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RESUMO

Vinhos monovarietais produzidos na Regido Sul do Brasil (estado do Rio Grande do
Sul), e um vinho francés, foram estudados quanto ao seu perfil polifendlico, atividade
antioxidante e concentracdo de quercetina, e cis, e trans-resveratrol. O perfil polifendlico e
atividade antioxidante dos vinhos estudados foram comparados aos dados de um estudo feito
anteriormente com vinhos da regido do Vale do S&o Francisco. As amostras consistiram de
oito vinhos monovarietais do Rio Grande do Sul e um francés, codificados da seguinte
maneira: dois Merlots 2005 - ALME e SCME, um Merlot 2004 - SVME, um francés Merlot -
CSME, um Cabernet Sauvignon 2004 - SCCS, um Cabernet Sauvignon 2005 - MJCS, um
Cabernet Sauvignon 2006 - CSCS, um Tannat 2005 - SCTA e um Tannat 2006 — MJTA. As
amostras (100 mL) foram particionadas em esquema utilizando diferentes solventes,
produzindo trés fraces de cada vinho: uma aquosa, rica em antocianinas (fracdo 1, extraido
em pH = 2), uma organica acetato de etila, fracdo rica em flavondides e outros polifendis nao-
polares (fracdo 2, extraida em pH = 7) e outra orgénica acetato de etila rica em &cidos
fenolicos e outros polifendis polares (fracdo 3, extraida em pH = 2). Os fendlicos totais das
amostras foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu e variou entre 1702,27 + 78,74
(n = 3) mg Equivalente Acido Galico/L (mg EGA/L), para a amostra ALME a 3337,77 *
118,42 mg EGA/L para a amostra SCME (n = 3). O teor de compostos fendlicos nos vinhos
foram significativamente menores (p <0,0001) do que os fendlicos totais dos vinhos
previamente estudados na Regido do Vale do Sdo Francisco, embora o conteudo de
antocianinas monoméricas, conforme determinado pelo método do pH diferencial foi
significativamente maior (p = 0,0003). A atividade antioxidante das fracOes foi
significativamente maior para as fracdes 2, em geral, com a fracdo mais ativa no teste DPPH
sendo a amostra MJTA (um Tannat, 2006), que apresentou uma CEsy de 4,02 + 0,06 mg/mL
(n = 3), enquanto o controle positivo, o acido ascérbico apresentou uma CEsg de 2,62 + 0,04
mg/mL (n = 3). No ensaio antioxidante com radical ABTS, a amostra mais ativa foi MJITA
(Tannat, 2006), fracdo 2, com uma CEsy inferior a 2 mg/mL, que foi mais ativa do que o
padrdo utilizado, Trolox, que teve uma CEs de 2, 62 + 0,04 mg/mL (n = 3). A concentracdo
de cis-resveratrol em vinhos testados variou de 2,85 + 0,0294 mg/mL para a amostra MJTA a
6,10 + 0,0255 mg/mL para SCCS e foram significativamente mais elevados do que a
concentracdo de trans-resveratrol , que variou de 0,22 + 0,0015 mg/mL de amostra SCTA
para 1,46 + 0,0050 mg/mL para a amostra CSME (n = 2). A concentracdo de quercetina
variou de 4,84 + 0,0332 mg/mL para o CSME a 0,59 £ 0,0049 mg / mL para 0 ALME (N =
2). Tomados em conjunto, nossos resultados confirmam que os vinhos do Sul do Brasil (Rio
Grande do Sul) tém significativamente menor teor de fendlicos totais e atividade antioxidante
qguando comparados com os vinhos da Regido Nordeste (Vale do S&o Francisco). Outro
resultado importante é a confirmacdo de um estudo publicado anteriormente sugerindo que
vinhos brasileiros tém significativamente maiores concentragcdes de cis-resveratrol em
comparagao com seu isbmero mais estudado, o trans.

Palavras- chave: vinho, compostos fendlicos, atividade antioxidante, cis, trans-
resveratrol.
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ABSTRACT

Monovarietal wines from the southern wine-making regions of Brazil (in the state of
Rio Grande do Sul), and a French wine were studied regarding their polyphenolic profile,
antioxidant activity and concentration of quercetin, and cis, and trans-resveratrol. The
polyphenolic profile and antioxidant activity of the wines studied were compared to data from
the northern wine-making region of the Vale do S&o Francisco previously published. The
wine samples consisted of eight monovarietal wines from the Rio Grande do Sul wine-making
regions (two Merlots 2005, coded as ALME and SCME, a Merlot 2004, coded as SVME, a
French Merlot, coded as CSME, a Cabernet Sauvignon 2004, coded as SCCS, a Cabernet
Sauvignon 2005 coded as MJCS, a Cabernet Sauvignon 2006, coded as CSCS, a Tannat 2005,
coded as SCTA and a Tannat 2006, coded as MJTA). The wine samples (100 mL) were
submitted to a pH-controlled partitioning scheme using different solvents to afford three
fractions for each wine: an aqueous, anthocyanin-rich fraction (Fraction 1, aqueous, extracted
at pH=2), an organic ethyl acetate fraction rich in flavonoids and other non-polar polyphenols
(Fraction 2, extracted at pH=7) and an organic ethyl acetate fraction rich in phenolic acids and
other polar polyphenols (Fraction 3, extracted at pH=2). The total phenolic content of the
samples was determined by the Folin-Ciocalteu method and varied between 1702,27 + 78,74
(n=3) mg Equivalent Galic Acid/L (EGA/L), for sample ALME to 3337,77 + 118,42 mg
EGAV/L for the SCME sample (n=3). The content of total phenolics of the wine samples were
significantly lower (p<0,0001) than the total phenolic content of the previously studied wines
from the Sdo Francisco Region, although the content of monomeric anthocyanins as
determined by the pH differential method was significantly higher (p=0,0003). The
antioxidant activity of the fractions was significantly higher for Fractions 2 in general, with
the most active fraction in the DPPH test being from the sample MJTA (a Tannat, 2006),
which presented a ECs, of 4,02 £ 0,06 ug/mL (n=3), while the positive control, ascorbic acid
showed an ECs of 2,62 + 0,04 ug/mL (n=3). In the ABTS antioxidant assay, the most active
fraction studied was from the sample MJTA (Tannat, 2006), Fraction 2, with a ECs below 2
pg/mL which was more active than the standard used, Trolox, which had an ECs, of 2,62 £
0,04 pg/mL (n=3). The concentration of cis-resveratrol in the wines tested varied from
2,85%£0,0294 pg/mL for the sample MJTA to 6,10+0,0255 pg/mL for SCCS and were
significantly higher than the concentration of trans-resveratrol, that varied from 0,22+0,0015
pg/mL for sample SCTA to 1,46+0,0050 pg/mL for the sample CSME (n=2). The
concentration of quercetin varied from 4,84+0,0332 pg/mL for the CSME sample to
0,59£0,0049 pg/mL for the ALME sample (n=2). Taken together, our results confirm that the
wines from the Brazilian southern wine-making regions of Rio Grande do Sul have
significantly lower total phenolics and antioxidant activity when compared with wines from
the Northern Vale do Sdo Francisco region. Another important result is the confirmation of a
previously published study suggesting that Brazilian wines have significantly higher
concentrations of cis-resveratrol compared with the more studied, trans isomer.

Key-words: wine, phenolic compounds, antioxidant activity, cis, trans-resveratrol.
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1 - INTRODUCAO

Um célice diario de vinho faz muito bem a saude, dira o francés, que tem a
bebida dos deuses (e dos padres) culturalmente incorporada a sua dieta. Afinal, € na
Franca que se observa o fenbmeno de uma populacdo que consome altos niveis de
gorduras saturadas, mas que apresenta baixa incidéncia de doencas do coragdo e de
arteriosclerose (GODQY,2007).

Segundo Pacheco (1995), as primeiras videiras teriam sido encontradas na Asia
Ocidental e na Europa por ter sido nessas duas regiGes, em cavernas pré-historicas,
localizadas folhas de videiras e sementes de uvas. Dai, a vinha se expandiu para outras
regides tais como Portugal, Espanha, Franca e Italia onde até hoje sdo produzidos os
melhores vinhos do mundo. O vinho, assim como a maioria das bebidas alcodlicas
existentes na ldade Média, era usado em medicina, no tratamento de feridas e outros
males.

O homem faz vinhos h& milhares de anos e deve ter descoberto essa maravilhosa
bebida por acaso. N&o se sabe quando isso se deu. E possivel que algumas uvas
silvestres tenham sido amassadas acidentalmente e transformadas em algo parecido com
0 vinho. Algum ancestral com mais imaginacéo provou e deve ter ficado entusiasmado
com o resultado, com o efeito, digamos, inebriante. Isso se deu, provavelmente no
Caucaso, de onde as uvas chegaram ao Crescente Fértil, no Oriente Médio (GALVAO,
1999).

O vinho desempenhou um enorme papel cultural e econdbmico no mundo
classico, greco-romano: era uma das mercadorias mais importantes. Os navios gregos e
fenicios disseminaram o vinho por todo o mediterraneo e, posteriormente, 0 exército
romano interiorizou essa marcha. Até recentemente, o vinho era normalmente muito
mais saudavel que a &gua e 0s romanos sabiam disso. Assim seus exércitos levavam
sempre o vinho e plantavam videiras nas mediacGes de seus quartéis em quase toda a
Europa (GALVAO, 1999).

O vinho se beneficiou dos avangos das ciéncias da Renascenga, mas precisou
esperar Pasteur, no fim do século passado, para ser explicado. Foi ele quem demonstrou
cientificamente a fermentacdo, dando origem a moderna enologia, que beneficiou
enormemente a bebida. Também gracas & essa moderna enologia, pode-se dizer que o
vinho é muito melhor hoje do que hé 50 anos (GALVAO, 1999).
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O vinho é uma bebida alcodlica obtida pelo processo de fermentacdo do mosto
da uva sa e madura, sendo o resultado de uma atividade biol6gica exercida por diversos
tipos de leveduras. Estas leveduras atuam sobre o agucar da uva (glicose e frutose),
transformando-o em alcool e gas carbénico. Como subprodutos desta fermentacéo,
encontramos glicerina, cidos succinico e acético, aldeidos e outros.

No mundo existem mais de 10 mil variedades diferentes de uvas, que se adaptam
a diferentes tipos de solo e clima, sendo cultivadas em vérias regides.

As uvas podem ser classificadas em dois grandes grupos:
* De origem européia — Vitis vinifera — que se destina principalmente a producdo de
vinhos finos.

* De origem americana — Vitis labrusca — destinada a producédo de vinhos, sucos
e derivados, entram na categoria das uvas comuns. A alta producéo de V. labrusca no
Brasil (80%) é devido as suas caracteristicas de rusticidade ao clima e alta producéo de
mosto (ALVES, 2006).

O mercado de vinhos no Brasil é ainda bastante incipiente. Tanto a producdo de
uvas para vinhos como o processamento desta bebida iniciou-se na regido sul do pais
pela iniciativa de imigrantes europeus italianos no Vale dos Vinhedos, no municipio de
Bento Gongalves, onde estdo presentes vinicolas nacionais tais como a Miolo, Salton,
Cooperativa Aurora, Casa Valduga e outras multinacionais como a Forestier e Chandon
do Brasil.

A cada dia que passa cresce 0 nimero de adeptos a ingestdo de vinho tinto
devido as suas propriedades benéficas a salide. Na mesma proporc¢do, cresce também o
desenvolvimento de produtos alternativos, mas que possam trazer as mesmas
caracteristicas procuradas nos vinhos. O alvo deste interesse € um grupo de substancias
denominadas polifendis, entre as quais se encontra o resveratrol, presente em diversas
plantas, como eucalipto, amendoim, amoras, e especialmente na uva e seus derivados
(HILLIS et al., 1974, LANGCAKE et al., 1976, SOUTO et al., 2001).

Criar competéncias para produzir um produto de qualidade internacional é a
meta das vinicolas brasileiras que produzem vinhos varietais. Através do gerenciamento
eficaz da cadeia produtiva aliada as estratégias de marketing, estas empresas nacionais
de pequeno e meédio porte vém buscando ampliar um mercado bastante restrito
(PORTER, 1986 e 1989). O consumo de vinho no pais esbarra ainda na falta de

informacgdo do consumidor, condi¢des climaticas e, principalmente, na restricdo da
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renda do brasileiro. Porém, nas faixas de renda elevadas, existe potencial para substituir
o0 vinho importado pelo vinho nacional de boa qualidade.

Verifica-se aqui no Brasil uma escassez de dados sobre os vinhos nacionais no
que se refere a atividade antioxidante e composicdo fendlica, e uma necessidade de
melhor caracteriza-los do ponto de vista fisico-quimico, para ampliar a penetracao

desses vinhos no mercado internacional.
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2 - OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante e a composi¢cdo em compostos fendlicos de vinhos

tintos do Rio Grande do Sul.

2.2. Obijetivos Especificos

- Determinar a concentragdo de polifendis totais nos vinhos tintos do Rio Grande do
Sul;

- Determinar a concentracdo de antocianinas monoméricas nos vinhos tintos do Rio
Grande do Sul;

- Determinar a atividade antioxidante de vinhos tintos do Rio Grande do Sul;

- Determinar a concentracdo de cis e trans-resveratrol e quercetina nos vinhos;

- Correlacionar a atividade antioxidante com a concentracdo de polifendis;

- Determinar o perfil cromatogréafico desses vinhos;

- Classificar os vinhos quanto a variedade de uva e marca através do perfil

cromatografico de seus polifendis, utilizando técnicas de analise multivariada;

- Comparar o grau de atividade antioxidante e perfil de compostos fenolicos de vinhos

brasileiros com correspondente importado.

- Comparar os resultados obtidos neste trabalho para vinhos do Rio Grande do Sul com

estudo semelhante realizado com vinhos da regido do Vale do S&o Francisco.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Histérico do vinho

As primeiras videiras do Brasil foram trazidas pela expedicdo colonizadora de
Martim Afonso de Souza, em 1532. Bras Cubas, fundador da cidade de Santos, é,
reconhecidamente, o primeiro a cultivar a vinha em nossas terras.

No ano de 1813, D. Jodo VI reconhece oficialmente a primazia de Manoel de
Macedo Brum da Silveira no plantio de videiras e producdo de vinho no Rio Grande.
Por volta de 1840, a introducéo da variedade americana lIsabel, por Thomas Master, na
ilha dos Marinheiros, foi teve grande sucesso. Sua resisténcia e rusticidade fizeram com
que ela se implantasse preferencialmente na regido em detrimento das cepas viniferas,
mais frageis. A uva lIsabel foi-se disseminando nas éareas de colonizacdo alema, como
Séo Leopoldo.

A partir de 1875 desponta o grande surto do crescimento da vitivinicultura
gaucha, gracas a chegada da colonizacao italiana, pois os italianos traziam na bagagem
além das cepas de uva européias da regido de Véneto, o habito do consumo do vinho
como um alimento, e o ainda chamado espirito vitivinicola. As cepas com o passar do
tempo comecaram a morrer por causa de doencas fungicas, mas a forca italiana e a
vontade de manter sua tradicdo permitiram aos imigrantes que encontrassem uma
cultivar que se adaptasse a regido. A variedade de origem americana chamada de Isabel
(vitis labrusca) foi encontrada na regido no vale do rio dos Sinos, onde os imigrantes
levaram para a encosta Superior do Nordeste, sendo que essa cultivar se adaptou muito
bem aquelas condicGes, e permitiu a continuidade da producao de uvas e vinho.

