aumento na extragcdo de
compostos flavonolicos (SOMERS e VERETTE, 1988).

Flavondis sdo encontrados em todos alimentos de origem vegetal.
Os flavondis mais conhecidos sdo a quercetina e o kaempferol, sendo
onipresentes em frutas e vegetais. Em frutas, os flavondis e seus derivados
glicosidicos séo encontrados predominantemente na casca (PETERSON e
DWYER, 1998).

Outras classes de flavonodides, sendo: flavonas, flavanonas e
flavanonois, também encontradas em uvas e vinhos, ocorrem em
concentracbes muito baixas, sendo encontradas em concentragoes
relativamente maiores em folhas (SINGLETON, 1988).

Sobre os flavondis, que por estarem presentes nos vinhos em
baixas concentracfes, nota-se que o principal interesse na sua quantificacéo
esta relacionado a meios de deteccdo de adulteragdo em vinhos com outros
frutos como figos sendo indicado pelas flavonas ou contaminacdo pelas
folhas em uvas col hidas mecani camente, resultando em turbidez nos vinhos
devido aos flavondis (SINGLETON, 1988).

Os flavondis podem ser mencionados como fornecedores de mais
um exemplo de “valores probleméticos’ de flavonoides em vinhos brancos.
Apesar deles serem meramente componentes tragos, S80 responsavels por
uma forma rara de instabilidade fendlica (SOMERS e VERETTE, 1988).
Como ja mencionado, eles formam um sedimento amarelo, uma turbidez
em vinhos anteriormente clarificados e estabilizados. Esta formacdo €
devida a hidrdlise dos flavondis glicosilados, com a consequente

precipitacéo das agliconas fendlicas.



A Figura 9 representa a estrutura basica de um flavonol.

Figura 9 - Representacéo basica da estrutura do flavonol.

As antocianinas, substancias fendlicas, sdo glicosideos de
antocianidinas, polihidroxi derivados do ion flavilium (Figura 10). As
antocianidinas (agliconas) sdo substancias polihidroxiladas aparentemente
ausentes nos tecidos de plantas.

Estas pertencem a classe de compostos contendo uma estrutura
basica de 15 carbonos, conhecidos coletivamente como flavonoides
(STRINGHETA, 1991).

Figura 10 - Estrutura basica das antocianinas (cétion flavilium).

As antocianinas sdo pigmentos responsaveis por uma variedade de
cores atrativas e brilhantes em frutas, flores e folhas que variam do

vermelho vivo ao violeta e azul.
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A Figura 11, mostra o equilibrio acido/base das moléculas de

antocianinas em funcao do pH, as quais se encontram representadas abai xo:

Ry

Composto adicionado de sulfito
(sem cor)

HO.

Pigmentos poliméricos

Rl Envelhecimento / H\\\

— > Colorido—+ g+ Semcot

OH HO. OH O
\
‘ 1
Ry o
OH

Chalcona
('sem cor)

Pseudo-base Carbinol
(sem cor)

Figura 11 - Equilibrio das antocianinas em vinhos (RIBEREAU-GAYON,
1982).

As antocianinas sdo extraidas das cascas das uvas roxas durante o
esmagamento ou pressagem e durante a fermentacdo, e sd0 0s principais
componentes dos vinhos tintos responsaveis por sua coloragao.

Por serem anfoteros, sua cor em solugdo € primariamente
dependente do pH. Em baixos valores (pH < 4,0), as formas principais que
se encontram em equilibrio sdo os ions cétion-flavilium na sua cor
vermelha e sua pseudobase sem cor. O pK para equilibrio entre estas
formas (pK = 2,6) favorece a forma sem cor. Em valores de pH maiores

gue 3,0, menos gque 50% da cor vermelha potential € visivel (ZOECKLEIN
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et. al, 1995). SOMERS e VERETTE (1988) citam que o nivel de dioxido
de enxofre na vinificagdo tem demonstrado ser de fundamental importancia
no equilibrio dos pigmentos e no grau de coloracéo de vinhos tintos jovens,
sendo até mesmo mais importante que o fator pH do vinho. Também
fatores como concentragdo, auto-associagdo €  Cco-pigmentacaéo
desempenham fundamental funcdo nas subitas mudancas de tonalidade e
cromaticidade dos vinhos tintos jovens. Sendo portanto de fundamental
importancia na qualidade dos vinhos tintos.

COSTA et a. (2000), citam que seus glicosideos séo mais estavels
gue as agliconas e que até 250 antocianinas diferentes tem sido isoladas dos
vegetais. Frutos podem conter de duas a seis unidades de antocianinas,
entretanto, algumas variedades de uva podem conter dezesseis ou mais, e
somente 70 dos 250 tipos de antocianinas foram encontrados em frutas
(SHAHIDI e NACZK, 1995).

As antocianinas ocorrem frequentemente em uma mistura
complexa. Os extratos de uva podem ter glicosideos, acetil glicosideos e
coumaril glicosideos de delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e
malvidina e, ainda podem estar complexadas com flavonas e ions
metalicos, como o ferro e o magnésio em flores (PETERSON e DWYER,
1998).

Os pigmentos antocianicos da uva, Vitis vinifera, podem também
ser parcialmente acilados, pelo acido acético, acido p-coumarico e acido
cafeico, e em geral estdo ligados na posic¢éo 6-hidroxil do agucar ligado na
posicao 3 da antocianidina, podendo ainda ter um aclcar ligado na posi¢éo
5 daantocianidina (SINGLETON, 1988).

Estas podem ser glicosiladas por diferentes aclicares nas posicoes
3, 5 e7, mas sempre ocorre a glicosilagcéo na posicdo 3. Glicose, arabinose,
galactose e ramnose sd80 0s agucares mais comuns ligados as

antocianidinas. Em muitos casos 0s agucares sdo acilados pelos acidos p-
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coumérico, cafeico, ferdlico singpico e mais raramente pelos acidos
mal dnico, acético e vanilico entre outros (STRINGHETA, 1991).

E sabido que a cor dos vinhos tintos mudam durante sua maturacso
e envelhecimento, isto é devido a interaches entre as antocianinas e 0s
fendlicos sem cor presentes nas uvas, incluindo (+) — catequina, (-) —
epicatequina, quercetina, kaempferol e &cidos fendlicos (MAZZA et d.,
1999).

Entre agumas de suas aplicacOes, estdo: a caracterizacdo de
cultivares de acordo com o seu grau quantitativo e qualitativo (LEE, 1992).
O controle de qualidade também é redlizado através do acompanhamento
dos seus teores durante a maturacdo da matéria-prima, 0 processamento,
armazenamento e mesmo durante envelhecimento de vinhos tintos.
Também pela verificagdo da autenticidade de sucos de frutas e produtos os
guais sgiam ricos em antocianinas, principalmente vinhos elaborados de
Vitis vinifera com vinhos elaborados a partir de uvas hibridas.

Os taninos sdo polimeros de médio a elevado peso molecular
(GUPTA e HASLAN, 1979; SANCHEZ-MORENO, 2000). Caracterizam-
se por terem um elevado contedido de grupos hidroxilas, o que Ihes confere
uma grande capacidade de formar complexos insollveis com carboidratos,
acidos nucléicos, acaldides (SHAHIDI e NACZK, 1995), e proteinas
(SINGLETON, 1988; SHAHIDI e NACZK, 1995). O mecanismo da
percepcao de adstringéncia de certos vinhos e uvas é ainda pouco
entendido, mas acredita-se que envolve interaces de proteinas salivares
com substancias adstringentes como os taninos (VIDAL et a., 2002),
eventualmente resultando em precipitacdes, viscosidade da saliva reduzida,
e consequente aumento dafriccdo dalingua (VIDAL et al., 2002). Segundo
este mesmo autor a perda de adstringéncia que ocorre durante o

armazenamento dos vinhos é usualmente atribuida a polimerizacdo dos
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taninos ou a formacdo de artefatos de alto peso molecular entre
antocianinas e taninos.

Dependendo da estrutura quimica, 0s taninos sdo
convencionalmente subdivididos em dois grupos, sendo: taninos
hidrolizaveis e taninos condensados (SHAHIDI e NACZK, 1995;
SANCHEZ-MORENO, 2000). Os taninos hidrolizaveis ndo sio
encontrados em vinhos, a menos que estes sgam adicionados de acido
tanico ou estggam em contato com barris de madeira (SINGLETON, 1988).

Os taninos condensados provenientes das partes solidas das uvas,
casca e semente (encontrado em maior concentragcdo), sdo também
conhecidos como procianidinas (SAUCIER et a., 2001). As procianidinas
s80 compostas de cadeias de unidades de flavan-3-al, (+) — catequinae (-) —
epicatequina ligadas juntamentes atraves das ligagdes interflavandlicas C,
— Cs e C; — Cg (de FREITAS et al., 2000). Estes taninos podem ser
formados por moléculas de flavan-3-ol variando em grau de polimerizacéo
de 2 amais de 15 unidades e a massa molecular variando de 578 a mais de
5000 Da (PENG et al., 2001).

A Figura 12 mostra alguns monémeros, dimeros e trimero dos
taninos condensados.
OH

CH

HO. O

OH

R; =H; R, = OH (( +)- Catequina)
R, =OH; R, =H (( -) - Epicatequina) O
R,=0G R, =H (- )- Epicatequin) G:-OOQOH B5 R;=OH; Ry=H; Ry=OH; R;=H —=
" B6 Ry=H; Ry=OH; Rs=H; R;=OH -
B7 R;=OH; R,=H; Ry=H; R,=OH —=
B8 R]_:H; RZ:OH, R3:OH, R4:H o
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B1 R,;=OH; R,=H; Ry=H; R,=OH —= Trimero C1
B2 R,=OH; R,=H; Ry=OH; R,=H —=

B3 R,;=OH; R,=OH; Ry=H; R,=OH """

B4 Ry=H; R,=OH; Ry=OH; R,;=H

Figura 12 — Estrururas quimicas das catequinas, dimeros de procianidinas e
trimero C1.

2.2.4. Avaliacdes de compostos fendlicos em uvas e derivados

Os vinhos e outros produtos alimenticios derivados de vegetais,
guando contém compostos fendlicos, usualmente contém no minimo
poucas classes de fendlicos e frequentemente poucos compostos em cada
classe (SINGLETON, 1988). A maioria das uvas tintas e vinhos tintos
jovens contém glicosideos e alguns glicosideos acilados de no méaximo
cinco antocianidinas, sendo, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidinae
malvidina

V arios métodos de ensaios tem sido desenvolvidos para analises de
compostos fendlicos. Em uma ordem cronol 0gica crescente, de acordo com
0S avangos tecnol6gicos no campo da ciéncia, estes ensaios podem ser
melhor classificados como: aqueles que determinam um contetido total de
fendlicos, agueles que quantificam um grupo ou uma classe de fendlicos e
mais recentemente aqueles que conseguem quantificar e qualificar um

composto fendlico separadamente. Entretanto, alguns destes métodos mais
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antigos ainda sdo empregados e conseguem determinar um conteido
fendlico com extrema rapidez e até mesmo com precisdo Similar aos
sofisticados métodos hoje empregados.

Folin-Ciocalteu, Folin-Denis e Azul da Prussia s&o metodos
colorimétricos, que envolvem reacBes de oxi-reducdo, utilizados para
determinacéo de fendis totais. Estes métodos quantitativos estdo descritos
em SHAHIDI e NACZK (1995); sendo o método Folin-Ciocalteu 0 mais
empregado atualmente.

Dentre os métodos colorimétricos mais utilizados que
guantificacam classes fendlicas em uvas e derivados, estédo os métodos de
reagd80 com a vanilina, onde forma-se um complexo colorido entre a
vanilina e os taninos condensados. Este método torna-se mais atrativo
devido a sua sensibilidade, especificidade e simplicidade (SUN et al.,
1998). Alguns destes métodos estdo descritos em (GUPTA e HASLAN,
1979; SINGLETON, 1988; SHAHIDI e NACZK, 1995; LARRAURI,
1996; SUN et al., 1998). Existem ainda outros métodos que estimam o
contetdo de taninos condensados, utilizando despolimerizacéo dos taninos
em solucdes de acidos minerais a altas (SUN et al., 1998), ou reactes de
complexagdo com p-dimetilaminocinamaldeido (SCHNEIDER, 1995;
ARNOUS et a. 2001). Cada metodologia colorimétrica possui
caracteristicas peculiares, sendo porém adaptadas de acordo com o0s
objetivos do pesquisador. Elas possuem varidveis que devem ser
averiguadas e controladas para que se consiga uma 6tima reproducéo e
acuracidade dos dados, sendo portanto: a temperatura, o tempo, o pH, a
proporcéo dos reagentes e a presenca de substancias interferentes. Uma
substancia padréo representativa para a quantificacdo deve também ser bem
definida.

