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RESUMO

Neste estudo avaliou-se a adaptagdo das variedades Cabernet Franc,
Merlot, Sangiovese e Syrah, safras 2006 e 2007, implantadas em S@o
Joaquim-SC - Brasil, uma nova regido produtora de vinhos no sul do
Brasil, através do monitoramento da fenologia das videiras e da
maturacao dos frutos. Realizou-se também a caracterizagdo quimica dos
principais compostos fendlicos, flavonoides (flavonois, antocianinas,
flavan-3-6is) e ndo flavondides (acidos hidroxicinamicos, acidos
hidroxibenzobicos, estilbenos e tirosol), bem como a avaliagdo da
atividade antioxidante in vitro e in vivo e hipolipemiante in vivo dos
respectivos vinhos; e a correlacdo entre o contetido fendlico e as
atividades biologicas. A fenologia foi avaliada através do
monitoramento das principais fases fenologicas. A maturacao das uvas
foi avaliada através das andlises de pH, acidez total, sélidos soluveis
totais, antocianinas totais e polifendis totais. A composi¢do fendlica dos
vinhos foi realizada através de HPLC-DAD e/ou HPLC-DAD-MS. A
atividade antioxidante in vitro dos vinhos foi avaliada contra os radicais
DPPH e ABTS, e pela inibicao da peroxidagdo lipidica (TBARS). A
atividade antioxidante e hipolipemiante in vivo foram avaliadas em
camundongos ap6s 30 dias de consumo de vinho. A partir do plasma
foram verificados a capacidade antioxidante total do plasma (FRAP) e
os niveis lipidicos e a partir do figado avaliaram-se a peroxidagdo
lipidica (TBARS), a carbonilacdo de proteinas (PC), os niveis de
glutationa reduzida (GSH), e a atividade de enzimas antioxidantes
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPx). O monitoramento da fenologia mostrou que o ciclo fenoldgico de
brotagdo até a colheita ocorreu entre 191 e 219 dias exigindo um
requerimento térmico entre 1.161 e 1.340 graus-dias. Os resultados do
monitoramento da maturacdo mostraram que as variedades de uvas
apresentaram caracteristicas tipicas de uma boa maturagdo. O contetido
dos compostos fenodlicos quantificados nos vinhos foi considerado
adequado e de acordo com dados da literatura para vinhos finos de
qualidade. O conteudo de flavan-3-6is livres revelou que a catequina e
epicatequina foram os dois principais monémeros, ¢ a PA B1 o principal
dimero; o grau médio de polimerizagdo das PAs, percentagem de
prodelfinidinas e de galoilagdo variaram entre 4,9-9,8; 30,5-41,3 e 1,4-
2,4, respectivamente. Os principais flavondis presentes nos vinhos
foram a quercetina e a miricetina. Entre as antocianinas a malvidina foi
a predominante, e, em geral, as aciladas apresentaram-se em maiores




concentragdes que as cumadricas. Os acidos hidroxicinamicos conjugados
foram predominantes nos vinhos e as maiores concentragdes foram do
acido trans-caftarico. Em relagdo aos acidos hidroxibenzodicos, o acido
galico foi o majoritario, representando, em média 76% do total dos
acidos hidroxibenzoicos quantificados. As andlises revelaram vinhos
com significativos conteudos de tirosol e estilbenos mondmeros,
predominando as formas glicosiladas, e dos isomeros trans sobre os Cis.
Os vinhos apresentaram efetiva acdo contra os radicais DPPH e ABTS,
como também inibiram a peroxida¢do lipidica in vitro. O
monitoramento da atividade antioxidante in vivo revelou que o consumo
de vinhos promoveu, de modo geral, um aumento na capacidade
antioxidante nos animais, verificado pelo aumento nos niveis de FRAP,
diminuicdo dos niveis dos indices de TBARS, PC, e da atividade das
enzimas SOD, CAT e GPx. O consumo de vinhos reduziu
significativamente a hipercolesterolemia, a hipertrigliceridemia, e o
indice aterogénico e aumentou os valores de colesterol HDL.
Significativas correlacdes foram verificadas entre os efeitos benéficos
do consumo de vinhos e o conteudo dos compostos fenolicos
quantificados, demonstrando a importante atividade bioldgica desses
compostos. Os resultados sugerem que S&o Joaquim possui potencial
para a producdo de vinhos finos de qualidade.

Palavras-chave: Uvas e vinhos vitis vinifera; compostos fenodlicos,
atividade antioxidante, atividade hipolipemiante.




ABSTRACT

This study investigated the adaptation of Vitis vinifera Cabernet Franc,
Merlot, Sangiovese and Syrah in two consecutive vintages (2006 and
2007) in S3o Joaquim, Santa Catarina State, Brazil, a new grape
growing region at southern Brazil, by monitoring the phenology and
ripening characteristics. Moreover, was carried out a chemical
characterization of the main phenolic compounds of the respective
wines, flavonoids (flavonols, anthocyanins, flavan-3-ols) and non-
flavonoids (hydroxycinnamic and hydroxybenzoic acids, stilbenes and
tirosol), as well the evaluation of antioxidant activity in vitro and in vivo
and the hypolipidemic activity in vivo of these wines, and the correlation
between phenolic content and biological activities. The phenology was
assessed by monitoring the main phases of development. In order to
monitor the ripening levels of pH, total acidity, total soluble solids, total
monomeric anthocyanins, total polyphenols index were analyzed.
Phenolic composition was determined using HPLC-DAD and/or HPLC-
DAD-MS analysis. The scavenger capacity of the wines was measured
using DPPH and ABTS radicals and the lipid peroxidation by the
TBARS method. The hypolipidemic and antioxidant activity in vivo
were evaluated in mice after 30 days of wine consumption. From the
plasma were checked total antioxidant capacity of plasma (FRAP) and
lipid levels and from the liver were evaluated lipid peroxidation
(TBARS), carbonyl protein (CP), reduced glutathione levels (GSH), and
activity of antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD) and glutathione peroxidase (GPx). The results show that the
phenological cycle from budburst to harvest occurred within a frame
time of 191 and 219 days and the heat summation requirements varied
between 1,161 and 1,340 GDD. The results showed that these different
grape varieties had typical characteristics at maturity. In general, wine
phenolic content were in line with those reported in the literature from
the most renowned regions of premium wine production. For flavan-3-
ols, catechin and epicatechin were the two main monomers, and the
proanthocyanidin (PA) B1 was the main dimer. The values for the mean
degree of polymerization, and the prodelphinidins and galloylation
percentages ranged from 4.9-9.8; 30.5- 41.3, and 1.4-2.4, respectively.
The main flavonols were quercetin and myricetin. Among the
anthocyanins, malvidin was the predominant and, in general, the
acylated were the derivatives predominant. The hydroxycinnamates
(hydroxycinnamic acids conjugated) were predominant in wine samples




and the highest concentrations were obtained by trans-caftaric acid.
Regarding hydroxybenzoic acid, gallic acid was the majority,
representing on average 76% of total hydroxybenzoic acids quantified.
Analyses revealed wines with significant content of stilbene monomers
and tirosol; in respect to stilbenes was verified the predominance of
glycosylated and trans forms. The wine samples demonstrated effective
scavenging activity against DPPH and ABTS radicals and against lipid
peroxidation in vitro. The wine consumption promoted a significant
increasing of plasma antioxidant capacity, a decreasing in TBARS and
CP levels, as well as a decreasing in CAT, SOD and GPx activities. It
was also found that wine consumption reduced the
hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia and atherogenic index and
increased HDL cholesterol levels. In general, phenolic content of wines
was positively correlated with the biological capacity promoted by wine
consumption. These interesting results further support the potential of
the region to produce high quality wines.

Keywords: Vitis vinifera grapes and wines, phenolic compounds,
antioxidant activity, hypolipidemic activity.
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INTRODUCAO

A produgdo de uva e vinho na regido Sul do Brasil ¢ uma
atividade consolidada. Em Santa Catarina a vitivinicultura apresenta
expressdo econdmica principalmente na Regido do Vale do Rio do Peixe
e no Planalto Sul Catarinense, destacando-se a regido de Sao Joaquim.
Grande interesse tem surgido por essa regido, onde a altitude dos
vinhedos varia entre 1.200 e 1.400m, e, associada a respectiva influéncia
climatica, na latitude 28 ° S, confere um deslocamento de todo o ciclo
produtivo da videira, retardando o inicio da brotagio e o
amadurecimento dos frutos, propiciando a colheita da uva em uma
época com histérico de menor indice pluviométrico e uma melhor
maturagdo fenolica (Falcao, 2007; Rosier, 2006). Devido a esse
diferencial, nos Ultimos anos tem-se verificado um crescente interesse
dos viticultores pela implementagdo de outras variedades viniferas nessa
regido, que a tradicional Cabernet Sauvignon, destacando-se a Cabernet
Franc, Merlot, Sangiovese e Syrah, buscando seguir as tendéncias
mundiais de producdo de vinhos finos.

Na introducdo de novas variedades a fenologia desempenha
importante func¢do, pois permite a caracterizagdo da duracao das fases de
desenvolvimento da videira em rela¢do ao clima, além de ser utilizada
para interpretar como as regides climaticas interagem com a cultura
(Jones e Davis, 2000; Le2o e Silva, 2003; Morlat ¢ Bodin, 2006). O
monitoramento da maturacdo através de analises de pH, acidez total, e
solidos soluveis totais das uvas também ¢ de suma importancia para o
controle do desenvolvimento ¢ do amadurecimento dos frutos, como
também o monitoramento da maturagdo fendlica (Goodwin e Mercer,
1983; Amorim et al., 2006; Falcao et al., 2008a). Essas analises além de
orientarem na definicdo do melhor ponto de colheita para a elaboragdo
de vinhos tintos de qualidade, também revelam a adaptagdo destas
variedades ao local. Na implementacdo de novas variedades, o clima
possui forte influéncia sobre a videira, sendo importante na definicdo
das potencialidades das regides, interagindo com os demais
componentes do meio (Winkler et al., 1974; Tonietto ¢ Carbonneau,
2004).

Dentre os fatores quimicos que merecem destaque para o controle
da qualidade e para a avalia¢do do potencial de uma regido em produzir
vinhos finos destaca-se a composi¢do fenolica. A caracterizagdo quimica
dos compostos fendlicos de vinhos ¢ importante por diversas razdes
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entre elas: pode ajudar na avaliagdo da autenticidade de produtos
regionais, na predigdo de propriedades sensoriais dos vinhos ¢ na
avaliacdo da estabilidade oxidativa de vinhos (Mattivi et al., 2002;
Lopes et al., 2006; Chira et al., 2009). Além disso, os compostos
fenolicos sdo usados como marcadores do processamento tecnoldgico de
vinifica¢do e da idade de vinhos (Ribéreau-Gayon et al, 1998; Vrhovsek,
1998; Matejicek et al., 2005). Esses compostos tém merecido atengdo
ndo somente devido ao seu importante papel na Enologia, mas também
devido aos seus comprovados efeitos benéficos a saude, tais como a sua
capacidade antioxidante, hipolipemiante, cardioprotetora (Frankel et al.,
1995; Rossetto et al., 2004; Dudley et al., 2008; Nardini et al., 2009)
entre outras. Verifica-se um crescente interesse pelas propriedades
benéficas do vinho promovidas pela presenga dos compostos fendlicos,
e esse despertar ocorreu com a constatagdo do “paradoxo francés” que
demonstrou que o consumo de vinho apresentou correlacdo negativa
com aterosclerose e distiirbios coronarios (Renauld e Lorgeril, 1992).

Considerando que praticamente ndo existem estudos sobre as
variedades Vitis vinifera Cabernet Franc, Merlot, Sangiovese e Syrah,
implementadas na regido de S@o Joaquim-SC-Brasil, que contemple a
avaliacdo da fenologia da videira, a maturacdo dos frutos e avaliagdo da
composi¢do fenodlica dos vinhos e de seu potencial bioldgico, como
também da correlagdo desses ultimos citados, fica evidente a
necessidade de pesquisas que visem essas caracterizagdes para o
reconhecimento do potencial dessa nova regido viticola no sul do Brasil.
Além disso, esse conhecimento pode auxiliar na obtengdo de
certificados de procedéncia, mostrando a tipicidade de vinhos
produzidos nessa regido. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a
adaptacdo dessas novas variedades implementadas em Sao Joaquim-SC-
Brasil, durante duas safras consecutivas, 2006 e¢ 2007, através do
monitoramento da fenologia das videiras, da maturagdo dos frutos, como
também da caracterizacdo dos principais compostos fenolicos e da
capacidade antioxidante in vitro e in vivo e da atividade hipolipemiante
in vivo dos respectivos vinhos.

A presente tese ¢ apresentada na forma de capitulos, onde o
primeiro capitulo apresenta uma breve revisao bibliografica e os demais
foram elaborados no formato de artigos cientificos que relatam os
resultados desta pesquisa. As analises cromatograficas foram realizadas
na Fondazione Edmund Mach, IASMA- Istituto Agrario San Michele
all'Adige, TN, Italia e as analises antioxidantes no Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina, SC, Brasil.
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O Capitulo 1 apresenta uma revisdo bibliografica sobre a
viticultura no Estado de Santa Catarina, a Regido de Sao Joaquim, a
fenologia da videira, a maturacdo da uva, os principais compostos
fenolicos de uvas e vinhos. Além disso, essa revisao também contempla
os efeitos benéficos do consumo de vinhos, destacando-se sua alta
capacidade antioxidante, e as principais técnicas cromatograficas
utilizadas para a determinagdo dos compostos fendlicos em vinhos.

O Capitulo 2 apresenta os resultados sobre o monitoramento da
fenologia e maturacdo das variedades Cabernet Franc, Merlot,
Sangiovese e Syrah, safras 2006 e 2007, implantadas em Sdo Joaquim-
SC-Brasil.

O Capitulo 3 relata o perfil de flavan-3-6is livres e a composi¢do
das proantocianidinas apdés a floroglucindlise dos vinhos Cabernet
Franc, Merlot, Sangiovese e Syrah, safras 2006 e 2007, de Sao Joaquim-
SC-Brasil. Também s3o descritos nesse capitulo a capacidade
antioxidante in vitro dos vinhos e a sua correlacdo com o conteudo de
flavan-3-0is.

O Capitulo 4 apresenta o conteido dos principais compostos
fenolicos presentes nos vinhos, flavonoides (flavonois e antocianinas) e
ndo flavonodides (acidos hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzodicos), ¢
os resultados do efeito do consumo dos vinhos por camundongos sobre a
atividade antioxidante in vivo, e a correlagdo existente entre o contetido
desses compostos € a atividade antioxidante in vivo verificada.

O Capitulo 5 apresenta o conteudo de estilbenos mondmeros e
tirosol nas amostras de vinhos estudadas, bem como a atividade
antioxidante e hipolipemiante in vivo em camundongos tratados com os
vinhos e submetidos a uma dieta hipercolesterolémica. Além disso, uma
correlagdo entre conteudo de estilbenos mondémeros ¢ tirosol e as
atividades biologicas verificadas foi estabelecida.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Importancia econémica e cultural da uva e do vinho

A uva (Vitis vinifera L.) é cultivada ha cerca de 11.000 anos, na
area conhecida como Crescente Fértil do Mediterrdneo oriental, em
terras que hoje constituem o Libano, Siria, Turquia, Ir8, Jordania, Iraque
e Israel. Ao lado das outras espécies vegetais que comegaram a ser
cultivadas naquela época, como o trigo (Triticum), a cevada (Hordeum
vulgare), lentilha (Lens culinaris), ervilha (Pisum sativum), grdo de bico
(Cicer arietinum), fava (Vicia spp.), oliveira (Olea europaea), tamareira
(Phoenix dactylifera), roma (Punica granatum) e linho (Linum
usitatissimum), encontrava-se a videira (ou parreira), como ¢ conhecida
a planta. J& naquela época tem-se o relato da elaboragdo de vinhos.
Através da selegdo de determinadas linhagens dessas plantas pelo
homem, suas caracteristicas foram se alterando gradualmente, tornando-
se mais adequadas para o cultivo e para a fabricagdo de derivados
(Raven et al., 2001).

A viticultura sempre foi simbdlica na tradi¢do ocidental. Para
judeus e cristdos, a videira representa o povo (de quem Deus cuida,
assim como o homem cuida da videira), e as uvas simbolizam as
promessas de Deus. Nos tempos do Antigo Testamento, uvas e vinho
eram levados ao altar na celebrag¢do das colheitas. Na Biblia o vinho é
simbolo de alegria e de plenitude de dadivas de Deus, sendo inclusive
indicado “para alegrar a vida”. No Novo Testamento, o vinho adquiriu
significado especial para a celebragdo e fé cristis, nas parabolas de Jesus
e nos textos de instituigdo da Santa Ceia.

A videira atingiu grande importincia na cultura greco-romana,
que a difundiu por toda a regido da Asia Menor e Europa. Na Idade
Média surgiram na Europa importantes centros vinicolas que deram suas
contribui¢des para o melhoramento das técnicas de cultivo da uva e
produgdo de vinho. A viticultura foi posteriormente levada por
imigrantes europeus para a América e demais continentes.

1.2 A vitivinicultura no Brasil e no Estado de Santa Catarina

A viticultura brasileira teve inicio com a chegada dos
colonizadores portugueses, no século XVI. Entretanto, somente a partir
do inicio do século XX tornou-se uma atividade comercial, por
iniciativa dos imigrantes italianos estabelecidos no sul do pais a partir de
1875. A partir da década de 70 a vitivinicultura brasileira apresentou
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uma grande evolucdo, devido ao investimento de grandes empresas
estrangeiras na produgdo de uvas e vinhos no Estado do Rio Grande do
Sul. Esse fato proporcionou um significativo aumento da area cultivada
com uvas viniferas e, também, a melhoria das tecnologias utilizadas na
elaboragdo do vinho, melhorando assim a qualidade dos mesmos
(Brighenti e Tonietto, 2004).