Hé& algumas décadas a preocupacao com a qualidade e as melhorias das técnicas
agrondmicas fizeram com que, novamente, se iniciasse 0 plantio de variedades
viniferas. A partir de 1970, vinicolas multinacionais, como a Moet & Chandon, a
Martini & Rossi e a Heublein estabeleceram-se na Serra Gaucha, trazendo
equipamentos de alta tecnologia e técnicas viticulturais modernas. Essas empresas
implementaram, também, junto aos calouros da Serra, um programa de estimulo a
modificagdo do sistema de plantio, passando da latada a espaldeira. Estimularam,

igualmente, a producdo de cepas viniferas. Essas medidas tiveram como consequéncia
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um grande salto qualitativo no vinho brasileiro que hoje, a despeito das dificuldades de
solo e clima, ostenta padréo internacional de qualidade.

O Vale dos Vinhedos, na Serra Galcha (Figura 1), localizado entre as divisas
dos municipios de Bento Goncalves, Garibaldi e Monte Belo do Sul e onde imigrantes
italianos encontraram no final do século XIX, as condi¢des ideais para o cultivo das
pequenas mudas de videira que traziam em sua bagagem, € a regido principal e
originaria das vinicolas brasileiras. Privilegiada pelo clima temperado, de invernos
rigorosos e excepcionais periodos de sol no verdo, o Vale dos Vinhedos transformou-se
em uma das melhores regiGes produtoras de vinho do Brasil. Nesta regido observa-se
que os costumes e as tradicOes italianas continuam fortemente enraizados, passados de
geracdo a geracdo, com familias inteiras trabalhando em suas pequenas vinicolas, na

elaboracdo de vinhos da mais alta qualidade.

SANTA
CATARINA

SERRA GAUCHA

RIO GRANDE
DO SUL

" a3ra ‘311"" .
NEreyCIU oV

Figura 1-Mapa das regides vitivinicolas do Rio Grande do Sul.
Fonte: FREITAS, 2006.

3.2.Producdo de Vinhos na Regido Sul do Brasil

As uvas cultivadas no Brasil séo classificadas como européias (Vitis vinifera),

denominadas finas, e americanas ou hibridas (cruzamento entre européias e
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americanas), denominadas comuns (CATALUNA, 1988). As cultivares americanas ou
hibridas sdo cultivares de Vitis labrusca, Vitis bourquina e hibridos interespecificos, as
vezes complexos, envolvendo varias espécies americanas e também Vitis vinifera.
Como regra, sdo cultivares de alta produtividade e resistentes as doencas fungicas,
adaptando-se bem as condicdes ambientais do Sul do Brasil. Para a producédo de vinhos
comuns de mesa e sucos sdo utilizadas as variedades hibridas e americanas
(CAMARGO, 2003).

Por outro lado, as cultivares de Vitis vinifera usadas para a fabricagdo de vinhos
finos, sdo as mais cultivadas no mundo, produzindo uvas para mesa, vinho, passas e
outros derivados. S&o consideradas uvas de alta qualidade. Dentre as viniferas tintas,
destacam-se as cultivares Cabernet Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc e Tannat e, entre
as brancas, destacam-se a Moscato, Riesling Italico, Trebbiano e Chardonnay
(CAMARGO, 2003).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a safra de
2004, foi uma das maiores em termos de quantidade de uva produzidas: 1.283.203 t de
uvas. Ja na safra de 2005 houve uma reducédo de 2,89%, o que segundo Mello (2006),
ndo chega a representar uma reducdo no agronegocio, pois a qualidade da safra 2005 foi
excepcional. No quadro 1 sdo apresentados os valores da quantidade em litros da
producdo de vinhos, no estado do Rio Grande do Sul.

Cerca de 80% da producéo é de uvas americanas (V. labrusca, V. bourquina) e
hibridas, sendo a Isabel a cultivar de maior expressdo. A maior parte da uva cultivada é
destinada a elaborag&o de vinhos, sucos e outros derivados. Uma pequena porcentagem
da producéo é destinada ao consumo in natura (PROTAS et al., 2002).
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Quadro 1: Producédo anual de vinhos no Rio Grande do Sul, em litros

PRODUCAO 2005 2006 2007
VINHO COMUM 226.080.432 185.075.887 275.251.898
Tinto 180.698.666 149.527.555 228.120.210
Branco 39.212.146 31.738.390 42.118.552
Rosado 6.169.620 3.809.942 5.013.136
VINHO DE VINIFERAS 45.453.898 32.168.977 43.176.484
Tinto 25.409.805 18.868.108 24.786.071
Branco 20.012.363 13.249.969 17.598.428
Rosado 31.730 50.900 791.985
VINHO ESPECIAL 43.000 25.000 36.010
Tinto 43.000 25.000 36.010
Total 543.145.660 434.517.228 636.928.784
Fonte: Uniéo Brasileira de Vitivinicultura - UVIBRA.

Elaboracdo: EMBRAPA/CNPUV

3.3.Clima na Regqido Sul do Brasil

O clima do Rio Grande do Sul é temperado do tipo subtropical, classificado
como mesotérmico Umido. Devido a sua posicdo geografica, entre os paralelos
27°03'42" e 33°45'09" latitude sul, e 49°42'41" e 57°40'57" longitude oeste, apresenta
grandes diferencas em relacdo ao Brasil. A latitude reforca as influéncias das massas de
ar oriundas da regido polar e da area tropical continental e Atlantica. A movimentacéo e
0s encontros destas massas definem muitas de nossas caracteristicas climaticas.

As temperaturas apresentam grande variagdo sazonal, com verdes quentes e
invernos bastante rigorosos, com a ocorréncia de geada e precipitacdo eventual de neve.
As temperaturas médias variam entre 15 e 18°C, com minimas de até -10°C e maximas
de 40°C. Com relacdo as precipitacbes, o Estado apresenta uma distribuicédo
relativamente equilibrada das chuvas ao longo de todo o ano, em decorréncia das

massas de ar oceanicas que penetram no estado.
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O volume de chuvas, no entanto, € diferenciado. Ao sul a precipitacdo média
situa-se entre 1.299 e 1.500 mm e ao norte a média esta entre 1.500 e 1.800 mm, com
intensidade maior de chuvas, a nordeste do Estado, especialmente na encosta do
planalto, local com maior precipitacdo no Estado.

No cultivo da videira o desenvolvimento, crescimento e alta produtividade estao
relacionados a aspectos como: temperatura, radiacdo solar, umidade atmosférica e a
disponibilidade hidrica do solo. O processo de evapotranspiracdo da videira é
determinado pela quantidade de energia disponivel para o processo de vaporizacao da
agua, onde evaporacdo € a agua perdida pelo solo e transpiracdo é a dgua perdida pelas
plantas influenciadas pela radiacdo solar. A temperatura do ar interfere na atividade
fotossintética das plantas, envolvendo as reagdes bioquimicas, cujos catalisadores, as
enzimas, sdo dependentes da temperatura para expressar sua atividade maxima. Estas
reacGes S0 menos intensas com as temperaturas inferiores a 20°C, se intensificam com
0 aumento da temperatura, atingindo o maximo entre 25 a 30°C, voltando a cair quando
a temperatura se aproxima dos 45°C. As temperaturas abaixo de —15°C provocam a
morte e as temperaturas acima de 38°C causam danos as plantas e a faixa ideal para um
bom desenvolvimento é de 20 a 30°C (EMBRAPA — UVA E VINHO, 2003).

3.4.Elaboracdo de Vinho Tinto

A avaliacdo da maturidade da uva tinta é observada pelo aumento na
porcentagem de aclcares redutores e pH, e decréscimo da acidez titulavel (AMERINE
et al., 1967) e mais recentemente, também pelo grau da maturacdo fendlica
(VIVAS, 1998).

No Brasil a colheita é manual e, geralmente, é executada entre 0os meses de
janeiro e abril. O primeiro processo que a uva sofre ao chegar na vinicola é o
esmagamento, feito em desengacadeira. A desengacadeira tem duas fungdes
fundamentais: retirar o engaco (cacho da uva) e esmagamento do grdo sem o
rompimento da semente, evitando assim um excesso de taninos no vinho. As uvas
esmagadas ou mosto sao, entdo, transportados para 0s tanques onde inicia o0 processo de
fermentacdo (AMERINE et al. 1967).

Ap0s o processo de desengace € feita a sulfitagem, adicdo de SO2 para prevenir
a fermentacdo acética e inibir a atividade de polifeniloxidases. (AMERINE et
al.1967).
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Nos fermentadores, geralmente de inox, 0 mosto, junto com o bagaco recebe a
adicéo de cultura de leveduras selecionadas (Saccharomyces cerevisae) para favorecer
uma fermentacdo homogénea. Na primeira etapa ocorre a fermentacdo alcodlica ou
tumultuosa, responsavel pela transformacdo do acgucar em alcool e a extracdo dos
compostos presentes na casca e nas sementes do grdo da uva (CATALUNA,
1991).A variagéo do tempo de exposicao das cascas e da semente durante a fermentacao
e a temperatura usada nesse processo sdo fatores marcantes na extragdo de compostos
fenolicos (KOVAC et al.,1992). Logo apos ocorre a segunda etapa, fermentacéao lenta ou
malolactica que constitui uma melhora consideravel do vinho, que o torna macio e
elimina a caracteristica acida do vinho novo ou de vinhos excessivamente acidos
(AMERINE et al., 1967).

A caracteristica principal da vinificacdo em tinto reside no fato de o mosto
fermentar em contato com quase todo o cacho. Esse processo € responsavel pela
extracdo de substancias Uteis para o envelhecimento e maturacdo dos vinhos tintos,
como os compostos fendlicos (CATALUNA, 1991).

Apbs a fermentacdo lenta 0 mosto é transfegado (transferido) para outros
recipientes, sendo submetido aos estagios de estabiliza¢do, onde as particulas solidas se
depositam na parte inferior. O vinho é, periodicamente, transfegado para outros
recipientes esterilizados até que atinja o ponto de clarificacdo desejado (JACKSON,
1994).

Assim, o vinho pronto inicia o processo de envelhecimento, que pode ocorrer na
garrafa, em toneis ou em barris de carvalho. Os vinhos tintos precisam dessa etapa para

que adquiram o “bouquet” caracteristico de cada variedade e desejaveis ao consumidor.

3.5. Compostos Fendlicos

3.5.1. — Origem e Presenca de Fendlicos na Uva e no Vinho

Os compostos fenodlicos sdo largamente distribuidos no reino vegetal fazendo
parte da composicdo da dieta de forma significativa e séo particularmente importantes
devido as vérias atividades farmacologicas que vém sendo relatadas para esta classe de
substancias, tais como antioxidante, antiviral, antiinflamatoria, hipoglicemiante, entre
outras (TAPIERO et al, 2002). Séo classificados em dois grandes grupos, 0sS

flavonoides e os ndo flavonodides. Os flavondides representam o maior grupo de
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polifendis encontrados em alimentos (SCALBERT e WILLIANSON 2000), além de
serem considerados 0s mais potentes antioxidantes entre os compostos fendlicos
(SHAHID et al., 1992; SOOBRATTEE et al., 2005). Os principais flavonoides
presentes no vinho abrangem os flavonois (quercetina, kaempferol e miricetina); os
flavandis, catequinas, como a (+)-catequina, (-)-epicatequina, galocatequina,
procianidinas, taninos condensados e as antocianinas (cianidina e principalmente a

malvidina-3-glicosidio).

Isoflavanona
o8

Chalcona

Figura 2- Estrutura Quimica das Principais Classes de Compostos Polifendlicos.

As antocianinas sdo flavonodides que se encontram largamente distribuidos na
natureza e sdo responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e todas as tonalidades
de vermelho que aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas
(MARKAKIS, 1982). Nas videiras, elas acumulam-se nas folhas durante a senescéncia
e sdo responsaveis pela coloracdo das cascas das uvas tintas, sendo encontradas também
na polpa de algumas variedades de uvas (RENAUD e LORGEHIL, 1992).

As antocianinas sdo compostos que, com o envelhecimento do vinho tendem a

formar complexos com outros compostos fendlicos através de um processo de
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polimerizagdo, dando a estabilidade de cor desejavel ao vinho, e também estdo
associadas aos efeitos benéficos a salde (TEDESCO et al., 2001).

Os flavonois se acumulam nas cascas e folhas das plantas porque a sua sintese é
estimulada pela luz. Isso pode explicar a possivel diferenca de composicdo entre
frutos de uma mesma planta, ou seja, os frutos que recebem uma maior
quantidade de luz tendem a ter uma sintese pronunciada desses compostos (PRICE
et al., 1995). Os flavondis sdo os pigmentos amarelos da uva e sdo encontrados
principalmente na pelicula, e geralmente, ligados a acgucares como a glicose, rafinose
e 0 éacido glucorénico. O flavonol predominante nas cultivares de Vitis vinifera € o
kaempferol, enquanto que nas cultivares de Vitis labrusca e a quercetina
(JACKSON, 1994).

A (+)—catequina e (-)-epicatequina sdo as unidades béasicas do grupo dos
flavandis. As procianidinas (também conhecidos como taninos condensados) séo
formadas pela associacdo de varias unidades monoméricas (2 a 5 unidades) de
catequinas oligoméricas, além de 5 unidades de catequinas poliméricas. As
procianidinas diferem em posicao e configuracdo de outras ligacbes monoméricas.

A catequina e a epicatequina sdo, normalmente, encontradas em frutas, enquanto
que a galocatequina, a epigalocatequina e a epigalatocatequina sé&o encontradas em
sementes (YILMAZ e TOLEDO, 2004) e, principalmente, em chas (LUXIMON-
RAMMA et al., 2005).

Em vinhos, os flavondis contribuem, principalmente, para as caracteristicas
aromaticas e de cor e os flavandis, especialmente na sua forma condensada, 0s
taninos, contribuem com a adstringéncia (AMERINE e OUGH, 1980).

Os estilbenos formam uma outra classe de compostos fendlicos, e sao
representados no vinhos principalmente pelo resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno,
Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura dos isdbmeros trans e cis-resveratrol.
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Dentre todos os compostos fendlicos das uvas, o resveratrol tem atraido atencéo
especial nas Gltimas décadas em decorréncia de estudos epidemiologicos que mostram
correlagdo inversa entre o consumo moderado de vinho e a incidéncia de doengas
cardiovasculares. Os estudos com resveratrol tiveram inicio a partir de investigacoes
relacionadas a dieta francesa, que apesar de rica em gorduras de origem animal, parece
associada a baixa incidéncia de doencas cardiovasculares, fendmeno conhecido como
“Paradoxo Francés”. O resveratrol pode ser encontrado em amendoim, cacau, algumas
variedades de chas, porém, a principal fonte sdo as uvas e seus derivados(COUNET,
CALLEMIEN e COLLIN, 2006). Sua biossintese nas plantas € induzida por fatores
ambientais como a radiagdo UV e infeccdo por fungos (LANGCAKE, 1976).

As uvas e 0s produtos relacionados, como o vinho séo, provavelmente, os
produtos alimenticios que contém os maiores teores de resveratrol. Primeiramente, foi
demonstrado que o resveratrol atua como fitoalexina, uma classe de antibiotico da
planta, e que é sintetizado quando a planta é submetida a um estresse, como o ataque de
patdgenos, radiacdo UV ou lesdo (BRAVO, 1996). A segunda razdo do grande interesse
dos pesquisadores sobre o resveratrol sdo o0s possiveis beneficios para a saude humana,
principalmente pelas suas propriedades antioxidantes e a diminuicdo da incidéncia de
disturbios cardiovasculares (FRANKEL et al., 1995; BRAVO, 1996; STIVALA et
al., 2001).