Ouitra classe de compostos fendlicos avaliados em uvas e vinhos é

a das antocianinas. FRANCIS (1982), faz uma revisdo sobre métodos
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gualitativos, utilizando crmatografia de papel, cromatografia de camada
fina e dados espectrais para avaliagdo de antocianinas. Também cita
métodos quantitativos para trés sistemas antocianicos diferentes, a saber:
sem substancias interferentes, produtos de degradacdo interferindo, e
sistemas 0s quais somente a quantidade de antocianinas é desejada,
excetuando-se outros interferentes. Para estes sistemas, FRANCIS (1982),
sugere: 1) simples medida da absor¢éo da solugdo em comprimento de
onda apropriado; 2) separacdo dos interferentes por cromatografia de papel,
camada fina, troca ibnica, coluna aberta, cromatografia a gas ou liquida de
ata eficiéncia. Ou mesmo analisar 0 pigmento in situ por um método que
se corrija a contribuicdo dos interferentes, neste caso o método diferencial
de pH, onde-se analisa o conteldo total de pigmentos, o indice de
degradacéo destes e as taxas relativas de absor¢do; 3) utilizando os mesmos
métodos de separacdo e purificacdo citados no item anterior,
separadamente ou em combinacdes, ou mesmo uma andlise in situ, onde
um trabalho mais elaborado em espectrofotometria é necessario.

Outra metodologia baseia-se na diferenca de intensidade de cor
apresentada pelas antocianinas em pH’s diferentes (WROLSTAD, 1993).
Outro método se baseia na formagdo de compostos sem cores pelas
antocianinas quando adicionadas de ions bissulfito (FRANCIS, 1982).

Entretanto, ARNOUS et a. (2001), citam outro método também
baseado no branqueamento de antocianinas com ions sulfito, mas com
agumas correcbes devido a presenca de eventuais antocianinas
poliméricas. FRANCIS (1988), cita este novo método como 0 mais preciso
gue os citados anteriormente (colorimetria em pH diferencia e
brangueamento com sulfito).

A avaliacéo por espectrofotometria no espectro do ultra-violeta ao
visivel também tem sido muito empregada para identificacdo de compostos
isolados, especialmente flavondides (SHAHIDI e NACZK, 1995), e com
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maior enfogue na quantificagcdo de grupos de compostos fendlicos. Os
espectros de absorcdo de extratos fendlicos podem ser usados para
identificar a presenca de grupos de compostos fendlicos predominantes
(SHAHIDI e NACZK, 1995). Afirma-se ainda que cada grupo de composto
fendlico é caracterizado por um ou alguns picos de méxima absor¢éo sob a
radiacdo ultra-violeta, entretanto, alguns fendlicos apresentam largas
variagbes na absortividade molecular. Ressaltando-se que vérios
interferentes podem eventualmente estar presentes nas amostras quando
estas ndo sao tratadas por um processo de remocao adequado.

MAZZA et a. (1999), utilizou o méodo de andise
espectrofotomeétrica de classes fendlicas descrito por ROMANI et al.
(1996), com algumas modificagdes. O conteido polifendlico total pode ser
avaliado medindo-se a absorvancia do extrato previamente tratado em 280
nm, o conteldo de ésteres tartarico em 320 nm, flavondis em 360 nm e
antocianinas em 520nm (ROMANI et al., 1996). Curvas padrdes de
fendlicos especificos os quais melhor representem sua classe devem ser
preparadas para a quantificacéo.

Alguns métodos e referéncias de fracionamento, separacdo de
grupos fendlicos ou mesmo compostos individuais, sdo apresentados
integralmente em (VILLENEUVE et a., 1982, SINGLETON, 1988;
ROMANI, 1996; LEE, 1992; PENA et al., 1997; WATERHOUSE et al.,
2000; PENG et al., 2001; SAUCIER et a., 2001). Dentre estes métodos
pode-se citar: cromatografia de papel, de coluna aberta utilizando diversas
fases estacionarias, eletroforese, cromatografia de camada fina,
cromatografia de troca-ibnica, cromatografia de baixa pressdo, de alta
performance e de particdo gas-liquido. Estes métodos podem servir para a
determinacéo final de compostos fendlicos ou até mesmo servirem como
tratamentos prévios para eliminacéo de interferentes das amostras para que

sgjam analisadas em métodos tecnol ogicamente mais avancados.

53



Uma crescente utilizacdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) a partir da década de 70 tem resultado em muitas novas
informagdes sobre os constituintes fendlicos das uvas e vinhos. A técnica é
rapida e relativamente simples para desenvolver, fornecendo ambos dados
gualitativos e quantitativos jamais observados pelos métodos
cromatograficos anteriormente desenvolvidos.

As colunas cromatograficas conseguem obter uma 6tima separacéo
de compostos, devido a natureza das particulas, ao empacotamento, e ao
elevado numero de pratos tedricos aiado a sistemas de solventes que
podem ser binarios (a maioria), ternérios e até mesmo quartenarios. Apesar
de as antocianinas estarem entre ou poucos fendlicos em analises de vinhos
a serem quantificados diretamente por CLAE, sem a necessidade de uma
preparacdo prévia (pois absorvem em comprimento de onda bastante
distinto das outras classes fendlicas), tem existido outros esforcos para
analisar qualquer outro tipo de fendlicos por injecdo direta das amostras
sem preparacéo prévia (REVILLA e RYAN, 2000). Esses método, ainda
cita 0s mesmos autores, requerem sistemas complexos de solventes, como
agueles que usam gradientes terndrios, e algumas vezes estes solventes
podem conter sais (REVILLA e RYAN, 2000).

A construcdo destes equipamentos que conseguem separar e
guantificar compostos, aliado ao avanco na construcao de detectores mais
sensiveis e precisos, permitiu um grande impulso na avaliagdo de amostras
onde as misturas de compostos fendlicos € mais complexa.

Dentre os detectores podemos citar os detectores ultra-violeta —
visivel, utilizado por FULEKI e SILVA (1997), o de faixa de fotodiodo
(Diode Array Detector, DAD), utilizados por GAO e MAZZA (1994,
1995); LASZLAVIK et al. (1995); ROMANI et al. (1996); MAZZA et al.
(1999); PENG et al. (2001); PALOMINO et al. (2000); WATERHOUSE et
al. (2000); REVILLA et al. (2000, 2001); ARNOUS et a. (2001).
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LUNTE (1987), utilizou detectores uv-visivel e eletroquimicos
para classificac8o de estruturas de flavonGides em bebidas. MATTILA et
a. (2000), determinaram alguns flavonoides de material vegetal utilizando
DAD e detector eletroquimico.

A identificagdo de certos compostos por CLAE, baseado em tempo
de retencéo e algumas caracteristicas espectrais, requer padroes auténticos,
0 que é dificil de obter (GAO e MAZZA, 1994). Por outro lado, a
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear e a Espectrometria de
Massa com bombeamento instantdneo de elétrons, consegue obter
resultados mais fiéi's, mas ainda séo técnicas muito caras e ndo facilmente
disponiveis. COSTA et a. (2000), utilizaram DAD e espectrometria de
massa; KIM et al. (1996) e POLLNITZ et a. (2000), utilizaram
cromatografia a gés acoplado a espectrometro de massa; VINAS et .
(2000), compararam limites de deteccdo entre o DAD e o detector de
fluorescéncia acoplados em CLAE; KRUEGER et a. (2000),
caracterizaram ésteres de taninos condensados de extratos de semente de
uva utilizando CLAE acoplada a espectrometro de massa; SOUQUET et al.
(2000), caracterizaram a composicao fendlica de galhos de uvas utilizando
CLAE acoplada a espectrometro de massa e Ressonancia Magnética

Nuclear.
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2.3. OBJETIVOS

Quantificar as quatro principais classes fendlicas por
espectrofotometria dos extratos das fragdes das uvas Riedling Italico e
Cabernet Sauvignon e em seus respectivos vinhos,

Quantificar os taninos totais contidos nas fracdes das uvas Riesling
Italico e Cabernet Sauvignon e em seus respectivos vinhos por reacéo
colorimétrica;

Quantificar as antocianinas totais contidas na casca e polpa da uva
Cabernet Sauvignon e em seu respectivo vinho por diferencial de pH;

Obtencdo de cromatogramas desenvolvidos em CLAE para uma

breve visualizacéo do perfil fendlico dos extratos das fracdes das uvas e

vinhos citados anteriormente.
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24. METODOLOGIA

2.4.1. Extracao de polifenois

A uvas Riedling Italico e Cabernet Sauvignon foram fracionadas
manualmente em casca, semente e polpa. Em seguida estas fractes foram
liofilizadas. A extracdo de polifendis das fragdes foi realizada utilizando
0,5 a 4,0 gramas aproximadamente das fragdes para cada 30 mL do
solvente extrator, no caso acetonaagua (70:30). Este sistema foi
homogeinizado em erlenmyer por cinco minutos, utilizando para tal o
triturador de haste de ago MARCONI. Em seguida, foi mantido em repouso
por 25 minutos. O extrato fendlico foi separado da parte solida através de
filtracdo a vacuo em kitasatos utilizando funil de blichner e filtro de papel
Whatman n° 1. O sistema solvente foi entdo evaporado a presséo reduzidae
a 37°C em sistema rota-vapor (FISATON). Assim os compostos fendlicos
foram recuperados em aguaetanol (90:10) e o volume foi aferido em
bal6es ambar de 100 mL, quando entdo a amostra ja estava pronta para as
andlises posteriores. Quando necessario, as amostras foram diluidas em

aguaetanol (90:10), bem como os vinhos.
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2.4.2. Avaliacdo dostaninos

As amostras preparadas como descrito acima foram analisadas de
acordo com a metodologia descrita por SUN et al. (1998) com ligeira
modificagéo.

A 1,0 mL do extrato fendlico foi adicionado 2,5 mL de vanilina 1,0
% (p/v) em solucdo metandlica e 2,5 mL de acido sulfurico 25 % (v/v) em
metanol. A reacdo foi desenvolvida em tubos de ensaio em banho-maria
por 15 minutos a temperatura de 30 °C no escuro, e as leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 500 nm em espectrofotdbmetro
(UV-1601 PC Shimadzu). O branco foi preparado simultaneamente do
mesmo modo, exceto que a solucdo contendo vanilina foi substituida por
metanol. Os resultados foram expressos em absovancia apresentada pela

amostra por grama de massa seca da fragdo.
2.4.3. Avaliacdo das antocianinas

As amostras foram avaliadas pelo método do pH diferencial
segundo metodologia utilizada por WROLSTAD (1993).

As amostras foram diluidas em solugdes tampdes adequadas nos
pH’s 1,0 e 4,5 e entdo realizou-se aleitura de absorvancia das amostras em
520 nm e em 700 nm em espectrofotdbmetro (UV-1601 Shimadzu).
Calculou-se a diferenca de absorvancias de acordo:

DA = (Asioom — A7o0nm ) pH 1,0 = (Asionm — Azoonm ) pH 4,5. D€ acordo com a
eguacdo a seguir, obteve-se a concentragdo de antocianinas expressa em

malvidina-3-glicosideo equivalente.

_DA"10°” MM~ Fd
e’ L

C

onde:
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C — Concentragdo equivalente em mg/L da antocianina definida;

DA — Diferenca de absorvancias apresentadas pelas amostras;

MM — Massa molecular da antocianina definida (g/mol);

Fd — Fator de diluicao utilizado;

e — coeficiente de absortividade molar da antocianina definida

L — comprimento do caminho Otico da cubeta utilizada para a leitura

espectrofotométrica (cm).
2.4.4. Avaliacao espectr ofotométrica das classes fendlicas

Esta anadlise foi realizada segundo metodologia (Glories descrita
por ROMANI et al., 1996, e MAZZA et a., 1999) com modificacoes.