A regido sul é o é o maior pdlo vitivinicola do Brasil, sendo
Estado do Rio Grande do Sul o principal produtor. No Estado de Santa
Catarina a producdo estd concentrada na regido do Vale do Rio do
Peixe, que ¢é responsavel por cerca de 80 % da producdo de uva e vinho
no Estado. O cultivo apresenta um perfil semelhante com o da Serra
Gaticha; o clima ¢ umido com verdes frescos, predominando os
minifundios onde os parreirais t€m de dois a trés hectares. As uvas sdo
destinadas a elaboracdo de vinhos e de sucos, ¢ uma pequena
porcentagem vai para o consumo in natura. Outra regido de destaque
estd localizada no Planalto Sul do Estado, também chamada regido de
altitude, que compreende as cidades do Planalto Serrano, onde se
destaca a cidade de Sdo Joaquim que tem investido substancialmente na
producao de vinhos finos (Brighenti e Tonietto, 2004).

Mas a vitivinicultura também ¢ desenvolvida em outros Estados
do Brasil. Sdo Paulo destaca-se pelo plantio de uvas de mesa finas e
comuns ¢ também a elaboracdo de vinhos comuns ou também
denominados vinhos de mesa; no Parand, predomina o cultivo de uvas
finas de mesa, e em Minas Gerais, a producdo de uvas finas de mesa e
de vinhos comuns. Em Pernambuco e na Bahia, no Vale do Sao
Francisco, esta localizada a principal regido viticola tropical do Brasil,
onde sdo cultivadas uvas finas de mesa e fabricados vinhos finos e
espumantes.

1.2.1 Regido de Sao Joaquim

A regido de Sdo Joaquim ¢ localizada no Planalto Sul de Santa
Catarina, em altitudes que variam de 800 a 1400 m, na latitude 28 ° S,
com vinhedos implantados em altitudes entre 900 e 1400m, e
caracteriza-se por apresentar as maiores altitudes da vitivinicultura
brasileira. Nessa regido as temperaturas médias mais baixas criam
condigdes especiais para a vitivinicultura de variedades Vitis vinifera
(Falcao et al., 2008a; Rosier, 2006). A Figura 1.1 ilustra vinhedos de
variedades Vitis vinifera de Sao Joaquim-SC-Brasil.
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Figura 1.1. Vinhedos de variedades Vitis vinifera de Sdo Joaquim-SC-Brasil.
Fonte: acervo do autor.

De acordo com o sistema de Classificagdo Climatica Multicritério
Geoviticola - Sistema CCM Geoviticola (Tonietto e Carbonneau, 2004)
o clima viticola da regido de Sao Joaquim ¢ classificado como “Frio, de
Noites Frias e Umido”: IH-2 IF+1 IS-2, indice Heliotérmico-IH-2 de
1.714; Indice de Frio Noturno-IF de 12,1 °C; e Indice de Seca-IS 200
mm, umido. Segundo o Zoneamento Agricola realizado pela Epagri para
o Estado de Santa Catarina, S3o Joaquim localiza-se na Zona
Preferencial I, isto €, areas onde o numero de horas de frio invernal é
igual ou superior a 600 horas, sendo estas areas as que propiciam
condigdes adequadas ao cultivo de Vitis vinifera (Figura 1.2).

4“!&’"&"
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Figura 1.2. Mapa do zoneamento agricola da cultura de videiras Vitis vinifera
para o Estado de Santa Catarina. Azul= Zona Preferencial I; Verde= Zona
Preferencial II. Fonte: Epagri/Ciram, 2007.
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Sdo Joaquim difere-se de outras regides vinicolas do Brasil,
sobretudo, por apresentar clima viticola mais frio em relagdo as demais
regides brasileiras. Em conseqiiéncia desse regime térmico, a duracdo do
periodo que vai da brotagdo a colheita das uvas é maior em S@o
Joaquim, quando comparado com outras regides viticolas brasileiras
(Falcao, 2007; Brighenti e Tonietto, 2004). Isso ocorre porque a altitude
elevada aliada a baixa latitude (28 °) proporciona um deslocamento do
ciclo produtivo da videira. O que caracteriza duas situacdes distintas: a)
as baixas temperaturas noturnas retardam o inicio da brota¢do, mas,
devido a ocorréncia de geadas tardias, podem muitas vezes, dependendo
da localiza¢do do vinhedo e da precocidade das variedades, serem um
fator limitante a produgdo; b) mas, durante a maturagao, as temperaturas
noturnas amenas retardam o amadurecimento dos frutos, reduzem o
crescimento das plantas e influenciam no metabolismo, prolongando o
ciclo e possibilitando a colheita em uma época na qual, historicamente,
os indices de pluviosidade sdo bem menores que nos meses de colheita
das regides tradicionalmente produtoras no Brasil. Esse fato permite
uma otima maturagdo, principalmente fenolica (Falcdo et al., 2008a;
Rosier, 2006).

Trabalhos recentes relataram bons resultados sobre o perfil
sensorial ¢ a composi¢cdo volatil de vinhos Cabernet Sauvignon
produzidos nessa regido (Falcdo et al., 2007, Falcdo et al., 2008b).
Devido a todos esses fatores citados, a regido de Sdo Joaquim ¢ tida
como uma regido promissora para a produgdo de vinhos finos de altitude
com alta qualidade.

1.3 Aspectos botanicos de Vitis vinifera L.

A videira pertence a familia Vitaceae. Essa familia é constituida
de 700 espécies, divididas em 12 géneros e distribui-se nas regides
tropicais e subtropicais do planeta e em algumas areas temperadas,
como o vale do Reno, na Europa (Heywood, 1993). A maior parte dos
membros dessa familia sdo espécies trepadeiras, dotadas de gavinhas
(brotos ou inflorescéncias modificadas, que podem ter ventosas na
extremidade). Varios géneros s3o ornamentais, como Cissus,
Parthenocissus e Vitis. No género Vitis, as gavinhas crescem inserindo-
se nas fendas da estrutura que a suporta, devido ao fototropismo
negativo. Uma vez inseridas, estas intumescem e aderem-se ao suporte,
mantendo a planta erguida.




Revisdo Bibliografica

O género Vitis é o principal representante dessa familia, devido a
importancia econdmica da uva, largamente consumida in natura ou
empregada como matéria prima para a elaboragdo de sucos, vinhos, uvas
passas, geléias, etc. A espécie mais cultivada ¢ a Vitis vinifera originaria
da Europa. Outra espécie importante ¢ a Vitis labrusca originaria dos
Estados Unidos.

A videira (Vitis vinifera L.) é uma planta trepadeira com
gavinhas, lenhosa e de porte arbustivo, suas folhas sdo alternas,
pecioladas, cordiformes, com cinco l6bulos sinuados dentados, glabras
na parte superior € tomentosas na parte inferior. As flores sdo pequenas
e de cor branco esverdeada, dispostas em racimos. Os frutos sdo bagas
reunidas em cachos, que contém as sementes, variando de cor de acordo
com o tipo de uva (Raven et al., 2001).

1.3.1 Variedades avaliadas

A uva Cabernet Franc ¢ originaria da regido de Bordeaux, Franga.
A variedade apresenta normalmente uma precocidade mediana a tardia,
médio vigor, producdo alta e média sensibilidade ao mildio e a podridao.
O destino da producdo da uva Cabernet Franc ¢ a elaboracdo de vinho
tinto jovem no Estado do Rio Grande do Sul, embora apresente aptiddo
para envelhecer (Rizzon e Miele, 2001).

A uva Merlot é uma das principais responsaveis pelas
caracteristicas peculiares dos vinhos tintos de Saint Emillion, regido de
Bordeaux, Franga. Juntamente com outras do grupo das Vitis vinifera,
essa cultivar marcou o inicio da producdo de vinhos finos varietais
brasileiros, e, atualmente, ocupa o segundo lugar em volume de
produgdo entre as variedades Vitis vinifera L. tintas. A videira possui
precocidade mediana, vigor médio, alta produgdo e eclevada
sensibilidade ao mildio (Rizzon e Miele, 2003).

A uva Sangiovese ¢ uma das mais importantes da Italia. E uma
variedade cultivada extensamente por toda Itdlia Central, e ¢
considerada a espinha dorsal dos grandes vinhos da regido de Toscana.
Os famosos vinhos de “Chianti”, "Brunello” e “Vino Nobile di
Montepulciano” t€m a Sangiovese como a principal variedade (Bogoni
et al., 1993; Scienza, 1993).

A uva Syrah ¢ originaria da regido de Coté-du-Rhone na Franga,
onde ¢ cultivada principalmente para a producdo do vinho tinto desde os
tempos romanos. A industria de vinho australiana utiliza muito essa
cultivar para a elaboragcdo de vinhos, cerca de 40 % de toda a uva
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cultivada na Australia é Syrah. A variedade possui precocidade
mediana, com alto vigor e elevada produgdo, tendo média sensibilidade
ao mildio e elevada sensibilidade a podridao (Trowbridge et al., 1997).

A Figura 1.3 ilustra as variedades estudadas no ponto de colheita
dos vinhedos de Sao Joaquim.SC-Brasil.

Figura 1.3. Uvas das variedades estudadas no ponto de colheita dos vinhedos
de S&o Joaquim, SC-Brasil. A= Cabernet Franc; B= Merlot; C= Sangiovese; D=
Syrah. Fonte: acervo do autor.

1.4 Cultivo da videira

Os limites de cultivo da videira, nas diversas regides do mundo,
estdo condicionados a temperatura, radiagdo solar, umidade relativa do
ar e disponibilidade hidrica no solo, que influenciam a produtividade e a
qualidade da uva e consequentemente dos vinhos (Jones e Davis, 2000;
Morlat e Bodin, 2006). Conforme Tonietto e Mandelli (2003), a
viticultura mundial destinada a agroindustria esta concentrada entre 30°
e 50° de latitude Norte e entre 28° e 45° de latitude Sul. Os principais
climas ocorrentes sdo do tipo temperado, tipo mediterraneo e climas
com diferentes niveis de aridez. No Brasil, os tipos de clima ocorrentes
nas regides vitivinicolas produtoras de vinhos finos com uma colheita
anual s3o de tipo temperado e subtropical.

O clima ideal para videira é o que apresenta invernos frios e
verdes secos e quentes. Um clima iimido favorece doencas fingicas para
as quais a videira apresenta grande sensibilidade. A temperatura
influencia diretamente no desenvolvimento da videira. Winkler et al.
(1974) classificou as regides da viticultura da Califérnia (Estados
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Unidos) conforme a soma térmica, ou seja, soma de calor calculada a
partir da soma das temperaturas médias mensais acima de 10 °C desde a
brotagdo até a colheita. A altitude do local também ¢é bastante
considerada ao se escolher uma area para produgdo de uvas, uma vez
que esse fator influencia diretamente nas caracteristicas das uvas e
vinhos (Falcdo, 2007; Falcao et al., 2007). Segundo Tonietto ¢ Mandelli
(2003), o efeito mais importante da altitude para a viticultura é o
térmico, pois 100 metros de elevagdo representam uma diminui¢do de
aproximadamente 0,6 °C na temperatura média do ar. Em regides de
maior altitude, a maturagdo das uvas ¢ mais tardia. Conforme Rizzon e
Miele (2001, 2003) o clima influencia na relagdo agucar/acido, acidez
total e conteudo de compostos fenolicos das uvas, entre outros fatores,
registrados no momento da colheita.

1.5 Fenologia da videira

A fenologia consiste no estudo dos fendmenos periddicos dos
seres vivos e suas relacdes com o ambiente (Coombe e Dry, 1988).
Compreender a fenologia de uma determinada planta ¢ importante para
determinar as potencialidades da regido para o cultivo dessa planta, pois
essa varia em funcdo das condi¢des climaticas de uma regido, ou em
uma mesma regido devido as variagdes estacionais do clima ao longo do
ano (Jones e Davis, 2000; Ledo e Silva, 2003).

Na viticultura o estudo da fenologia tem como objetivo principal
caracterizar a duragdo das fases de desenvolvimento da planta em
relagdo ao clima. Essa caracterizacdo da duracdo das fases do
desenvolvimento fenologico da videira em relacdo ao ambiente serve
como ferramenta para interpretacdo de como a regido e as condicdes
climaticas interagem com a cultura, pois o clima exerce forte influéncia
sobre o desenvolvimento da videira (Jones e Davis, 2000).

O desenvolvimento fenologico também permite conhecer o
comportamento peculiar de cada cultivar, além evidenciar as diferencas
entre as cultivares a partir da data de ocorréncia das fases fenoldgicas, a
fenologia varia também em funcdo do genétipo da planta (Richasse,
1999). Segundo Calo et al. (1996) a fenologia ¢ a mais clara
manifestacdo da interacdo gendtipo-ambiente.

A videira apresenta mudangas morfologicas e fisiologicas que
ocorrem anualmente em ordem cronoldgica. Os principais eventos de
desenvolvimento que podem ser observados sdo: brotacdo, floragdo,
frutificagdo e maturacdo. A duragdo de cada evento fenoldgico esta
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condicionada a fatores tais como a cultivar, o clima e a localizacdo
geografica em que a videira se desenvolve (Jones e Davis, 2000; Morlat
e Bodin, 2006).

Para a viticultura existe a necessidade de uma quantidade
constante de energia para completar as diferentes fases de
desenvolvimento da uva, desde a brotagdo até a colheita, sendo essa
energia denominada de unidade térmica ou soma térmica. Essa
quantidade de energia ¢ expressa em graus-dias (GD) acumulados, que
representa o acimulo ou a soma de calor efetivo equivalente a soma das
temperaturas médias diarias acima da temperatura-base para o periodo
considerado (Winkler, 1974). A caracterizacdo das exigéncias térmicas
da videira mediante o conceito de graus-dia (GD) ¢ utilizada por varios
autores (Murakami et al., 2002; Ledo e Silva, 2003; Ippolito, 2004;
Jones et al., 2005; Silva et al., 2006) para classificar as diferentes
regides viticolas no mundo.

1.6 A uva

1.6.1 Constituicéo da uva

A uva ¢ constituida basicamente da casca, da polpa e das
sementes. A casca de uvas representa entre 7 ¢ 15 % (p/p) do peso
fresco total da uva, e atua como uma barreira hidrofobica de protecdo
contra danos mecanicos, desidratagdo, infeccdes fungicas e radiacdo
UV. A casca pode ser dividida em trés camadas distintas: (1) a camada
exterior, a cuticula, formada por 4cidos graxos hidroxilados que
compdem a cutina, e coberta por ceras hidrofobicas; (2) a epiderme
intermediaria, composta por uma ou duas camadas de células mais ou
menos compactadas, dependendo da cultivar; e (3) a camada interna, a
hipoderme, constituida por varias camadas de células que contém a
maior parte dos compostos fenolicos presentes na pelicula (Lecas e
Brillouet, 1994). As substancias fendlicas presentes na casca
correspondem a aproximadamente 30 % dos compostos fendlicos da uva
e podem estar associadas aos polissacarideos da parede celular, ou
independentes destes, no vactiolo e no nucleo das células, destacando-se
as antocianinas, responsaveis pela coloracdo de uvas tintas (Mazza e
Miniati, 1993). Durante a maturacdo, os compostos fenélicos com maior
relevancia sd3o as antocianinas € os taninos, € sua evolucdo durante a
maturac¢do ¢ um dos fatores determinantes da qualidade das uvas.

Aproximadamente 80 % do peso fresco da uva corresponde a
polpa da uva. Essa é composta basicamente de agucares (10-30 %),
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polissacarideos (0,3-0,5 %), acidos organicos (0,9-2,7 %), compostos
nitrogenados (0,4-0,7 %), minerais (0,08-0,28 %), compostos fendlicos
(0,05 %) e vestigios de compostos aromaticos (Watson, 2003).

A semente constitui apenas uma pequena parte (maximo 6 %) do
peso fresco da uva, e é nela que encontra-se o embrido. O embrido
corresponde a uma pequena propor¢ao do volume das sementes, mas ¢é
cercado por um endosperma nutritivo, que constitui a maior parte das
sementes. A semente de uva é composta basicamente de agticares (34-36
%), compostos nitrogendos (4-6,5 %), minerais (2-4 %), lipidios -
principalmente acidos oléico e linoléico - (13-20 %) e compostos
fendlicos (4-10 %), que correspondem a aproximadamente 60 % dos
compostos fenolicos da uva. Os compostos fendlicos predominantes nas
sementes sdo os flavan-3-0is: catequina, epicatequina, e seus polimeros
de procianidinas (Prieur et al., 1994; Chira et al., 2009).

1.6.2 Desenvolvimento da uva

O desenvolvimento da uva comeg¢a com a polinizacdo e
prossegue até ao estado de maturagdo ou, eventualmente, de
sobrematuracdo. Caracteriza-se por um crescimento em volume das
bagas acompanhado de uma evolucdo de caracteres fisicos (cor e
firmeza) e da composicdo quimica (agucares, acidos e compostos
fenolicos) (Reynier, 1986). O desenvolvimento da semente esta
associado a sintese de reguladores de crescimento vital para o
crescimento dos frutos. Portanto, o tamanho dos frutos é normalmente
uma fung¢do parcial do nimero de sementes formadas (Geny et al.,
2003).