Até pouco tempo atrds, praticamente ndo se comentava muito da importancia
dos compostos fendlicos na alimentacdo. No entanto, nos ultimos anos, em funcdo da
popularizacéo do conceito de alimentos funcionais e da sua associacéo a essa classe, 0s
compostos fendlicos passaram a ter grande importancia na alimentacgéo.

A busca de novas fontes e o avango nas hipoteses formuladas para os

mecanismos de acdo na prevencado de doencas, tem impulsionado as pesquisas na area.

3.5.2. Fatores que Afetam a Presenca de Compostos Fendlicos na Uva e no Vinho

A sintese dos polifendis tem inicio durante o desenvolvimento do grdo da uva.
Algumas antocianinas sdo sintetizadas nas primeiras etapas, mas a maior producao,
nesta fase, € mesmo de outros fenois flavonoides e ndo flavonoides (JACKSON, 1994).
A sintese pronunciada de compostos fenolicos somente comega depois do “veraison”,
mas o tempo especifico da producdo desses pigmentos caracteristicos da uva e do

vinho depende de diversos fatores. “Veraison” é o periodo do comego da maturagéo
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da baga. As bagas tornam-se macias e adquirem a cor caracteristica da sua variedade
especifica. Do comego do “Veraison” a colheita, as bagas aumentaram no volume, no
peso e no indice de agucar (MULLINS et al., 2002).

A presenca desses compostos em uvas e seus derivados esta sendo muito
estudadas nos ultimos anos. Os taninos situam-se no envelope externo das sementes e
um pouco nas camadas internas. Encontram-se basicamente taninos oligoméricos, que
sdo bastante agressivos e asperos ao paladar, mas importantes durante a estabilizagdo do
vinho, pois participam das reacdes de condensacdo com as antocianinas (DAUDT,
1998).

O longo contato com a casca durante a vinificagdo, a temperatura, a presenga das
sementes e, as vezes, do engace e de enzimas, sdo fatores que tem grande influéncia na
extracdo dos fenolicos (catequinas e procianidinas) durante a fermentacdo do suco da
uva (KOVAC et al.,1992).

Fatores de importante influéncia sdo a vindima (periodo entre a colheita das uvas
e o inicio da producédo do vinho), o tempo de colheita da uva e o tempo de armazenagem
do vinho na garrafa, pelas reacdes que ocorrem durante o processo de maturacao do
vinho. Essas reacGes de condensacdo que tém efeito em antocianinas, catequinas e
procianidinas proporcionam uma longa vida de prateleira para 0s vinhos tintos,
resultando numa diminuicdo destas substancias em prol da formacdo de novos
pigmentos poliméricos (ECHEVERRY et al., 2005; NETZEL et al., 2003; SAUCIER
etal., 1997).

Umas das técnicas que esta sendo muito usada nas vinicolas é a substituicdo do
barril de carvalho pelo uso dos chips (adicigdo de lascas ou granulos de madeira ao
vinho - normalmente carvalho). Arapitsas et al. (2004) analisando vinhos que foram
submetidos ao tratamento com o0s chips e com o envelhecimento do barril de
carvalho, concluiram que para a maioria dos compostos fendlicos ndo houve
diferenca marcante entre os dois vinhos. Os autores também comentaram que alguns
desses compostos, como o guaiacol, o &cido vanilico e o furfural poderiam ser usados
para identificar qual foi a técnica usada no amadurecimento do vinho.

Em fungdo da grande quantidade e da diversidade dos compostos fenolicos em
uvas e vinhos, esses, mais recentemente, vem sendo usados como um parametro a mais
na classificacdo de vinhos. A similaridade de alguns compostos e a diferenca de outros
servem como base de dados para a analise de varidveis e classificacdo dos vinhos
(VILLERS et al., 2005).
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Os compostos fendlicos interagem entre si e com outras moléculas para formar
novos compostos que sdo responsaveis pela estabilidade e maturagdo dos vinhos e sdo
formados, principalmente, durante a estocagem e envelhecimento.  Recentemente
algumas pesquisas (ES-SAFI et al., 2003; DUENAS et al., 2006) objetivam
elucidar essas moléculas e também relatam a importancia da presenca desses
compostos na qualidade do vinho. Essas pesquisas sugerem que a seqliéncia de
diversas reacOes enzimaticas e ndo enzimaticas, que ocorrem em derivados de frutas,
podem alterar a coloracdo e a estabilidade durante a estocagem e o envelhecimento
(SINGLETON et al., 1987; ES- SAFI etal., 2003).

Geralmente, as reagdes enzimaticas ocorrem durante as operacGes tecnoldgicas
iniciais, como o esmagamento e as interagdes ndo enzimaticas nos ultimos estagios do
processamento, na estocagem e no envelhecimento (ES-SAFI et al., 2003;
SINGLETON et al., 1987). Na etapa de envelhecimento de vinhos foi demonstrada a
formagdo de novos pigmentos por copigmentacdo uma condensacdo direta entre
aldeidos, antocianinas e flavonois e pela influéncia de derivados de aldeidos
(MONAGAS et al., 2005; ALCALDE-EON et al., 2006).

3.5.3. Compostos Fenoélicos na Saude

A grande procura da humanidade por meios que favorecam uma vida saudavel
tem impulsionado as pesquisas por novas substdncias capazes de satisfazer tais
necessidades. Entre estas substancias encontram-se os polifenois, destacando-se as
pesquisas sobre os efeitos bioldgicos do resveratrol, que estd presente em diversas
plantas, em especial na uva e seus derivados (SAUTTER et al, 2005).

Nas uvas, os compostos fendlicos constituem o terceiro grupo mais importante
dentre os compostos organicos. Os compostos fendlicos sdo metabodlitos secundarios
naturalmente presentes em uvas e extraidos durante os processos de vinificagdo. A
importancia dos compostos fenolicos em enologia estd em sua participacdo na cor dos
vinhos tintos, no sabor amargo e adstringente, intervencdo nos fendémenos de
turvamento, participacdo sobre o aroma, além de constituir o principal reservatorio de
substancias auto-oxidaveis, formando o maior sistema de prote¢do dos vinhos contra
fendmenos de oxidagdo (DAUDT e POLENTA, 1999).

A autoxidacdo em alimentos e nos sistemas biologicos tem diversas implicagdes

ndo somente para a grande area da ciéncia e da tecnologia de alimentos, mas
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também para o estado nutricional e para a saude humana. Nos sistemas celulares, a
peroxidacdo lipidica leva a producdo de radicais livres. O sistema bioldgico é dotado
de mecanismos de inativacdo desses radicais livres, pela agdo de enzimas
enddgenas. Quando ocorre um desequilibrio entre a producéo de radicais livres, seja
pela queda de acdo do sistema enzimatico ou pelo excesso de producdo de espécies
radicalares, induz-se o estresse oxidativo. O estresse oxidativo esta diretamente
relacionado com diversos distarbios do organismo como doencas coronarias,
aterosclerose, cancer e processos de envelhecimento e de doencas degenerativas
(MADHAVI et al., 1996).

Antioxidantes naturais ou sintéticos sdo amplamente estudados e tém um papel
importante na prevencdo ou retarde das reagbes de autoxidagdo. Mais
recentemente, as pesquisas estdo direcionadas aos antioxidantes naturalmente
presentes em alimentos, ou extratos desses. As bebidas alcodlicas tém sido associadas a
esses efeitos benéficos pela possivel acdo dos compostos fendlicos e do alcool presente
nesses produtos (FRANKEL et al., 1993; FRANKEL et al., 1995; NIGIDIKAR et al.,
1998; ESTRUCH, 2000; ORRALO et al., 2002; WALLERATH et al., 2005;
PADILLA et al., 2005).

Um dos mais notérios estudos que investigaram a relagdo dos beneficios do
consumo moderado de vinho e a sua relagdo com as doencas cardiovaculares foi
realizado por Reunaud e Lorgerill (1992), que correlacionaram o0s héabitos da
populacdo francesa, como o sedentarismo e 0 consumo de gordura saturada e
colesterol, com a baixa incidéncia dessas doencas. O estudo revelou que
possivelmente, esse paradoxo se devia ao consumo habitual de vinho tinto, que em
comparacdo a outras bebidas alcodlicas €é rico em compostos fendlicos
(FRANKEL et al., 1993; FRANKEL et al.,, 1995; NIGIDAKAR et al., 1998;
ESTRUCH 2000; ORALLO et al., 2002; WALLERATH et al., 2005; PADILLA et al.,
2005).

Além disso, o consumo moderado de bebida alcodlica, especialmente o consumo
de vinho tinto, estd associado & diminuicdo da concentracdo de homocisteina, a
qual reduz os riscos de problemas cardiovasculares, o que pode explicar o “Paradoxo
Francés” (DIXON et al., 2002).

Soleas et al. (1997), numa revisdo apresentada em 1997, relataram
experimentos in vitro e in vivo, que mostram que o resveratrol possui muitos atributos

biolégicos que favorecem a protecdo contra a arteriosclerose incluindo atividade
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antioxidante, inibicdo da agregacdo plaquetaria, bem como a producdo de
eicosanoides através das plaguetas humanas.

Em vinhos tintos a quantidade de cis e trans-resveratrol encontrada varia de
valores ndo detectados a valores proximos de 2mg/L, valores que concordam com
o0s encontrados por Dominguez et. al. (2001) e Lopez et al. (2001).

Recentemente verificou-se que o resveratrol é um potente ativador da enzima
SIRT-1 (Sirtuina 1), o principal ortdlogo humano da SIR2, encontrada em leveduras. As
sirtuinas sdo uma classe de histona-desacetilases dependentes de Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NAD), cuja funcéo celular principal é o controle da transcricdo do DNA
através do controle do grau de acetilacdo das histonas. Outros alvos das sirtuinas além
das histonas foram identificados, e hoje estas enzimas estio implicadas na fisiopatologia
de varias doencas degenerativas, como o cancer, processos inflamatorios, e o diabetes.
Um dado bastante interessante € que a ativacao das sirtuinas pelo resveratrol foi capaz
de mimetizar os efeitos da restricdo caldrica em leveduras, aumentando a vida-média
das células em até 70% (HOWITZ et al, 2003). Desta forma, grande atencdo tem sido
dada ao desenvolvimento de substéncias ativadoras de sirtuinas, e varias moléculas com
até 1000 vezes maior poténcia que o resveratrol foram identificadas. O elo entre a
ativacdo das sirtuinas pelo resveratrol e o aumento da longevidade ja foi inclusive
demonstrado em mamiferos in vivo (BAUR et al, 2006) e fornece uma nova luz a
interpretacdo do paradoxo francés.

A literatura também chama a atencdo de um item importante para a constatacéo
da atividade benéfica a salde dos compostos fendlicos. A maior parte das pesquisas
desse género é realizada in vitro e com os compostos provenientes de plantas. No
entanto, estudos tém mostrado que os compostos fendlicos sdo metabolizados in
vivo, no trajeto do intestino delgado pela acdo do figado e da microflora
presente, resultando em alteragdes na estrutura inicial. Dessa forma ainda né&o se
sabe ao certo qual é a acdo desses compostos no organismo (DONAVAN e
WATERHOUSE, 2003).

Frankel e Meyer (1998) sumarizaram dados da atividade antioxidante de
vinhos e sucos comerciais de uva, com relacdo aos mais diversos compostos
fendlicos, dentre eles as antocianinas, os flavonois, os flavanois, os derivados
hidroxibenzoatos e hidroxicinamicos. Polifendis como o resveratrol e a quercetina, bem
como outros antioxidantes do vinho, possuem baixas propriedades antioxidantes

guando comparadas com extrato de vinhos envelhecidos em barris de carvalho,
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indicando que a interacdo entre o0s constituintes pode induzir os efeitos
antioxidantes, e que estes ndo sdo, necessariamente, provenientes dos compostos
isoldos (TEDESCO et al., 2000). O consumo moderado de vinho por um longo tempo
induz efeitos protetores cardiovasculares provenientes, principalmente, da presenca do
trans-resveratrol na bebida. (ORALLO et al., 2002).

Segundo Soobrattee e colaboradores (2005), a atividade antioxidante dos
flavonois na forma aglicona é relativamente alta, seguindo uma ordem decrescente
para quercetina, a miricetina e 0 kaempferol. Segundo os autores, a atividade
antioxidante dessa classe de compostos esta relacionada com o nUmero de grupos
hidroxila, sendo que as moléculas com mais grupos hidroxila tem maior
capacidade antioxidante.

Frankel et al. (1993) estudaram, in vitro, o efeito dos fendlicos do vinho na
susceptibilidade do LDL (low density lipoprotein) a oxidacdo e concluiram que o0s
compostos fenodlicos extraidos do vinho inibem a oxidacdo dessas lipoproteinas.
Frankel et al.(1995) determinaram, in vitro, a atividade antioxidante de 20 vinhos
comerciais da Flérida na inibicdo da oxidacdo do LDL. A inibicdo relativa foi de 37 a
65% em vinhos tintos e 3 a 7% em vinhos brancos, concluindo que a protecdo a
oxidagdo do LDL estaria atribuida a um grande numero de fendis constituintes do
vinho. Teissedre e Landrault (2000) sugeriram que a inibicdo da oxidacdo do LDL
estaria associada a presenca de compostos fendlicos presentes no vinho, particularmente
a catequina, a malvidina, a procianidina B1 e a quercetina.

O aumento nos teores de lipoproteinas de alta densidade (HDL), inibicdo da
agregacdo de plaquetas, aumento na fibrindlise, sdo alguns mecanismos bioquimicos
conhecidos que podem ser favorecidos com o consumo de vinhos tintos, e que
estdo associados a prevencdo ou atenuacdo do desenvolvimento da aterosclerose
(GOLDBERG et al., 1998).

O extrato de vinho respondeu positivamente a agdo antioxidante quando
testado o seu efeito sobre as espécies reativas ao oxigénio. No entanto, a
resposta encontrada quando o resveratrol e a quercetina foram testados de forma
isaolada, em concentracOes similares as presentes no vinho, ndo foi a mesma. O maior
efeito protetor do extrato é atribuido aos outros compostos fendlicos presentes no
vinho, e que atuam como responsaveis pela protecdo dos danos oxidativos
(TEDESCO et al., 2000).
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Alguns estudos defendem a hipotese de que a acdo benéfica das bebidas
alcodlicas sobre os fatores de risco no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares é de responsabilidade do &lcool. Ou seja, a presenca de compostos
fenolicos ndo tem uma importancia primaria na diminuicdo dos fatores de risco
(HANSEN et al., 2005). O efeito benéfico na inibicdo da oxidacdo do LDL pode vir
também do alcool que exerce protecdo aumentando os niveis séricos do colesterol HDL,
das apoliproteinas A-I, A-I1, LpA-1 (ESTRUCH, 2000).

Outros pesquisadores defendem que o efeito benéfico do consumo regular de
vinho esta baseado no efeito somatorio da acdo dos compostos fenolicos e do etanol
sobre o sistema cardiovascular, aterosclerose e oxidagdo do LDL (ESTRUCH, 2000;
FRANKEL et al., 1993; FRANKEL et al., 1995; NIGIDAKAR et al., 1998; ORALLO
etal., 2002; WALLERATH et al., 2005; PADILLA et al., 2005).