Para cada 0,25 mL do extrato hidroalcodlico foi adicionado 0,25
mL de HCI 0,1 % em etanol 95,0 % e 4,55 mL de HCI 2,0 %. As solucdes
foram agitadas e mantidas por 15 minutos no escuro. As leturas
espectrofotométricas das amostras foram  desenvolvidas em
espectrofotdmetro (UV-1601 PC Shimadzu) nos comprimentos de onda
280, 320, 340 e 360 nm. A absorvancia em 280 nm foi utilizada para
expressar fendlicos totais, em 320 e em 340 nm para ésteres tartaricos e em
360 nm para flavondis.

Os padrdes utilizados para representar as classes fendlicas foram,
acido galico em etanol 10 % para fendis totais, acido cafeico em etanol 10
% para os ésteres tartaricos e quercetina em etanol 95 % para expressar 0s

flavondis.
2.4.5. Cromatogramas das amostras

Utilizou-se o cromatografo liquido de ata eficiéncia, marca
SHIMADZU, SCL 10A VP, equipado com detector UV-Visivel , coluna
RP 18 MERCK (Li Chrospher 100, particulas de 5 mm de didmetro, 250 x

4 mm) para andlises diretas dos extratos e vinhos a temperatura ambiente
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(25 £ 2 °C). Utilizou-se a metodologia descrita por MATILLA et a. (2000)
com algumas modificacoes.

A fase movel empregada consistia de 50 mM H3PO,4 pH 2,5
(solucdo A) e acetonitrila (solucéo B). O perfil de eluicdo se desenvolveu
como seguinte: eluicdo isocratica 95%A/5%B, 0-5 min; gradiente linear a
partir de 95%A/5%B para 80%A/20%B, 5-50 min; em seguida de
80%A/20%B para 60%A/40%B, 50-90 min, posteriormente de
60%A/40%B para 0%A/100%B, 90-120 min e finalmente de 0%A/100%B
para 95%A/5%B, 120-140 min. O fluxo dafase movel foi de 0,9 mL/min, e
os volumes de injecdo foram de 50 nlL para as amostras dos extratos e
vinhos. Os extratos foram preparados conforme citado anteriormente,
contanto que foram utilizados nas concentracoes de 1,0 % das fracdes em
massa seca. O vinhos foram injetados diretamente sem diluicdes. Os
cromatogramas foram obtidos nos comprimentos de onda 280, 320, 360 e
520 nm, permitindo-se portanto avaliar os fendlicos totais, os ésteres

tartéricos, os flavonois e as antocianinas, respectivamente.,
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2.5. RESULTADOSE DISCUSSAO

2.5.1. Concentracdes das classes fendlicas

O Quadro 4 mostra os dados das concentracdes das classes de
compostos fendlicos dos diversos extratos preparados e vinhos. Os
resultados estdo expressos em: mg do polifenol equivalente a classe por
100 gramas de massa seca da fracdo ou dos vinhos. Os valores
apresentados na quantificacdéo de procianidinas sdo relativos e
comparativos, estdo expressos em absorvancia obtida pela reacéo, dividida
pela massa seca em gramas da fragdo ou vinho utilizado.

As médias seguidas por uma mesma letra em cada coluna ndo
diferem entre si estatisticamente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste
de Tukey.
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Quadro 4 — Avaliacdo espectrofotométrica dos fendlicos totais, ésteres tartéricos, flavonois e antocianinas dos diferentes
componentes das uvas Riesling Italico e Cabernet Sauvignon e seus respectivos vinhos.

*Fendlicos Totais

(mg acido galico,

*Esteres Tartaricos (mg *Esteres Tartaricos (mg

*Flavondis (mg

*Antocianina (mg

malvidina-3-gli, 520

#Procianidina

280 nm) acido caféico, 320 nm) acido caféico, 340 nm)  quercetina, 360 nm) nm) (Abs/massa seca)

Casca Riesling 1037,3 £+ 38,3d 152,8 + 7,9c 316,5 + 18,4cd 182,0 £ 11,6¢cd n.d. 28,3+0,8b
Casca Sauvignon  2038,2 + 33,9c 253,7 £5,0b 551,9+12,7b 301,8+6,7b 1025,3 + 40,5a 35,1+2,3b
Polpa Riesling 181,6 + 11,3f 36,8 + 2,8d 77,8 £6,3e 40,0 + 3,8f n.d. 2,7+0,1c
Polpa Sauvignon 324,2 + 14, 2¢f 51,9+ 3,9d 115,5+ 8,3e 63,3 £ 5,1¢f 152,4 + 3,4c 1,9+0,2c

Semente Riesling 4737,4 = 169,5a 264,2 + 30,5b 395,5 + 74,3c 234,1 + 50,0bc n.d. 162,6 £ 4,4a

Semente Sauvignon 4664,5 + 206,9a 171,4 + 14,8c 226,5 + 25,5d 130,7 £ 15,8de n.d. 161,4 + 4,3a

Vinho Riesling 646,6 + 14,5e 231,6 £5,5b 392,5 + 9,5¢c 95,0 £ 2,1¢ef n.d. 0,06 £ 0,01c
Vinho Sauvignon 4163,5 + 30,7b 670,6 + 6,5a 1132,3+ 12,9a 4895 + 8,1a 697,51+ 4,4b 6,9 + 0,03c

*Os valores estéo expressos em meédia = desvio-padréo (n=3) e em mg/100g da fracéo seca das uvas ou dos vinhos.

*Representa o valor de absorvancia por grama da fragéo seca analisada.
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O contetido fendlico para as classes testadas foram maiores em
extratos e vinho provenientes da uva Cabernet Sauvignon, com excegéo do
extrato da semente da uva Riesling Itélico, apresentando contetido fendlico
ligeiramente superior em todas classes analisadas quando comparado com
0 extrato da semente da uva Cabernet Sauvignon. Estas diferencas podem
ser parcialmente devidas a varios fatores como a maturacao dos frutos, o
clima, ataque de patdgenos, poluicéo, forma de colheita, os tratos culturais,
inerente a espécie e o tipo de processo utilizado para a elaboracdo dos

vinhos.

O Quadro 5 compara os métodos de Folin Denis (SHAHIDI e
NACZK, 1995) e de Glories (ROMANI et a., 1996, e MAZZA et 4.,
1999) quanto ao teor de polifendis totais expressos em ppm de AGE (base

seca).

Quadro 5 — Valores de concentragbes médias de polifendis em ppm (AGE)

obtidos por metodol ogias distintas nos extratos.

Casca Casca Semente Semente Polpa Polpa Vinho Vinho
RI CS RI CS RI CS RI CS

(Glories)  1037,3 2038,2 4737,4 46645 1816 324,2 646,6 41634
(Folin Denis) 1458,7 2670,4 5097,6 5120,2 168,6 216,6 561,8 5309,9

Correlagcdo 0,9907

2.5.2. Perfis cromatogr &ficos dos extr atos e vinhos

As figuras de 13 a 24 ilustram os perfis cromatogréficos
desenvolvidos. Observando-se que o0s cromatogramas em cor verde

ilustram os extratos e vinhos provenientes da uva Riesling Italico e os
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cromatogramas em cor roxa representam os extratos e vinhos provenientes
da uva Cabernet Sauvignon. Os cromatogramas estdo representados em
cada figura pelos comprimentos de onda 280 nm (expressando fendlicos
totais), 320 nm (expressando ésteres tartaricos), 360 nm (expressando

flavondis) e 520 nm (pigmentos antoci anicos).

0.05 | | Riesling Itdlico
] \ Cabernet Sauvignon
0,045 /
" 0,035 ﬁ \
0,02 }\ ;\) | i ”\
: | /ﬁ r“ \ | /\ (\
! \ | \”\/ A
W
o,oof »“Wf,_/w/ww / SR
0 10 20 30 40 50 60 70 80  min

Figura 13 -Perfis cromatograficos dos extratos das cascas das uvas a 280

nm (fendlicos totais).
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Figura 14 -Perfis cromatogréaficos dos extratos das cascas das uvas a 320

nm (ésteres tartaricos).
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Figura 15 -Perfis cromatogréaficos dos extratos das cascas das uvas a 360

nm (flavonais).
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Figura 16 -Perfil cromatografico do extrato da casca da uva Cabernet

Sauvignon a 520 nm (pigmentos antocianicos).
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Figura 17 -Perfis cromatograficos dos extratos das polpas das uvas a 280

nm (fendlicos totais).
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Figura 18 -Perfis cromatograficos dos extratos das polpas das uvas a 320

nm (ésteres tartaricos).
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Figura 19 -Perfis cromatograficos dos extratos das polpas das uvas a 360

nm (flavonadis).
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Figura 20 - Perfil cromatogréfico do extrato da polpa da uva Cabernet

Sauvignon a 520 nm (pigmentos antocianicos).
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Figura 21 -Perfis cromatograficos dos vinhos a 280 nm (fendlicos totais).
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Figura 22 -Perfis cromatograficos dos vinhos a 320 nm (ésteres tartaricos).
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Figura 23 -Perfis cromatograficos dos vinhos a 360 nm (flavondis).
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Figura 24 -Perfil cromatografico do vinho Cabernet Sauvignon a 520 nm
(pigmentos antocianicos).

POde-se obter uma correlacéo positiva de 96,9%, 96,3%, 89,7%,
87,3% e de 69,4% para as classes de fendlicos totais,ésteres tartaricos,
flavonadis, procianidinas e antocianinas respectivamente testadas pelo
método espectrofotométrico descrito por ROMANI et a. (1996) e por
CLAE descrito por MATTILA et al. (2000).

Uma discussédo mais detalhada dos componentes fendlicos dos
extratos poderia ser melhor entendida se houvesse padrfes disponiveis para
0 presente experimento, necessitando de uma grande variedade destes, e
também se ndo houvessem interferentes nas amostras.

Entretanto, algumas comparagdes puderam ser obtidas. Partindo-se
dos vinhos, nota-se que o vinho da uva Cabernet Sauvignon possui uma
maior gama de polifendis, quantitativamente e qualitativamente (ver figura
21). A maior parte destes compostos fendlicos se encontram a partir do

tempo de retencdo de trinta minutos, onde se encontram as classes fendlicas
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compostas por 15 carbonos, como flavondis (figura 23), antocianinas
(figura 24), flavan-3-6is (figura 23) e seus polimeros.

Para o vinho proveniente da uva Riedling Italico nota-se que a
maioria dos compostos fendlicos eluem anteriormente aos trinta minutos,
sugerindo-se que esta fragdo seria composta em sua maioria por compostos
mais polares e de menor cadeia carbénica como os éacidos fendlicos e
ésteres tartéricos (figura 18). Contanto que esta fragdo se encontre em
menor guantidade quando comparada com a fragéo presente no vinho tinto,
proporcionalmente ao conteido de fendlicos totais esta fracdo € bem maior
nos vinhos brancos, sendo as classes fendlicas mais representativas nestes
tipos de vinhos. Fato este pode ser observado nos cromatogramas dos
extratos da polpa da uva Riesling Italico, sendo esta a Unicafragdo do fruto
da uva (polpa) empregada para a elaboracdo do respectivo vinho branco
pelo método tradicional.

Esta discussao sobre os cromatogramas se equipara positivamente

guando sdo comparados com os dados obtidos por espectrof otometria.
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2.6. CONCLUSOES

A técnica espectrofotométrica utilizada para a quantificacéo de
classes fendlicas se apresentou como sendo muito rgpida e sem maior
preparo das amostras a serem analisadas. Neste experimento ndo foi
realizada a comparagcdo com outros métodos para que fosse avaliado 0 seu
desempenho, entretanto uma avaliacédo do teor de polifendis totais foi
realizada utilizando o reativo de Folin Denis em outra extragdo, obtendo-se
assim um alto valor de correlacdo entre as médias da amostras analisadas
pel os dois métodos.

Os valores de correlacdo entre as médias dos teores das classes
fendlicas dos diversos extratos e das areas apresentadas nos cromatogramas
desenvolvidos por CLAE também foram obtidos, sendo: fendlicos totais
(96,9%); ésteres tartéricos (96,3%); flavonois (89,7%), procianidinas
(87,3%) e antocianinas (69,4%).