O crescimento da uva evolui de acordo com a curva sigmoidal
dupla caracteristica dos frutos ndo climatérios (Figura 1.4). O aumento
de volume das bagas, desde o brotamento até a maturacdo, efetua-se em
trés fases (Coombe, 1973): a) fase I (crescimento rapido), com a duragdo
de cinco a sete semanas, em que se verifica primeiramente a proliferagido
seguida pelo crescimento celular. Nesta fase ocorre uma intensa
atividade metabodlica, caracterizada por uma elevada intensidade
respiratdria e pela acumulagdo de solutos, como o acido malico, 4cido
tartarico e taninos. Durante esse periodo a clorofila ¢ o pigmento
predominante; b) fase II (crescimento lento), que pode durar desde
alguns dias até quatro semanas, dependendo da precocidade da
variedade. E uma fase de transi¢io, na qual ndo ocorrem modificacdes
significativas no peso ¢ no volume da baga. O final desta fase coincide
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com o inicio da maturacdo, que ¢ visivel pela alteracdo da cor da baga,
em variedades tintas, devido ao inicio da sintese de antocianinas, que
corresponde & mudanga de cor; c) fase III (crescimento rapido), durante
a qual o crescimento acompanha a maturagdo. Nessa fase, o aumento de
peso da baga deve-se essencialmente a acumulacio de agua e agucares e
o aumento de volume ¢ devido ao crescimento celular.

I I 1

SR

Veraison

Peso da baga

Tempo — =

Figura 1.4. Fases do desenvolvimento da uva. Fonte: Coombe (1973).

1.6.3 Maturagéo das uvas

A fase de maturacdo das uvas abrange o periodo que vai da
mudanca de cor até a colheita, normalmente dura de 30 a 70 dias,
dependendo da variedade e da regido de cultivo (Amorim et al., 2006).
As principais modificagdes que ocorrem nas bagas e, portanto, na
composicdo da uva durante a maturacdo podem ser visualizadas na
Figura 1.5 e sdo: o aumento do volume da baga, a variacdo hormonal, o
acimulo de agucares, a diminui¢do da acidez, o aumento do pH, o
desaparecimento da clorofila, além do acumulo de pigmentos corantes
na casca, o amolecimento das bagas, o aparecimento de pruina, a sintese
de substancias aromaticas e a modificagdo do sabor (Mota et al., 2006).

O aumento do volume da baga ocorre continuamente durante a
matura¢do, e¢ ao final, normalmente ¢é percebida uma pequena
diminuicao de até 10 %, devido aos fendomenos de transpiragdo da uva
(Bevilaqua, 1995; Rizzon e Miele, 2001). Este crescimento ¢ decorrente
principalmente do acimulo de aglicar e agua. A fase de maturagdo ¢é
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influenciada pela presenga do acido abscisico (ABA), inibidor do
processo mitotico, que transforma a baga em um o6rgdo senil e de
acumulo (Goodwin e Mercer, 1983). Um dos principais acumulos que
ocorre durante a maturagdo ¢ o acimulo de agucares, que serve como
parametro para a quantidade de alcool que dele deriva, como também de
origem a outros compostos como os polifendis. Os principais agucares
contidos na uva sao representados principalmente pela glicose e frutose,
além de pequenas quantidades de sacarose e algumas pentoses. Esses
aglcares tém origem na propria planta (raizes e tronco), na atividade
fotossintética e de transformacdo do acido malico (Goodwin e Mercer,
1983; Rosier, 2006).

A diminui¢do da acidez durante a maturacdo ocorre devido a
diminuicdo do conteudo de tartaratos e malatos ocasionada pela
migracdo das bases, pelos fendmenos de combustio respiratoria e pelos
fenomenos de diluicao da baga. Juntamente com a diminui¢ao da acidez
ocorre o aumento do pH devido a formagao de sais a custa do 4cido livre
(Borgogno et al., 1984).

O desaparecimento da clorofila e o actmulo de pigmentos
corantes na casca, que ocorre durante a maturacdo, caracterizam o
amadurecimento da uva. Os pigmentos que colorem a casca sdo o0s
polifendis. Os flavondides que se formam nas uvas brancas sdo as
flavonas e nas tintas, as antocianinas (Mazza ¢ Miniati, 1993). A sintese
desses compostos ocorre a partir de agucares, de modo que, as praticas
culturais que estimulam o vigor da planta ndo sdo favoraveis ao acimulo
de substancias corantes, uma vez que retardam o processo de maturagao,
dirigindo o produto da fotossintese para a sintese protéica ao invés da
sintese de agucares (Amorim et al., 2000).

O amolecimento das bagas ocorre devido a hidrolise enzimatica
dos pectatos com a liberagdo do acido péctico e de ions calcio e
magnésio, pois os pectatos t€ém como funcdo a cimentacdo das paredes
celulares. A uva dos hibridos euro-americanos (Vitis labrusca) possui
maior quantidade de pectina que as uvas Vitis vinifera, por esta razio
podem originar quantidade superiores de alcool metilico. Ao mesmo
tempo em que ocorre o amolecimento das bagas durante a maturagao,
ocorre também o aparecimento de pruina, substancia cerosa que protege
a baga contra o ambiente externo através da protecdo contra os raios
UV, reducdo da transpiracao e da respiracdo das bagas, agindo também
como barreira a parasitas (Mota et al., 2006).

A sintese de substancias aromaticas, durante a maturagdo, da
origem aos compostos aromaticos presentes na uva madura, e sdo
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principalmente de origem genética. Os mais importantes sdo o moscatel,
o foxado e o herbaceo, encontrando-se como moléculas odoriferas na
forma livre ou combinada a agucares. Durante a maturagdo, as uvas
formam varias substincias que ddo a cada cultivar seu aroma
caracteristico, estando presentes principalmente nas cascas (Kotseridis et
al., 2000).

Diversos fatores influem na maturagdo das uvas, os principais
sdo: a) fatores permanentes: sdo constantes € ndo variam de um ano para
outro, sdo eles a regido, o solo, a variedade, o porta-enxerto; b) fatores
variaveis: estdo relacionados com o clima anual (temperatura,
precipitacdo, luz e umidade) e estabelecem o ritmo do ciclo vegetativo
da planta; c) fatores modificaveis: referem-se as praticas culturais tais
como a adubagdo, a poda, a irrigagdo; d) os fatores acidentais:
incidéncia de doencas e alteragdes climaticas como geadas, granizo e
seca.

Tamanho da fruta\

/
Acidez

ot Acucar

Tamanho relativo ou concentragiao

o pH

-
— -
o

Antocianinas

nicio da formagéo da fruta Veraison

—_—
amadurecimento

Figura 1.5. Mudangas fisico-quimicas durante a maturacdo de uvas. Fonte:
Watson, (2003).

1.7 Compostos Fendlicos de uvas e vinhos

Os compostos fendlicos sdo constituintes fundamentais dos
vegetais, presentes principalmente em plantas, raizes e frutas, onde sua
natureza quimica apresenta-se diversificada e representada por centenas
de estruturas quimicas (Stafford, 1990; Mattivi et al., 2002). Assim
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como os alcaldides, os terpenos, os polienos e os oliacetilenos, os
compostos fenolicos sdo compostos naturais resultantes do metabolismo
secundario das plantas (Mattivi et al., 2006) e intervém diretamente na
pigmentagdo, regulagdo do crescimento celular e na defesa contra
agentes agressores (Deloire et al., 1998). Esses compostos sio
sintetizados a partir da via do 4cido chiquimico (principal) e da via do
acido mevaldnico, menos significativa em Vitis vinifera. Do ponto de
vista quimico, os compostos fenolicos sdo caracterizados por apresentar
um nucleo benzénico, agrupado a um ou varios grupos hidroxilas.
Também sdo considerados polifendis os derivados de ésteres, metil
ésteres e glicosidios, dentre outros, os quais resultam das substituigdes
da estrutura de base (Stafford, 1990; Mattivi et al., 2002).

Na uva, os compostos fenolicos estdo presentes principalmente na
casca e na semente. (Amerine e Ough, 1986). Conforme Deloire et al.
(1998) a videira sintetiza polifendis como defesa a situagdes adversas ou
ao estresse. Esta resposta metabdlica ocorre quando a planta é submetida
a um estresse do tipo bidtico (ataque de fungos), ou a um estresse
abiotico (déficit hidrico, radiagdo ultravioleta, variacdes de
temperatura).

Nos vinhos, esses compostos constituem um pardmetro de
qualidade devido a sua contribuicdo para as caracteristicas
organolépticas, particularmente para a cor (antocianinas), para as
sensacOes gustativas, particularmente a adstringéncia e o amargor
(acidos fenodlicos e flavan-3-6is) (Robichaud e Noble, 1990). Segundo
Guerra (1997) esses compostos também tem importancia fundamental
na longevidade de vinhos tintos. A evoluc¢do dessas moléculas durante a
vinifica¢do influi diretamente ou indiretamente nas caracteristicas dos
vinhos, definindo grande parte de sua estrutura, sua cor, suas
propriedades antioxidantes e seus efeitos benéficos para a saude
humana.

Além da importdncia que os compostos fendlicos possuem na
enologia, existe um interesse cada vez maior nesses compostos devido
ao seu potencial benéfico para a saide humana (Soleas et al., 2002).
Diversos efeitos fisiologicos sdo atribuidos aos compostos fendlicos,
entre eles acdo antioxidante, antibacteriana, antiviral, anticarcinogénica,
anti-inflamatoéria, antialérgica, cardioprotetora e vasodiatadora (Renauld
e Lorgeril, 1992; Frankel et al., 1995; Rossetto et al., 2004; Dudley et
al., 2008; Nardini et al., 2009).
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Flavonois

OH
1) O R1=H R2=H Campferol
R

2 R1=0H R2=H Quercetina

HO.
O R1=0H R2=0H Miricetina

R1=0H Ro=H Cianidina
R1=0H R2 =0OH Delfinidina
R1=0CH3 R2=H Peonidina

R1=0OH R2=0CH3 Petunidina
R1=0CH3 R2=0CH3 Malvidina

R3 Procianidinas Unidade monomérica
R1=0H R2=H R3=H ( +) - Catequina
R1=H R2=0H R3=H ( -) - Epicatequina

Prodelfinidinas
R1=0H R2=H R3=O0H( +) - Galocatequina
R1=H R2=0H R3=0OH (-) Epigalocatequina

Figura 1.6. Estrutura dos principais compostos flavonodides.
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Acidos hidroxicindmicos

CH=CH—C’
OH R=H Ac. p-cumarico
R=0H Ac.cafeico
R R=0Me Ac.ferrdlico
OH

Acidos hidroxicinamicos (hidroxicinamatos)

R C|)OOH
0 C—OH R=H Ac. cuta’rllco
HO CH—CH—C—0—&—1 R =0H Ac. caftarico
- R=0OMe Ac.fertarico
COCH
Acidos hidroxibenzoicos
R, R Ri1=H R2=H R3=0H R4 =H Ac. p-hidroxibenzéico
R1=H R2=OH R3=0H R4=H Ac. protocateico
R3 COOH R1=H R2=0H R3=0H R4=0H Ac. galico
R1=H R2=0CH3 R3=0H R4 =0CH3 Ac. siringico
R4 R1=H R2=0CH3 R3=0H Rs4=H Ac. vanilico
Trans-resveratrol Tirosol
OH
HO \/O/ OH
HO

OH

Figura 1.7. Estrutura dos principais compostos ndo-flavonoéides.
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Os compostos fenodlicos apresentam uma grande diversidade e
podem ser subdivididos em dois grandes grupos em razdo da
similaridade de suas cadeias de 4tomos de carbono: flavondides e ndo-
flavonodides. Os flavonoides representam o maior grupo de polifenois
encontrados nos alimentos, € os que se destacam em vinhos dividem-se
em trés grupos: flavondis, flavan-3-6is e antocianinas. Ao grupo de
compostos fenodlicos ndo-flavonodides pertencem os acidos fenolicos
(derivados do 4acido hidroxibenzodico, e os derivados do acido
hidroxicindmico) e outros derivados fendlicos como os estilbenos
(resveratrol Cis e trans) e o tirosol. As estruturas quimicas dos principais
compostos citados sdo apresentadas nas Figuras 1.6 ¢ 1.7.

1.7.1 Compostos Flavonoides

Os flavonodides sdo compostos fendlicos que se caracterizam por
um esqueleto basico e comum C6-C3-C6. A estrutura base consiste em
dois anéis aromadticos ligados por um anel pirano. Essa classe de
compostos fendlicos pode ser dividida em subclasses as quais se
distinguem pelo grau de oxidagdo do anel pirano (Stafford; 1990;
Zoecklein et al., 1995). Os flavonodides, baseados na estrutura 2-fenil
benzopirona, estdo principalmente representados na uva pelos flavonois,
enquanto que os flavondides, em seu sentido amplo, compreendem
igualmente as antocianinas e os flavan-3-6is (Riberéau-Gayon et al.,
1998; Mattivi et al., 2002).

Flavonéis

Os flavondis sdo compostos caracterizados pela presenca de uma
insatura¢do no anel heterociclico e um grupamento hidroxila na posi¢ao
3, e estdo presentes nas cascas de uvas brancas e tintas. Os principais
flavonois da uva sdo a quercetina e a miricetina e podem ser encontradas
na forma livre ou conjugada (Mattivi et al., 2006; Bautista-Ortin et al.,
2007). Outros importantes flavondides presentes em uvas e vinhos sdo o
campferol, a isorhamnetina, a laricitrina e a siringetina (Mattivi et al.,
2006). A proporgdo de flavondis livres varia entre 20 a 50 % do total. A
sintese de flavonois ocorre praticamente durante todo o crescimento da
baga e, da mesma forma que as fitoalexinas, seu conteudo varia
conforme a resposta a condigdes restritivas ou de estresse (Deloire et al.,
1998). Alguns trabalhos demonstram que o contetido de flavonois ¢
dependente da exposicao ao sol das uvas, da fertilizacdo nitrogenada, do
estado hidrico da planta e da cultivar (Price et al. 1995; Cantos et al.,
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2000). Embora seja uma familia minoritiria nas uvas, os flavonois
podem ter um papel importante na evolugdo da cor dos vinhos tintos
através de processos de co-pigmentagdo com as antocianinas (Boulton,
2001; Zafrilla et al., 2003).

Antocianinas

Estruturalmente, as antocianinas sdo glicosidios do catium
flavilium polihidroxi e/ou polimetoxilados. S@o baseadas em cinco
agliconas, que diferem entre si pelos radicais de substitui¢do no anel B.
As antocianinas do género Vitis sdo a cianidina, a delfinidina, a
peonidina, a petunidina e a malvidina. As suas concentragdes relativas
variam com a cultivar, mas a malvidina ¢ sempre majoritaria (Mazza e
Miniati, 1993). E caracteristico nas uvas de variedade Vitis vinifera uma
molécula de glicose ligada na posi¢do 3. Os fragmentos glicosidicos
podem apresentar-se livres ou esterificados na posi¢do 6 com alguns
acidos, particularmente com o acido acético (derivados acilados) e o
acido p-cumarico (derivados p-cumdricos) (Ribéreau-Gayon e
Stenestreet, 1965; Ribéreau-Gayon et al., 1998).

As antocianinas representam uma parte muito importante, quer
quantitativamente quer qualitativamente, dos flavonoides das uvas das
variedades tintas. Sdo os pigmentos responsaveis pela cor de uvas e
vinhos tintos. Elas localizam-se na casca e nas trés ou quatro primeiras
camadas da hipoderme. Esses compostos sdo sintetizados a partir do
inicio da coloragdo das cascas de forma continua, e a quantidade
formada ¢ influenciada pelas condi¢des de vigor e insolag@o da plantas e
dos cachos (Mazza e Miniati,1993; Ribéreau-Gayon et al., 1998). As
antocianinas sdo compostos que, com o envelhecimento do vinho
tendem a formar complexos com outros compostos fendlicos dando a
estabilidade de cor desejavel ao vinho (Timberlake e 1976; Boulton,
2001).

Flavan-3-6is

Os flavan-3-6is e os seus derivados estruturais, as
proantocianidinas ou taninos condensados, sdo constituidos por um
nucleo flavanico que é formado por dois anéis aromaticos (A e B) e por
um anel heterociclico piranico C, ao qual se encontra ligado a um grupo
hidroxil na posi¢do 3. Podem ser classificados como catequinas e
galocatequinas. As catequinas ((+)-catequina e (-)-epicatequina))
encontram-se hidroxilados nas posi¢des 3°, 4’ do anel B, enquanto que
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as galocatequinas ((+)-galocatequinas e (-)-epigalocatequinas) se
encontram hidroxiladas nas posi¢des 3°, 4’ ¢ 5° do anel B (Figura 1.6)
(Timberlake e Bridle, 1976; Prieur et al., 1994).

Em uvas, e consequentemente em vinhos, os principais flavan-3-
0is mondmeros sdo a catequina, a epicatequina, a galocatequina e a
epigalocatequina, tendo a catequina como o composto mais abundante
(Souquet et al., 1996). As proantocianidinas representam, nas cascas, de
3% a 6 % do contetido fenolico total e, nas sementes, de 60 a 70 %.
Esses compostos sdo sintetizados durante a primeira etapa do
crescimento da baga ou “periodo herbaceo” e sua sintese termina pouco
depois do inicio da coloragdo das cascas (Prieur et al., 1994; Saint-Cricq
de Gaulejac et al., 1998).

As proantocianidinas ou taninos condensados sdo derivados
estruturais dos flavan-3-6is e, dependendo do niimero de vezes que essa
unidade se repete, elas podem ser classificadas como dimeros, trimeros,
oligdmeros ou polimeros de proantocianidinas. De acordo com a
natureza da unidade fundamental, as proantocianidinas podem dividir-se
em dois grupos: as procianidinas que sdo polimeros da catequina e
epicatequina, e as prodelfinidinas que sdo contituidas por unidades de
galocatequinas e epigalocatequinas (Prieur et al., 1994; Souquet et al.,
1996).