Estruch (2000) relatou o estudo realizado pela European Commission chamado
“Wine and Cardiovascular disease” que mostrou o efeito positivo do consumo
moderado de vinho. O autor cita e discute, como possiveis mecanismos de acao
benéfica, o aumento dos niveis séricos de colesterol HDL e de apolipoproteinas, a
atuacdo no sistema de coagulacdo, no enfarto do miocéardio, a acdo antioxidante e a

regulacdo do fluxo sanguineo diminuindo os problemas com a aterosclerose.
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4 — MATERIAIS E METODOS

41.Materiais e Solventes

4.1.1. Determinacdo do Teor de Fendlicos Totais

e Reagente de Folin-Ciocalteu, Fluka, Cod. 47641;
e Acido galico, Sigma-Aldrich, Cod. 27645;
e Etanol 95% P.A., Quimex (BRASIL).

4.1.2. Quantificacdo de Antocianinas

e Cloreto de potéassio, Merck, Cod. TA822436;
e Acido cloridrico concentrado, Merck;

e Acetato de sodio, Merck, Cod. TA944368;

e Agua destilada.

4.1.3. Atividade Seqiiestradora do Radical DPPH-

e DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila), Sigma, Cod. D9132-1G;
e Acido ascorbico, Sigma-Aldrich, Cod. A4403;
e Etanol 95% P.A., Quimex, (BRASIL).

4.1.4. Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (CAET)

e Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), Sigma-Aldrich,
Cod. 238813-1G;

e ABTS (acido 2,2’-azinobis-[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico]), Sigma, Cod.
A1888-1G;

e Persulfato de potassio, Sigma — Aldrich, Cod. 216224,

e Etanol 95% P.A., Quimex (BRASIL).
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4.1.5. Determinacdo da Concentracdo de Cis, Trans-Resveratrol e Quercetina emVinhos
Tintos do Rio Grande do Sul

e Descricdo dos modulos do cromatdgrafo:

- Bombas de solvente modelo SCL-10Avp (Shimadzu)

- Degaseificador DGU-142 (Shimadzu)

- Vélvula misturadora de solventes (Shimadzu)

- Detector com arranjo de diodos modelo SPD-M10Avp (Shimadzu)

e Coluna cromatografica C8 de 15 cm X 4,6 mm de diametro interno e
particulas de 5,0 um de didmetro;

e Pré-coluna C8 de 1,0 cm X 4,0 mm de didmetro interno;

e Injetor manual, com loop de 100 pL;

e MeCN;

e Solucdo aquosa de acido formico 0,1 % (25:75, v/v).

4.1.6. Andlise do Perfil Cromatogréfico

e Descricdo dos mddulos do cromatdgrafo

- Bombas de solvente modelo SCL-10Avp (Shimadzu)

- Degaseificador DGU-142 (Shimadzu)

- Vélvula misturadora de solventes (Shimadzu)

- Detector com arranjo de diodos modelo SPD-M10Avp (Shimadzu)

e Coluna cromatografica de fase reversa (25 cm x 4,6 mm x 5 um, Supelco,
Bellefonte, USA)

e Pré-coluna C18 Sulpelco® 4,0 mm.

e Acetonitrila/ J.T.Baker® , grau HPLC/Espectro UV-visivel.

e Acido férmico Merck® (Alemanha)

e Agua destilada obtida através de um sistema de purificacdo de agua MilliQ
Academic (Millipore, Billerica, USA).

e Cartuchos com membrana Millipore® com poros de 0,45 pm de didmetro
(SUPELCO, USA).

e Liofilizador Terroni Equipamentos LTDA. — Modelo LS 3000.



37

4.2.Amostras

Algumas amostras dos vinhos tintos foram adquiridas em supermercados da
cidade de Jodo Pessoa — PB e outras foram doadas pela vinicula Salton .

Foram analisados 08 (oito) vinhos tintos monovarietais de vinicolas da regido
Sul do Brasil e um vinho importado (Francés), sendo analisada uma amostra de cada
vinho. Cada amostra foi analisada em triplicata.

Os vinhos analisados foram provenientes de 4 (quatro) viniculas (representadas
pelas siglas SC, MJ, CS e AL). Para efeito de estudo, foram utilizadas as seguintes
siglas: SCME (variedade Merlot-2005), SCCS (variedade Cabernet Sauvignon-2004),
SCTA (variedade Tannat-2005), SVME (variedade Merlot-2004), ALME (variedade
Merlot-2005), MJCS (variedade Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (variedade Cabernet
Sauvignon-2006, MJTA (variedade Tannat-2006) e CSME - Frnacés (variedade
Merlot).

4.3.Preparacdo das Amostras

Foram utilizadas aliquotas dos vinhos inteiros para a determinagdo do teor de
fendlicos totais, quantificacdo de antocianinas monoméricas, testes antioxidantes com
radical DPPH e ABTS e analise do perfil cromatogréfico.

Para cada vinho analisado foram obtidas trés fracdes distintas, perfazendo um
total de vinte e sete fragOes, mais o vinho inteiro. Estas fragdes foram utilizadas na
determinacdo do teor de fendlicos totais, na quantificacdo de antocianinas monomeéricas
e nos testes antioxidantes.

O fracionamento dos vinhos foi realizado com diferentes solventes, em
diferentes pHs, segundo metodologia proposta por Ghiselli et al. (1998).

Inicialmente uma aliquota de 100 mL de cada vinho foi acidificada com &cido
acetico até pH 2.0. Entdo foi feita a extracdo com 100 mL de Acetato de Etila (3 vezes)
em funil de separacdo de 1000 mL. A fase aquosa foi evaporada em evaporador
rotatério sob pressdo reduzida a 50°C com auxilio de etanol P.A, obtendo-se o Extrato
Aquoso (Fracdo 1). A fase organica foi evaporada em evaporador rotatorio e
posteriormente redissolvida em 100 ml de agua destilada obtida através de um sistema
de purificagdo de dgua MilliQ Academic (Millipore, Billerica, USA). O pH foi ajustado

para 7.0 com hidroxido de amonio e entdo foi realizada extracdo com 100 mL de
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Acetato de Etila (3 vezes). A fase organica desta extracdo foi evaporada para obter a
fracdo AcOEt pH 7.0 (Fragdo 2) e a fase aquosa teve o pH ajustado para 2.0 com &cido
acético e extraida com 100 mL de Acetato de Etila (3 vezes). A fase organica desta
ultima extracéo foi entdo evaporada da mesma forma que a anterior para obter a fracao

AcOEt pH 2.0 (Fracdo 3) e a fase aquosa foi descartada.

Winho (100 mL) + Acetato de Etila (pH 2.0 {100 mL) 3x

Fase Aquosa Fase Orglnica

Etanol PA Evaporar e Redizsolver HaO pH 7.0

Evaporar B0°C Acetato de Etila (100 mL) 3x
FRAGAC 1 Faze Orgdnica Fa=e Aquosa

l Evaparar 50°C Ajustar pH para 2.0
Acetoto de Etila (100 mL) 3x
FRAGAC 2
Fase Qrgdnica Faze Aquoza

l Evaporar BO°C
FRACAC 3

Figura 4 — Fluxograma do Fracionamento dos Vinhos Tintos Analisados.

Segundo Ghiselli et al. (1998), a fracdo 1 (Fase Aquosa) concentra as
Antocianinas; a fracdo 2 (Fase orgénica pH 7.0) concentra as Procianidinas, Catequinas,
Epicatequinas, Glicosideos de quercetina e flavonais; e a fracdo 3 (Fase organica pH

2.0) concentra os acidos fendlicos e os glicuronideos de quercetina.

4.4.Analise do Teor de Fendlicos dos Vinhos Tintos do Rio Grande do Sul e de suas
Fracdes

O teor de fendlicos totais foi analisado para os vinhos inteiros e seus extratos
Aquoso, AcOEt pH 7.0 e AcOEt pH 2.0. Tal determinacdo foi feita pelo método de
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Folin-Ciocalteu (GULCIN et al., 2004) que figura entre 0s mais extensivamente
utilizados para tal andlise (NACZAK e SHAHIDI, 2004; BONOLI et al, 2004). O
reagente consiste de uma mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual
o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6+. Porém, em
presenca de certos agentes redutores, como os compostos fenolicos, formam-se os
chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacéao
dos metais esta entre 5 e 6 e cuja coloragdo permite a determinacdo da concentracdo das
substancias redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fenolica (IKAWA
etal, 2003).

Inicialmente, uma aliquota de 250 pL de cada solu¢do dos extratos Aquoso,
AcOEt pH 7,0 e AcOEt pH 2,0 (1000 pg/mL) solubilizada em EtOH e uma aliquota de
10 pL de cada vinho foi transferida para um baldo volumétrico de 5 mL, adicionando-se
100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 3 mL de agua destilada, agitando-se por 1 min.
Em seguida, 300 pL de Na,CO3 (15%) foram acrescentados a mistura e agitados por 30
segundos. Finalmente a solugdo teve seu volume aferido para 5 mL com agua destilada.
Apbs duas horas, a absorbancia das amostras foi medida a 760 nm utilizando-se cubetas
de vidro. As andlises foram realizadas em triplicata e o teor de Fendlicos Totais (FT) foi
determinado pela equacédo da regressdo linear a partir da curva de calibracdo construida
com solugdes padrédo de &cido galico (0,5 a 50 pug/mL) e expressos como miligramas de
equivalente de &cido galico por grama de extrato (MgEAG/Q), para as fracOes; e, para as
amostras de vinhos, em miligramas de equivalentes de acido galico por litro de vinho
(mg EAG/L) e em milimolar de Equivalentes de Acido Galico (mM EAG),
considerando-se o Erro Padrdo da Média (E.P.M.). A equacéo da curva de calibracdo do
4cido galico foi: A=0,0818C +0,1664, com o coeficiente de correlacdo de r* = 0,9986,

onde C é a concentracdo do acido galico e A € a absorbancia a 760 nm.

4.5. Quantificacdo de Antocianinas Monoméricas (AM)

Neste trabalho foi realizada a determinacdo de Antocianinas Monomeéricas tanto
para as amostras de vinhos inteiros quanto para as fragdes de todos os vinhos
analisados.  Esta determinacdo foi realizada pelo método do pH diferencial
(WROLSTAD, 1976). As antocianinas sofrem transformacdes estruturais reversiveis
com mudangas de pH. Essas mudancas sdo evidenciadas através das diferengas nos

valores de absorbancia no espectrofotdmetro. A forma do oxénio colorido predomina
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em pH 1.0 e o hemicetal descolorido predomina em pH 4.5. Este método ¢é baseado

nesta reagdo abaixo e permite medidas rapidas e precisas das antocianinas totais.

ﬁl\/,cm 2 OH
HO 0 HO 0. A
- = HE _H+ @-‘ HE
- - =
O-gly O-gly

O-gly O-gly
quinonoidal base: blue flavylium cation (oxonium form): orange to purple
pH=7 pH=1
+Ha0 | | -H*
Y Ry
H OH
0
HO OH HO 0
/ P
7 Re O-gly
Ogly O O-gly
chalcone: colorless carbinol pseudo-base (hemiketal form): colorless
pH=45 pH=45

Figura 5 -Estruturas da Forma do Oxénio (Colorido) e da Forma do
Hemicetal (Descolorido).

Inicialmente foi determinado o fator de diluicdo das amostras, através da
diluicdo com tampdo cloreto de potassio, pH 1.0, até a absorbancia da amostra no A s
max (510 nm) estar na faixa de linearidade do espectrofotobmetro (para a maioria dos
espectrofotdbmetros a absorbancia deve ser menor que 1.2). Dividindo o volume final da
amostra pelo volume inicial se obtém o fator de diluigdo (DF).

Para ndo exceder a capacidade do tampdo a amostra ndo deve ser mais que 20%
do volume total.

O aparelho foi zerado com agua destilada em todos 0os comprimentos de onda
que seriam utilizados (510 e 700 nm).

Foram preparadas duas diluicdes da amostra, uma com o tampdo cloreto de
potassio 0,025M, pH 1.0 (ajustado com acido cloridrico concentrado), e outra com o
tampdo acetato de sédio, 0,4M, pH 4.5 (também ajustado com &cido cloridrico

concentrado), diluindo cada uma pelo fator de dilui¢do previamente determinado.
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Deixou-se que essas dilui¢Bes equilibrassem por 15 minutos.

A absorbancia de cada dilui¢cdo foi medida em 510 e 700 nm, contra um branco
de 4gua destilada.

As absorbéncias das diluigdes foram calculadas através da seguinte equacéo:

A = (Ax vismax - A700) pH 1.0 — (A vissmax = A700) pH 45

A concentracdo de antocianinas monomeéricas na amostra original foi calculada
através da seguinte formula:

Antocianinas monomeéricas (mg/litro) = (A x PM x FD x 1000)/(e x 1)

Onde: PM ¢ o peso molecular referente a cianidina-3-glicosideo = 449,2 g/mol,

FD ¢é o fator de diluicéo, e ¢ é a coeficiente de absortividade molar = 26900 L.cm™ mol™

4.6. Anélise da Atividade Antioxidante

4.6.1. Avaliacdo da Atividade Seguestradora do Radical DPPH- dos Vinhos Tintos do

Rio Grande do Sul e de suas Fracdes

O teste foi realizado seguindo a metodologia descrita por Silva et al. (2006).
As solucbes estoque dos extratos foram preparadas a 1,0 mg/mL. Quantidades
apropriadas (obtidas através da triagem preliminar) destes extratos foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 5 mL da solu¢do de DPPH- (23,6 pg/mL em EtOH)
fornecendo concentracdes finais que variaram de 2 a 96 pg/mL. Cada concentracao foi
testada em triplicata. Ap6s 30 minutos de agitacdo em aparelho de ultra-som, a
quantidade de radicais DPPH- foi registrada em espectrofotdmetro UV-Visivel em
comprimento de onda de 517 nm. A percentagem da atividade sequestradora (% AS) foi
calculada pela equacéo:

% AS = 100X (Acontrole - Aamostra)/Acontrole

onde Acontrole € @ absorbancia do controle, uma solucdo que contém apenas o radical
DPPH- e EtOH, e Asmostra € @ absorbancia do radical na presenca dos extratos ou do

padrdo acido ascorbico.
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HO OH

1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH-) Acido ascorbico

Figura 6 -Estruturas do Radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH)-e do
Acido Ascorbico.

A eficiéncia anti-radicalar foi estabelecida utilizando a andlise de regressdo
linear no intervalo de confianca de 95 % (p<0,05) obtido pelo programa estatistico
GraphPad Prism 4.0. Os resultados foram expressos através da CEsp + E.P.M., que
representa a concentracdo da amostra (em pg/mL) necesséaria para obter metade da
atividade sequestradora maxima. Os extratos sdo considerados ativos quando
apresentam CEsp < 500 pg/mL (CAMPOS et al., 2003). Como controle positivo foi

utilizado o acido ascorbico.

4.6.2. Avaliacio da Atividade Sequestradora do Radical ABTS ™ dos Vinhos Tintos do

Rio Grande do Sul e de suas Fracdes

A determinacdo da CAET (Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox) e
CEsp dos extratos Aquoso, AcOEt pH 7.0 e AcOEt pH 2.0 dos vinhos tintos do Rio
Grande do Sul, foi realizada pelo ensaio da CAET descrito por Re et al. (1999),
utilizando o Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) como

composto padrdo, um anélogo da vitamina E soltvel em agua.