Verifica-se nos cromatogramas um bom desempenho da separagéo
dos compostos fendlicos dos extratos e vinhos pela CLAE. Contudo a
presenca de interferentes ainda € muito grande devido ao fato de que os
extratos ndo foram submetidos a nenhum processo de pré-purificacdo, fato
este pode ser melhor observado nos cromatogramas que foram

desenvolvidos em comprimento de onda de 280 nm. Como alternativas,
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sugere-se uma pré-purificacdo das amostras, tentando separar a classe ou
Ccompostos 0s quais se desgja estudar, ou aumentar o nimero de pratos
tedricos, sgja pela utilizagdo de outra coluna cromatografica em série ou
pelo uso de um gradiente mais trabalhado (ternério por exemplo).

Portanto faz se necessario o estudo de técnicas que possibilitem a
identificacdo e a quantificacdo acurada dos compostos fendlicos
provenientes das uvas e dos vinhos sem que hga danos nas estruturas
destes, ou sga, que sgam menos manipulados. Assim sendo, torna-se
interessante o desenvolvimento de técnicas mais répidas e baratas em que

se tenha uma correl acéo alta com técnicas mais discriminatorias.
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CAPITULO 3

AVALIACAOQ in vitro DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE
EXTRATOSDASFRACOESDASUVASRIESLING ITALICOE
CABERNET SAUVIGNON E DE SEUSRESPECTIVOSVINHOS

3.1. INTRODUCAO

Oxigénio, um componente vital para a sobrevivéncia da espécie
humana, esta presente na atmosfera como um birradical triplete estavel
(*0,). Uma vez inalado, ele sofre um processo gradual de reduco até ser
metabolizado em agua. Neste processo, como Sempre, uma pequena
quantidade de intermediarios reativos, como o radical superéxido ('O),
radical hidroxil (OH), e peréxido de hidrogénio (H,O,) sdo formados.
Essas espécies reativas (radicais livres), coletivamente denominadas
espécies reativas de oxigénio, podem facilmente iniciar a peroxidacdo dos
lipidios componentes das membranas celulares, resultando na acumulagéo
de perdéxidos de lipideos. Os produtos da peroxidacéo e outros de oxidacoes

secundarias, como o0 malonaldeido e o0 4-hidroxinonenal, sdo altamente
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reativos; eles reagem com substratos bioldgicos como proteinas, aminas e
acidos desoxirribonucléico (DNA). Estes processos resultam no
desenvolvimento de algumas doengas degenerativas, e podem ter uma
contribuicdo significativa para o envelhecimento humano e o risco do
cancer (SATO et al., 1996).

O envelhecimento da célula, dos tecidos e do organismo como um
todo, € uma acéo destes radicais livres, que por possuirem um elétron livre
na ultima camada sdo muito instaveis, reativos. Para se estabilizar eles
podem ganhar um elétron (reacéo de reducdo) ou perder um elétron (reacéo
de oxidagdo). Os seus efeitos sobre 0 organismo sdo, de uma maneirageral,
nocivos e estéo relacionados ha cerca de 60 condicdes clinicas, entre elas a
catarata, a aterosclerose, o cancer, isquemia, alteracdes no sistema nervoso,
entre outras (LANGSETH, 1995).

O proprio organismo geraradicais livres, como nas inflamacdes, na
Isquemia, estresse fisico e ou emocional. Mas o organismo também pode
obté-los de fontes externas, como na radiacdo ultravioleta proveniente do
sol e outras radiagdes ionizantes (raios X, radioterapia), poluicdo, cigarro,
dentre outras.

A maioria das espécies vivas possui sistemas eficientes de defesa
para protegé-las contra o estresse oxidativo induzido pelas espécies reativas
de oxigénio. A capacidade dos sistemas de protecdo, entretanto, decresce
gradualmente com o envelhecimento, resultando em distarbios no
equilibrio normal redox estabelecido nos sistemas saudaveis (SATO et d.,
1996).

Os responsaveis pelo combate a acéo nociva dessas substancias no
organismo sao os varredores de radicais livres ou antioxidantes. Existem
algumas substancias que sdo excelentes antioxidantes naturais, como a

vitamina E, avitamina C e os compostos fendlicos.
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O préprio organismo humano possui uma gama de mecanismos
protetores que controlam a peroxidacdo e rapidamente eliminam ou
inativam os radicais livres. Enzimas com habilidades sequestrantes e
antioxidantes primarios e secundéarios como vitamina E e C podem ser
fornecidas pela dieta (KINSELLA et al., 1993). O corpo humano também
produz agumas enzimas que tém efeitos antioxidantes, como a
superoxidismutase, catalase e a glutationa peroxidase (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; SHAHIDI, 1997).

Um aumento de evidéncias epidemiol dgicas associadas com dietas
ricas em frutas e vegetais e um reduzido risco de doengas do coracéo,
cancer e outras doengas cronicas tem ocorrido recentemente (MOYER et
al., 2002). Podendo-se observar que um grande beneficio da dieta pode ser
conseguido com o0 aumento do consumo de antioxidantes, incluindo
carotendides, ascorbatos, tocoferdis e compostos fendlicos.

Existe atualmente um interesse consideravel das industrias de
aimentos (ALONSO et a., 2002 a e da medicina preventiva no
desenvolvimento de “antioxidantes naturais’ provenientes de material
vegetal. Os tecidos vegetais sGo 0s principais sistemas bioldgicos que
sintetizam o a-tocoferol, acido ascorbico e carotendides, sendo também
ricos em uma ampla variedade de compostos fendlicos.

Alimentos comuns como uva e seus produtos derivados contém
uma grande variedade de compostos fendlicos em quantidades variando de
tragos a alguns gramas por quilograma do alimento fresco. Tem sido
relatado que estes compostos tem demonstrado possuir multiplos efeitos
biol6gicos como atividade antioxidante, acdo antiinflamatoria, inibicdo da
agregacdo de plaguetas nos vasos sanguineos e atividade antimicrobiana
(MAZZA et al., 1999).

Fitoquimicos, especialmente aqueles encontrados em vinhos,

podem também ser fatores criticos na reducdo da mortalidade provocada
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por doencas coronarianas de especificos segmentos da populacdo da
Franca. Um estudo comparativo iniciado pela Organizagdo Mundial da
Salde (OMS) tem mostrado diferencas marcantes na mortalidade e
enfermidades a partir de doencas do coragdo entre, especiamente,
populagbes da Franca e Estados Unidos. Apesar de uma dieta rica em
acidos graxos saturados a niveis comparaveis do contetido de colesterol no
plasma sanguineo, o0s individuos franceses mostraram-se menos
susceptiveis a doencas corondrias que os individuos norte-americanos.
Usando analises multivariadas, Renaud e de Lorgeril em 1992, postularam
gue o consumo de vinho foi o Unico fator responsavel por esta discrepancia,
sendo comumente referido como o “Paradoxo Francés'.

Como visto, 0 interesse em compostos fendlicos em alimentos
alcancou um novo patamar nos ultimos anos. Subtraindo o interesse
académico usual na biologia e quimica de descoberta e identificacdo de
compostos fendlicos na natureza, tem se notado que a ciéncia, juntamente
ao interesse comercial, esta buscando acentuar estudos e trabalhos sobre
estes compostos, de modo a agregar um valor a mais ao aimento,

principal mente com efeitos que tragam beneficios a salde.
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3.2. REVISAO DE LITERATURA

3.2.1. Antioxidantes e saude

Nos organismos Vvivos, a oxidacdo esta relacionada com a producéo
de energia, associada com a degradacéo de glicideos, lipideos e proteinas,
com a detoxificacdo de muitos xenobidticos e com a resposta imunol ogica
através dos radicais livres gerados (GUTTERIDGE e HALLIWELL,
1996). Portanto o processo de oxidacao € essencial paraavida e é regulado,
geralmente, por via enzimética. Sabe-se que para manter o equilibrio
fisiologico do organismo, os sistemas de oxidacdo e os sistemas de
protecdo antioxidante devem atuar de forma controlada sobre os substratos
susceptiveis de oxidagdo (SANCHEZ-MORENO, 2002). Fatores de meio
ambiente, dietéticos ou fisioldgicos podem provocar um desequilibrio neste
balanco favorecendo a oxidagdo, originando o que se conhece como *“ stress
oxidativo” (GUTTERIDGE e HALLIWELL , 1996), contribuindo em
maior ou menor grau para o aparecimento de enfermidades como cancer,
artrites reumatoides, enfermidades inflamatdrias, ateroscleroses, cataratas,
diabetes, enfermidades renais, pancreatites, escleroses multiplas, Mal de
Parkinson, desfuncbes pulmonares, reacdes com farmacos ou lesdes
dérmicas (SANCHEZ-MORENO, 2002). Os centros alvos destas espécies
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reativas séo, fundamentalmente, alguns constituintes intra e extracelulares
de indiscutivel importancia vital, como as proteinas, os glicideos, os
lipideos, as enzimas, o éacido desoxirribonucléico (DNA) e o acido
ribonucléico (RNA), sendo a oxidagdo dos &cidos graxos insaturados o
processo oxidativo mais frequentemente ocorrido no organismo humano
(GUTTERIDGE e HALLIWELL , 1996).

Os antioxidantes sdo substancias que quando presentes em
aimentos ou no corpo humano em baixas concentragbes quando
comparados com a concentracdo de substratos oxidavels, nitidamente
retarda ou previne a oxidagéo de certas substancias (SHAHIDI, 1997).

Os mecanismos de atuacdo dos antioxidantes podem ser
diferenciados. Seus efeitos consistem na inativagéo dos radicais livres, na
complexacdo de ions metdlicos ou na reducdo dos hidroperoxidos para
produtos incapazes de formar radicais livres e produtos de decomposicao
(SHAHIDI e NACZK, 1995).

Os compostos fendlicos se incluem principal mente na categoria de
sequestradores de radicais livres, ainda que também possam exercer sua
acdo antioxidante através de outros mecanismos, como quelantes de ions
metdlicos que catalisam reagdes de oxidagdo (SANCHEZ-MORENO,
2002). Estes compostos interferem na oxidagdo dos lipideos e de outras
moléculas por uma rdpida doacéo de um aomo de hidrogénio aos radicais
livres. Os radicais fendxidos formados séo intermediarios bastante estaveis
(ressonancia com o anel benzénico) e dificilmente iniciam uma nova reacéo
em cadeia. Estes radicais intermediarios fendxidos atuam reagindo com
outros radicais livres, culminando com a terminacéo das reagbes de
propagacio (SANCHEZ-MORENO, 2002).

A eficiéncia dos compostos polifendlicos como antioxidantes
depende, em grande parte, de sua estrutura quimica. O fenol por s s6 é

inativo como antioxidante, entretanto, os compostos orto e para-

85



difendlicos possuem atividade antioxidante, a qual € aumentada com a
substituicdo de seus &tomos de hidrogénio por grupos etila- ou n-butila e a
atividade antioxidante dos acidos fendlicos e seus ésteres depende do
numero de grupos hidroxila na molécula, (FUKUMOTO e MAZZA, 2000;
SANCHEZ-MORENO, 2002).

Os compostos fendlicos do vinho tinto séo derivados das cascas das
uvas, bem como das sementes, engacos e polpa. Todos sdo importantes
fontes de flavondides que sdo transferidos para o vinho durante a
permanéncia conjunta com o0 suco da uva no primeiro estagio da
fermentacdo (FURHMAN et al., 2001). Por outro lado, os vinhos brancos
s80 usualmente feitos do suco corrente livre, ou sga, sem um contato
significativo com as cascas e sementes da uva.

Uma das grandes diferencas entre vinhos tintos e brancos € o
conteido de compostos fendlicos. Atividades antioxidantes mais baixas em
vinhos brancos podem ser resultado de um baixo contelido de polifendis
derivado da casca da uva, pois no processo de elaboracéo de vinho branco
(vinificagdo em branco) a etapa de maceragcdo néo € significativa como na
vinificagdo das uvastintas, a qual resulta da permanéncia das cascas da uva
no mosto por um certo periodo e posterior fermentacéo, resultando, entéo,
em uma maior extracdo de polifendis, principalmente os taninos e
pigmentos antoci anicos.