As proantocianidinas estdo associadas a adstringéncia dos vinhos,
sobretudo as procianidinas (Renauld e Lorgeril, 1992; Chira et al.,
2009). Entretanto, com um alto grau de polimerizacdo, esta atividade
adstringente ¢ diminuida. Conforme Ojeda (1999), o grau de
polimerizagdo dos taninos pode ser significativamente aumentado com
uma restricdo hidrica no vinhedo. Esses compostos podem ainda
influenciar a cor de vinhos, devido a sua associagdo com as antocianinas
durante a matura¢do dos vinhos (Prieur et al., 1994; Souquet et al.,
2006; Drinkini et al., 2007).

1.7.2 Compostos ndo-Flavondides

Os compostos ndo-flavondides correspondem aos compostos
fendlicos mais simples, tais como os acidos fendlicos: 4cidos
hidroxibenzoéicos (C6-Cl) e acidos hidroxicinamicos (C6-C3) e seus
derivados, além de outros derivados fendlicos de grande importancia
como os estilbenos (Somers et al., 1987; Monagas et al., 2005; Vitrac et
al.,, 2005). A determinacdo de compostos nao-flavonodides também ¢é
importante em vinhos, pois a partir dessa determinacdo pode-se
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caracterizar variacdes nos vinhos, como também nas diferengas dos
processos de vinificacdo ¢ nas diferentes formas de maturagdo desses
produtos (Vrhovsek, 1998; Matejicek et al., 2005).

Acidos fendlicos

Na uva os acidos fenolicos encontram-se nos vacuolos das células
da casca e da polpa Sua concentragdo diminui durante o
desenvolvimento da baga e se estabiliza na maturacdo (Romeyer et al.,
1983). Os acidos fenodlicos podem ser divididos em acidos benzdicos e
em acidos cindmicos de acordo com o numero de atomos de carbono
(Figura 1.7).

Nas uvas, os acidos hidroxicindmicos sdo os principais acidos
fenolicos e se encontram nos vacuolos das células das cascas e polpas,
sob a forma de ésteres tartaricos, também denominados de
hidroxicinamatos (acidos caftarico, fertarico e cutarico) (Ribéreau-
Gayon,1965). Nos vinhos, devido a hidrélise dos derivados tartaricos
também se encontram as formas livres (acidos cafeico, ferrulico, e p-
cumarico) (Vrhovsek, 1998; Cartoni et al., 1991). Esses compostos
desempenham um papel importante nas oxidacdes que conduzem ao
acastanhamento dos mostos e dos vinhos (Singleton, 1987) uma vez que
sdo as primeiras substancias fenolicas a serem oxidadas. Embora nao
exercam uma influéncia direta no gosto dos vinhos, os 4&cidos
hidroxicindmicos estdo envolvidos no aparecimento de fenois volateis
com consequentes alteragdes aromaticas (Cartoni et al., 1991; Vrhovsek,
1998). Sdo os compostos fenodlicos mais importantes nos vinhos brancos
por se encontrarem principalmente na polpa das uvas (Vrhovsek, 1998).

Dos acidos derivados do acido hidroxibenzdico, em uvas e
vinhos, os mais importantes sdo os acidos vanilico, siringico e salicilico,
que aparecem ligados as paredes celulares e, principalmente, o acido
galico que se encontra sob a forma de éster de flavan-3-6is. Em vinhos
tintos o acido galico ¢ um dos compostos monoméricos mais abundantes
(Frankel et al., 1995; Silva et al., 2005). Outros acidos benzoicos
existentes em menor quantidade s3o o protocateico, € o Pp-
hidroxibenzobico. Estes acidos encontram-se nas uvas na forma de
ésteres e no decurso da elaboracdo e conservacdo do vinho, vao sofrendo
uma hidrélise lenta e assim, no vinho encontram-se estes compostos
quer livres quer combinados (Riberéau-Gayon,1965; Singleton, 1987).
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Estilbenos e Tirosol

Dentre os estilbenos, em uvas e vinhos, destacam-se os seus
mondmeros: CiS e trans-resveratrol e Cis e trans-piceid. Esses compostos
sdo fitoalexinas, isto €, componentes sintetizados pela videira em
resposta a uma situacdo de estresse. Em resposta ao estresse, o vegetal
produz os estilbenos mondmeros, precursores dos oligdmeros viniferos.
Resveratrol e seus derivados concentram-se nas cascas de uva, por isso
seu teor ¢ maior nos vinhos tintos (Mattivi et al., 1993a; Vitrac et al.,
2005). O trans-resveratrol (trans-3,5,4-trihidroxiestilbeno) é o mais
estudado devido a seu potencial benéfico para a saide humana e ¢é
encontrado nos vinhos tintos em concentragdes muito variadas
(Goldberg et al., 1995b; Soleas et al., 1995). Segundo alguns autores
(Mattivi et al., 1995; Soleas et al., 1995; Roggero, 1996) o isémero Cis é
formado a partir da isomerizagdo do trans-resveratrol ou a partir da
quebra de polimeros de resveratrol durante a fermentacdo do vinho, ja
que esse composto ndo ¢ detectado nas cascas de uvas. As formas
glicosiladas (piceid) do resveratrol sdo constituintes naturais de uvas e
vinhos tintos (Lamuela-Raventés et al., 1995; Gatto et al., 2008) e
geralmente encontram-se em concentragdes superiores a suas formas
livres correspondentes (Roggero e Archie, 1994).

O tirosol (2-(4-hidroxifenol)etil alcool) ¢ um composto presente
no vinho produzido partir da tirosina (4-hidroxifenil)-L-fenilalanina)
pelas leveduras durante a fermentagdo do mosto, e € o inico composto
fenolico produzido em quantidades significativas a partir de precursores
ndo fenolicos. Esse composto influencia o flavour, contribuindo no
bouquet de mel de alguns vinhos (Jackson, 2000; Bertelli et al., 2002;
Covas et al., 2003).

1.8 Transformacg6es quimicas dos compostos fenélicos nos vinhos

Durante a maturagdo e o envelhecimento dos vinhos os
compostos fendlicos estdo sujeitos a diversas transformagdes quimicas
devido as reagdes de oxidacdo-reducdo, condensagdo, polimerizaciao e
complexacdo com outros compostos tais como proteinas,
polissacarideos ou metais (Haslam, 1980; Ricardo da Silva et al., 1991).
Todas estas modificagdes sdo inevitaveis devido a reatividade dos
compostos fenolicos, ¢ ocorrem mais rapidamente durante o primeiro
ano de guarda (Somers e Evans, 1986). Entre os compostos mais
reativos destacam-se as antocianinas ¢ os flavan-3-6is. Esses compostos
vao sendo progressivamente transformados em pigmentos oligoméricos
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e poliméricos mais estaveis e com caracteristicas fisico-quimicas
distintas dos seus precursores contribuindo dessa forma para a alteragdo
das caracteristicas organolépticas como a cor ¢ o sabor do vinho
(Robichaud e Noble, 1990; Monagas et al., 2005; Lopes et al., 2006;
Chira et al., 2009).

A concentragdo de antocianinas, copigmentos, acetaldeido e
outros metabolitos das leveduras, assim como o pH, a temperatura e a
presenca de luz, de oxigénio e de didxido de enxofre sdo fatores que
afetam as reagdes quimicas durante o envelhecimento dos vinhos
(Dallas et al., 1995; Somers e Evans, 1986; Romero ¢ Bakker, 1999;
Romero e Bakker, 2000).

Entre os diversos mecanismos que sdo propostos para a formagao
destes novos pigmentos podemos citar as reagdes de condensacdo direta
entre antocianina-flavanol (Somers, 1971) ou mediada pelo acetaldeido
(Timberlake e Bridle, 1976); as reacdes de condensacdo das
antocianinas e/ou flavan-3-6is com moléculas tais como o acido
piravico, levando a formagdo de piranoantocianinas (Bakker e
Timberlake, 1997; Schwarz et al., 2003) e a polimeriza¢do das proprias
antocianinas (Franchia-Arichia et al., 1997).

Essas reagOes promovem modificacdes consideraveis que se
refletem principalmente nas caracteristicas de cor dos vinhos. Essas
transformacgdes quimicas conduzem, numa primeira fase, a um aumento
da intensidade da cor dos vinhos ¢ a uma alteragdo da tonalidade, de
vermelho vivo a vermelho violeta (Somers, 1971; Francia-Aricha et al.,
1997). Durante o envelhecimento em barricas outras reagdes de
oxida¢do e polimerizacdo sdo responsaveis pelo aparecimento da
coloragdo vermelho-alaranjada (Somers, 1971; Timberlake e Bridle,
1976). Apos o engarrafamento do vinho as transformag¢des que ocorrem
sdo determinadas principalmente por reagdes ndo-oxidativas (Ribéreau-
Gayon et al., 1998), embora pesquisas recentes afirmam que os vinhos
também sdo sujeitos a rea¢des oxidativas (Lopes et al., 2006).

Essas transformagoes, além de promoverem alteracdes na cor do
vinho, também sdo responsaveis por mudancas nas caracteristicas
organolépticas do produto. O vinho torna-se menos adstringente durante
o envelhecimento ja que, além de possuir uma menor quantidade de
proantocianidinas, as que permanecem no meio estdo em sua grande
maioria polimerizadas e portanto, tém menor capacidade de reagir com
as glicoproteinas da saliva, diminuindo desta forma a sensa¢do de
adstringéncia (Somers, 1971; Robichaud e Noble, 1990; Chira et al.,
2009).
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1.9 Efeitos benéficos do consumo de compostos fendlicos de uvas e
vinhos

Muitas pesquisas s@o realizadas com o objetivo de avaliar os
efeitos antioxidantes dos compostos fendlicos presentes no vinho. Os
beneficios a saude relacionados ao consumo moderado de vinho incluem
diferentes mecanismos, nos quais estdo envolvidos, tanto o etanol,
quanto os diversos tipos de compostos fenélicos que constituem o vinho
(Brand-Miller et al., 2007; Opie e Lecour, 2007).

De uma forma muito particular, a uva e o vinho tinto possuem
alta concentracdo de polifendis e estudos apontam que o consumo
moderado de vinho tinto diminui a incidéncia e a letalidade de doencgas
cardiovasculares devido ao alto potencial antioxidante do mesmo (Sato
et al.,, 2001; Lopez-Velez et al., 2003; Avellone et al., 2006). Em
especial, o chamado “paradoxo francés” despertou interesse da
comunidade internacional por, paradoxalmente, perceber a baixa
incidéncia de acidentes cardiovasculares na populacdo francesa que
apresentava alto consumo de gordura saturada e de vinho tinto. Esse
fenomeno foi explicado pelos altos niveis de compostos fendlicos
existentes na uva e no vinho (Renauld e Lorgeril, 1992).

O potencial benéfico dos componentes fendlicos presentes nos
vinhos esteve primeiramente relacionado a sua capacidade em seqiiestrar
espécies reativas de oxigénio (EROs) nos sistemas bioldgicos. No
entanto, varias pesquisas realizadas com esses compostos apontando
além da atividade antioxidante, outros inumeros efeitos biologicos, tais
como: ag¢do vasodilatadora, antiinflamatoéria, moduladora do sistema
P450, inibicao da oxidagdo da LDL e da agregacdo plaquetaria (Frankel
et al.,, 1995; Orellana et al., 2002; Lopez-Velez et al., 2003). Esses
efeitos biologicos estdo associados a diminui¢do de varios fatores de
risco de doengas cardiovasculares, como diminui¢do da pressdo arterial
e dos niveis lipidicos (Ranaivo et al., 2004; Avellone et al., 2006).
Existem evidéncias claras de que consumo de vinho exerce efeitos
protetores endoteliais tanto nas lesdes iniciais da doenga arterial
coronariana como nas avancadas (Flechtner-Mors et al., 2004; Ranaivo
et al., 2004; Avellone et al., 2006), além de apresentarem atividades
farmacologicas como a prevengdo do estresse oxidativo celular
(Roychowdhury et al., 2001), efeitos antitumoral (Saito et al., 1998) e
cardioprotetor (Sato et al., 2001; Karatzi et al., 2005).

Os compostos fendlicos flavonodides presentes nos vinhos tintos
que mais se destacam considerando a sua alta capacidade antioxidante
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sdo os flavan-3-0is, as antocianinas e os flavonoéis (Rigo et al., 2000;
Mattivi et al., 2002; Rossetto et al., 2004; Lee et al., 2008). O composto
nao-favondide que mais se destaca é o resveratrol (Frankel et al., 1995;
Murcia e Martinez-Tomé, 2001). Recentemente estudos tém apontado o
tirosol, composto fendlico ndo-flavondide, formado durante a
fermentacdo a partir de precursores nao-fenolicos, como um potente
agente biologico com significativa atividade cardioprotetora (Covas et
al., 2003; Dudley et al., 2008).

1.10 Radicais livres, capacidade antioxidante e hipolipemiante

Os efeitos dos radicais livres sobre os sistemas biologicos estdo
em evidéncia nos ultimos anos, especialmente nas doengas relacionadas
com o aumento dessas espécies reativas nos organismos aerobios, € com
o envelhecimento precoce. Varias pesquisas tém demonstrado a
participacdo dos radicais livres na etiologia de algumas patologias de
elevada incidéncia na populacdo ocidental. Deste modo, substancias que
demonstrem ter a capacidade de neutralizar esses radicais, tornam-se um
alvo farmacologico importante, pois poderdo prevenir ou amenizar os
problemas causados pelo excesso de espécies reativas no organismo, o
chamado estresse oxidativo.

Com excecdo dos animais que sdo especialmente adaptados a
viver sob condi¢des anaerobicas, todos os animais e plantas requerem
oxigénio para uma producdo eficiente de energia. Entretanto, esse
mesmo oxigénio pode levar a formagdo de espécies altamente reativas,
denominadas de espécies reativas de oxigénio (EROs), de grande
importancia na bioquimica do “estresse oxidativo” que também conta
com as espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (Halliwell e Gutteridge,
1999).

Relagdes entre a producdo de EROs e ERNs com os sistemas de
defesas antioxidantes estdo aproximadamente em equilibrio. Entretanto,
esse equilibrio nem sempre € perfeito. O estresse oxidativo ocorre como
um desequilibrio entre o balango pré-oxidante/antioxidante, em favor da
situagdo pro-oxidante, promovendo um dano potencial (Sies, 1993;
Halliwell e Gutteridge, 1999).

Segundo alguns autores, o nivel de oxidagdo das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) em ox-LDL no tecido subendotelial, o qual
ocorre através da agdo de agentes oxidantes na forma de radical livre
(Giroux, 1993), estd proporcionalmente correlacionado a formagdo e a
evolugdo de doenca aterosclerotica (Holvoet, 1998). A aterosclerose ¢ a
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principal causa de doenga arterial coronariana (DAC) na populacdo dos
paises ocidentais. A hipercolesterolemia associada a valores plasmaticos
elevados da LDL sdo fatores primarios de risco para a DAC (Kadar e
Glasz, 2001; Ranaivo et al., 2004). A reducdo e/ou a prevengdo do
aumento da concentragdo plasmatica de colesterol reduzem o risco dos
eventos e da mortalidade por causas cardiovasculares (Grundy, 2002;
Sever et al., 2003; Avellone et al., 2006).

Para minimizar os efeitos desse desequilibrio ocasionado pela
produgdo desordenada de radicais livres, os organismos aerobicos foram
dotados, ao longo do tempo evolutivo, de distintas defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas. Os antioxidantes podem ser definidos
como substancias capazes de retardar ou inibir a oxidagdo de substratos
oxidaveis, podendo esses serem enzimaticos (ex.: superdxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase) ou ndo enzimaticos (ex.: a-tocoferol,
B-caroteno, ascorbato, e GSH) (Halliwell e Gutteridge, 1999).

1.10.1 Defesas Antioxidantes

O principal sistema de defesa antioxidante enzimatico celular é
composto pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), que constitui a primeira defesa endogena
de neutraliza¢do das EROs (Figura 1.8). Secundariamente, a glutationa
redutase (GR) e a glutationa S-transferase (GST) auxiliam na
regeneracdo da glutationa reduzida (GSH) e na conjugagdo de
metabolitos reativos. Através delas, as células tentam manter baixas as
quantidades do O,” e de H,0,, evitando assim, a formagdo do *OH, que,
embora de vida curta, na fragdo de milionésimos de segundos e, mesmo
em concentracdes bastante reduzidas (~10™"* M), é extremamente reativo
e danoso as células (Boveris e Cadenas, 1997).

Considerada uma das mais importantes defesas antioxidantes na
neutraliza¢do das EROs, a SOD esta presente praticamente em todos os

organismos eucarioticos, sendo responsavel pela conversdo do O," em
H,0; e O, (Figura 1.8) (Halliwell e Gutteridge, 1999).

As células também exibem antioxidantes ndo-enzimaticos que
incluem compostos endogenos como, principalmente, a GSH, o acido
urico, o ubiquinol 10 e alguns hormonios, além de outros exdgenos
como a vitamina E, C ¢ A (e outros carotendides como o licopeno e o 3-
caroteno), flavondides e outras pequenas moléculas derivadas de fonte
vegetais (Scandalios, 1997). Os antioxidantes ndo enzimaticos podem
ser definidos como qualquer substincia que, quando presente em baixas
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concentragcdes comparadas com o substrato oxidavel, sdo capazes de
retardar ou inibir a oxidagdo deste substrato (Halliwell e Gutteridge,
1999).
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Figura 1.8. Vias de geracdo de EROs ¢ mecanismos de defesa enzimaticos.
Fonte: Droge (2002).