HO ]

OH

Figura 7 - Estrutura do Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico).
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O cétion radical ABTS™ foi preparado pela mistura de uma solucéo de ABTS
com uma solucédo de persulfato de potassio em agua ultra-pura (Figura?), a fim de obter
concentragdes finais de 7 mM e 2,45 mM, respectivamente. A solucdo foi mantida no
escuro e a temperatura ambiente durante um periodo de 12-16 h antes do uso. Entdo a
solugdo ABTS™ foi diluida com etanol (1:90 v/v, aproximadamente) até uma
absorbancia (A) de 0,7 + 0,02 no comprimento de onda de 734 nm, em UV-Visivel,
30°C. As solugdes estoque dos extratos Aquoso, AcOEt pH 7.0 e AcOEt pH 2.0 foram
preparadas em EtOH, obtendo-se concentracdo de 1,0 mg/mL. Quantidades apropriadas
(obtidas através da triagem preliminar) destes extratos ou do padrdo Trolox
(concentrag0es finais de 0 a 15 pM) foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5
mL da solugdo de ABTS™, fornecendo concentrages finais que variaram de 1 a 120
pug/mL. As solucdes foram agitadas e, apds 10 minutos, a absorbancia das amostras e do

padrdo foram medidas a 734 nm, utilizando-se cubetas de vidro.
|C2H5
N IS SOBH
JostPe o gt
HSO S N
C2H5
+e 1L —-e (KzSzOg)
(I:ZHS
+N' S SO3H
D: y=n-N= :©/ ABTS™”
S N
3 I
1 CZHS
GaHs
N _ S SO,H
S I
S0J S N
C2H5

Figura 8 - Formagdo do Cation Radical ABTS™ a Partir do ABTS e
K2S,0s.

HSO

H

As analises foram realizadas em triplicata e a percentagem de inibigdo (% I)
em relacédo ao branco foi calculada pela equacéo:
%I1= 100X(Abranco - Aamostra)/Abranco
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A eficiéncia da inibicdo do ABTS™ foi estabelecida utilizando a analise de
regressdo linear no intervalo de confianca de 95 % (p<0,05) obtido pelo programa de
estatistica GraphPad Prism 4.0. Os resultados foram expressos através da CEsp = E.P.M.
(PAYET et al., 2006), que representa a concentracdo da amostra necessaria para obter
metade da inibicio méaxima do cation radical ABTS™. Os resultados também foram
expressos em valores de CAET (Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox), ou
seja a quantidade (em umol) de equivalente de Trolox (ET) por grama de extrato (umol
ET/g) £ E.P.M. (JAVANMARDI et al., 2003; ZHAO et al., 2006), considerando a
curva de calibragdo do Trolox: A=4,6342C - 0,3521, e coeficiente de correlacdo de r* =
0,999, onde C ¢ a concentracdo do Trolox e A é a absorbancia a 734 nm.Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata, utilizando cinco concentragdes.

4.7. Quantificacdo das Concentracdes de cis, trans-Resveratrol e Quercetina nos Vinhos
Tintos do Rio Grande do Sul

Um método de quantificacdo foi validado utilizando-se os padrfes resveratrol
(isbmeros cis e trans) e gquercetina usando concentracdes dos trés padres que variaram
de 0,1 a 13 pg/mL, tomando-se como base para avalidagdo do método a resolucéo n°
899 da ANVISA. O método utilizou um aparelho de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de UV-Visivel (CLAE-UV-Vis), com coluna cromatografica C8
de 15 cm X 4,6 mm de didmetro interno e particulas de 5,0 pm de didmetro e pré-coluna
C8 de 1,0 cm X 4,0 mm de didmetro interno. A amostra foi introduzida através de um
injetor manual, com loop de 100 pL. A fase movel utilizada foi uma mistura de
MeCN:solucdo aquosa de &cido formico 0,1 % (25:75, v/iv) sob um fluxo de 2,0

mL/minuto.

4.8. Determinacio do Perfil Cromatografico dos Vinhos Tintos do Rio Grande do
Sul

A comparacdo do perfil cromatografico dos vinhos é uma forma de se adquir
dados inerentes aos constituintes quimicos presente em cada vinho, e que podem
permitir um agrupamento dos vinhos atraves de analise multivariada, imprimindo dessa

forma um perfil de metabélitos que sdo marcantes para cada regido vitivinicultora.
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As amostras dos vinhos foram preparadas como segue: Uma aliquota de 4,0 mL
de cada vinho foi transferida para um vial e submetidas ao congelamento a -20° C por 8
h. Em seguida as amostras foram liofilizadas em aparelho de liofilizacdo da marca
Terroni Equipamentos LTDA, modelo LS 3000. O produto liofilizado foi resuspenso
em 1,5 mL de &gua deionizada. As amostras foram filtradas sob membrana Millipore de
0,45 um de didmetro de poro. Para determinacdo do perfil cromatogréfico, foram
injetados, de cada amostra, 20pL de cada.

A analise do perfil cromatografico foi permitida a partir do desenvolvimento de
um método cromatografico, utilizando um aparelho da marca Shimadzu®, composto
pelos seguintes modulos: Controlador de Sistema (SCL 10Avp), detector com arranjo
de diodos (SPD-M10Avp), com faixa de andlise entre 190 a 500 nm, duas bombas (LC-
6AD) e coluna cromatografica C-8 de 4,6 mm didmetro interno (DI) x 25 cm, 5,0 um de
diametro de particula e 100 A de diametro de poro da marca Shimadzu® (Shim-pack) e
pré-coluna Shimadzu® (Shim-pack) C8 de 4,0 mm de DI x 1,0 cm, 5,0 um de didmetro
de particula. O método de separacdo dos analitos constituiu de eluicdo em modo
gradiente, o qual inicialmente comegou com 1,0 % do eluente organico B (acetonitrila /
J.T.Baker®) e 99 % de eluente aquoso A (4cido fomico 0,1 % / Vetec®), apés 50
minutos a concentracdo de B passou para 25 %, passados mais 45 minutos a
concentracdo de B chegou a 80 %, permanecendo nessa concentracdo por 5 minutos,
finalizando a corrida em 100 minutos.

A érea relativa de cada pico obtido nos cromatogramas foi submetida a analise
multivariada (Analise de Componentes Principais - ACP e Andlise Hierarquica de
Clusters - AHC) através do Software “Statistica” versdo 6.0 (Statsoft Inc.), maiores
detalhes sobre ACP e AHC, ver LUCENA,2008.

4.9. Andlise Estatistica

A significancia estatistica entre médias foi realizada através de teste t de student
ndo pareado. O nivel de significancia adotado foi de 95% (p<0,05). Os testes t foram
realizados utilizando-se o software GraphPad Prism versédo 5.0 (GraphPad Inc.). Com
relacdo a analise multivariada, foram realizadas analise de componentes principais e
analise hierarquica de agrupamentos. A variavel utilizada foi a area relativa de cada pico

nos cromatogramas. Para a analise hierarquica de agrupamentos, utilizou-se a distancia
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euclidiana como medida de agrupamento. A analise multivariada foi implementada com

0 uso do software Statistica 6.0 (Statsoft Inc.).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Anélise dos Componentes Fenolicos dos Vinhos Tintos do Rio Grande do Sul e de

suas Fragdes

O teor de fendlicos totais para vinhos inteiros variou de 1702 a 3338 mg EAG/L
(equivalentes de &cido gélico por litro). Observa-se que as amostras de vinhos mais ricas
em fendlicos totais sdo os vinhos com siglas SCME (Nacional) e CSME (Francés) com
3338 e 3307 mg EAG/L respectivamente, sendo ambos da variedade Merlot. O grafico
1 mostra os resultados dos teores de Fendlicos Totais nos vinhos inteiros analisados,
expressos em miligramas de Equivalentes de Acido Galico por litro de vinho
(mgeEAGI/L).

Fendlicos totais vinhos inteiros

CSMEH H 3306,64 + 98,69
MJTA 2842,6 £ 293,45

CSCS 2810,21 + 68,65
g MJCS 2427,06 + 53,47
= ALME 1702,27 + 78,74
> SVME 3072,38 + 192,01
SCTA 3156,10 + 464,46
sccs 2410,55 + 38,26
SCME 3337,77 + 118,42
0 1000 2000 3000 4000
mg EAG/L

Grafico 1 — Teores de fenodlicos totais em Vinhos Tintos do Rio Grande do Sul

e de um vinho FranCéS(CSME).Obs: SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA
(Tannat-2005), SVME (Merlot-2004), ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet
Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e CSME (Merlot)

Freitas (2006), estudando a composic¢do quimica de vinhos tintos em diferentes
regides do Rio Grande do sul, encontrou valores de Fendlicos Totais que variaram entre
1141,8 a 2574,3 mg/L, nas variedades Cabernet Sauvignon e Tannat respectivamente.

Blasi (2004), analisando os constituintes quimicos de vinhos tintos secos
produzidos na Quarta Col6nia de imigracdo italiana do Rio Grande do Sul, encontrou
valores de Polifendis totais que variaram entre 1117,9 a 3227,82 mg EAGI/L, resultado

similar ao encontrado neste trabalho.
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Paix&o et al. (2007) também determinaram o teor de fendlicos totais pelo método
de Folin—Ciocalteu em cinco variedades de vinhos tintos portugueses e encontraram
resultados que variavam de 1724 a 1936 mgEAG/L.

Lopez-Velez (2003), relatou que encontrou um total de fendis com quantidades
que variaram de 1800 a 2300 mg EAGI/L.

Uma andlise estatistica (teste t de student ndo-pareado) para verificar se 0s
vinhos estudados da variedade Merlot do Rio Grande do Sul, diferiam significantemente
do vinho da variedade Merlot Francés testado, mostrou que apenas a amostra ALME
(Merlot, 2005) diferiu do vinho francés com relacdo ao teor de fendlicos totais
(p=0,0002).

Em um estudo realizado por Landrault et al. (2001), trinta e quatro amostras de
vinhos tintos franceses de diversas variedades de uvas tiveram o teor de fendlicos totais
testado utilizando metodologia de Folin-Ciocalteu. O teor de fenodlicos totais variou de
1,018 a 3,545gEAG/L (grama de Equivalente em Acido Galico por Litro). O valor
obtido neste trabalho para vinho tinto Francés da variedade Merlot (3,4 g EAGI/L)
encontra-se na faixa dos valores reportados por Landrault (2001).

Fernandez-Pachén (2004) estudando a relacdo entre atividade antioxidante e a
composicdo fendlica de diferentes tipos de vinhos, relatou uma concentracdo de
fendlicos totais em vinhos tintos que variou de 1289 a 2389 mg EAG/L.

Lucena (2008), encontrou teores de Fendlicos Totais para vinhos tintos do Vale
do Séo Francisco que variaram entre 3211 a 5889 mg EAGI/L, valores bem superiores
aos apresentados no presente trabalho. Uma possivel explicacdo para esse fato é uma
maior incidéncia solar na Regido do Vale do S&o Francisco durante praticamente todo o
ano, fator este ja& demonstrado estar relacionado a um aumento no teor de polifendis
(SPAYD et al, 2002). Neste sentido, ha estudos mostrando que o teor de polifendis em
uvas expostas ao sol pode, em alguns casos, ser até 10 vezes maior do que o encontrado
em uvas cultivadas na sombra (SPAYD et al, 2002).

O grafico 2, abaixo apresenta teores de fendlicos totais para 0s vinhos do Rio
Grande do Sul (cinza) e vinhos do Vale do Sdo Francisco (bege), expressos em
mgEAGI/L.
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F.T. VRGS x VVSF

GATA

5889,0 + 34,6
GAME 4706,0 + 27,7
GASH 5053,0+ 29,7
ADSY 5855,0 + 34,4
ADCS 5391,0+ 31,7
BORC 5382,0 + 31,7
n BOPS 5157,0 + 30,3
2 BOCS 3211,00 + 18,9
£ MJITA 28426+ 293,45
> CSCs 2810,21 + 68,65
MJCS 2427,06 53,47
ALME 1702,27 £ 78,74
SVME 3072,38 + 192,01
SCTA 3156,1+ 464,46
SCCS 2410,55 + 38,26
SCME 3337.77 + 118.42
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

mg EAG/L

Grafico 2-Teores de fenolicos totais de Vinhos Tintos do Rio Grande do

Sul(cinza) e de Vinhos Tintos do Vale do Sao Francisco(LUCENA,2008).

Obs: SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA (Tannat-2005), SVME (Merlot-2004),
ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e
CSME (Merlot), BOCS (Cabernet Sauvignon-2006), BOPS (Shiraz-2005), BORC (Ruby Cabernet-2006), ADCS
(Cabernet Sauvignon—2005), ADSY (Shiraz-2005), GASH (Shiraz—2003), GAME (Merlot-2003) e GATA (Tannat-
2002).

Em seguida apresentamos um gréfico tipo Box Plot (grafico 3), que compara
dispersao de diferentes conjuntos de dados e foi feito um “teste t” de Student entre as
amostras dos vinhos tintos do Rio Grande do Sul e Vale do S&o Francisco
(LUCENA,2008).
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RGS x VSF
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Gréfico 3 — Concentracdo de Fenolicos totais de vinhos do Rio Grande do Sul X
Vinhos Vale do S&o Francisco. ***p<0,0001.

Freitas (2006), avaliando a variacdo dos compostos fendlicos e de cor dos vinhos
de uvas tintas (Vitis Vinifera) em diferentes ambientes, observou que um ambiente com
condicGes meteoroldgicas que apresentaram precipitacdo pluvial mais elevada e pouca
insolacdo durante o periodo de maturacdo das uvas, dificultou o desenvolvimento
fisiolégico das mesmas, obtendo assim um resultado inferior com relacdo a
concentracdo de flavondides antocianicos, flavonoides ndo-antocianicos, flavondides
totais, polifendis polimerizados, polifendis totais, antocianinas livres e antocianinas
totais, que em um ambiente com menor precipitacdo pluvial, maior insolagdo e menor
umidade relativa do ar, além de temperaturas na faixa de 22°C a 26°C, consideradas
amenas, constituindo condi¢bes meteoroldgicas favoraveis que possibilitam a uva
melhores condi¢bes de maturacdo, principalmente a fendlica, mais completa,
beneficiando a qualidade dos vinhos.

O teor de fenolicos totais das fracbes dos vinhos estudados variou de N.D.(Nao
Detectado) a 1558,19 + 98,43 mg EAG/g de extrato.

A amostra ALME F2 (Fragdo 2) da variedade Merlot, foi a mais concentrada em
Fendlicos Totais com 1558,19 + 98,43 mg EAG/G de extrato.

O gréfico 4 apresenta os teores de Fendlicos Totais das fracGes expressos em mg
EAG/g de extrato.
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86,41+ 19,8
32,05+ 6,51

CSCS 3 56,78 + 13,29
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ALME34 np.