Atualmente na Europa existe o chamado “vinho saide’, que séo
vinhos tintos elaborados com um maior contetido de polifendis; entretanto
para vinhos brancos este processo ainda ndo é bem aceito, visto que
aspectos como a estabilidade oxidativa, sensoriais como sabor e cor
(turbidez) principalmente, comprometem significamente o consumo de tal
bebida. ARUOMA et a. (2001) e FUHRMAN et al. (2001), sugerem que
um processamento do vinho branco, de modo que sgja aumentado o

contelido fendlico deste, resultara em um aumento da capacidade
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antioxidante do vinho, propiciando melhores beneficios a salde do
consumidor, como ja demonstrado para o vinho tinto.

Compostos fendlicos, especialmente antocianinas, flavonais,
catequinas e outros flavonoides tém uma importante funcéo na qualidade
do vinho. Eles contribuem para as caracteristicas sensoriais,
particularmente cor e adstringéncia, e recentemente diversos efeitos
bioguimicos e farmacolégicos tem sido apresentados pelos vinhos,
inculindo-se efeitos anticarcinogénico, antiaterogénico, antiinflamatorio,
antimicrobiol 6gico e atividades antioxidantes (MAZZA et a., 1999).

Os efeitos saudaveis de bebidas alcodlicas a saide permitiram a
conducdo de estudos epidemiol 6gicos os quais demonstraram que doencas
coronarianas s& menos prevalecentes nas populacdes que consomem
guantidades regulares e moderadas de vinho. Em um dos mais famosos
estudos, Renaud e De Lorgerial sugeriram uma explanacdo de um
fendbmeno favoravel, particularmente para a populagcdo da Frangca, com
especial enfoque para doencas cardiovasculares, conhecido como o
“Paradoxo Francés’. Os resultados do programa Monica, um sistema
organizado de dados sobre doencas artero-coronarianas da Organizacéo
Mundial da Saide (OMS), confirmaram que os niveis de mortalidade
provocado por essas doengas s80 muito menores na Franga que em outros
paises industrializados, embora 0 consumo de gorduras saturadas na Franga
sgja alto e os niveis de colesterol sanguineo sejam geralmente maiores.
Além do mais, outros fatores associados com o risco destas doencas, como
pressdo arterial sanguinea, peso corpéreo, e numero de fumantes ndo séo
baixos na Franga quando comparado com outros paises.

O “Paradoxo Francés’ atribui a baixa incidéncia de eventos
cardiovasculares ao regular consumo do vinho tinto em uma regido

especifica da Franca.
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A ingesta de vinho tinto foi associada com uma crescente atividade
antioxidante do plasma sanguineo e um aumento na resi sténcia da oxidacdo
do LDL ex vivo (FUHRMAN et al., 2001). A hipotese de que a oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) é a maior causa da aterosclerose,
acarreta em uma investigagéo intensa nas funcdes antioxidantes contra a
oxidagdo do LDL (FUHRMAN et a., 2001). Este mesmo autor tem
demonstrado que o consumo de vinho tinto ou catequina purificada
(flavanol) ou quercetina (flavonol) resulta em wuma reduzida
susceptibilidade do LDL para a oxidagéo e em uma atenuada progressao da
aterosclerose em ratos ateroscleréticos deficientes em apolipoproteina E.

Os danos causados por radicais livres podem ter um pape
importante na formacdo da aterosclerose mediante a oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade (SANCHEZ-MORENO, 2002). Estes
LDL oxidados séo facilmente adsorvidos por macréfagos e formam células
espumosas que, ao crescerem dao lugar as placas ateroscleréticas que
obstruem os vasos, impedindo o fluxo sanguineo ou sofrendo uma ruptura,
0 que desencadeia em uma trombose (SANCHEZ-MORENO, 2002).

LANDRAULT et al. (2001), citam que a inibicdo da oxidacéo do
LDL humano foi demonstrada pela adicdo de polifendis provenientes do
vinho. Sendo que o vinho tinto diluido 1000 vezes inibiu a oxidagdo in
vitro do LDL humano siginificativamente mais que o a-tocoferol.

Segundo LANDRAULT et al. (2001), os flavondides apresentam
uma relativa lipofilicidade dentre os antioxidantes naturais, ainda que bem
menos que o a-tocoferol. O a-tocoferol parece estar localizados na
membrana lipidica da bicamada fosfolipidica, jA os flavonGides estéo
provavelmente localizado principalmente na superficie polar da bicamada.
Os radicais livres, que sdo hidrofilicos, séo transportados na parte aquosa
do sangue, o plasma, sendo assim seriam capturados mais facilmente pelos

flavondides que pelo a-tocoferol (menos acessivel).
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Assim, os flavonb6ides poderiam ser encontrados proximos a
superficie membranosa das particulas de LDL, prontos para capturar 0s
radicais livres. Desta maneira eles preveniriam o consumo do a-tocoferol
lipofilico e assim, retardariam a oxidagéo dos lipideos contidos no LDL
(LANDRAULT et al., 2001).

Todas as propriedades e estudos relatados reforcam as presentes
hipoteses para explanagéo do reduzido risco de mortalidade por doencas
cardiovasculares e outras em consumidores regulares e moderados de

vinho (em particular vinho tinto).
3.2.2. Metodologias antioxidantesin vitro

V arios sdo 0os métodos paratestar a atividade antioxidante (MIURA
et a., 2002), podendo ser usados para compostos isolados e extratos. Estes
meétodos podem ser testados in vitro e in vivo. Ndo existe um método
satisfatorio que consiga avaliar a atividade antioxidante total de uma
amostra, pois existem varios mecanismos antioxidantes gque podem ocorrer
(OU et al., 2002), sendo sequestro de radicais, habilidade redutora,
complexacdo de ions metalicos e outros. Também ha uma dificuldade de
comparar estes méetodos, devido a complexidade e principios diferentes das
reacOes. Alguns métodos antioxidantes produzem resultados diferentes ou
mesmo contraditorios, tornando-se algumas vezes impossivel qualquer
comparacéo entre eles (ALONSO et al., 2002 b).

Os métodos antioxidantes in vitro, onde ndo se avalia a interagdo
fisiologica entre o0 organismo a substanicia analisada, podem ser
considerados como avaliacdes potenciais, também pelo fato de que um
determinado composto podera ser efetivo ou ndo no organismo humano
quando também é avaliada a sua biodisponibilidade. No caso do uso de
antioxidantes diretamente em alimentos, para efeitos tecnologicos, a

avaliagdo in vitro se bem conduzida é satisfatoria
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Ainda que a composic¢do fendlica dos vinhos seja bem conhecida,
seus efeitos fisiol 6gicos e biodisponibilidade ainda ndo estdo bem definidos
(MARTIN-CARRON et al., 1997).

LANDRAULT et a. (2001), avaliaram a atividade antioxidante de
vinhos brancos e tintos, sendo que alguns vinhos brancos com contetido
fendlico maior foram obtidos por processo de vinificacdo diferente do
tradicional. A ingesta de alguns polifendis especificos também foi avaliada,
conluindo que alguns vinhos brancos obtidos por este processo especial de
vinificagdo foram comparaveis a alguns vinhos tintos.

Tem sido demonstrado que a ingesta de compostos gque tenham
atividade antioxidante € muito importante, e varios métodos guimicos,
biologicos e eetroquimicos tém sido propostos para avaliar 0 poder
antioxidante de compostos como os polifendis (BRENNA e PAGLIARINI,
2001).

BRENNA e PAGLIARINI (2001), e ALONSO et al. (2002 b),
utilizaram métodos eletroquimicos para avaliar o poder antioxidante de
vinhos, comparando vinhos tintos e brancos, e produtos derivados de uvas
respectivamente. Essas andlises so baseadas na oxidac&o de compostos em
eletrodos onde € submetida uma diferenca de potencial, assm ha a
formacdo de uma corrente elétrica resultante da oxidag&o dos compostos
sendo esta entdo medida. Outros métodos envolvem a producdo de radicais
de substancias contidas no meio (geralmente sdo cromoforos) pelo estimulo
elétrico e 0 seu aparecimento pode ser retardado por substancias contidas
neste meio as quais tenham efeito antioxidante.

LARRAURI et a. (1998), ESPIN et al. (2000), LEBEAU et al.
(2000), FUHRMAN et al. (2001), PUKALSKAS et a. (2002), GERMANO
et a. (2002), MIURA et al. (2002) e SINGH et al. (2002), estudaram a
atividade antioxidante de varios compostos através de sua capacidade em

sequestrar radicais DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazil). Foram avalidas as
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atividades antioxidantes de compostos fendlicos isolados ou em extratos de
diversas fontes. O principio do método € a reducdo do radical estavel
DPPH (colorido) em meio alcodlico pelos pressupostos antioxidantes,
formando assim um produto (DPPH reduzido) sem cor.

PIETTA et a. (1998), ESPIN et al. (2000), LANDRAULT et al.
(2001) e PUKALSKAS et al. (2002), avaliaram a capacidade sequestrante
de radicais ABTS (2,2 -azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado) de
extratos de plantas medicinais, extratos antocianicos de frutas, vinhos e
extratos de gramineas respectivamente. Este método € baseado na formagéo
do radical ABTS ™ pelo radical ferrilmioglobina gerado pela reagéo entre a
metmioglobina e H,O, na presenca de peroxidase. Outros agentes oxidantes
podem ser utilizados. Ha portanto a formacéo de um radical cromoforo
(ABTS ), onde a atividade antioxidante é avaliada pela supressio da cor
do radical quando substancias antioxidantes sao adicionadas no meio.

CHUNG et da. (1997), ARNOUS et a (2001), NODA et al. (2002)
e SINGH et a. (2002), avaliaram a atividade sequestrante de radicais
hidroxilas de extratos de diversas fontes. Os principios da reacdo sdo
variados, podendo o radical ser formado através do H,O, por radiagdo
ultravioleta, calor e agentes quimicos. A atividade antioxidante pode ser
medida pelareagdo de radicais hidroxilas diretamente com alguns reagentes
especificos por espectrofotometria, alguns deste reagentes podem conter o
borato, onde teremos a quimioluminescéncia podendo ser medida através
de fluorimetros. Ainda pode se obter a oxidacdo de certas substancias como
a deoxiribose pelos radicais hidroxilas e sendo entéo capazes de reagirem
com o &cido tiobarbitdrico, formando entdo um composto colorido,
podendo entdo ser medido indiretamente através de espectrofotdmetro.

Varios outros ensaios de atividade antioxidante que empregam
radicais podem ser encontrados. Alguns outros radicais como o superéxido

e formas radicalares do nitrogénio sdo usados. Alguns autores como NODA
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et a. (2002), utilizaram vérios radicais para estes tipos de avaliagéo, ja
outros autores como WANG et a. (1996), utilizaram o méodo ORAC
(capacidade de absorver o oxigénio radical), sendo considerado como
avaliagao da capacidade antioxidante total.

A medida do poder redutor apresentada por alguns compostos
também é considerada uma medida de atividade antioxidante. Geralmente
utiliza-se ensaios onde a reducdo do ion férrico é avaliada por meios
colorimétricos e medida em espectrofotdbmetros. YEN e CHEN (1995) e
ARNOUS et a. (2001), utilizaram técnicas similares.

A avaiagdo da inibicdo de formagdo de perOxidos através da
prevencéo da oxidacdo de substancias lipidicas também é caracterizada
como avaliacdo antioxidante. Como fontes lipidicas pode-se usar 0 acido
linoléico, alipoproteina de baixa densidade (LDL) bem como microssomos
de figado e cérebro. Pode-se utilizar o calor como causador de oxidacdo ou
alguma substancia quimica como o sulfato de cobre. Os malonaldeidos
formados a partir da peroxidacdo do acido linoléico, LDL e suspenssoes
microssomais podem ser quantificados pela reacdo com o acido
tiobarbitdrico (TBA), formando um composto colorido. Outro método seria
areacdo destes malonaldeidos com o ion ferroso e o tiocianato de amonio,
formando também um composto colorido. LARRAURI et al. (1996),
FURHMAN et al. (2001), GERMANO et a. (2002), HUNG e YEN (2002)
e SINGH et a. (2002), utilizaram alguns destes métodos para avaliacéo da
atividade antioxidante de extratos de uvas, vinhos e de outras fontes.