A GSH, um tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina,
¢ o principal tiol celular ndo protéico, abundante em células eucariotas e
desempenha um importante papel em muitos tipos de reagdes de
biorredu¢do e conjugacdo, como a sintese de proteina e de DNA,
transporte de aminodcidos, “scavenger” de EROs, cofator de enzimas
essenciais e defesa contra moléculas oxidantes e xenobidticos
potencialmente toxicos (Pefia et al., 2000).

Além dos antioxidantes classicos presentes em concentragdes
consideradas relativamente baixas, existem compostos que possuem
atividade antioxidante em concentracdes relativamente altas, e podem
contribuir para capacidade antioxidante total, dentre eles destacam-se os
compostos fendlicos (Droge, 2002). Pois esses compostos podem atuar
em conjunto com as defesas antioxidantes endogenas e mecanismos
fisiologicos especificos do organismo, contribuindo para o controle da
formagdo e atuagdo danosa dos radicais livres.
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1.11 Relag&o estrutura-atividade dos compostos fendlicos

Acredita-se que a capacidade antioxidante de vinhos e de seus
compostos fendlicos seja a principal responsavel pelos efeitos benéficos
comprovados pelo consumo moderado de vinho (Renaud e Lorgeril,
1992; Rodrigo et al., 2005). Embora estudos demonstrem que esses
efeitos sdo devido ao sinergismo dos compostos fenolicos presentes em
vinhos, existem grupos de compostos fenolicos, bem como compostos
individuais, que atuam de forma mais efetiva na atividade antioxidante
promovida pelo consumo de vinhos. Isso ocorre, provavelmente, devido
as diferencgas de estrutura desses compostos.

Para os compostos flavondides, o niimero e a posigdo dos grupos
metil e hidroxil do anel B afetam diretamente a sua estabilidade e
reatividade. Em geral, uma maior capacidade antioxidante é verificada
em compostos que possuem a estrutura orto-dihidroxi no anel B, pois
esses compostos sdo eficientes doadores de hidrogénio (Rice-Evans et
al., 1996). De acordo com esses autores a alta atividade antioxidante das
antocianinas pode estar relacionada com o poder redutor da estrutura
orto-dihidroxi no anel B, enquanto a trihidroxilacdo do anel B da
cianidina, como na delfinidina, nem aumenta nem diminui a sua
atividade antioxidante in vitro. O mesmo ja ndo é observado com os
flavonois miricetina e quercetina, onde a trihidroxilagdo da quercetina,
como na merecetina, diminuiu a atividade antioxidante no mesmo meio.
Além disso, estudos in vitro demonstraram que a glicosilagdo de
flavonoides também influencia a atividade antioxidante desses
compostos, geralmente diminuindo sua atividade (Rice-Evans et al.,
1996; Wang et al., 1997).

A catequina e a epicatequina (flavan-3-6is com substitui¢des
orto-dihidroxi no anel B) possuem alta capacidade de captura de radicais
livres. Acredita-se que o grau de polimerizacdo desses compostos
também influencia na atividade antioxidante das proantocianidinas
(Rossetto et al., 2004). Essa hipotese ¢ suportada pelo fato de que a
atividade antioxidante das proantocianidinas ¢ em particular ditada pelo
comprimento da cadeia de oligdmeros. Mondmeros e dimeros de flavan-
3-6is foram mais efetivos na prevencdo de oxida¢do da LDL que seus
trimeros, tetrameros (Plumb et al., 1998) e hexdmeros (Lotito et al.,
2000). Entretanto Saint-Cricq de Gaulejac et al. (1999) verificaram que
a inibi¢do do O, aumentou com o grau de polimerizagdo. Segundo
alguns autores a presenca de prodelfinidinas aumentam a capacidade
antioxidante das proantocianidinas devido ao aumento no ntiimero de
hidroxilas reativas (Rice Evans et al., 1996). A esterificacdo da posi¢do




31

Revisdo Bibliografica

3 com acido galico (derivados galatos) € outro importante fator que afeta
positivamente a capacidade de captura de radicais livres de
proantocianidinas de uvas (Ricardo da Silva et al., 1991).

A atividade antioxidante dos acidos fenolicos e de seus ésteres
também depende do nimero e da posi¢do dos grupos hidroxil na
molécula (Grootveld e Halliwell, 1986; Rice-Evans et al., 1996). A
capacidade de captura de elétrons dos grupos carboxilatos nos acidos
hidroxibenzoicos tem uma influéncia negativa sobre a sua capacidade de
doar hidrogénio pelos grupos benzoatos. Assim, teoricamente os acidos
hidroxicindmicos hidroxilados sdo mais efetivos que seus respectivos
benzoatos (Grootveld e Halliwell, 1986). De acordo com Rice-Evans et
al. (1996), andlises in vitro demonstraram que derivados do &cido
dihidroxibenz6ico mostram uma resposta antioxidante em funcdo da
posicdo relativa dos grupos hidroxil no anel. Por exemplo, a
dihidroxilagdo nas posi¢cdes orto e meta do grupo carboxilato (2,3-
dihidroxi acido benzdico) parece ser mais eficaz quando comparada a
dihidroxilagdo nas posi¢des meta e para (3,4-dihidroxi acido benzdico -
acido protocateico) e também quando comparada com os substituintes
hidroxil ambos na posi¢do orto do grupo carboxilato (2,5-diidroxi acido
benzoico). Assim, a proximidade do radical COOH para os substituintes
orto-difendlicos aparentemente influencia a disponibilidade dos
hidrogénios tendo como mais efetiva a posicdo meta. A mesma andlise
in vitro demonstrou que a esterificagdo do grupo carboxilado do acido
galico reduziu a eficiéncia desse composto.

A atividade antioxidante dos acidos hidroxicinamicos também ¢é
influenciada por seus substituintes e posi¢des na estrutura (Grootveld e
Halliwell, 1986). Os difenolicos hidroxicindmicos, como o acido
cafeico, aparentemente t€ém uma maior capacidade de captura de radicais
livres que os monofendlicos, como o acido p-cumadrico, concordando
com os critérios quimicos aplicados aos flavonoides difendlicos (Bors et
al., 1990). A metoxilagdo do grupo hidroxil na posicdo orto dos
difenolicos, como no acido ferrulico, resulta em uma diminui¢do na
capacidade de captura de radicais, enquanto que a hidroxila¢do, como no
acido cafeico, no lugar de metoxilagdo ¢ substancialmente mais eficaz
(Rice-Evans et al. 1996).

Estilbenos, como o resveratrol, ¢ biofenodis, como o tirosol,
também tem sua atividade antioxidante influenciada pela sua estrutura.
Assim como os outros compostos fenolicos, a atividade antioxidante
desses compostos também depende do nimero ¢ da posi¢do dos grupos
hidroxil na molécula. Assim, ¢ esperado que o hidroxitirosol seja mais
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eficiente do que tirosol na captura de radicais livres (Di Benedetto et al.,
2007). Estudos in vitro demonstraram que o trans-resveratrol é um
potente agente antioxidante in vitro e in vivo (Frankel et al., 1995;
Murcia e Martinez-Tomé, 2001). Algumas pesquisas afirmam que seus
isdmeros CiS possuem menor atividade bioldgica que seus isOmeros
trans (Ribeiro de Lima et al., 1999; Vitrac et al., 2002).

Cabe ressaltar que, embora a atividade antioxidante de vinhos
seja um dos principais mecanismos aceitos para a comprovada atividade
bioldgica dos compostos fenolicos, outros mecanismos bioldgicos tém
sido propostos, incluindo o vasorelaxamento mediado pelo 6xido nitrico
(Diebolt et al., 2001; Dell'Agli et al., 2005), a atividade estrogénica
(Klinge et al., 2003), a inibi¢do da agregacdo plaquetaria (Demrow et
al., 1995) e a modulag¢do do metabolismo lipidico (Frankel et al., 1993).

1.12 Biodisponibilidade dos compostos fendlicos

Os efeitos benéficos ao organismo promovidos pelo consumo de
compostos fendlicos, especialmente de vinhos, sdo relatados em varios
estudos (Cartron et al., 2003; Pignatelli et al., 2006). Entretanto, sdo
poucos os dados sobre o mecanismo de absor¢do e de biodisponibilidade
dos compostos fendlicos no organismo, uma vez que o destino
metabolico desses compostos em sistemas bioldgicos ¢é altamente
complexo e dependente de um grande numero de processos. Alguns
compostos fenodlicos, tais como alguns &cidos hidroxicindmicos e
hidroxibenzobico, quercetina, campferol e malvidina-3-glucosideo ja
foram detectados e quantificados em fluidos bioldgicos apds ingestio de
vinho (Cartron et al., 2003; Pignatelli et al., 2006; Nardini et al., 2009).
Apds a ingestdo do vinho, aparentemente, os compostos fenolicos
apresentam um metabolismo rapido e extenso que resulta em apenas
tracos desses compostos em sua forma inalterada na circulagdo
sistémica. A maioria dos compostos fenolicos absorvidos estd presente
no plasma e na urina em suas formas conjugadas (metilada, glucuronada
e sulfatada). Esse fato indica um extenso metabolismo de primeira
passagem intestinal/hepatica das formas primarias dos compostos
fenolicos ingeridos (Cartron et al., 2003; Pignatelli et al., 2006; Vanzo et
al., 2007; Nardini et al., 2009), assim, a atividade biologica dos
compostos fenolicos pode ser atribuida, em grande parte, a seus
metabolitos.

Os primeiros estudos sobre a absor¢ao e a biodisponibilidade de
flavonoides suportavam a hipdtese de que apenas os flavonodides livres
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(agliconas) seriam capazes de passar a parede intestinal e serem
absorvidos (Griffiths, 1982). No entanto, estudos mais recentes
contradizem essa hipdtese. Chang et al. (2005) verificaram que a
quercetina-3- O-glucosideo foi rapidamente absorvida e transformada
em quercetina-glucuronideo. De acordo com estudos em animais e
humanos as antocianinas sao absorvidas em sua forma glicosilada apds
o consumo oral (Matsumoto et al., 2001; Nielsen et al., 2003), e o
estomago parece ser um dos locais de absor¢do desses compostos
(Passamonti et al., 2003). Estudos realizados com flavan-3-6is
demonstraram que 1 hora apos a ingestio via oral de procianidinas essas
se encontravam na corrente sanguinea, e que nas 6 horas seguintes
ocorreu uma distribui¢do dessas espécies por todo o organismo, com
zonas preferenciais de localizacdo como a aorta, o duodeno e o figado
(Dédrez, 1999). Acredita-se que os compostos polifendlicos de baixo
peso molecular, como as catequinas, sdo capazes de atravessar
diretamente a barreira intestinal, e que as formas mais condensadas sdo
metabolizadas previamente pela microflora intestinal por processos de
desidroxila¢do, metilagdo ou ligagdo a grupos sulfato (Jimenez-Ramsey
etal., 1994).

Estudos recentes demonstraram que os acidos hidroxicindmicos
de vinho branco sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal humano e
circulam no sangue depois de terem sido amplamente metabolizados
para as formas conjugadas glucuronada e sulfatada (Nardini et al.,
2009). Vanzo et al. (2007) relataram que o acido trans-caftarico ¢
rapidamente absorvido pelo estdmago, passa pelo figado, pode atingir o
cérebro, e é absorvido, metabolizado e excretado como acido trans-
fertarico pelos rins.

Alguns estudos com o trans-resveratrol revelam que esse
composto ¢ bem absorvido por via oral, amplamente distribuido no
corpo, metabolizado nas formas sulfatada e glucuronada (Saiko et al.,
2008, Williams et al., 2009) e ¢ detectado na corrente sanguinea em
média, aproximadamente 15 minutos depois de sua ingestdo. Apds o
consumo moderado de vinho, os niveis séricos de trans-resveratrol sdo
detectados em concentracdes bastante baixas (micromolar). Em
contrapartida, seus metabolitos, que podem ser os principios ativos, sao
detectados em elevadas concentragdes e circulam no sangue por até 9
horas (Saiko et al., 2008). A conversdo dos principais metabolitos,
dihidro-resveratrol e di-piceatannol, ¢ provavelmente mediada pela
fermentacdo microbiana do trans-resveratrol no trato gastrointestinal,
através da conjugacdo sistémica e/ou pré-sist€mica com o 4cido
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glucurdnico e /ou sulfato, que ocorre no intestino e figado (Williams et
al., 2009).

1.13 Anadlises cromatogréaficas realizadas para caracterizacao dos
compostos fendlicos

1.13.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia ¢ uma técnica analitica que engloba métodos
fisicos utilizados para separar e/ou analisar misturas complexas. Nas
técnicas cromatograficas os componentes a serem separados sdo
distribuidos entre duas fases: uma fase estacionaria e uma fase movel
que percola a fase estacionaria. Assim o processo cromatografico
consiste na parti¢do dos componentes de uma mistura entre essas duas
fases.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um tipo de
cromatografia que separa compostos que estdo dissolvidos em uma
solugdo. Para isso, essa técnica emprega uma fase movel liquida e uma
fase estacionaria finamente dividida e opera a pressoes elevadas. A
utilizacdo de pressdes elevadas permite uma redug¢do no didmetro das
particulas da fase estacionaria, localizada no interior da coluna
cromatografica, que resulta em uma area superficial e sitios de adsor¢ao
maiores, 0 que promove uma separa¢do mais eficiente dos componentes
da amostra. Nessa técnica os diferentes componentes da mistura passam
através da coluna de separagdo a diferentes velocidades devido as
diferencas em seus comportamentos de particdo entre a fase movel
liquida e a fase estacionaria (Ciola, 1998).

Os componentes essenciais da CLAE sdo: bomba de alta pressao;
sistema de injecdo da amostra; coluna de separagdo, detector e
registrador de dados. Dentre as principais caracteristicas e vantagens do
método CLAE estdo: alta resolucdo; analise ndo destrutiva; velocidade
de separagdo; monitoracdo continua do efluente da coluna; medi¢ao
quantitativa exata; analises repetitivas e reprodutivas com a mesma
coluna; automagéo do procedimento analitico e do tratamento dos dados
(Neto e Nunes, 2003).

Principais detectores utilizados na CLAE

Os detectores sao de fato transdutores, isto €, dispositivos capazes
de transformar as moléculas que chegam ao seu interior em sinal elétrico
(Neto e Nunes, 2003), que podera ser registrado por um processador de
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dados ou por um registrador conveniente. A interpretacdo desse registro
produz dados qualitativos e quantitativos sobre a amostra e seus
constituintes. Entre os detectores mais empregados na CLAE para a
deteccdo de compostos fenolicos destacam-se o detector de Arranjos de
Diodos (DAD) e o detector de Espectrometria de Massa (MS).

Detector de Arranjos de Diodos (DAD)

Os detectores de arranjo de diodos (DAD/PDA) sdo detectores
espectrofotométricos de alta sensibilidade que monitoram a resposta de
eluicdo de compostos em diversos comprimentos de onda em todo o
espectro visivel e ultra-violeta (UV). Esses diodos, seletivos a
determinados comprimentos de onda, fornecem o espectro de compostos
durante a eluigdo.

Um detector DAD consiste em um circuito integrado inico que
possui um sensor de radia¢do, um elemento de armazenamento de carga
e um elemento de leitura. O arranjo de diodos ¢ fabricado em um tnico
cristal de silicio, onde os diodos foto sensiveis sdo colocados lado a lado
e isolados uns dos outros, na forma de um sanduiche de varias camadas.
Cada diodo atua simultaneamente como transdutor de intensidade
luminosa/carga elétrica e como elemento de armazenamento de carga
(Raimundo e Pasquini, 1997).

Os detectores DAD empregam um sistema de Optica reversa, isto
¢, a rede de difragdo € colocada entre a amostra e o detector € ndo entre
a fonte de radiacdo e a amostra. Assim, no DAD a radiagdo
policromatica incide sobre a amostra e ¢, entdo, dispersa em um
monocromador fixo em diferentes comprimentos de onda que sdo
monitorados simultaneamente pelos diodos do arranjo (Figura 1.9)

(Busch e Busch, 1990).
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Figura 1.9. Diagrama béasico de um detector de diodos (DAD). Fonte: Busch e
Busch (1990).
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Detector de Espectrometria de Massa (MS)

A espectrometria de massa (MS — Mass Spectrometry) ¢ uma
técnica microanalitica utilizada para obter informagao do peso molecular
e de caracteristicas estruturais da amostra. A espectrometria de massa €
capaz de fornecer informacdo sobre: a) a composicdo elementar de
amostras; b) a estrutura molecular; ¢) a composi¢do qualitativa e
quantitativa de misturas complexas; d) a estrutura e a composi¢do de
superficies solidas e as propor¢des isotdpicas de atomos em amostras
(Chiaradia et al., 2008).

Um resumo do processo integral de analise pela espectrometria
de massa classica, culminando num espectro de massa tipico
freqiientemente encontrado na literatura ¢ mostrado na Figura 1.10, onde
M representa as moléculas de um composto puro na fase gasosa. Apos
um processo de ionizacdo, M+ se decompde, criando ions de massas
menores que, detectados, geram o espectro de massa (Ardrey, 2003).

Tonizacdo m/z27
m/z 29
m/z 57

\\| l+//, a. analise de massa

- .
M=—-M—— =, Sodsosion ) ] |

. aquisiciio de dados

//|\\ m/z43 c. grafico de barras 1527 57 m/A

m=58 e absorgdo de _miz 15 espectro de massa

excesso de energia decomposicio

unimolecular de M*

Figura 1.10. Diagrama de uma analise por espectrometria de massa. Fonte:
Ardrey (2003).