SVME3 72,95 £ 5,36
SCTA 3 50,40 + 5,41
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ALME19 1857+4,75

SVME1 61,88 + 5,64

SCTA 14 3184+4,79
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Gréfico 4 — Teores de Fendlicos Totais de fracdes dos vinhos tintos do Rio

Grande do Sul em mg EAG/g.*ND: Néo Detectado.
Obs:SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA (Tannat-2005), SVME (Merlot-2004),
ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e

CSME (Merlot),

Analisando o grafico, pode-se concluir que ndo houve diferenca
significativa entre as fracbes 1 e 3, mas essas duas fragbes diferiram
estatisticamente da fracdo 2. Para confirmar esse resultado foi feito um teste

teste t de student, e um gréfico tipo “Box Plot” apresentados a seguir:

1558,19 + 98,43
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Gréfico 5 — Comparacdo de Teor de Fendlicos Totais entre fragcbes dos vinhos
do Rio Grande do Sul.**p<0,001

Percebe-se pelo gréafico 5, a grande diferenca entre a Fracdo 2 (AcOEt pH 7.0)
das demais fracdes. O teste t de student feito entre a fracdo 1 (Aquosa) e a fracdo 2
(AcOEt pH 7.0) resultou em médias: F1 = 38,44 + 6,49 e F2: 655,0 = 144,5 mgeAG/g
com p=0,0006 , para fracdo 1 (Aquosa) e a fracdo 3 (AcOEt pH 2.0) , obteve-se
médias: F1 = 38,44 £+ 6,49 e F3 = 48.53 + 11.51mgEAG/g, com p=0,4560 e para fracdo
2 (AcOEt pH 7.0) e fracdo 3 (AcOEt pH 2.0) as médias foram F2: 655,0 + 1445e e F3
=48.53 £ 11.515 mgeAG/g, com p=0,0007.
Os valores de fendlicos totais das fragdes dos vinhos foram comparados em teste
t de student, com fragcdes dos vinhos do Vale do Sdo Francisco. Os resultados estdo
expressos a seguir e apresentados em grafico:
e RGSF1:41.69+6.364 X VSFF1:71.97 £5.689, com p<0,0032.
e RGSF2:692.2+158.3 X VSFF2:626.7 +21.17, com p=0,6882.
e RGSF3:43.80+11.90 X VSF F3:149.0 + 17.08, com p=0,0002.
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Gréfico 6 — Comparacdo entre teor de fenolicos totais da fracdo 1 do RGS e do
VSF.

RGS.F3 x VSF.F3

RGS.F3 VSEF3

Grafico 7 — Comparacdo entre teor de fendlicos totais da fracdo 3 do RGS e do
VSF.

A fragdo 1(Aquosa) do Vale do Séo Francisco, teve média maior que a fracdo 1 do
Rio Grande do Sul, entre as fracdes 2 (AcOEt pH 7.0) ndo houve diferenca significativa,;
ja para a fracdo 3 (AcOEt pH 2.0), do Vale do S&o Francisco teve média bem superior
gue a do Rio Grande do Sul. Estes resultados sugerem que os vinhos do Vale do S&o
Francisco tem Antocianinas Totais e Acidos Fenolicos, em quantidades bem maiores

que os vinhos do Rio Grande do Sul.
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5.2. Quantificacio de Antocianinas Monomeéricas

A quantificacdo de Antocianinas Monoméricas foi realizada para as oito
amostras de vinhos tintos do Rio Grande do Sul e para 1(uma) amostra de vinho Francés
da variedade Merlot, bem como para os extratos das trés fracbes de cada uma das 09
amostras destes vinhos.

Para as amostras de vinhos os resultados foram expressos em miligramas de
antocianinas monoméricas por litro de vinho (mg AM/L). Para as fracdes, em
miligramas de antocianinas monoméricas por litro do extrato (mg AM/L).

O gréafico 8 mostra o resultado dessa quantificacdo para os vinhos inteiros:

Antocianinas Monoméricas-vinhos inteiros

CSMEH 4 193,73 + 5,57
MJITA 78,42 + 7,39
CScs 99,65 + 5,652
@ MJCS 42,85 + 5,55
< ALME4 8,76+ 0,46
S SvME 72,36 + 10,30
SCTA 42,89 + 7,793
sccs 38,12 + 6,63
SCME 76,51 + 4,19

0 50 100 150 200
mgAM/L

Grafico 8 — Antocianinas Monoméricas em vinhos inteiros do Rio Grande do
Sul (mg AM/L). *AM=Antocianinas Monoméricas.

Obs: SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA (Tannat-2005), SVME (Merlot-2004),

ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e

CSME (Merlot)

A concentracdo de Antocianinas Monomeéricas para 0s vinhos inteiros
variou entre 8,76 + 0,46 a 193,73 £ 5,57 mg AM/L, das amostras ALME, e CSME,
ambos da variedade Merlot , sendo o ultimo Francés.

As antocianinas estdo contidas na casca das uvas, com excec¢do de poucos
cultivares cuja polpa também é pigmentada (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 1998). A
casca de uva Vitis vinifera L. representa de 5 a 10% do peso fresco da fruta e age como
uma barreira hidrofobica contra a infestagdo fungica, além de proteger a fruta da

desidratacéo, raios ultravioletas e injurias fisicas. Contém substancias responsaveis pela
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pigmentacdo, flavor e aroma (LECAS E BRILLOUET, 1994). O conteudo de
antocianinas de uva pode variar de 30-750 mg/100 g de fruta e, como em outras plantas,
varia de acordo com o cultivar, estacdo e condigdes ambientais (Bridle e Timberlake,
1997).

O grafico 9 apresenta as concentracdes de Antocinaninas Monomeéricas de

alguns vinhos do Rio Grande do Sul e de correspondentes da Regido do Vale do S&o

Francisco:
Antocianinas VSF x RGS
CSCS - RGS 70,72 + 11,75
MJTA - RGS 62,03 + 1,37
SCME - RGS 60,81 + 1,11
8 sccs-Res 30,46 + 2,88
-‘>E ADCS - VSF 8,85+ 2,14
GATA - VSF 4,65+ 1,41
GAME - VSF 3,35+ 0,12
BOCS - VSF 9,07 + 2,27
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
mgAM/L

Gréfico 9 — Concentracdo de Antocianinas Monoméricas de vinhos inteiros do

Rio Grande do Sul (cinza) e Vale do S&o Francisco (bege).
Obs: SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006), MJTA(Tannat-2006)
BOCS (Cabernet Sauvignon—2006), ADCS (Cabernet Sauvignon—2005), GAME (Merlot—2003) e GATA (Tannat-2002).

Pelo gréfico podemos observar que, a concentracdo de Antocianinas
Monométricas dos vinhos do Rio Grande do Sul foi bem superior aos vinhos do Vale do
Sdo Francisco. Em teste t de student entre as amostras encontramos o resultado a seguir:
RGS :58,26 + 6,64 e VSF : 6,48 £ 1,46 mgAM/L,com p=0,0003, mostrado no gréfico
10.
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AM RGS x VSF
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Grafico 10 —-Comparacdo entre a concentracao de Antocianinas Monoméricas de vinhos

inteiros do Rio Grande do Sul(cinza) e Vale do Sao Francisco.

A média da concentracdo de Antocianinas Monoméricas dos vinhos inteiros do
Rio Grande do Sul foi aproximadamente 8 vezes maior que a dos vinhos do Vale dom
Sao Francisco. Uma possivel explicacdo para tal fato pode ser por que a tempertura
média da Regido do Vale do S&o Francisco que é mais alta que a temperatura no Rio
Grande do Sul praticamante durante todo a ano, o que pode prejudicar a estabilidade das
Antocianinas, fazendo com que elas se polimerizem formando outros compostos.

Atualmente é sabido que o oxigénio pode degradar antocianinas através de um
mecanismo de oxidacdo direta ou indireta, oxidando 0s constituintes do meio que
reagem com as antocianinas (JACKMAN E SMITH APUD HENDRY E HOUGHTON,
1992).

Calvi e Francis (1978) estudaram a estabilidade das antocianinas de uvas Vitis
labrusca (var. “Concord”) em sistemas de alimentos liquidos e solidos, € concluiram
que em sistemas liquidos o oxigénio foi um dos mais importantes fatores na degradacéo
das antocianinas. Stringheta (1991) também observou que o efeito do oxigénio na
degradacédo de antocianinas da inflorescéncia de capim gordura (Mellinis minutiflora Pal
de Beauv) é acentuado; em pH 3,0 as amostras mantidas na presenca de oxigénio do ar
apresentaram tempo de meia vida de 276 horas, enquanto que amostras sob efeito de

nitrogénio, 1018 horas.
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De acordo com Brouillard e Dubois (1977), o mecanismo de degradagdo das
antocianinas pelo calor ocorre provavelmente devido & abertura do anel do cation
flavilium e sua conversdo a forma chalcona, que é incolor. Essa degradagdo é
irreversivel e confere a formacdo de produtos de coloracdo marrom. Normalmente o
aumento da temperatura causa um aumento logaritmico na destruicdo das antocianinas
(Markakis,1982); isto pode ocorrer durante o0 armazenamento e estocagem dos
alimentos (Mazza e Miniati, 1993).

A estabilidade de seis antocianidinas 3-monoglicosidicas foi avaliada por
Cabrita, Fossen e Andersen (2000). Verificou-se a influéncia das temperaturas de 10°C
e 23°C em diferentes valores de pH, durante 60 dias de estocagem. Em pH 3,2 e
presenca de ar, as antocianinas estudadas apresentaram acima de 80% da cor inicial
guando mantidas a 10°C e 35% (em média) da cor inicial quando estocadas a 23°C.

O gréafico 11 a seguir apresenta as concentracdes de Antocianinas Monoméricas

nos extratos das fracdes dos vinhos em mgAMY/L de extrato de vinho.

Antocianinas Monomeéricas - fracdes dos vinhos

CSME3 0,61+ 0,01

MJTA 3 0,33+ 0,11

CSCS 3 3,52+ 0,26
MJCS 3 0,34+ 0,14

ALME 34 ND.

SVME3 0,97+ 0,28

SCTA 3
SCCS 3
® SCME3
2 CSME?2
S MJTA 2
> CSCS?2
4 MJCS 2
S ALME?2
» SVME?2
2 SCTA 2
O SCCS 2
® SCME?2
L CSME1
MJTA 1
CSCS 1
MJCS 1
ALME 1
SVME 1
SCTA 1
SCCS1
SCME 1

0,61+ 0,18
N.D.
N.D.

6,32+ 0,14
2,11+ 0,58
6,18+ 0,42
3,56+ 0,27
6,31+ 0,55
3,92+ 0,51

3,68+ 0,30

1,30+ 0,14
1,47+ 0,35

5544 0,25
1,48+ 0,49
1,384 0,17
0,724 0,31

0,334 0,06

1,95+ 0,26
1,99+ 0,31

0,33+ 0,16
1,28+ 0,31

0 1 2 3 4 5 6 7
mgAM/L

Gréfico 11 — Concentragdo de Antocianinas Manoméricas nos extratos dos
vinhos (MgAM/L).*N.D. — N&o Detectado.
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Obs: SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA (Tannat-2005), SVME (Merlot-2004),
ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e
CSME (Merlot)

Os valores de Antocianinas Monomeéricas para 0s extratos dos vinhos variou de
N.D — Néo Detectado a 6,32 + 0,14 mg AM/L, sendo o maior valor encontrado para a
amostra F2 (fracdo 2)-CSME(Francés) da variedade Merlot.
O teste t de student entre as fracGes, resultou em:
e Meédia: F1:1,67 £0,53 X F2: 3,87 £ 0,68 mg AM/L, com p=0,0206;
e Meédia: F1:1,67 £ 0,53 X F3:0,71 £ 0,37mg AM/L, com p=0,1533 e
e Média: F2: 3,87 £0,68 X F3: 0,71 £ 0,37 mg AM/L, com p=0,0008.
As fracbes 1 e 3 diferiram estatisticamente da fracdo 2, mas ndo diferiram entre
Si.
Comprando as fragdes dos vinhos do Rio Grande do Sul com as fragdes do Vale
do Séao Francisco (LUCENA,2008) pelo teste t de student, temos:
e Média: FIRGS:1,19+ 0,26 X F1VSF: 1,06 £ 0,25mg AM/L, com p= 0,7210;
e Média: F2RGS: 3,57 £ 0,68 X F2VSF: 0,68 + 0,19 mg AM/L, com p=0,0011,;
e Média: F3RG: 0,72+ 0,42 X F3VSF: 0,11+ 0,09 mg AM/L,com p=0,1736.
Resultados representador pelo grafico 12.

0 e —

AM RGS F2 AM VSF F2

Gréfico 12 — Comparacdo entre a concentracdo de Antocianinas monomericas
da fracdo 2 do RGS e do VSF.
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Nota-se que somente a fracdo 2 diferiu estatisticamente e com media superior
aos vinhos do Vale do Séo Francisco, resultado que confirma o teste de Antocianinas
monoméricas para vinhos inteiros, onde os vinhos do Rio Grande do Sul tiveram média

bem superior aos do Vale do Séo Francisco.

5.3. Andlise da Atividade Antioxidante

5.3.1. Avaliacdo da Atividade Sequestradora do Radical DPPH- dos Vinhos Tintos do

Rio Grande do Sul e de suas Fracdes

A atividade antioxidante frente ao radical DPPH- foi determinada por CEsp (Que
¢ a concentracdo da amostra necessaria para inibir 50% da atividade maxima do radical
livre). Os valores das CEsp para 0s vinhos inteiros variou de 29,20 + 1,51 a 94,44 +
1,78ug/mL (Gréafico 13). A amostra mais ativa foi SCME com CEsp - 29,20 +
1,51pg/mL, ou seja foi a amostra que precisou de um a menor concentracao para inibir

50% da atividade radicalar, como mostra o grafico abaixo:

DPPH vinhos inteiros

CSME- H 63,15+ 2,89
MJTA 49,06 + 10,52
CSCS 68,27 + 2,90

g MJICS 71,33+ 1,81
= ALME 94,44 + 1,78
> SVME 54,40 + 1,30

SCTA
SCCS
SCME

58,94 + 0,50
71,41+ 1,63
29,20+ 1,51
0 25 50 75 100
CEgotEPM(pg/mL)

Gréfico 13 — CEsp (Mg/mL) para teste antioxidante com radical DPPH, para

vinhos inteiros do Rio Grande do Sul.

Obs: SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA (Tannat-2005), SVME (Merlot-2004),
ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e
CSME (Merlot)
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Em 1922, Goldschmidt e Renn descobriram um radical livre estavel de cor violeta,
que agora é usado como reagente colorimétrico para processos de oxi-reducao
(IONITA, 2005). O DPPH pode ser mantido indefinidamente com pouca decomposi¢ao
porque ele ndo reage com o oxigénio. O método provou ser bastante Util em uma série
de investigaces, tais como a determinacdo das propriedades antioxidantes de aminas,
fendis ou compostos naturais (vitaminas, extratos vegetais, medicamentos) e para inibir
reagbes hemoliticas. O DPPH tem a cor violeta intensa como KMnO4 e quando
reduzido a seu homdlogo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHH) se torna amarelo-
alaranjado (IONITA, 2005).

O método do DPPH baseia-se na reducdo dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH?) através da doac¢do de um atomo de hidrogénio pelo polifenol a molécula do
radical (ARUOMA et al., 1997). Para essa analise utiliza-se uma solucdo alcodlica de
DPPH, que absorve no comprimento de onda proximo de 517 nm, e a medida que seu
elétron deixa de ser desemparelhado, a absorcdo decresce e ocorre a mudanca de
coloracdo frente as moléculas antioxidantes testadas (DI MAMBRO; MARQUELE;
FONSECA, 2005).

Ruberto et al. (2007) estudaram a atividade antioxidante de cinco cultivares de
uvas tintas sicilianas frente ao radical livre DPPH- e obtiveram valores de CEsp que
variavam de 14-39 pg/mL.

Arlorio et al. (2008) verificaram a atividade antioxidante dos extratos
metanolicos de espécies de cacau de Gana, Costa do Marfim e Equador, frente ao
radical livre DPPH-. Foi observado que a CEsg destes extratos variou de 14.986 + 1.348
a 30.100 + 2.417 pg/mL.