Outras metodol ogias acompanham o branqueamento do sistema b-
caroteno-linoleato pela oxidacdo provocada pelos radicais hidroxilas
formados a partir do H,O,. Em FUKUMOTO e MAZZA (2000), e SINGH
et al. (2002), essa metodologia esta bem explicitada utilizando técnicas

diferentes de avaliacao.
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Ainda que em diversos trabalhos o conteldo fendlico de certos
extratos e vinhos estd bem correlacionado com a atividade antioxidante, o
conteldo fendlico total ndo tem sido o Unico fator determinante da
atividade, e outras substancias ndo fendlicas contidas poderiam também
exercer tal atividade (LARRAURI et al. 1996).

ARNOUS et d. (2001), mostraram que os flavandis foram a classe
de compostos fendlicos de vinhos tintos envelhecidos que obtiveram um
alto desempenho quanto a atividade sequestrante de radicais hidroxilas, e
com menor énfase para a atividade antiradical e habilidade redutora,
considerando que houve uma baixa correlacdo entre o contetdo fendlico
total e a atividade antioxidante e somente uma fraca correlagdo com o
contelldo antocianico. O autor ainda cita que ha fraca associacéo entre
compostos isolados e atividade antioxidante, sugerindo que a atividade
antioxidante seria uma consequéncia do sinergismo entre varios compostos

fendlicos presentes no vinho.
3.2.2.1. Avaliagdo da atividade redutor a

Este enasaio baseia-se na reagdo de oxi-reducdo conhecida como

método “Azul daPrussia’
Polifendis + 2 [Fe (CN)s]°__,  Polifendis oxidados + 2 [Fe (CN)] ™
3[Fe(CN)|*+4Fe™_, Fe,[Fe (CN)s]s

Os polifendis que possuirem poder redutor reagirdo com O
ferricianeto Fe (CN)s™ e serfio oxidados, e o ferricianeto sera reduzido aion
ferrocianeto Fe (CN)s*. O ferrocianto formado reagird com o cloreto
féerrico formando ferrocianeto férrico FeylFe (CN)¢ls, que pode ser

guantificado espectrofotometricamente (coloracéo azul esverdeada).

3.2.2.2. Determinacéo da inibicéo da formacao de per oxidos
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Este ensaio baseia-se na oxidagdo do ion ferroso a ion férrico,
causada por hidroperoxidos com formacgdo de tiocianato férrico. Este
composto apresenta coloragdo rosea e pode ser  medido

espectrofometricamente.
ROOH + Fe*_, ROH + OH + Fe™®
Fe®+SCN"___» [Fe(SCN)4*" n=1,....... 6

De acordo com OLIVEIRA (2000), este método mede a quantidade
de peroxidos formados nos estagios iniciais da oxidagdo de lipidios. O
método é recomendado para andlises de amostras contendo pequenas

quantidades de peréxidos.
3.2.2.3. Avaliagéo da capacidade sequestrante deradicais DPPH

Este método baseiase na reducdo dos radicais 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH") através da doacéo de um atomo de hidrogénio pelo
polifenol & molécula do radical. A reducdo do radical € acompanhada pelo
decréscimo em sua absorbancia (comprimento de onda caracteristico) em
solucdo metandlica a medida que os radicais estdo sendo reduzidos pelos
polifendis (ARUOMA et al., 1997).

DPPH’ + polifenol — DPPH-H + polifenol

DPPH' + R — DPPH-R
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3.3. OBJETIVOS

Avaliar o poder redutor dos extratos em concentracoes padronizadas
de polifendis;

Avdiar a inibicdo de formacdo de perdxidos pelos extratos em
concentracdes padronizadas de polifendis;

Avaliar a cinética do sequestro do radical DPPH pelos extratos em
concentracdes padronizadas de polifendis;

Avaliar a percentagem de radical DPPH sequestrado em tempo fixo

de reacdo com os extratos a 50 ppm de polifendis expressos em AGE;
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3.4. MATERIAISE METODOS

3.4.1. Extracéo de polifendis

A uvas Riedling Itdlico e Cabernet Sauvignon foram fracionadas
manual mente em casca, polpa e semente. Em seguida estas fragoes foram
liofilizadas. A extrac8o de polifendis das fracOes foi realizada utilizando
0,5 a 4,0 gramas aproximadamente das fragbes para cada 30 mL do
solvente extrator, no caso acetonaégua (70:30). Este sistema foi
homogeinizado em erlenmyer por cinco minutos, utilizando para tal o
triturador de haste de ago MARCONI. Em seguida foi mantido em repouso
por 25 minutos. O extrato fendlico foi separado da parte solida através de
filtragdo a vacuo em kitasatos utilizando funil de buchner e filtro de papel
Whatman n° 1. O sistema solvente foi entdo removido por evaporacdo a
pressdo reduzida e a 37°C em sistema rota-vapor (FISATON). Assim os
compostos fendlicos foram recuperados em agua:etanol (90:10) e diluidos
adequadamente para obtencéo das concentragcdes de 1000, 600, 400, 200 e
50 ppm de polifendis totais expresso em &cido galico equivalente (AGE)
determinado pelo método Folin-Denis o qual esta descrito no capitulo 1
(SHAHIDI e NACZK, 1995). O mesmo procedimento de concentracéo e
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obtencdo das concentracOes foi utilizado para os vinhos Riesling Italico e
Cabernet Sauvignon.

3.4.2. Avaliacao do poder redutor

A avaiagdo do poder de reducdo dos extratos foi realizada de
acordo com a metodologia descrita em YEN e CHEN (1995), com
modificactes.

As amostras foram diluidas em concentracdes de 50, 10 e 1 ppm de
polifendis totais expresso em AGE, e de cada umafoi retirada uma aliquota
de 1,0 mL paratubos de ensaio de 25,0 mL. A estaaliquota foi adicionado:
2,5 mL de tampéo fosfato 0,2 M (pH 6,6); 2,5 mL de K3[Fe(CN)¢] (1%). A
mistura foi incubada em banho termostético a 45 °C por 20 minutos. Logo
em seguida uma volume de 2,5 mL de &cido tricloroacético (10%) foi
adicionado a solucdo no tubo de ensaio, com posterior agitacdo. Uma
quantidade de 2,5 mL desta mistura foi pipetada e transferida para outro
tubo de ensaio, no qual foram adicionados 1,5 mL de agua destilada, 1,0
mL de dcool etilico (95%) e 0,5 mL de FeCl; (0,1%). Assim, realizou-se as
leituras de absorbancia a 700 nm em espectrofotometro (UV-1601 PC
Shimadzu). Uma elevada absorbancia indica grande poder redutor. Foi
realizado 0 mesmo método utilizando o acido ascérbico como amostra
padrédo em diversas concentragdes, com a finalidade de expressar o poder
redutor dos extratos fendlicos e vinhos em &cido ascorbico equivalente. As

reacOes foram realizadas em triplicata.
3.4.3. Avaliacdo da I nibicdo de For macéo de Per oxidos

A avaliagdo da inibicdo da formagdo de perdxido dos extratos foi
realizada de acordo com a metodologia descrita em LARRAURI et 4.,
(1996), com modificacoes.
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Uma mistura de 0,5 mL do extrato, 0,5 mL de &cido linoléico
2,51% (p/v) em etanol 99,5 %, 1 mL de tampéo fosfato de sodio 0,05 M
(pH 7,0) e 0,5 mL de &gua destilada, foi colocada em um tubo de ensaio
com tampa rosgueavel a 40°C em banho termostatico no escuro. A cada 24
horas, para 0,1 mL da mistura acima, 0S seguintes reagentes foram
adicionados: 9,7 mL de etanol 75%, 0,1 mL de tiocianato de aménio 30 %,
e 0,1 mL de cloreto ferroso 0,02 M em HCI 3,5 %. ApOs trés minutos e
vigorosa agitagdo a absorvancia da amostra foi medida a 500 nm em
espectrofotdbmetro (UV-1601 PC Shimadzu). O teste foi realizado em
quadruplicata.

O indice de oxidacdo (10) foi calculado como indicado abaixo:

_ & Absorbancia, 0
Absorbancia, ., g

A atividade antioxidante (AA) foi expressa como a percentagem de

inibic&o relativa do controle usando a seguinte equacao:

AA =100 -

gelndice Oxidacdo Extrato _, y 1009
indice Oxidagéo Controle, _y, o

3.4.4. Avaliacao da capacidade sequestrante de radicais DPPH

A avdiacdo da atividade sequestrante de radicais DPPH dos
extratos foi realizada de acordo com a metodologia descrita por ESPIN et
a. (2000) e PUKALSKAS et al. (2002) com modificagdes, sendo analisado
a cinética da reacdo em concentragbes maiores de polifendis, e a
percentagem de moléculas de radical DPPH sequestrado apos determinado

tempo pelos extratos a 50 ppm de polifendis expressos em AGE.
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3.4.4.1. Andlise cinética da capacidade sequestrante de radicais
DPPH

Foi preparada previamente uma solucdo metanolica 50 % de
DPPH" (0,1 mM) e misturada imediatamente em cubeta de quartzo com
extratos das fragcbes das uvas e vinhos nas proporcoes de 1 para 3,5
respectivamente em temperatura ambiente. Foram entéo realizadas leituras
da absorbancia apresentada pela mistura em 517 nm em espectrofotometro
(UV-1601 PC Shimadzu) em intervalos de 0,1 segundos até a estabilizacéo
da absorbéncia. Um branco foi preparado contendo as mesmas
concentracOes de todos componentes, exceto o DPPH radical.

Partindo-se de que a reagéo dos polifendis com o radical DPPH é
de primeira ordem (ESPIN et a., 2000), foram plotados gréficos
expressando a queda da concentragéo do radical pelo tempo. O tempo de
meia vida apresentado pelas amostras foi obtido através da inclinacdo (k)
da reta obtida pela regressdo dos dados experimentais de acordo com a

equacdo abaixo:

In|DPPH “|=In|DPPH |, - kt

3.4.4.2. Andlise da percentagem de moléculas de radicais DPPH

sequestrado

A andlise foi realizada como citado anteriormente, somente 0s
extratos e vinhos diluidos a 50 ppm de polifendis expresso em AGE foram
utilizados. Apos a mistura, foi determinado a leitura de absorbanciainicia
e apos 240 segundos de reacao no escuro atemperatura ambiente. A andlise

foi realizada de acordo com a equacéo abaixo:

. = [DPPH ], 6,
% atividade %questrantezé - :
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3.5. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.5.1. Avaliacdo do Poder Redutor

O poder redutor tem sido utilizado como método de avaliacéo da
atividade antioxidante de diversas substancias por varios autores.

Observa-se no Quadro 6 uma correlagdo muito ata entre a
concentracdo dos compostos fendlicos dos extratos expressos em acido
galico equivalente e 0 seu respectivo poder redutor expresso em acido
ascorbico equivalente.

As médias seguidas por uma mesma letra em cada linha ndo
diferem entre si estatisticamente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste
de Tukey.
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Quadro 6 — Vaores médios do poder redutor apresentado pelos extratos e

vinhos expressos em écido ascorbico equivalente (ppm).

Casca Casca Polpa Polpa  Semente Semente Vinho Vinho
Extratos Rieding Sauvignon Riedling Sauvignon Riedling Sauvignon Riesling Sauvignon

1,0 ppm* 2,1a 2,1a 1,6a 2a 2,2a 2,3a 1,8a 2,1la

100ppm* 14,8abc 135c 14,58bc 129c 15,6ab 15,8a 13,7bc 13,5
50,0ppm* 65,2bc 60,5cd 70ab  57,5d 699ab 73,6a 63,3c 60,6d
Correlacio  0,9998 1 1 0,9999 1 1 09999 1

*Concentracbes de polifendis (expresso em AGE) dos extratos obtidos por
diluicéo.

Nota-se que o efeito redutor apresentado pelos extratos tem o
MesMo comportamento crescente ao acido ascorbico nas trés concentracoes
utilizadas, ainda que o poder redutor dos extratos se apresentou
ligeiramente superior ao apresentado pelo &cido ascorbico utilizado.

Portanto, os extratos obtiveram um o6timo desempenho quanto a
doacdo de elétrons e podem reagir com radicais livres para converté-los a
produtos mais estaveis blogueando entdo a reacdo em cadeia (YEN e
CHEN, 1995).

3.5.2. Avaliacado da I nibicdo de Formacao de Per 6xidos

7

Este método € utilizado para quantificar o teor de peréxidos

formados nos estagios iniciais da oxidacdo lipidica.