Os componentes principais de um espectrometro de massa sdo:
uma fonte de ions, o analisador de massa, o detector ¢ o processador
(Figura 1.11). Na fonte de ions, os componentes de uma amostra sdo
convertidos em ions, pela acdo de um agente ionizante, os ions positivos
ou negativos sdo imediatamente acelerados em dire¢do ao analisador de
massa. A func¢do do analisador de massa ¢ separar tais ions de acordo
com a sua relagdo massa-carga (m/z). Finalmente um detector recebe os
ions que foram separados pelo analisador, transformando a corrente de
ions em sinais elétricos que sdo entdo processados e assim geram o
espectro de massa (Ardrey, 2003).
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Figura 1.11. Componentes basicos de um espectrometro de massa. Fonte:
Ardrey (2003).

Como na espectrometria de massa alguma forma de energia é
transferida a amostra para causar a sua ionizagdo, o requisito basico para
uma analise por espectrometria de massa € a formagao de ions livres em
fase gasosa. Assim, o alcance e a utilidade do método de espectrometria
de massa sdo ditados pelo processo de ionizag¢do (Colnago et al., 2002).
Diferentes processos de ionizacdo sdo utilizados, incluindo
bombardeamento rapido de atomos (FAB), ionizagdo quimica a pressido
atmosférica (APCI) e ionizagdo por eletrospray (ESI).

A ESI ¢ uma técnica de ionizagdo a pressdo atmosférica (API),
sendo um método de geracdo de um aerossol diminuto através do
acumulo de carga eletrostatica. Essa técnica se baseia na geragdo, em
solucdo, de ions dos analitos antes que eles cheguem ao espectrdmetro
de massas (Kebarle e Tang, 2009). A Figura 1.12 ilustra um diagrama de
um espectrometro de massa com ionizagdo por eletrospray (ESI).
Resumidamente podemos dizer que a amostra em solugdo (amostra-
solvente) ¢ pulverizada dentro de uma camera sob pressdo atmosférica
na presen¢a de um forte campo eletrostitico e de um gas aquecido,
normalmente nitrogénio, que promove a evaporacdo do solvente. O
campo eletrostatico formado ¢ forte o suficiente para extrair ions
isolados das microgotas e esses sdo entdo transportados ao analisador de
massas através de uma série de estagios de vacuo e elementos idnicos
que focam o caminho. O tempo que cada ion leva para atingir o detector
depende de sua massa molecular (M) e carga (z), sendo proporcional a
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razdo m/z, sendo assim possivel determinar a massa molecular do
composto (Colnago et al., 2002; Kebarle e Tang, 2009).
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Figura 1.12. Diagrama de um espectrometro de massa com ionizagdo por
eletrospray (ESI). Fonte: Colnago et al. (2002).

Entre as principais caracteristicas da ESI podemos citar: a)
capacidade para produzir ions multiplamente carregados, com niimero
de cargas elevado, reduzindo, assim a razdo m/z, de tal modo que seja
possivel analisar compostos de elevada massa molecular em
praticamente todo o tipo de analisadores; b) as amostras analisadas
devem ser introduzidas em solugdo, o que faz com que seja possivel o
acoplamento com muitas técnicas de separagdo; c¢) ¢ uma técnica de
ionizacao suave que permite com que as interagdes ndo covalentes entre
moléculas que existem em solu¢do sejam preservadas na fase gasosa
(Kebarle e Tang, 2009).

Os espectrometros de massa podem ser classificados em varias
categorias dependendo da natureza do analisador de massa. O
quadrupolo ¢ um tipo de analisador de massas, e ¢ o mais utilizado em
espectrometria de massas. Um analisador de massas quadrupolo consiste
de quatro cilindros metalicos paralelos (Figura 1.13). Os pares opostos
desses cilindros s3o conectados eletricamente ¢ um potencial de
radiofreqiiéncia (RF) alternante ¢ aplicado entre eles. Os ions
produzidos na fonte de ioniza¢do do instrumento sdo focalizados ao
centro da regido entre os quatros cilindros e atravessam o quadrupolo
axialmente. Suas trajetérias serdo dependentes ao campo elétrico
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produzido onde apenas os ions de uma determinada razdo m/z terdo uma
trajétoria estavel e chegardo ao detector. A RF ¢é variada para que ions
de diferente razdo m/z obtenham uma trajetoria estavel ao longo do
quadrupolo chegando ao detector, gerando assim um espectro de
massas. A trajetéria dos ions € um pouco complexa, mas
simplificadamente seguem uma trajetdria helicoidal (Ardrey, 2003).

QUADRUPOLO

cilindros metalicos DETECTOR

g
i

IONS fenda desaida

ns ressonantes
(detectados)

fendade entrada  ons ndo-ressonantes
(ndo detectados)

Figura 1.13. Esquema de um analisador quadrupolo. Fonte: Site da Sociedade
Brasileira de Espectrometria de Massas.
(http://www.espectrometriademassas.com.br/capitulos/assuntos/assunt-o.asp?-
codcapitulo=8&codassunto=17&numero=3).
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Abstract

E.F. Gris, V.M. Burin, E. Brighenti, H. Vieira, and M.T. Bordignon-Luiz. 2010. Phenology
and ripening of Vifis vinifera L. grape varieties in Sio Joaquim, southern Brazil: a new
South American wine growing region. Cien. Inv. Agr. 37(2): 61-75. This study investigated
the phenology and the ripening characteristics of Fitis vinifera grapes Cabernet Franc, Merlot,
Sangiovese and Syrah in two consecutive vintages (2006 and 2007) in order to evaluate the
adaptation of these recently cultivated varieties in Sdo Joaquim, Santa Catarina State. Brazil.
The phenological data observed. budburst. blooming, setting, véraison and harvest were
monitorated. In order to monitor the ripening levels of pH. total acidity. total soluble solids,
maturation index. total monomeric anthocyanins, total polyphenols index and color index
were analyzed.The results show that the phenological cycle from budburst to harvest occurred
within a frame time of 191 and 219 days and the heat summation requirements varied between
1,161 and 1,340 GDD. The summing of the GDD results during the phenological cycle of the
grapevines (budburst - harvest) characterizes Sao Joaquim-SC as “Region I (< 1,389 GDD),
that is, a “cold region” in terms of the Winkler Regions.The climatic parameters influenced
the grapevine phenology and the grape ripening. The results showed that these different grape
varieties had typical characteristics at maturity and indicated that they have potential for the
production of fine wines, suggesting that Sdo Joaquim-SC is suitable for Fitis vinifera grape
growing.

Key words: Vitis vinifera L., climatic parameters, grapes, phenology, ripening.
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Introduction

The French term ‘terroir’ is used to describe the
ambience created by the soil and its immedi-
ate environment. Topographical, geographical,
morphological, and agro-pedological factors, if
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it is maintained, influence quality and can de-
fine boundaries of appellations recognized as
producing superior wines. While the precise
contribution of each factor may not be known,
experience indicates that a good terroir will
encourage slow, but complete, maturation of
appropriate grape cultivars. In general, a good
terroir 1s one which limits the climatic extremes
that may occur from year to year. Recent re-
search in Séo Joaquim Region, Santa Catarina
State, Brazil, has attempted to assess the poten-
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tial of this region in terms of grape production
and wine quality (Gris ef al., 2007; Falcdo ef al.,
2007; Falcéo ef al., 2008a).

Sdo Joaquim-SC is a new wine growing region
located in the high plains of Santa Catarina State.
It is known in Brazil as the coldest place in the
country, and has a later budbreak and ripening
in relation to other viticulture regions in Brazil
(Gris et al., 2008). The altitude (800 — 1400 m),
is a factor which can strongly affect the cli-
matic conditions, since it directly influences
the temperature, humidity and other envi-
ronmental factors which affect the grapevine
phenology and the grape maturation (Mateus
ef al., 2002).

Phenology is the study of the individual physi-
ological events or growth stages of plants or
animals that recur seasonally in response to
the climate. Understanding the phenology of a
given plant system is important for determining
the ability of a region to produce a crop within
the confines of its climatic regime (Morlat and
Bodin, 2006; Webb et al., 2007).

Vitis vinifera grapevines are a phenologically
distinct crop with the most important develop-
ment stages being budburst, blooming (flower-
ing), setting (fruit set), véraison (color change
and beginning maturation) and harvest (grape
maturity). The time between these phenologi-
cal stages varies greatly with grapevine vari-
ety, climate, and geographical location (Bodin
and Morlat, 2006; Webb et al., 2007). Timing
of these developmental stages is also related to
the ability of the vine to yield fruit, with early
and fully expressed phenological events usu-
ally resulting in larger yields (Davies and Jones,
1998; Leewen et al., 2004). Grape ripening en-
compasses the period that starts with the color
change and ends at harvest, and varies accord-
ing to the variety and the region. The main mod-
ifications that occur in the berries and, there-
fore, in the composition of the grape during the
ripening are: an increase of the berry volume,
hormonal variation, sugar accumulation, acidity
reduction, pH increase, disappearance of chlo-
rophyll and pigment accumulation in the skin,
softening of the berries, synthesis of aromatic
substances and flavor modification (Jackson and

Lombard, 1993; Serrano-Megias ef al., 2005;
Mota et al., 2006).

Many factors influence the grape ripening, the
mains ones being: a) the permanent factors
which are constant and do not vary from one
year to the next, that is, the region, the soil, the
variety, and the rootstock; b) changeable factors
which are related to the annual climate (temper-
ature, precipitation, light and humidity) and es-
tablish the rhythm of the vegetative cycle of the
plant; ¢) modifiable factors relating to cultiva-
tion practices, such as the fertilizer application,
the pruning, the irrigation; d) the accidental
factors including incidence of disease and clhi-
matic alterations such as frost, hail and drought
(Smart, 1985; Bodin and Morlat, 2006).

The monitoring of ripening through classic
analysis of pH, total acidity and total soluble
solids, as well as the evaluation of phenolic
compounds (anthocyanins and polyphenols) is
very important to control the berry development
and maturation. When introducing new grape
varieties, the phenology and ripening monitor-
ing is important in determining the ability of a
region to produce a crop within the confines of
its climate regime. In this study the phenology
and ripening of the V. vinifera varieties Cabernet
Franc, Merlot, Sangiovese and Syrah, recently
cultivated in S&o Joaquim-SC, were monitored,
in order to characterize their adaptation to this
new grape growing region.

Materials and methods

Characterization of Sdo Joaguim — SC region

The region of Sao Joaquim is located in Santa Ca-
tarina State at altitudes of 800 - 1400 m, coordi-
nates 28° lat. and 49° long., and these are the high-
est altitudes of vineyards in Brazil. The soil of
this region is of the type Humic Aluminic Cam-
bisoil (with a medium clay texture) It is a well
drained soil with a soft friable consistency, a high
capacity for water retention and an absence of
stones (Falcdo et al. 2008a). According to the Ge-
oviticulture Multicriteria Climatic Classification
System (Tonietto and Carbonneau, 2004) the
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weather of the Sdo Joaquim-SC region is classi-
fied as “Cool, Cool nights and Humid”: Huglin’s
heliothermal index-HI: 1,714; cool night index:
12.1 °C (index developed as an indicator of night
temperature conditions during maturation); and
dryness index-DI: 200 mm, humid (index cor-
responding to the potential water balance of the
soil of Riou’s index, adapted using precise con-
ditions to calculate it, as an indicator of the level
of presence-absence of dryness).

Climatic parameters

Climatic data were obtained from a meteorolog-
ical weather station located at 1000 m (EPAGRI
- CIRAM (Agricultural Research Agency), San-
ta Catarina State, Brazil). The data comprise
daily observations of maximum (T, ), mini-
mum (T, ) and medium (T ) temperatures,
insolation, precipitation, wind strength and
photoperiod. These general climatic parameters
were used to derived other variables used in vi-
ticulture studies, including thermal amplitude
(cumulative daily air temperature difference
— maximum minus minimum), estimated po-
tential evapotranspiration (ET, - Thornthwaite
method) and heat summation requirements,
were observed for a growing degree-days base
of 10 °C (GDD=7Y (T - 10 °C)) (Winkler,
1980).

=10°C

Plant material

This experiment was conducted during two
consecutive vintages (2006 and 2007) in a
commercial vineyard at 28° 15° lat., 49° 50°
long. and 1,290 m altitude. The vines of the
varieties Cabernet Franc, Merlot, Sangio-
vese and Syrah were planted in 2003, and
the clones used were 986, 181, VCR23 and
VCRI, respectively. The rootstock used was
Paulsen 1103 (V. berlandieri Planch x V. rup-
estris Scheele); the vertical shoot positioning
trellis system training was used; the row and
vine spacing was 3.0 x 1.2 m and the vineyard
yield was between 6 and 7 t/ha.

Phenology

Data on the occurrence of budburst, blooming,
setting, véraison and harvest dates for the va-
rieties Cabernet Franc, Merlot, Sangiovese and
Syrah, 2006 and 2007 vintages, were noted. The
budburst, blooming, setting and véraison events
are considered to occur when, for a given vari-
etal, 50% of the plants exhibit the physiological
response. Harvest date is recorded as the point
at which, owing to optimal sugar levels, the first
day of grape harvest commences for a given va-
rietal.

Grapes ripening analysis

The whole study during the two consecutive
vintages was conducted carefully with the same
procedure, aiming to ensure sample homogene-
ity. The monitoring of the ripening of V. vinifera
Cabernet Franc, Merlot, Sangiovese and Syrah
grapes began at the véraison when approxi-
mately 50 % of the berry had turned red. The
samples were collected at intervals of 10 days.
Each sample consisted of a total of 240 berries,
with 8 berries per vine. The berry weight (BW)
was determined through the average weight of
100 berries.

For the grapes ripening analysis, juice was
squeezed from a fresh 30 berry, randomly se-
lected, in triplicate. The samples were analyzed
according to OIV (1990) procedures for pH (pH
meter - MP 220 meter, Metler, Toledo), titrat-
able acidity (TA) (titration with 0.1 M NaOH),
total soluble solids (TSS, °Brix), using an Abbe
refractometer at 25°C (AusJena, model 263085).
Maturation index (MI) was obtained from the
TSS/TA ratio.

For quantification of the grapes phenolic content
the extract used was obtained as follows: grape
skins were carefully removed from 90 ber-
ries and used for the extraction process of the
phenolic ripening analysis. A precisely weigh
amount of skins was homogenized in extrac-
tion solvent in order to obtain a proportion of
100 g of skins in 400 mL extraction solvent
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(methanol:HCI ratio of 99:1). The homogenate
was allowed to stand at 4 £ 1 °C in the dark for
24 h. The methanolic extract obtained was fil-
tered through a nylon filter and the remains of
the skins were washed with 100 mL of extrac-
tion solvent (Lees and Francis, 1972). Vaccum
filtration was carried out using Whatman no. 2
filter papers in a Biichner funnel. Quantifica-
tion of total monomeric anthocyanins (TMA)
was carried out applying the pH-differential
method according to Giusti and Wrolstad
(2001), using €= 28000 and MW= 529 (Amer-
e and Ough, 1976). The total polyphenols in-
dex (TPI) was determined at 280 nm according
to Riberéau-Gayon (1970). The color intensity
was determined by optical density measuring
at three wavelengths, 420, 520 and 620 nm, us-
ing a 1 mm-pathlength cuvette. The intensity
was the sum of the three absorbance values and
the tonality was obtained at 420/520 nm (Glo-
ries, 1984). These analyses were carried out by
spectrophotometric methods using a Hitachi
V2010 spectrophotometer (CA, USA).

Statistical analysis

All analysis was carried out with two repetitions
in triplicate. Linear regression, analysis of vari-
ance (ANOVA), principal components analysis
(PCA) and the Tukey HSD Test were performed
using Statistica 6 (2001) (Statsoft, Tulsa, OK,
USA) and Origin (2001). The probability level
used was p= 0.05.

Results and discussion

Climatic parameters

The climate is one of the basic aspects in the grape
culture and, consequently, for the viticulture. Vi-
ticulture for the wine production is developed in
many types of climate and soil in the different
continents (Tonietto and Carbonneau, 2004). A
survey of world viticultural areas can indicate re-
lationship between climate and quality (Jackson
and Lombard, 1993). Thus, the monitoring of the

climatic parameters are important because these
influence both grape and wine quality.

The values for climatic parameters obtained
during 2006 and 2007 vintages are shown in
Table 1. In general, it was verified that these pa-
rameters were appropriate for the required phe-
nological development of the grapevines and the
grape ripening during the two vintages evalu-
ated. The photoperiods were similar for the two
vintages (3,170 in 2006 and 3,194 in 2007).

The temperature influences many parameters,
including acidity level, pH, flavor and aromatic
components, sugar and polyphenols; warmer
temperatures almost invariably result in grapes
with higher total soluble solids content (Jackson
and Lombard, 1993). Thermal amplitude (cumu-
lative daily air temperature difference between
maximum and minimum) is the most reliable
indicator for the time between bloom and matu-
rity; it seems to successfully incorporate a num-
ber of different environmental circumstances
(McIntyre ef al., 1982). The thermal amplitude
verified is consistent with that recommended
by Brighenti and Tonieto (2004) who reported
that around 10 °C can be considered an excellent
thermal amplitude. In general, the temperature
values observed in our study were sutable for
the phenology and ripening of the grapes. For
the 2007 vintage this value was higher than for
the 2006 vintage.