Woraratphoka, Intarapichet e Indrapichate (2007) estudaram a atividade
sequestradora do radical livre DPPH- para amostras de vinhos tintos tailandeses. Os
valores obtidos neste estudo foram calculados em termos de CEsp e expressados como
mg EAG/L. Os resultados variaram de 3.1 a 6.8 mg EAG/L.

Os resultados obtidos para a atividade anti-radicalar para as fracdes dos vinhos

estudados, encontram-se apresentados no grafico 14, e estdo expressos em CEsg

(ug/mL).
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CSME3
MJTA 3
CSCS 3
MJCS 3
ALME3
SVME3
SCTA 3
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=CSME2
-;MJTAZ
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oMJCS 2
TALME?2
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DPPH fracdes
2,62+ 0,04
39,73+ 0,31
28,65+ 0,76
28,27+ 0,61
50,06 + 0,64
55,79+ 0,23
19,43+0,8
21,18+ 1,38
24,75 1 0,67
25,46 + 0,22
15,02+ 0,1
4,02 £ 0,06
5,39+ 0,05
4,91 10,02
51+0,15
6,68+ 0,1
5,33+ 0,05
10,87+ 1,35
8,25+ 0,2
120,29+ 1,63
105,61+ 0,57
104.39 + 0.39
>239,00
141,82 £+ 3,31
92,82+ 0,93
98,33+ 0,79
146,28 £ 0,75
132,58 + 0,69
T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
CEsp+:EPM(ug/mL)

Gréfico 14 — Determinacdo da Atividade Anti-radicalar ao DPPH-, das 3 fracGes

dos vinhos estudados. Ac. Asc.= Acido Ascorbico.
Obs: SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA (Tannat-2005), SVME (Merlot-2004),
ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e

CSME (Merlot)

A maior atividade anti-radicalar foi das fracbes 2 em geral, resultado esperado, ja

que essa é a fracdo que tem maior teor de Fendlicos Totais. A variacdo das CEs ficou
entre 4,02 £ 0,06 a >239,00 pg/mL, sendo a amostra mais ativa a F2 MJTA, da

variedade Tannat.

Relacionando a fragdo 2 mais ativa com o padrdo Acido Ascorbico, podemos ver

que esta tem atividade anti-radicalar semelhante ao padréo.

O teste t de student, mostra a relacdo de uma fracdo com a outra:
e Média: F1: 131,3+ 14,94 X F2:7,29 + 1,19 pug/mL,com p< 0,0001;
e Meédias:F1:131,3 14,94 X F3: 32,59 + 4,32 ug/mL, com p<0,0001 e
e Meédias: F2: 7,29+ 1,19 X F3: 32,59 * 4,32 pg/mL,com p<0,0001.

A fragdo 2 foi aproximadamente 4,5 e 18 vezes mais ativa que as fragdes 3 e 1

respectivamente.

Esses valores de CEsp foram comparados em teste t de student, com CEsg de extratos

de vinhos do Vale do S&o Francisco, e mostrados a seguir:
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e Fracdo 1: RGS X VSF:

Médias: FIRGS:132,6 + 16,87 e F1VSF :67,22 + 10,17 pg/mL,com p=0,0050;
e Fragdo 2 : RGS X VSF:

Médias: F2RGS: 6,32 + 0,79 e F2VSF : 7,03 + 0,82 pug/mL,com p=0,5436 e

e Fragdo 3 : RGS X VSF:

Médias: F3RGS: 31,70 £ 4,79 e F3VSF : 19,53 + 2,11 pg/mL, com p=0,0357.

Os gréficos 15 e 16 apresentam o resultado da comparacao anterior:

250+
200+

150+

\/RC&SFH. V\/§F3F1

CEso(ng/ml)

Gréfico 15 — Comparacéo entre a fracdo 1 de vinhos do RGS x VSF com relagéo a
Atividade Anti-radicalar DPPH-.

60+

504

CEso(pg/mL)
3

==

VRGS.F3 VVSF.F3

Grafico 16 — Comparacéo entre a fracdo 3 de vinhos do RGS x VSF com relacéo a
Atividade Anti-radicalar DPPH-.
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A atividade anti-radicalar esta relacionada com a presenca de Compostos Fenolicos
nas amostras, e para avaliar esta relacdo foi realizada uma analise de correlacdo linear
entre os valores de concentracdo de Fendlicos totais e os valores de CEsy obtidos no
teste de DPPH- (Grafico 17).

0,35 -
y = 0,0002x + 0,0252
0.3 R? = 0,7551

T 0,25 -
&
g 027 o *
B
0 0,15 -+
O
S 0,1 A

0,05 A

0 T T 1
0 500 1000 1500 2000
Fenolicos Totais (mg EAG/g)

Grafico 17 — Correlacdo linear entre 0 Teor de Fenolicos Totais e a Atividade
Antioxidante frente ao radical DPPH-, das fracGes dos vinhos.

Observa-se pelo grafico que existe uma razoavel correlacdo linear entre a
atividade anti-radicalar frente ao radical DPPH- e a concentracdo de Fendlicos Totais,
visto que o coeficiente de correlacio linaer (R?) encontrado foi de 0,7551, o que sugere
que 75,5% da atividade anti-radicalar das amostras deve-se a contribui¢do dos Fenolicos
Totais. Assim, conclui-se que existem substancias ndo fenolicas presentes nas amostras
com significativa atividade antioxidante.

Lucena (2008), estudando atividade antioxidante em vinhos do Vale do S&o
Francisco relatou uma correlacéo linear (R?) entre Fendlicos Totais e CEsy DPPH-, de
0,7252, semelhante ao resultado encontrado neste trabalho.

Vedana (2008), avaliando o efeito do processamento na atividade antioxidante
da uva, encontrou uma correlacéo linear (R entre Fendlicos Totais e CEso DPPH- em
amostras de suco de uva, de 0,5406.



64

5.3.2. Avaliacdo da Atividade Sequestradora do Radical ABTS™ dos Vinhos Tintos do

Rio Grande do Sul e de suas Fracdes

A capacidade sequestrante de radicais ABTS (acido 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) de extratos de plantas medicinais, extratos antocianicos
de frutas, vinhos e extratos de gramineas foram avaliadas respectivamente por Pietta,
Simonetti e Mauri (1998), Espin et al. (2000), Landrault et al. (2001) e Pukalskas et al.
(2002). Este método € baseado na formacdo do radical ABTS™ pelo radical
ferrilmioglobina gerado pela reacdo entre a metahemoglobina e H,O; na presenga de
peroxidase. Outros agentes oxidantes podem ser utilizados. Ha, portanto, a formacéo de
um radical cromoforo (ABTS™), onde a atividade antioxidante é avaliada pela supresséo
da cor do radical quando substancias antioxidantes sdo adicionadas no meio.

Outro teste realizado neste trabalho foi a andlise da atividade sequestradora do

Radical ABTS™ para vinhos inteiros e fragGes, como mostra o grafico 18:

ABTS vinhos inteiros

CSMEA — 12,82 + 1,69
MJITA 12,11 + 1,06
CSCs 16,59 + 0,73
g MJICS 21,98+ 1,5
€ ALME 25,81+ 0,48
> SVME 23,07 + 0,08
SCTA 20,12 + 1,14
SCCs 23,36 + 1,02

SCME 12,96 + 0,988

0 10 20 30

Grafico 18 - CEsq (ug/mL) para teste antioxidante radical ABTS™ , para vinhos

inteiros do Rio Grande do Sul.

Obs: SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA (Tannat-2005), SVME (Merlot-2004),
ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e
CSME (Merlot)
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Os resultados foram expressos através da CEsy £ E.P.M. (PAYET et al., 2006),
que representa a concentracdo da amostra necessaria para obter metade da inibicao

maxima do cation radical ABTS ™.

Os valores de CEsg para 0s vinhos inteiros variaram entre 12,11+ 1,06 a 25,81 +

0,48 pg/mL (Graficol2). A amostra mais ativa foi MJTA, da variedade Tannat, com

CE50 = 12,11 pg/mL

Paix&o et al. (2007) realizaram o ensaio do ABTS™ com 5 amostras de vinhos

tintos portugueses e observaram que a porcentagem de inibicdo variou de 429 £ 3,2 % a

57,0 + 5,1 % no sistema reacional com ABTS ™.

O grafico 19 apresenta o resultado da CEsy para o ensaio ABTS™, para as

fracOes. Os valores variaram de: <2,00 a 41,89 + 0,75 pg/mL

Trolox

SCME1
SCCS1
SCTA 1

SVME1
ALME1

MJCS 1
CSCS1

MJTA 1
CSME1
SCME 2
SCCS 2
SCTA 2
SVME 2
ALME?2
MJCS 2

es dos Vinhos

ABTS fragdes dos vinhos

[ 1 2,73t 0,01

19,46+ 0,15
31,63+ 0,66
34,39+ 0,23
29,24+ 0,65
41,54+ 0,64
41,89+ 0,75
37,41+ 0,24
20,95+ 0,49
22,03+ 0,49
4,32+ 0,11
6,71+ 0,35

3,56+ 0,06

4,12+ 0,04
3,8+,10
2,68+ 0,17

1,46 £ 0,04
<2,00
1,98+ 0,04
12,69+ 0,13
17,17 £ 0,62
13,62 £ 0,97
17,57+ 0,70
26,05+ ,72
23,89 + 0,03
10,85+ 0,36
9,68 + 0,34
508+ 0,18
L] L] L] L] L] L] L] L}
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
CEg5oxEMP(ng/ml)

Gréfico 19 — Determinacdo da Atividade Anti-radicalar ao ABTS' das 3 fracoes
dos vinhos estudados.

Obs:

SCME (Merlot-2005), SCCS (Cabernet Sauvignon-2004), SCTA (Tannat-2005), SVME (Merlot-2004),

ALMeE(Merlot-2005), MJCS (Cabernet Sauvignon-2005), CSCS (Cabernet Sauvignon-2006, MJTA(Tannat-2006) e

CSME (Merlot)
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As fragdes 2 (AcoEt pH 7.0) foram como grupo as mais ativas, e dentre estas a mais
ativa foi a MJTA, da variedade Tannat.
O teste t de student, mostra a relagdo de uma fracdo com a outra:

e FI1xF2: Média: F1: 30,95 + 2,89 X 3,58 + 0,58 pg/mL, com p<0,0001;

e FI1xF3: Média:F1: 30,95 £ 2,89 X F3: 15,18 + 2,25 pg/mL, com p=0,0005 e

e F2xF3: Média:F2: 3,58 + 2,89 X F3: 15,18 + 2,25 pg/mL, p=0,0003.

As fracdes diferiram estatisticamente umas das outras. Esses valores de CEsg
foram comparados em teste t de student, com CEsy de extratos de vinhos dos Vale do
Séo Francisco(LUCENA,2008) e apresentados abaixo, como também pelo grafico 20 :

e Fracdo 1: RGS x VSF: Médias: FIRGS: 32,06 + 3,02 e F1VSF : 43,68 +
6,92ug/mL,com p= 0,1472;

e Fracdo 2 : RGS x VSF:Médias: F2RGS: 3,81 + 0,61 e F2VSF: 2,27 £ 0,19
pg/mL,com p= 0,0238 e

e Fracdo 3 : RGS x VSF:Médias: F3RGS: 16,44 + 2,11 e F3VSF : 11,45 +
1,08 pg/mL, com p=0,0537

CEgo(ng/ml)
5

—

0 T T
RGS F2 VSF F2

Gréfico 20 - Comparacdo entre a fracdo 2 de vinhos do RGS x VSF com
relacdo a Atividade Anti-radicalar ABTS-.
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A fracdo 2 do Vale do Séo Francisco foi mais ativa que a fracdo 2 do Rio Grande

do Sul, embora entre as outras fragdes ndo houve diferenga significativa.
O resultado da correlacdo entre a CEsp ensaio ABTS e o teor de fendlicos
totais é mostrados no gréfico 21, e apresenta um coeficiente de correlacéo linear (R?) de
0,4395, mostrando correlacdo bastante baixa, ja que esse resultado sugere que apenas

44% da atividade anti-radicalar esta relacionada com o teor de fenolicos totais.

0.8 1 y =0,0003x +0,0825
0.7 - . R*=0,4395

1/CE50 (ABTS)

0 500 1000 1500 2000
Fendlicos Totais (mg EAG/g)

Gréfico 21 - Correlacdo Linear do Teor de Fenodlicos Totais em funcdo da
Atividade Sequiestradora de Radicais ABTS™ das Trés Fragbes dos Vinhos
Tintos Analisados.

Lucena (2008), estudando atividade antioxidante em vinhos do Vale do S&o
Francisco encontrou uma correlacdo linear (R?) entre Fenélicos Totais e CEsy ABTS™
de 0,9345, resultado bem superior ao encontrado neste trabalho. Tal resultado pode
sugerir que as diferencas de composicdo para compostos fendlicos encontradas nos
vinhos do Rio Grande do Sul e no Vale do Séo Francisco sejam a causa desta falta de
correlacéo.

Vedana (2008), avaliando efeito do processamento na atividade antioxidante da
uva, encontrou uma correlacdo linear (R entre Fendlicos Totais e CEsy ABTS ™ .em
amostras de suco de uva, de 0,7572.

A correlagdo linear entre os dois testes anti-radicalares (ABTS™ e DPPH-)
também foi realizada, através de seus valores de CEsy e os resultados sdo visualizados
no Gréfico 22 resultando em um coeficiente de correlagdo linear (R de 0,7389. Este

resultado mostra que 74% das amostras se correlacionam entre os dois testes.
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Grafico 22 - Correlacdo Linear dos Valores de CEsy do Ensaio ABTS™ em
Funcdo dos Valores de CEsy do Ensaio DPPH- dos Extratos dos Vinhos
Analisados.

Lucena (2008) também analisou o coeficiente de correlacdo linear entre os
ensaios DPPH e ABTS, e encontrou R?= 0,9775. Vedana (2008) analisando a correlagéo
linear entre os dois testes, relatou R°=0,8203, para amostras de suco de uva.

Lachman, Sulc e Schilla (2007), em um estudo com vinhos da Republica
Tcheca, verificaram um valor de correlacdo linear médio de R? = 0.71560 para ensaios
de ABTS™ e DPPH* , resultado muito proximo do encontrado neste trabalho.

A falta de uma correlacédo forte entre estes dois testes € comumente atribuida ao
fato de que cada composto fendlico individualmente contido no vinho causa uma
resposta diferente a cada radical especifico utilizado no teste. Esses diferentes
compostos fenolicos, em diferentes concentracdes, dependem do processo tecnoldgico
de selecdo e duracdo de cada fase da producdo (especialmente o periodo de fermentagédo
e temperatura de armazenamento). Os radicais ABTS™ e DPPH® tém estruturas
estequiométricas diferentes e ddo respostas diferentes de inativacdo apds reagirem com

0 antioxidante.
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5.4. Quantificacdo das Concentracdes de Cis, Trans-Resveratrol e Quercetina nos
Vinhos Tintos do Rio Grande do Sul

A concentracdo dos isbmeros cis e trans-resveratrol e da quercetina nos vinhos

do Rio Grande do Sul foi determinada, e os resultados estdo apresentados na tabela 1:

Tabela 1: Concentragdo de cis, trans resveratrol e quercetina, experssos em pg/mL.