A Figura 25 mostra a percentagem de atividade antioxidante
relativa ao controle dos diferentes extratos das fragbes das uvas e dos

vinhos quanto a I nibicéo de Formacéo de Perdxidos.
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Figura 25 - Percentagem de atividade antioxidante dos extratos quanto a

inibicéo de formacéo de peréxidos.

Os vaores de percentagem de atividade antioxidante para as

diferentes concentragdes dos extratos podem ser vistos no Quadro 7 a

seguir:

Quadro 7 — Valores das percentagens da atividade antioxidante dos extratos
e vinhos a 96 horas de reacdo pela inibicdo de formacéo de

peroxidos.

AGE Casca Casca Polpa Polpa Semente Semente  Vinho Vinho
(ppm) Riesling Sauvignon Riesling Sauvignon Riesling Sauvignon Riesling Sauvignon

50 -11,6d  -43,3g -24,7ef 18,0c -20,1e -26,0f 101,8a 83,8b
200 21,2e 27,8d -27,8f 72,6b 34,0c 30,3cd 101,0a 97,7a
400 71,6e  89,3cd 22,5f 92,9bc 88,8cd 86,2d 100,1a 96,6ab
600 93,7b  94,6ab 94,1ab 94,3ab 92,4b 91,9b 96,9a 94,9ab

1000 93,4bc  93,3bc 94,2b 94,5b 93,9b 91,8c 96,7a 94,1b

As médias seguidas por uma mesma letra em cada linha néo
diferem entre si estatisticamente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste
de Tukey.
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Nota-se que em baixas concentragoes algumas amostras tenderam a
peréxidos, e a partir de 600 ppm em AGE todas amostras possuem uma
atividade de inibicdo semelhante. Os valores negativos para a % de
atividade antioxidante podem ser hipoteticamente explicados pela extracéo
de compostos que provavel mente se oxidariam preferencialmente ao acido
graxo e resultaria num impulsionamento da reacdo de peroxidacdo por
radicais previamente formados. As semente, por exemplo, contém um nivel
elevado de dleo. A partir de certa concentracdo de compostos fendlicos ndo
mais se observatal comportamento, talvez nestas concentracdes haveriaum
equilibrio favoravel a estabilidade entre formacéo de perdxidos e teor de
polifendis.

Verifica-se um bom comportamento dos vinhos por toda a faixa de
concentracdo analisada, principamente do vinho Riesling Itdlico. Talvez
pode-se equiparar este resultado ao paragrafo anterior a medida que os
vinhos diferem dos extratos por serem um extrato seletivo, ja a extracéo de
compostos das fragbes das uvas foi realizada de maneira a extrair quase que

atotalidade de compostos presentes.

3.5.3. Avaliacédo da capacidade sequestrante de radicais DPPH

De outra maneira, a capacidade de sequestro de radicais livres
previamente formados € considerada como uma atividade antioxidante.

Os valores medios dos tempos de mela vida analisados para a
reducéo da concentragao dos radicais DPPH pelos extratos das fragcoes das
uvas e vinhos estdo apresentados no Quadro 8, calculados a partir das

curvas representadas no Quadro 1A do Apéndice.
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Quadro 8 — Valores meédios dos tempos de meia vida em segundos.

AGE Casca Casca Polpa Polpa Semente Semente  Vinho Vinho
(ppm) Riesling Sauvignon Riesling Sauvignon Rieslling Sauvignon Riesling Sauvignon

1000 3,94c 5,81a 5,11ab 4,43bc 1,18e 1,46e 5,58a 2,93d
600 5,88c 4.47d 8,41b 3,99d 1,66f 1,50f 9,34a 3,02e
400 7,41c 4.07d 12,09b 3,94d 1,76e 4.07d 15,81a 3,80d

200 12,86c  6,28e 22,53b 8,32d 2,66f 2,56f 40,86a 7,86d

As médias dos tempos de meia vida seguidas por uma mesma letra
em cada linha ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Alguns incovenientes apresentados por esta técnica foram a
presenca de agucares nos extratos e nos vinhos. Sendo assim, uma das
modificacbes foi a reducéo do contelido metandlico da solucéo de radicais
DPPH, sem contudo interferir na ordem da reacéo.

O Quadro 9 mostra os valores relativos em percentagem do
decréscimo da concentragéo de radicais DPPH pelos extratos das uvas e
vinhos a 50 ppm de polifendis totais expresso em AGE ap0s 240 segundos

de reacao.

Quadro 9 - Vaores médios em percentagem da concentracdo de radicais
DPPH sequestrados pelos extratos e vinhos a 50 ppm de
polifendis (AGE).

Casca Casca Polpa Polpa Semente Semente Vinho Vinho
Rieding  Sauvignon Rieding  Sauvignon  Rieding  Sauvignon  Rieding  Sauvignon

86,5c 88,5b 68, 7f 76,5e 88,4b 90,7a 49,5¢ 80,5d

As médias seguidas por uma mesma letra em ndo diferem entre si
estati sticamente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Pode-se observar nos quadros acima que os extratos e vinho
provenientes da uva Cabernet Sauvignon de modo geral apresentaram um
efeito superior na capacidade sequestrante de radicais DPPH quando
comparado com aguel es provenientes da uva Riesling Italico.

Os extratos das sementes se apresentaram como sendo 0s mais
eficientes quanto a este tipo de ensaio antioxidante seguido pelos extratos
das cascas e vinho tinto.

Comparando com os resultados do capitulo anterior, confirma-se a
idéia de que os taninos, pigmentos e flavonais (presente em abundancia nas
amostras que obtiverem melhor desempenho para o presente teste) se
apresentam como eficientes agentes redutores, principalmente para a
reducéo de radicais ja formados.

Tentou-se avaliar a atividade sequestrante de radicais hidroxilas, e
uma das etapas da reacdo era areacdo do malonaideido formado a partir da
deoxi-ribose oxidada com o &cido tiobartitirico (TBA) formando um
complexo colorido. No entanto, 0s agUcares presentes nos extratos
possivelmente reagiram com o0 TBA, mascarando a avaliagdo. Sendo assim,
recomendase 0 uso da técnica em amostras que ndo contenham
interferentes, devendo-se, portanto, conhecer as possiveis substancias

reativas ao TBA, antes de se efetuar este tipo de avaliagdo.
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3.6. CONCLUSOES

Pode-se verificar que existem diferengcas no comportamento dos
extratos guando avaliados por métodos de diferentes principios de atividade
antioxidante (AA), concluindo que ha diferencas na composicdo dos
compostos fendlicos das amostras analisadas.

Quanto ao poder redutor, nota-se que todas as amostras possuem
equivaléncia semelhante ao acido ascérbico, sendo ligeiramente superior a
este. Os extratos das sementes, tanto da uva Riesling Itélico como Cabernet
Sauvignon obtiveram a melhor performance redutora.

Na avaliacdo da inibicdo de formacdo de perdxidos, houve uma
diferenca marcante entre os vinhos e os extratos. Nas concentracbes mais
baixas dos extratos ndo houve inibi¢cdo, ou melhor, houve uma atividade
pro-oxidante quando comparada com o controle. Possivelmente este
resultado se deve a extragéo de certos compostos que se oxidariam nas
condi¢cdes do experimento mais facilmente que o acido linoléico, e que
provocaria 0 aparecimento de radicais livres e, consequentemente, um
estimulo na oxidagdo do &cido graxo. A partir da concentracdo de 600 ppm
de polifendis expressos em AGE dos extratos, nota-se uma significativa
inibicdo da formagdo de perdxido, possivelmente pelo equilibrio entre a

quantidade de polifendis dos extratos e radicais livres possivelmente
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formados. Os vinhos se apresentaram como os melhores inibidores, mesmo
guando diluidos a mais baixa concentracdo utilizada no experimento, com
destaque para o vinho Riesling Itdlico. Isto reforca a hipétese de que ha um
sinergismo entre os polifendis dos vinhos, apresentando estes como
extratos de compostos fendlicos sel ecionados em concentragdes adequadas
ainibicéo de formacéo de perdxidos.

Os extratos das sementes se apresentaram como melhores
sequestradores de radicais DPPH por toda faixa de concentracéo analisada.
Tanto os extratos quanto os vinhos obtidos da uva Cabernet Sauvignon
obtiveram um melhor desempenho quando comparado com os obtidos da
uva Riesling Itélico.

Sendo assim, conclui-se que quanto a doacéo de elétrons para a
reducéo de ions metalicos, todas as amostras obtiveram resultados bastante
semel hantes, com ligeira superioridade para os extratos das sementes.

Quando a inibicdo de formagdo de peroxidos, o vinho Riesling
Italico obteve o melhor desempenho, e uma grande diferenca estaria na sua
composicdo, sendo a maior parte dos polifendis presentes, composta por
&cidos fendlicos e ésteres tartaricos. Obtendo assim uma atividade
antioxidante com um perfil mais profilatico que corretivo.

Quanto a reducéo de radicais ja formados (DPPH), os extratos e
vinhos com maior conteido de polifendis de cadeias maiores (semente,
casca e vinho tinto) obtveram um melhor desempenho, atuando como
antioxidantes mais corretivos que preventivos, obtendo um comportamento
similar ao écido ascorbico.

Ha que se considerar que varios s80 0s métodos in vitro para se
caracterizar a AA de um composto ou extrato, e cada método utiliza um ou
mais principios da atividade antioxidante. Um conhecimento prévio dos
mecanismos do método e da composicdo da amostra a ser analisada €

fundamental para que se consiga avaliar algo de modo fiel e preciso. Os
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métodos mais complexos, que empregam muitos reagentes e varias
operacOes S840 0S Mais sujeitos a erros e necessitam de maior controle. Néo
existe um método satisfatorio que consiga avaliar a AA em todos 0s seus
aspectos, apesar de alguns métodos serem encontrados na literatura como
AA total. Para tal finalidade, o melhor procedimento seria a escolha de
métodos que se adequem as amostras a serem analisadas e que possam
explicar os diversos mecanismos antioxidantes de maneira simples.

Sendo assim, a comparacéo da AA entre vinhos e extratos de uvas
roxas e brancas sO € efetiva quando utilizado vérios ensaios com 0s
diversos mecanismos antioxidantes. Cada mecanismo de AA sera
favorecido por uma ou mais classes de compostos, podendo ter um efeito
sinergista.

As AA apresentadas pelos extratos nem sempre se correlacionam
significativamente com aguelas apresentadas pelos vinhos, dependendo do
método analisado e da composicdo fendlica. Entretanto, este trabalho
consegue mostrar a potencialidade da uva branca resultar em um vinho
branco onde se possa ter uma AA comparavel ao vinho tinto. Bastando-se
para tal, a conducéo de um processo tecnologico de vinificacdo adequado,
onde se consiga reunir algumas classes fendlicas sem compromentimento

da caracteristica do produto, alcangando portanto tal objetivo.
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RESUMO E CONCLUSOES

Na busca de estabelecer uma comparacdo entre atividades
antioxidantes in vitro de uvas roxas e brancas e de seus respectivos vinhos
elaborados, avaliou-se o poder redutor, a inibicdo de formacgdo de
peroxidos e a capacidade sequestrante de radicais DPPH de extratos das
fracbes das uvas Riedling Italico e Cabernet Sauvignon (casca, polpa e
semente) e dos seus respectivos vinhos elaborados, em concentracoes
padronizadas de polifendis. Caracterizou-se ainda a contribui¢do em massa
de cada fracdo em percentagem ao fruto, o teor de polifendis totais (PT) nas
fracOes e vinhos e teores de diversas classes fendlicas.

Os teores de PT nas sementes das uvas brancas e roxas foram os
maiores dentre as fragcOes seguido das cascas e polpa. O teor de PT foi
significativamente muito maior no vinho tinto quando comparado com o
vinho branco.

O contetdo fendlico em vinhos tintos € geralmente maior que nos
brancos, sendo averiguado neste trabalho. Entretanto, a contribuicdo de
polifendis de menor massa molecular (&cidos fendlicos) é encontrado em
maior propor¢cdo nos vinhos brancos comparado com 0s tintos,
possivelmente pela pouca contribuicéo fendlica das cascas e sementes das

uvas brancas no processo de vinificacdo. Estes perfis puderam ser checados
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através de CLAE, pela simples distribuicdo dos compostos ao longo de sua
eluicdo na coluna cromatogréfica.