The insolation values were appropriate for the
grapevine phenology and grape ripening (1200
- 1400 hours during the phenological cycle)
(Manica and Pommer, 2006). For the 2006 vin-
tage this value was higher than for the vintage
2007. The monitoring of this parameter is impor-
tant because insolation influences the photosyn-
thetic activity, and consequently, the satisfactory
development of the fruit (Calo ef al., 1996). Many
authors affirm that the insolation also stimulates
berry anthocyanin accumulation (Smart, 1985;
Keller and Hrazdina, 1998; Leewen ef al., 2004).

The precipitation values observed during the
two vintages (Figure 1, Table 1) can be con-
sidered normal for the stages of budburst and
blooming, in terms of promoting adequate in-
florescence differentiation and berry set (Jones
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Table 1. Climatic parameters: minimum temperature (T_ ). maximum temperature (T__). medium temperature (T ).
thermal amplitude and temperature at 21 h (T 21 h), wind & strength (WS), photoperiod, msol'mon precipitation (Precip)
and evapotranpiration (ET ) summation obtained from metereological station at Sdo Joaquim SC, during the budburst at
harvest vintages 2006 and 2007 for varieties evaluated. Data are average values for the phenological period.

Burdburst/ Blooming/ Setting/ Véraison/ Burdburst/
Blooming Setting Véraison Harvest Harvest
Vintages ‘Vintages Vintages Vintages Vintages
Climatic Parameters 2006 2007 2006 2007 2006 2007 2006 2007 2006 2007
T min. (° C) 8.6 2.5 10.3 11.1 12.1 12.5 12.1 13.8 10.9 12.1
T max. (° C) 17.3 19.4 204 212 221 224 21.3 22.3 20.3 21.5
T med. (°C) 12.3 13.7 14.6 154 16.2 16.7 15.6 17.2 14.7 16.0
Amplitude (° C) 8.8 10.0 10.1 10.2 10.0 9.8 9.2 8.5 9.4 9.3
T21h(°C) 11.6 12.7 135 14.2 151 15.6 14.8 16.2 138 15.0
WS (kmvh) 2.53 2.36 2.14 253 1.98 235 1.85 2.02 2.13 232
Photoper. (hours) 917 848 950 889 1,633 1,620 937 919 3.170 3,194
Insolation 477 524 443 410 750 706 448 399 1,400 1375
(hours)
Precip. 611 418 254 278 415 561 92 449 1,004 1137
(mm)
ET,
203 208 242 179 348 314 224 229 637 668
(mmn1)

and Davies, 2000). However, during the rip-
ening of the 2007 vintage the frequency and
amount of precipitation were atypically high
for the period (Figure 1B), due to the presence
of cold front weather systems (data not shown).
High precipitation values are not recommended
because rainfall, when associated with adverse
weather, may aggravate moisture-related prob-
lems (Calo et al., 1996; Jones et al., 2005).

Water use is often estimated from the evapo-
transpiration (Esteban e «@l., 2002; Dragoni
et al., 2006). Jones and Davies (2000) affirm
that evapotranspiration influences the acidity
levels in the grapevine. In our study the val-
ues were 637 and 668 mm for the 2006 and
2006/2007 wvintages, respectively, the 2007
vintage having slightly higher water con-
sumption than the preceding vintage. This
probably occurred due to high precipitation
values recorded for this vintage (Table 1).
The values obtained in this study are consis-
tent with those of Bodin and Morlat (2006)

who evaluated the potential evapotranspira-
tion in the Anjou vineyard (France), and with
other researches. Intrigliolo and Castel (2008)
found that the vine water consumption is vari-
able and influenced by climatic conditions,
seasons and sites.

The Winkler index 1s calculated for the period
of budburst through to harvest by summing
each day’s average temperature above a base
value of 10 °C, the minimum temperature at
which vine growth occurs (Winkler, 1980). It is
widely used as a guide for the selection of ap-
propriate grape varieties and for determining
the suitability of a given area to produce qual-
ity wine grapes (Jones et al., 2005). Although
it 1s limited because it only considers the tem-
perature, it is widely used because the tempera-
ture is a determining factor in the phenology
(Jones and Davies, 2000; Spellman, 1999). The
summed GDD results during the phenological
cycle (burdburst - harvest) of the grapevines
characterized Sao Joaquim-SC as “Region I”
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(< 1,389 GDD), that 1s a “cold region” in terms
of the Winkler Regions (Figure 2). Similar re-
sults were verified by Jones ef al. (2005) for the
regions of Puget Sound (U.S.A).
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Figure 1. Maximum, medium and minimum temperatures
and the precipifation values during véraison to harvest,
year 2006 (vintage 2006) (A) and year 2007 (vintage 2007)
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Figure 2. Heat summation requirements (GDD: growing
degree-days base 10 °C) from budburst to the main phenological
periods for the varieties evaluated, vintages 2006 and 2007.
CF= Cabernet Franc, M= Merlot, Sa= Sangiovese, Sy= Syrah.

Phenology

For the two evaluated vintages, the grapevine
budburst period began in winter, between 30/08
and 30/09. For the 2006 vintage it was observed
that the budburst began earlier than for the 2007
vintage, and the interval between budburst/
blooming was longer (Table 2). The Sangiovese
cultivar was the most precocious and Cabernet
Franc the latest. The heat summation require-
ments of the varieties during the period between
budburst and blooming varied from 96 to 271
GDD, the Cabernet Franc variety requiring the
greatest number of days and the greatest heat
summation for this period (Figure 2 and 3).

The blooming phenological phase occurred
between 18/10 and 30/11 for the two evalu-
ated vintages, ie., in the spring (Table 2).
The blooming/setting interval showed mean
temperatures of around 14.6 - 15.5 °C, and
precipitation in the range of 254 - 278 mm.
This period presented the lowest heat summa-
tion requirements, between 15 and 93 GDD,
and shortest time, between & and 29 days
(Figures 2 and 3). The Sangiovese blooming/
setting period was significantly shorter when
compared with the other varieties evaluated,
and consequently there was a lower heat re-
quirement. Merlot had the longest blooming/
setting period compared with the other variet-
tes. The varieties Cabernet Franc and Merlot
showed the greatest heat summation require-
ments. Following the trend from the begin-
ning of budburst, the most precocious variety
was Sangiovese and the least Cabernet Franc
for both vintages.

Setting/véraison was the phenological period
with the longest duration (51 - 103 days) and
greatest heat summation requirements (453
-717 GDD). This occurred between 27/10 and
21/02. For the 2007 vintage this phenological
interval had a greater duration and heat sum-
mation requirements when compared with
the previous vintage, except for the Cabernet
Franc variety.
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Table 2. Start dates for beginning of phenological events for the varieties evaluated (Cabernet Franc, Merlot, Sangiovese
and Syrah), for two consecutivies vintages 2006 and 2007, in Sdo Joaquim-SC.

Phenological events Vintages Cabernet Franc Merlot Sangiovese Syrah
2006 20/09 15/09 30/08 15/09
Budburst . ) ;
2007 30/09 20/09 06/09 25/09
. 2006 3011 25/10 19/10 28/10
Blooming
2007 28/11 21/10 18/10 24/10
. 2006 24/12 23/ 31/10 13/11
Setting . , , ,
2007 19712 2011 27/10 09/11
2006 19/02 06/02 07/02 18/02
Véraison . ; ;
2007 07/02 08/02 06/02 18/02
2006 22/04 19/04 21/04 20/04
Harvest
2007 09/04 11/04 18/04 21/04

The beginning of the ripening occurred be-
tween 06/02 and 21/02, i.e., in the summer. The
véraison/harvest period was from 58 to 73 days
and required heat summation ranged from 325 -
482 GDD. The harvest occurred between 03/04
and 20/04 (autumn), a period historically with
a low precipitation index, which is considered
very desirable for the health of the grapes and
production of quality fine wines. Atypically,
during the previous period of ripening of the
2007 vintage (véraison-harvest) the frequency
and amount of precipitation could be considered
high for the period (Figures 1B, Table 1).
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Figure 3. Number of days from budburst to the main
phenological periods for the varieties evaluated, vintages
2006 and 2007. CF= Cabernet Franc, M= Merlot, Sa=
Sangiovese, Sy= Syrah.

The phenological cycles (budburst/harvest)
were from 191 to 219 days and required heat
summation of 1,161 - 1,340 GDD; the most pre-
cocious variety with the longest phenological
cycle (days) was Sangiovese and the latest va-
riety with the shortest phenological cycle (days)

was Cabernet Franc, for both vintages. The heat
summation requirement for the varieties evalu-
ated characterizes Sao Joaquim-SC town as
“Region I” (< 1,389 GDD), that is a “cold re-
gion” on the Winkler scale.

The phenological cycle (Table 1 and 2, Figure 2)
of the 2006 vintage had a longer duration, but
lower heat summation requirement. The greater
heat summation requirement of the 2007 vin-
tage was probably due to the higher average
temperatures compared with the previous vin-
tage which generally causes an anticipation of
the occurrence of the phenological events, as
was observed for all phenological events, ex-
cept budburst. The same results have been re-
ported by other researchers (Bindi ef al., 1996,
Van Leeuwen et al., 2004; Roberto ef al., 2005).
Jones et al. (2005) reported what Sangiovese
cultivated in the Conegliano region, Italy, be-
tween 1964 and 2004, had a heat summation re-
quirement of 1,803 GDD and phenological cycle
of the 163 days. Falcdo et al. (2007) observed
that the heat summation requirement ranged
from approximately 1,400 to 2,000 GDD for
Cabernet Sauvignon grapes, depending on the
growing region.

Differences can be observed between the cli-
matic data of the two vintages (Table 1, Figures
1 A and B). The maturation period of the 2007
vintage had higher precipitation values, atypi-
cal of the region, and also higher temperature
values 1n relation to the other vintage, resulting
m higher GDD values. The values for tempera-
ture, thermal amplitude, and insolation hours
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were suitable during maturity, which is impor-
tant for the adequate growth of the grapes. The
temperature and insolation hours directly influ-
enced the sugar concentration and the phenolic
maturity (Smart, 1985; Mota et al., 2006).

Berry chemicals parameters

The total soluble solids (TSS) of the varieties
for the 2006 and 2007 vintages are shown in
Figure 4. The TSS values differed for the two
vintages, except for the Cabernet Franc (Table
3). Among the varieties analyzed Syrah was
differentiated from the others (p=0.005), with
lower TSS values (20.4 and 19.0 °Brix) for both
vintages. All the varieties show TSS values
suitable for the production of quality wine, be-

tween 19.0 and 25.0 °Brix. Positive correlation
(R=0.62) was observed between the °Brix val-
ues and photoperiod during the grape maturity
for the two vintages evaluated, indicating that
an increase in hours of natural light stimulates
the production of sugars in the grape. This
happens because photoperiod influences the
photosyntheses directly and consequently the
sugar production in the grapes (Manica and
Pommer, 2006).

According to the OIV (1990), the Cabernet
Franc, Merlot and Syrah grapes can be consid-
ered ‘small berry ’ (< 2.0 g), and the Sangiovese
grapes ‘intermediate berry’ (2.0-2.5 g) for the
2006 vintage and ‘large berry’ (2.5- 3.5 g) for
the 2007 vintage (Table 3), due to the higher
precipitation for this vintage.

Table 3. Results for berry weight (BW). total soluble solids (TSS or °Brix), titratable acidity (TA), pH. maturation index
(MTI), total monomeric anthocyanins (TMA), total polyphenols index (TPI), Abs 420 nm, Abs 520 nm, Abs 620 nm,
tonality (420/520 nm) and color index (CI) for grapevines at harvest for 2006 and 2007 vintages.

Cabernet Franc Merlot Sangiovese Syrah

Vintage 2006

BW (g) 1.40=0.05a 1.53=0.09b 2.19=0.08¢ 1.53=0.110b
SST (° Brix) 238=035a 242=021a 242=0.1a 204+0.110b
TA* 0.59=0.03a 0.57=0.02a 0.81+0.03b 0.65=0.01¢
pH 346=004a 3.53+001la 331+003b 3.41+0.06b
MI 40.5=02a 424=015b 299=0.06c 31.6+0.6d
TMA** 426.7=18a 677+2.6b 369.7=29¢c 615.8+3.5d
TPI 51.6=1.15a 849050 455=13¢ 91.1+0.5d
Abs 420 mm**# 6.51=02a 16.95£0.3b 5.80=0.1¢ 1329+03¢
Abs 520 mm*## 2656+03a 50.54£0.4b 13.98+0.2¢ 33.76=04c¢
Abs 620 nm*** 423=0.1a 2.08+0.1b 0.83=0.03¢ 3.13=0.09¢
Tonality 0.24=0.01a 0.33£0.02b 0.42=0.01¢ 0.39=0.01¢
CI*** 373x26a 69.5+240 207x12¢ 502+20d
Vintage 2007

BW (g) 1.55=020a 1.92£0.10b 3.05£020¢ 1.78+0.15d
SST (° Brix) 233=028a 225+0.1b 213=03c¢ 19.1£0.12d
TA* 0.63=001a 0.64+0.01a 0.75+0.01b 0.63+0.01a
pH 3.58=0.04a 3.356=0.02a 35=0.02a 3.52=0.03a
MI 364+0.11a 346+0.09b 28.11=0.1¢ 30.25+034d
TMA** 860=30.9a 567.9+£22b 352.1=74¢ 864.6=73a
TPI 119.3=0.7a 782+12b 573=15c¢ 126.1+3,1d
Abs 420 nm*** 21.04=0.18a 1434+0.1b 9.35+£0.09¢ 2234=0.17a
Abs 520 nm*** 5723=045a 39.67+0.26 b 22.83=0.16¢ 5885=x042a
Abs 620 nm*** 343=002a 1.82=0.11b 1.09=0.05 ¢ 4.34+0.02d
Tonality 0.37=0.01a 0.36=0.01a 0.39=0.02a 0.37=0.01a
CTH** 81.7=36a 559+21b 333=19¢ 855=209a

*mg tartaric acid/100 mL juice, **mg malvidin 3-glucoside/100g grape skin. ***absorbance values. The values correspond

to mean + SD obtained from three repetions.

Different letters on the same line represent statistically significant differences (p<0.05) according to the Tukey Test.
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Figure 4. Total soluble solids (TSS - °Brix), titratable acidity (TA — mg tartaric acid/100mL juice), pH, maturation
index (MI = TSS/TA), total polyphenols index (TPI), total monomeric anthocyanins (TMA — mg malvidin
3-glucoside/100g grape skin) and color index (CI) evolution from véraison to harvest for Cabernet Franc, Merlot,
Sangiovese and Syrah grapes, for 2006 (A) and 2007 (B) vintages.
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As can be seen in Figure 4, the total acidity
(TA) decreased during maturation. The differ-
ent varieties showed different TA values for the
two vintages. However, there was no significant
difference between the vintages for the vari-
ety Cabernet Franc and Syrah. The Sangiovese
showed significant differences to the others (p=
0.007), the values being higher (Table 3). All the
values observed are suitable for the production
of quality wine (less than 1.0 mg tartaric acid
100 mL"! of juice). Similar values are reported
by Falcao et al. (2008b) in Cabernet Sauvignon
grapes cultived in Santa Catarina State, Brazil.

The pH values during the ripening are shown
for the different varieties (Figure 4) and were
consistent to the aforementioned TA values evo-
lution. The pH values for the 2006 vintage at the
end of the ripening were lower than for the 2007
vintage (p= 0.008). Significant differences were
observed between Sangiovese and the others
samples for the 2006 vintage. According to Riz-
zon and Miele (2003) pH values below 3.30 can
be negative in terms of the quality of the wine.
Amerine and Ough (1976) reported that pH val-
ues above 3.60 also negatively affect the quality
of wine. The pH of the varieties evaluated in our
(this) study were in the range recommended for
quality wine (3.30 - 3.60) (Table 3).

The maturity index (MI) is the ratio between the
TSS (° Brix) and TA (mg tartaric acid 100 mL?
Juice), which represents a balance between sugar
and acid, conferring a taste equilibrium to the

R=0.9644

- T g T g T v T T d
0 200 400 600 800 1000

TMA (mg malvidin-3-glucoside/100g grape skin)

wine, important to the general quality (Mota et
al., 2006). Figure 4 shows that the MI values of
the grapes for the 2006 vintage were higher than
those for the other vintage. Sangiovese and Syrah
showed significant differences (p= 0.003) com-
pared with the other varieties. For all varieties the
MI was satistactory, indicating a good maturity of
the grapes. According to Gallander (1983), Rizzon
and Miele (2003) and Falcdo ef al. (2008b) MI val-
ues between 30 and 32 are appropriate for wine
production. Riu-Aumatell ef al. (2002) evaluated
the MI of Merlot, Sangiovese and Syrah grapes
and found the values to be above 43, which they
considered to be satisfactory.

Anthoeyanins and others polyphenols are im-
portant compounds for the production of quality
wine, and they are responsible for wine char-
acteristics such as color, flavor and astringency.
Their levels are variable and oscillate according
to the climatic conditions (Mateus et al. 2002;
Falcdo et al, 2008b). The evolution of TMA, TPI
and CI values during the maturity of the grapes
are shown in Figure 4 for the 2006 (A) and 2007
(B) vintages. Similar behaviors were observed
for these phenolics compounds during the rip-
ening. This correlation between phenolic com-
pounds was confirmed by the regression analy-
sis (Figure 5), and demonstrated that TMA, TPI
and CI values are strongly correlated among
themselves. According to Mazza et al. (1999)
this is because the anthocyanins directly influ-
ence the polyphenol concentration and color in-
tensity, they are the main polyphenols present

R=0.9786

Cl

0 20 400 800 800 1000
TMA (mg malvidin 3-glucoside/100g grape skin)

Figure 5. Correspondence between TMA, TPI and CI values during grape ripening for the four varieties evaluated, for
2006 and 2007 vintages. TMA = total monomeric anthocyanins totais, TPI= total polyphenol index, CI= color index
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in the grape skin and are responsible for their
red color.