Amostras cis-resveratrol* trans-resveratrol guercetina
SCME 3,44 £ 0,53 1,07 £0,02 4,71 +0,51
SCCS 6,10 + 0,03 0,25+0,01 4,01 + 0,02
SCTA 3,23+0,03 0,22 + 0,01 0,91+0,01
SVME 3,71+ 0,02 0,57 £ 0,01 2,08 £0,10
ALME 2,89 £ 0,02 0,34 £0,01 0,59 £ 0,01
MJCS 3,65+0,03 0,65+0,01 1,63 + 0,06
CSCS 10,73 £ 0,04 1,44 £ 0,02 0,27 £ 0,01
MJTA 2,85+ 0,03 1,25 +£0,02 3,97 £ 0,08
CSME 3,01+£0,01 1,46 £ 0,01 4,84 +£0,03

*p<0,0001 em relacgdo ao trans-resveratrol

A concentracdo de cis-resveratrol variou entre 2,85 a 10,73 pg/mL ja a
concentracdo de trans-resveratrol variou de 0,22 a 1,46 73ug/mL e a concentracdo de
quercetina ficou entre 0,27 a 4,84 73ug/mL para os vinhos analisados.

A quercetina possui atividade na inibicdo da COMT (catecolamina-O-metil
transferase), inibindo a degradacdo de aminas vasoconstritoras, aumentando o tonus e a
resisténcia periférica. Outra acdo € a da diminuicdo da producdo de histamina, por
inibicdo as enzimas descarboxilase e fosfolipase. Outro mecanismo de diminuicdo da
liberacdo da histamina se deve a estabilizacdo das membranas dos mastdcitos e
basofilos, pela quercetina.

Segundo Frankel (1995), a média da concentracdo de resveratrol em vinhos
tintos da California é de 1,5mg/L e de quercetina é de 8 mg/L. Comparando esse
resultado com o apresentado neste trabalho, nota-se uma média bem inferior (2,6mg/L)

com relagdo a quercetina, para os vinhos estudados.
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O resveratrol é sintetizado naturalmente na planta sob duas formas isémeras:
trans-resveratrol  (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e  cis-resveratrol  (cis-3,5,4'-
trihidroxiestilbeno). O isdbmero trans-resveratrol é convertido a cis-resveratrol em
presenca da luz visivel, pois esta forma é mais estavel.

O resveratrol tem atividade antioxidante através da inibicdo da atividade da
lipoxigenase (ARICHI et al, 1982), pode também atuar de modo similar ao estrogénio e
substituir parcialmente este estrogénio nos tratamentos pés-menopausa (RATNA,2002).
Conforme Subbaramaiah et al. (1998) a atividade antiinflamatoria do resveratrol é
explicada pela inibigcdo da transcricdo e atividade da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2),
inibindo também a sintese de tromboxano, portanto atuando como anticoagulante
(RATNA, 2002). O resveratrol atua sobre o cancer em diversas maneiras, uma destas €
a inibicdo da cascata do acido araquidonico, rota metabolica que pode induzir a génese
de tumores (SUBBARAMAIAH, 1998). Outra via € pela inibicdo da proteina quinase
C, um mediador chave na promocéo dos tumores, acdo que poderia explicar o seu efeito
quimiopreventivo (STEWART,2000). Estudos indicam que o resveratrol pode induzir a
apoptose, morte programada de células, atuando como um agente antiproliferativo de
alguns tipos de tumores (RATMA, 2002).

Spinelli (2006), encontrou para vinhos produzidos no Rio Grande do Sul
variedade Merlot, uma concentragdo de 6,23 mg/L e 4,72 mg/L , para 0s isdmeros trans
e cis respectivamente, resultados bem diferentes dos encontrados neste trabalho para
esta variedade de uva.

Stervbo (2007), em uma revisdo sobre concentragcdo de trans-resveratrol em
vinhos de varios paises, relatou concentracdes que variaram de ndo-detectado (N. D.) a
14,3 mg/L. Para vinhos do Canada a média de trans-resveratrol foi de 3,2 mg/L, vinhos
da Grécia e Japdo tiveream as menores médias de 1,0 mg/L para ambos. A concentracédo
maxima foi de 14,3 mg/L, pra vinho da variedade Merlot safra 2002 da Hungria. Um
Merlot Italiano teve média de trans-resveratrol de 3,4 mg/L, resultado semelhante ao
correspondente brasileiro, que apresentou média de 4,0 mg/L para a mesma variedade,
ja para o Cabernet Sauvignon o resultado foi de 1,8 mg/L. Resultados bem superiores
aos encontrados neste trabalho, ja que a média de trans-resveratrol foi de 0,81 mg/L.

Vitrac (2005), estudou a concentracdo de cis e trans-resveratrol em vinhos
brasileiros e relatou para vinhos da variedade Cabernet Sauvingon 2003 , valores entre
ndo detecatado para o isémero trans a 4,16 mg/L para o cis, para o Merlot 2003 as

médias foram 1,77 e 23,33 mg/L para trans e cis respectivamente, e para a variedade
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Tannat as concentracdes foram de ndo detectado para trans e 1,91 mg/L para cis-

resveratrol.

5.5. Determinacao do Perfil Cromatografico dos Vinhos

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela esta
fundamentada na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacfes, entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase
estacionaria. A grande variedade de combinacfes entre fases moveis e estacionarias a
torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacao.

Inicialmente foram realizadas as corridas cromatograficas para as 09 (nove)
amostras de vinhos tintos do Rio Grande do Sul e 1 (um) vinho Francés. Os

cromatogramas obtidos nestas corridas estdo ilustrados a seqguir:
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Figura 9 — Cromatograma do Vinho Tinto SCME
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Figura 10 — Cromatograma do Vinho Tinto SCCS
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Figura 13 — Cromatograma do Vinho Tinto ALME
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Figura 14 — Cromatograma do Vinho Tinto MJCS
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Figura 16 — Cromatograma do Vinho Tinto MJTA
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Figura 17 — Cromatograma do Vinho Tinto CSME

Ap0s a realizacdo das corridas cromatogréficas e obtencdo dos cromatogramas
dos vinhos tintos estudados, foi feita uma selecdo prévia dos picos mais representativos
de cada cromatograma. Entdo foram realizadas comparacbes entre os tempos de
retencdo e espectros de ultravioleta desses picos. A area relativa (calculada apenas em
relacdo aos componentes selecionados para cada vinho) de cada um dos picos
selecionados foi calculada para cada cromatograma e utilizada para a analise de
componentes principais e andlise hierarquica de clusters (HCA), utilizando o software

“Statistica” versdo 6.0 (Statsoft Inc.).
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Com a finalidade de caracterizar o vinho através do perfil cromatografico de
seus polifendis utilizando técnicas de andlise multivariada foram analisadas as areas
relativas de cada pico. Através da comparacdo dos tempos de retencéo e espectros de
ultravioleta de cada pico foi possivel observar que muitos picos existiam em todas as
amostras. Estes componentes, comuns aos diferentes vinhos estudados, constituiram as
variaveis que foram selecionadas para os testes de analise multivariada (analise de
componentes principais e anélise hierarquica de clusters). Através de uma analise visual
dos cromatogramas pode-se também observar claras diferencas na composicao relativa
dos diferentes picos entre as amostras de vinhos. Estas diferencas na composicdo
relativa dos diversos componentes das amostras foram a base para a classificagdo dos
vinhos pelas técnicas de analise multivariadas (LUCENA, 2008).

Apds ter selecionado 0os componentes comuns aos cromatogramas das diferentes
amostras (através da comparacdo do tempo de retencdo e espectro de ultravioleta dos
picos nas diferentes amostras), a area de cada pico foi utilizada para o calculo da sua
area relativa. A area relativa de cada componente foi calculada dividindo-se a area de
cada pico pela area total. A area total foi obtida atraves da soma das areas individuais de
todos os picos selecionados. As areas relativas dos diversos componentes de cada
amostra foram entdo utilizadas para a analise de componentes principais.

O Gréfico 23 mostra os escores das amostras de vinhos estudadas nos dois
primeiros componentes principais calculados (Fator 2, na abscissa e Fator 1 na
ordenada). O grafico mostra que a amostra de vinho Francés (CSME) se apresenta
distantes das outras amostras, assim como a amostra de vinhos nacional da marca SC da
variedade Cabernet Sauvignon, o que sugere que esse dois vinhos tenham uma

composicao relativa diferente das outras amostras.
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Projection of the cases on the factor-plane ( 2 x 1)
Caseswith sum of cosine square >= 0,00
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Grafico 23 - Escores das Amostras SCME, SCCS, SCTA, SVME, ALME,

MJCS, CSCS, MJTA e CSME de Vinhos Tintos do Rio Grande do Sul e 1(um)

Francés(CSME), nos Dois Primeiros Componentes Principais, Calculados com
Base nas Areas Relativas dos Picos Selecionados.

[o}

O grafico 23 mostra os valores de loadings que os diferentes picos selecionados
(variaveis) assumem nos dois componentes principais calculados (Fator 2 na abscissa e
1 na ordenada). Este Grafico nos da uma idéia de quais picos sdo mais importantes (tém
maior peso) para o calculo dos componentes principais (fatores). Assim, 0s picos com
valores extremos de loadings (préximos a +1 ou -1) para um determinado fator,
contribuem mais significativamente para a definicdo deste fator.

Assim, pode-se notar que os picos 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 19, 20, 22,
25, 26, 27, 28 e 29 assumem 0s valores mais positivos para o fator 1 enquanto que 0s
picos 1, 2, 3, 7, 8, 11, 14, 18, 21, 23, 24, 30, 31, 32 e 33 assumem os valores mais
negativos. Todos estes picos sdo assim importantes para o célculo do primeiro
componente principal. De forma analoga, os picos 2, 3, 4, 5, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 24, 27 e 30 (com valores de loadings positivos) e os picos 1, 6, 7, 8, 9, 10, 12,
13, 22, 23, 25, 26, 28, 31, 32 e 33 (com valores de loadings negativos) sdo importantes
para a definicéo do fator 2.

Active
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O Grafico 24, é extremamente util na identificacdo de quais varidveis (picos no
cromatograma) sdo responsaveis pelas diferencas em composicdo relativa entre as
amostras dos diferentes vinhos. As variaveis, ou seja, 0S picos que mais variam entre
amostras de vinhos diferentes contribuirdo mais decisivamente para a definicdo dos
fatores, enquanto que 0s picos que tiverem sua area relativa mais ou menos constante

entre as diferentes amostras ndo contribuirdo de forma decisiva para o célculo dos
fatores.

Projection of the variables on the factor-plane ( 2 x 1)

0,5

Factor 1 : 36,54%
o
o

-1,0

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 2 : 16,60%

o Active

Gréfico 24 - Valores de loadings nos Dois Primeiros Componentes Principais
Calculados dos Diferentes Componentes Selecionados para as Amostras dos
Vinhos Tintos Estudados.

A analise hierarquica de clusters (ou andlise hierarquica de agrupamentos) é uma
técnica que complementa a informacdo obtida através da analise de componentes
principais e mostra de forma grafica a relacdo de identidade entre as amostras. O
Gréafico 25 mostra um dendrograma obtido a partir da analise hierarquica de
agrupamentos dos dados das amostras dos vinhos tintos estudados. No dendrograma, o
eixo da abscissa representa a distancia euclidiana entre as amostras (uma medida da

dessemelhanca entre as amostras), e, portanto, amostras semelhantes em termos de sua
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composicao relativa tendem a se agrupar (ou seja, se unir, através das linhas verticais)
proximas a extremidade esquerda, enquanto amostras muito diferentes tendem a se unir
mais a direita no Grafico.

Tree Diagram for 9 Cases
Single Linkage
Euclidean distances
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CSCS

MJITA

CSME

MJCS
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SCTA

10 15 20 25 30 35
Linkage Distance

Gréafico 25 - Dendrograma Obtido a Partir da Andlise Hierdrquica de
Agrupamentos dos Dados das Amostras dos Vinhos Tintos Estudados.

Pode-se observar que o vinho nacional da marca SC variedade Cabernet
Sauvignon, aparece distante das outras amostras, assim como mostrado no grafico 16,
confirmando a variacdo na composicao relativa desse vinho. Ja o vinho CS Merlot,
francés, esta agrupado com o vinho MJ Tannat, mas esse agrupamento localiza-se ainda,
distante da maioria das amostras.

Baseado nos cromatogramas obtidos nas corridas cromatograficas das 09 (nove)
amostras de vinhos tintos do Rio Grande do Sul, nos picos mais representativos de cada
cromatograma e nas areas relativas de cada um desses picos, foi realizada a analise de
componentes principais (PCA) e a analise hierarquica de clusters (HCA) na tentativa de

determinar o tipo de vinho (variedade de uva) através do perfil cromatografico de seus

40
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polifendis. Porém, tanto na analise de componentes principais quanto na andlise
hierarquica de clusters, observou-se que o perfil cromatogréfico ndao foi capaz de
separar as amostras, por variedade de uva ou marca do vinho. Na andlise de
componentes principais as amostras das marcas CS Merlot (francés) e SC Cabernet
Sauvignon (nacional) formaram um agrupamento distinto, enquanto que o restante das
amostras se agrupou. Na analise hierarquica de clusters pode-se observar que as
amostras de vinho da variedade Merlot (nacional) sdo as mais proximas entre si, 0 que
confirma o resultado obtido na analise de componentes principais, e sugere uma
composicao relativa parecida. A amostra de vinho da marca SC Cabernet Sauvignon é a
ultima a se unir com as demais amostras de vinho estudadas, o que também confirma a
tendéncia sugerida pela analise de componentes principais. Porém, ndo se pode

classificar os vinhos pelo perfil cromatografico.
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6 — CONCLUSOES

e A fracdo 2 (ACOEt pH 7.0), de todas as amostras estudadas e em todos os
testes, foi a que apresentou maior atividade antioxidante e com maior
concentracdo de fendlicos totais, um resultado semelhante aquele encontrado
para os vinhos do Vale do S&o Francisco.

e O conteudo de fendlicos totais dos vinhos inteiros foi comparavel ao
conteddo relatado na literatura para vinhos tintos desta regido, porém
significativamente menor que aqueles encontrados para os vinhos do Vale do
Séo Francisco.

e O contetdo de antocianinas monomeéricas para os vinhos estudados, foi bem
superior ao dos vinhos do Vale do S&o Francisco, provavelmente pelo efeito
de polimerizacdo induzido pela exposicdo ao sol nos vinhos do Vale do Séo
Francisco, o que levaria a uma diminui¢do das antocianinas monoméricas e
aumento dos fendlicos totais para estes vinhos.

e As fracdes 1 e 3 dos vinhos estudados resultaram em uma concentracdo de
fendlicos totais inferior as fracdes dos vinhos do Vale do S&o Francisco, 0
que sugere que esses vinhos tenham concentragcdes de antocianinas totais e
acidos fendlicos, maiores que os vinhos do Rio Grande do Sul.

e Os vinhos com maior concentragdes de cis e trans-resveratrol e quercetina
foram respectivamente CSCS (10,73ug/mL), CSME (1,46ug/mL) e CSME
(4,71pg/mL). Nota-se uma concentracdo bem superior de cis a de trans-
resveratrol em todos os vinhos estudados, um resultado que confirma estudos
anteriores com vinhos da regido Sul do pais.

e Nao houve diferenca estatistica entre o vinho importado e os correspondes
brasileiros, em relacdo a fenolicos totais e testes antioxidantes.

e Nao foi possivel classificar os Vinhos em relagdo a sua variedade ou
vinicola através do perfil cromatografico utilizando técnicas de analise
multivariada como a analise de componentes principais ou andlise
hierarquica de agrupamentos, sugerindo uma composi¢do qualitativamente

similar destes vinhos.
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