Quanto ao poder de reducdo, todas as amostras possuiram
equival éncia semel hante ao 4cido ascorbico em reduzir o fon Fe*,

Os vinhos se apresentaram como 0s melhores inibidores da
formacdo de perdxidos, com destaque para o vinho Riedling Itdlico na
mesma propor¢cdo de polifendis totais expressos em AGE quando
comparado ao vinho Cabernet Sauvignon. Quanto aos extratos, estes sO
foram efetivos em concentragtes maiores que 400 ppm de PT expressos em
AGE.

Foi avaliado o desempenho cinético quanto a capacidade
sequestrante de radicais DPPH, ou sgja, a velocidade em doar um atomo de
hidrogénio ao radical. Os extratos das sementes obtiveram o melhor
desempenho na capacidade de sequestrar radicais livres entre todos os
extratos e vinhos utilizados. O vinho Cabernet Sauvignon foi superior ao
vinho Riesling Italico. Quando este ensaio foi avaliado em igual tempo fixo
para todos os tratamentos, percebe-se que os extratos e vinhos que
continham uma proporcdo maior de fendlicos de alto peso molecular,
conseguiram sequestrar maior concentracdo de DPPH radical.

Portanto, percebe-se que a atividade antioxidante dos extratos e
vinhos esta fortemente condicionada ao conteldo fendlico destes, pela
quantidade e principalmente pelo tipo de classes de polifendis presentes. Os
vinhos obtiveram uma satisfatoria performance através dos ensaios
antioxidantes e os extratos serviram para comparagoes de diferentes fontes
potenciais de polifendis durante o processo de vinificagdo. O vinho branco
por possuir baixo nivel de polifendis de cadeias maiores (resultante do
processo tradicional de vinificacdo) somente ndo mostrou uma satisfatoria

atividade sequestrante de radicais livres previamente formados quando
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comparado com o vinho tinto has mesmas proporgdes de polifendis totais
expressos em AGE.

Talvez aingestédo de quantidades maiores de vinho branco poderia
resultar em efeitos semelhantes aos vinhos tintos, entretanto, o0 maior fator
gue ainda contribui para a ndo recomendacéo da ingesta de vinhos pela
maioria de médicos cardiologistas ndo € tanto devido aos possiveis
beneficios apresentados por estes a salde, mas por se tratar de umaterapia
alcodlica, o que pode resultar em outros problemas.

Sugere-se entdo a necessidade de uma modificagdo adequada no
processo tecnologico de vinificagdo em branco. De modo que haja uma
participacado efetiva de cascas e sementes no mosto para maior extracao de
polifendis de cadeias maiores, sem contudo interferir significativamente
nas propriedades sensoriais tradicionai s apresentadas pel os vinhos brancos.
Outra possibilidade seria a obtencdo de um novo produto “vinho branco
enriquecido de polifen6is’ como ja é apresentada por alguns autores, para
gue se tenha um efeito comparativo aos vinhos tintos e consequentemente
conseguindo impulsionar e alavancar novamente as vendas deste tipo de
produto no mercado.

Inimeras sd0 as variedades de uvas brancas, assm abre-se um
campo enorme para tal tipo de pesquisa. Este trabalho foi realizado com
apenas uma das mais representativas uvas para elaboracdo de vinhos finos.

Ha que se considerar, que os tipos de AA a avaliar, podem se dar
por algum mecanismo de especial interesse ou devem ser representativos

para uma enorme faixa de efeitos fisiol 6gicos e farmacol 6gicos.
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PERSPECTIVAS

Determinar metodologias que avaliem a atividade antioxidante de
compostos de modo simples, rapido e principalmente confiavel. Sendo
menos complexas, maior serd a possibilidade de entender o mecanismo de
acao dos compostos em estudo;

Uso dos dados de atividade antioxidante para conducéo de
experimentos in vivo, realizando-se portanto ensaios biologicos para o
controle de colesterol, atividade antiinflamatoria, atividade anti-tumoral e
demais atividades atribuidas aos compostos com propriedades ou aegacéo
de antioxidantes;

| solamento de substancias para que se possa entender melhor o seu
mecanismo de acao;

Formulagdo de produtos pilotos (alimentos, bebidas, cdpsulas),
avaliando-se portanto o seu potencial antioxidante, servindo-se entdo como

fonte saudavel e eficaz.

“M oderadamente bebido, o vinho é o medicamento que
Il uvenesce os velhos, cura 0s enver mos e enaltece os pobres’.
Platao (427 a.C.-347a.C.)
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Figura4A — Perfil da evolugdo do indice de oxidacdo apresentado pel os extratos pelainibicdo de formagdo de perdxidos.
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Figura 5A - Perfil da evolugdo do indice de oxidacdo apresentado pelos vinhos pela Inibicdo de formacéo de perdxidos.
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As Figuras de 6A a 13A apresentam o0 comportamento cinético da
reducéo do radical DPPH pelos extratos das diferentes fragcOes das uvas e

vinhos.

Capacidade Sequestrante de Radicais DPPH pelo Extrato
da Casca da Uva Riesling ltalico

o
0,8
= CR 1000
@ 0,6 m— CR 600
< 0,4 CR 400
CR 200

60 80 100
Tempo (s)

Figura 6A — Comportameto cinético dos valores de absorvancia pela
reducéo dos radicais DPPH pelo extrato da casca da uva
Riesling Italico.

Capacidade Sequestrante de Radicais DPPH pelo Extrato da
Polpa da Uva Riesling Italico
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Figura 7A — Comportameto cinético dos valores de absorvancia pela
reducéo dos radicais DPPH pelo extrato da polpa da uva
Riesling Italico.
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Capacidade Sequestrante de Radicais DPPH pelo Extrato da
Semente da Uva Riesling Italico
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Figura 8A — Comportameto cinético dos valores de absorvancia pela
reducéo dos radicais DPPH pelo extrato da semente da uva
Riedling Itdlico.

Capacidade Sequestrante de Radicais DPPH pelo Vinho da
Uva Riesling ltalico
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Figura 9A — Comportameto cinético dos valores de absorvancia pela
reducéo dos radicais DPPH pelo extrato do vinho da uva
Riesling.
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Capacidade Sequestrante de Radicais DPPH pelo Extrato da
Casca da Uva Cabernet Sauvignon
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Figura 10A — Comportameto cinético dos valores de absorvancia pela
reducéo dos radicais DPPH pelo extrato da casca da uva
Cabernet Sauvignon.

Capacidade Sequestrante de Radicais DPPH pelo Extrato da
Polpa da Uva Cabernet Sauvignon
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Figura 11A — Comportameto cinético dos valores de absorvancia pela
reducéo dos radicais DPPH pelo extrato da polpa da uva
Cabernet Sauvignon.
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Capacidade Sequestrante de Radicais DPPH pelo Extrato da
Semente da Uva Cabernet Sauvignon
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Figura 12A — Comportameto cinético dos valores de absorvancia pela
reducéo dos radicais DPPH pelo extrato da semente da uva
Cabernet Sauvignon.

Capacidade Sequestrante de Radicais DPPH pelo Extrato do
Vinho Cabernet Sauvignon
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Figura 13A — Comportameto cinético dos valores de absorvancia pela
reducéo dos radicais DPPH pelo extrato do vinho da uva
Cabernet Sauvignon.

O Quadro 1A mostra as equagbes obtidas por In(C/Co) versus
tempo (s), sendo C e Co as concentracbes de DPPH radical final e

inicial respectivamente.
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Quadro 1A — Equacgbes das regressdes para obtencéo do tempo de meia

vida

CASCA RIESLING CASCA SAUVIGNON

AGE (ppm) Regressao R? Regressao R?
1000 Y=-0.1758X-0.098 0.9917 Y=-0.1194X-0.1632 0.9883
600 Y=-0.1139X-0.1149 0.9899 Y=-0.1553X-0.2408 0.9598
400 Y=-0.0934X-0.1202 0.9907 Y=-0.1702X-0.1472 0.9819
200 Y—0.0539X-0.1651 0.9829 Y=-0.1104X-0.1075 0.9916

POLPA RIESLING POLPA SAUVIGNON

AGE (ppm) Regressao R? Regresséo R?
1000 Y=-0.1380X-0.2152 0.9769 Y=-0.1547X-0.1900 0.9841
600 Y=-0.0825X-0.1643 0.9868 Y=-0.1738X-0.1543 0.9803
400 Y=-0.0573X-0.1486 0.9866 Y=-0.1758X-0.1059 0.9902
200 Y=-0.0308X-0.2098 0.9767 Y=-0.0833X-0.1666 0.9834

SEMENTE RIESLING SEMENTE SAUVIGNON

AGE(ppm) Regressao R? Regresséo R?
1000 Y=-0.5887X-0.0838 0.9849 Y=-0.4764X-0.0937 0.9817
600 Y=-0.4193X-0.0863 0.9867 Y=-0.4617X-0.0733 0.9905
400 Y=-0.3941X-0.0531 0.9945 Y=-0.4132X-0.0609 0.9932
200 Y=-0.2605X-0.0706 0.9912 Y=-0.2706X-0.0514 0.9951

VINHO RIESLING VINHO SAUVIGNON

AGE(ppm) Regressao R? Regressao R?
1000 Y=-0.1243X-0.2105 0.9785 Y=-0.2400X-0.0267 0.9917
600 Y=-0.0743X-0.1844 0.9849 Y=-0.2305X-0.1218 0.9811
400 Y=-0.0438X-0.2277 0.9789 Y=-0.1828X-0.1136 0.9862
200 Y=-0.0170X-0.3406 0.9627 Y=-0.0882X-0.1175 0.9859
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As Figuras de 14A a 34A ilustram os perfis cromatogréficos dos

extratos das diferentes fragbes das uvas e vinhos desenvolvidos em CLAE.
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Figura 14A — Perfil cromatografico do extrato da casca da uva Riesling
Italico a 280 nm.
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Figura 15A — Perfil cromatogréfico do extrato da casca da uva Riesling
Italico a 320 nm.
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Figura 16A — Perfil cromatogréfico do extrato da casca da uva Riesling
Italico a 360 nm.
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Figura 17A — Perfil cromatografico do extrato da casca da uva Cabernet
Sauvignon a 280 nm.
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Figura 18A — Perfil cromatografico do extrato da casca da uva Cabernet

Sauvignon a 320 nm.
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Figura 19A — Perfil cromatogréafico do extrato da casca da uva Cabernet
Sauvignon a 360 nm.
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Figura 20A — Perfil cromatografico do extrato da casca da uva Cabernet
Sauvignon a 520 nm.
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Figura 21A — Perfil cromatogréfico do extrato da polpa da uva Riesling
[talico a 280 nm.
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Figura 22A — Perfil cromatogréfico do extrato da polpa da uva Riesling
Italico a 320 nm.
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Figura 23A — Perfil cromatogréfico do extrato da polpa da uva Riesling
Italico a 360 nm.
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Figura 24A — Perfil cromatogréfico do extrato da polpa da uva Cabernet
Sauvignon a 280 nm.
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Figura 25A — Perfil cromatogréfico do extrato da polpa da uva Cabernet
Sauvignon a 320 nm.
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Figrua 26A — Perfil cromatogréfico do extrato da polpa da uva Cabernet
Sauvignon a 360 nm.
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Figura 27A — Perfil cromatogréfico do extrato da polpa da uva Cabernet
Sauvignon a 520 nm.
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Figura 28A — Perfil cromatografico do vinho da uva Riesling Itdlico a 280
nm.
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Figura 29A — Perfil cromatogréafico do vinho da uva Riesling Itdlico a 320
nm.

135



0,04 |

0,02 |

0,00 |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 30A — Perfil cromatogréfico do vinho da uva Riesling Italico a 360
nm.
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Figura 31A — Perfil cromatografico do vinho da uva Cabernet Sauvignon a
280 nm.
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Figura 32A — Perfil cromatogréfico do vinho da uva Cabernet Sauvignon a
320 nm.
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Figura 33A — Perfil cromatogréfico do vinho da uva Cabernet Sauvignon a
360 nm.
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Figura 34A — Perfil cromatogréafico do vinho da uva Cabernet Sauvignon a
520 nm.
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