During the ripening period the TMA, TPI and
CT values showed an increasing for the 2006
vintage and oscillated during of the 2007 vin-
tage. Thus 1s probably due the higher precipita-
tion recorded for this vintage. The precipitation
is an important climatic factor in terms of the
formation of phenolic compounds in the skin
of the grapes (Jones and Davies, 2000). For the
2007 vintage, in general, the anthocyanin con-
tent of the grapes increased during ripening but
the concentration decreased a few days before
harvest.

The differences observed at the end of ripening
probably occur due to the different climatic con-
ditions. Significant differences in the phenolic
content of grapes from different vintages have
been reported (Mazza et al., 1999; Gonzalez-
Neves et al., 2004; Rizzon and Miele 2001) since
variations in the climatic parameters, such as
radiation, pluviometric index and temperature,
influence the anthocyanin synthesis (Gonzélez-
Neves et al., 2007).

Significant differences among the four varieties
analyzed were observed in relation to the TMA,
TPI and CI values which have been reported
by many researches (Mazza ef al., 1999; Ser-
rano-Megias et al., 2005; Orak, 2006; Ortega-
Regules et al., 2007; Pérez-Lamela et al., 2007).
This occurs because, although the environ-
mental conditions under which the grapes were
grown have a great influence on the synthesis
of polyphenolic compounds, the nature and the
different percentages of these compounds fol-
low the determinant genetics of each cultivar
(Calo et al., 1996).

The TMA, TPI and CI values observed in our
study are consistent with or higher than the
results reported by other researchers (Maz-
za et al., 1999; Gonzalez-Neves ef al., 2004;
Gonzalez-Neves et al., 2007, Romani ef al.,
1996). This shows a good phenolic ripening,
confirming the adaptation of these varieties to
the cultivation location, and reflecting good
interaction between the cultivars, the climatic
conditions and the geographic region. Mateus

et al. (2002) reported that the climatic condi-
tions observed at the higher vineyard sites ap-
peared to be advantageous, resulting in a great-
er accumulation of anthocyanins in the grape
skin. According to Rosier (2006) on compar-
ing the viticultural regions in Brazil, in regions
of higher altitude and lower latitude (28°), such
as S&o Joaquim-SC, the harvest, which is nor-
mally carried out in February, occurs in April,
a period with low a pluviometric index and
classified as ‘cold nights’ (9.8 °C). This results
in a satisfactory ripening of the grape, favor-
g an increase 1n the phenolic concentration
of the grapes skin and seed. This leads to an
increase in the potential of the grapes in terms
of coloration and the aromatic characteristics
(Brighenti and Tonietto, 2004) because lower
temperatures (10 — 15 °C) during the ripen-
ing also positively influence the anthocyanin
synthesis (Mazza and Miniati, 1993; Mori et
al., 2005). Some authors consider that for some
varieties the optimal temperatures for antho-
cyanin accumulation in grape berries are in the
range of 15 - 25 °C during the day and 10 - 20
°C at night (Mori et al., 2005; Kliewer, 1970),
which was also verified in our study. Many au-
thors have reported that polyphenol composi-
tion is due not only to the type of cultivar but
also to the location where the grapes are grown
and environmental and management practices,
as well as the growing season (Mateus et al.,
2002; Jackson and Lombard, 1993; Jones and
Davies, 2000).

Application of PCA was carried out on data for
all varieties (Figure 6). The analysis explamed
85.41 and 96.56 % of the data variability for vin-
tages 2006 and 2007, respectively.

The first axis (Factor 1), in both vintages, was
strongly positively correlated with the parame-
ters of coloration (TMA, TPI, CL, Abs 420, Abs
520, Abs 620), MI and pH. This same factor
axis showed negative correlated with tonality,
TA and BW. For the 2006 vintage (Figure 6A)
the tonaltity and TPI were positively correlated
with the second axis (Factor 2), but the Abs 620,
°Brix and MI parameters were negatively corre-
lated with the same factor axis. For the vintage
2007 (Figure 6B), Second axis (Factor 2) was
strongly positive correlated with *Brix, IM and
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Figure 6. Principal Components Analysis (PCA) of the analysis results of grape at harvest for 2006 (A) and 2007 vintages

(B).

pH and negatively with Abs 620 and tonality.
The variable TPI and TMA and the parameters
of coloration, CI, Abs 420 and Abs 520 were
strongly positively correlated, since the antho-
cyanins directly influence the polyphenol val-
ues and the red grape coloration. Strong positive
correlations were also found between the param-
eters MI and pH, and these parameters showed
strong negative correlations with TA, BW and
tonality.

The variety Cabernet Franc was associated with
the parameters ° Brix, MI and pH for the two
vintages; for the 2007 vintage these variety also
associated with the coloration Abs 620. Merlot
variety showed strong association with the TPI,
TMA and the coloration parameters in 2006
vintage and for the other vintage were associ-
ated with the °Brix, MI and pH parameters. This
shows that these two varieties were probably in-
fluenced by climatic differences during the two
vintages. For Sangiovese observed association
with the TA, BW and tonality parameters, and
Syrah variety was associated between TA, TPI
and the parameters of coloration for the two vin-
tages.

Conclusions

In general, the results showed that these dif-
ferent grapevine varieties offer satisfactory
and typical phenological characteristics during
growth and at maturity, in relation to the classi-
cal wine growing regions of the world, showing
a good adaptation to the cultivation location, Sdo
Joaquim-SC. This indicates that Cabernet Franc,
Merlot, Sangiovese and Syrah grape varieties
show good potential for the production of fine
wines, ranking Sdo Joaquim-SC as a suitable re-
gion for Vitis vinifera grape growing.
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Resumen

E.F. Gris, V.M. Burin, E. Brighenti, H. Vieira y M.T. Bordignon-Luiz. 2010. Fenologia y
maduracién de las variedades de Vifis vinifera L. de uva en Sao Joaquim, sur de Brasil:
una nueva region de cultive de la vid en Ameérica del Sur. Cien. Inv. Agr. 37(2): 61-75. Se
estudio la fenologia y las caracteristicas de maduracién de uvas Fifis vinifera Cabernet Franc,
Merlot, Sangiovese y Syrah en dos vendimias consecutivas (2006 y 2007), con ¢l fin de evaluar
la adaptacion de estas variedades cultivadas recientemente en San Joaquim, Santa Catarina
(Brasil). Las caracteristicas fenologicas observadas fueron: brotacion, floracion, cuajado, envero
y vendimia. Se analizaron los niveles de maduracion de pH, acidez total, solidos solubles totales,
indice de maduracion, el total de antocianos, indice de los polifenoles totales y el indice de color.
Los resultados muestran que el ciclo fenoldgico desde la brotacion hasta la vendimia se produjo
entre 191 y 219 dias y con requerimientos de acumulacion de calor de 1.161 y 1.340 grados dia.
El resumen de los resultados de suma térmica durante el ciclo fenolégico de la vid (brotacion -
cosecha) caracteriza a Sdo Joaquim-SC como “Region I (<1.389 grados dia). es decir, una “zona
fria”, en términos de las Regiones Winkler. Los pardametros climéticos influyeron en la fenologia
de la vid y la maduracion de la uva. Los resultados mostraron que estas variedades de uva tenian
caracteristicas tipicas en la madurez y que ellos tienen un potencial para la produccion de vinos

finos, lo que sugiere que San Joaquim-SC es adecuado para el crecimiento de uvas Fitis vinifera.

Palabras clave: Fitis vinifera L., adaptacion, fenologia, maduracién, parametros climaticos.
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RESUMO

O perfil de proantocianidinas (PA), de flavan-3-6is livres e a capacidade
antioxidante de vinhos Vitis vinifera L, safras 2006 e¢ 2007, de Sao
Joaquim, uma nova regido viticola do sul do Brasil, sdo relatados neste
estudo. O perfil de PA e flavan-3-6is livres foram realizados por analise
de CLAE-DAD-MS, como também a determinag¢do da composi¢do das
PAs, ap6s a hidrolise acida na presenga de floriglucinol
(floroglucinolise). A capacidade antioxidante in vitro dos vinhos foi
realizada através da medida da captura dos radicais DPPH e ABTS e da
inibicdo da peroxidagdo (TBARS). Os resultados revelaram que a
catequina e a epicatequina foram os dois principais mondmeros
encontrados nas amostras de vinho, seguidos pela galocatequina e
epigalocatequina, ¢ a PA Bl foi o principal dimero. As unidades
terminais das PAs foram constituidas majoritariamente por catequina,
com a co-presenca de epicatequina, galocatequina, epigalocatequina e
tracos de epicatequina galato. O grau médio de polimeriza¢do das PAs,
percentagem de prodelfinidinas e de galoilagdo das amostras variaram
entre 4,9 - 9,8; 30,5 - 41,3 e 1,4 - 2,4, respectivamente. As amostras de
vinho apresentaram-se eficaz na captura dos radicais livres DPPH e
ABTS e também na inibi¢do da peroxidagdo lipidica in vitro. Correlagdo
positiva foi encontrada entre o teor de flavan-3-6is e a capacidade
antioxidante in vitro.

Palavras-chave: vinhos Vitis vinifera brasileiros, proantocianidinas,
capacidade antioxidante in vitro.
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1. INTRODUCAO

As proantocianidinas (PAs), também designadas de taninos
condensados sdo oligdbmeros e polimeros de flavan-3-6is, sdo
amplamente distribuidas no reino vegetal. Em particular, as
procianidinas sdo constituidas por unidades de catequina [(+)- catequina
e (-)-epicatequina] e as prodelfinidinas sdo baseadas em unidades de
galocatequina [(+)-galocatequina e (-)-epigalocatequina] (Timberlake e
Bridle, 1976; Prieur et al., 1994). Embora os flavan-3-6is representem
um grupo de compostos fendlicos presente em inimeras plantas, ainda
sd0 escassos os estudos quimicos sobre esse grupo, provavelmente
devido as dificuldades associadas com a determinagao de taninos, dada a
sua natureza polimérica e a grande diversidade estrutural.

Em vinhos, os flavan-3-6is sdo uma das principais classes de
flavonoides. Eles sdo encontrados nas cascas e sementes de uvas, a
partir das quais sdo extraidos para o mosto durante a vinificagdo
(Souquet et al., 1996; Sun et al, 1999). Esses compostos sdo
particularmente  importantes, pois contribuem ativamente nas
caracteristicas sensoriais dos vinhos como o amargor ¢ a adstringéncia
(Robichaud e Noble, 1990; Chira et al., 2009), como resultado de suas
propriedades tanicas, as quais dependem de sua estrutura e do grau de
polimerizagdo (Souquet et al., 1996).

Proantocianidinas possuem alta capacidade antioxidante in vitro
(Rigo et al., 2000; Mattivi et al., 2002; Raza e John, 2007) e in vivo
(Cirico e Omaye, 2006; Lee et al., 2008). Unidades monoméricas de
catequinas, tais como a catequina, epicatequina, galocatequina, e seus
ésteres galatos, por exemplo, mostraram habilidade de aumentar a
capacidade antioxidante do plasma e também aumentaram a resisténcia
das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) a oxidagdo (Frankel et al.,
1995). Extratos de flavan-3-6is de semente de uva com alto grau de
polimerizagdo demonstraram atividade antitumoral (Saito et al., 1998),
além disso, as PAs apresentam comprovados efeitos anti-inflamatorios
(Hou et al., 2007) e antimicrobianos (Cushnie e Lamb, 2005).

A regido de Sdo Joaquim ¢ uma nova regido viticola do sul do
Brasil, localizada no Planalto Sul de Santa Catarina, em altitudes que
variam de 800 a 1400 m, com vinhedos implantados em altitudes entre
900 e 1400 m, e caracteriza-se por apresentar as maiores altitudes da
vitivinicultura brasileira. De acordo com o sistema de Classificacdo
Climatica Multicritério Geoviticola - Sistema CCM Geoviticola
(Tonietto e Carbonneau, 2004) o clima viticola da regido de Sao
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Joaquim ¢ classificado como “Frio, de Noites Frias e Umido™: IH-2
IF+1 IS-2, indice Heliotérmico-IH-2 de 1.714; Indice de Frio Noturno-
IF de 12,1 °C; e Indice de Seca-IS 200 mm, umido. O resultado da soma
dos requerimentos térmicos caracteriza S3o Joaquim como “Regido I”
na escala de Winkler (Gris et al., 2008). Acredita-se que as
caracteristicas peculiares dessa regido (climaticas, orograficas) sejam
favoraveis para o cultivo de videiras e consequentemente para a
produgdo de vinhos finos de alta qualidade. Falcdo et al. (2008b, c)
reafirmam essas expectativas, através dos bons resultados obtidos sobre
a composi¢@o volatil de vinhos Cabernet Sauvignon produzidos nessa
regido.

Neste estudo um método de CLAE-DAD-MS foi adaptado para
caracterizar e quantificar os principais flavan-3-6is livres, mondmeros
(catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina e epicatequina
galato), e dimeros (B1 ¢ B2) de PAs, como também os adutos da
floroglucindlise, nos vinhos Cabernet Franc, Merlot, Sangiovese e
Syrah, safras 2006 e 2007, provenientes de Sdo Joaquim-SC, Brasil. A
capacidade antioxidante de captura dos radicais DPPH e ABTS ¢ a
inibicdo da peroxidag@o lipidica in vitro (TBARS) também foram
avaliados, bem como sua correlagdo com a composi¢ao de flavan-3-4is.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Padrdes e reagentes

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC e foram
adquiridos da Carlo Erba (Rodano, Itilia). (+)-catequina (C), (-)-
epicatequina (EC), (-)-galocatequina (GC), (-)-epigalocatequina (EGC)
and (-)-epicatecquina galato (ECG) foram obtidas da Sigma (Steinheim,
Alemanha). As PAs B1 [(-)-epicatequina-(4p-8)-(+)-catequina] e B2 [(-
)-epicatequina-(4-8)-(-)-epicatequina] foram adquiridas da
Extrasynthése (Genay, Franga). Floroglucinol foi obtido da Aldrich
(Steinheim, Alemanha). Reagente Folin-Ciocalteau, vanilina, &acido
tiobarbiturico (TBA), 1,1- difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), 2,2-Azino-
bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), acido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoéico (DTNB), hidroxitolueno butilado (BHT) e TROLOX
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co.
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2.2 Amostras

Foram analisados os vinhos das variedades Cabernet Franc,
Merlot, Sangiovese e Syrah, safras 2006 ¢ 2007, provenientes de Sao
Joaquim, Santa Catarina- SC, Brasil. Os vinhedos estdo localizados a
28° 15’ lat. S, 49° 50° long. W e a 1.290 m de altitude e o solo da regido
foi classificado como Inceptisol (USDA, Falcdao et al., 2008a). As
videiras das variedades estudadas foram plantadas em 2003 e os clones
sdo Cabernet Franc 986, Merlot 181, Sangiovese VCR23 e Syrah VCRI.
O porta-enxerto usado foi o Paulsen 1103 (V. berlandieri Planch x V.
rupestris Scheele) e o sistema de condugdo foi o tipo espaldeira, com
espacamento 3,0 x 1,2 m. Durante o periodo dos ensaios, todos os tratos
culturais necessarios foram realizados, de acordo com as recomendagdes
para a cultura. Os rendimentos médios das quatro variedades variaram
entre 7 ¢ 6 t.ha™.

2.3 Producao dos vinhos

Todos os vinhos foram produzidos sob as mesmas condi¢des. As
uvas foram separadas dos engacos, esmagadas, e mantidas em cubas de
aco inoxidavel. O periodo de maceracdo foi de 15 dias, com uma ou
duas remontagens didrias e temperatura entre 22°C e 28°C. Antes de
iniciar a fermentagdo alcoolica, foram adicionadas ao mosto:
metabissulfito de potassio (12 g 100 kg™ de mosto, correspondente a 60
mg L de SO, livre) (Noxitan, Pascal Biotech, Paris) Saccharomyces
cerevisae (20 g 100 kg) (Fermol Rouge, Pascal Biotech, Paris), e as
enzimas comerciais com atividade pectinolitica (2-4 g hL']) (Pectinex
SPL/Ultra,Pascal Biotech, Paris). O mosto foi separado das partes
solidas e transferido para outras cubas de ago inoxidavel. O consumo do
acido malico pelas bactérias lacticas ocorreu espontaneamente entre 60 -
75 dias. Terminadas as fermentagdes alcodlica e malolatica os vinhos
foram tranferidos para barris de carvalho francés onde permaneceram
por aproximadamente 1 ano. Antes do engarrafamento foi adicionado
Noxitan (35 mg L' de SO, livre, em média). As amostras de vinhos
provenientes das safras 2006 e 2007 foram analisadas apds 1 e 2 anos de
guarda em garrafa, respectivamente, e foram mantidas a 10 °C antes das
analises.
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2.4 Preparacdo das amostras

O vinho foi purificado e concentrado utilizando o método
descrito por Pastor del Rio e Kennedy (2006) com as seguintes
adaptacdes. Uma amostra de 10,0 mL de vinho foi desalcolizado sob
pressdo reduzida em rotaevaporador a 30 °C (~7,0 mL), e depois a
amostra desalcolizada foi aplicada em cartucho C18-SPE (1g, Waters,
Milford, MA), previamente ativado com 4,0 mL de metanol seguido por
10,0 mL de agua. O cartucho foi lavado com 50,0 mL de 4gua, e os
flavan-3-6is foram entdo eluidos com 40,0 mL de metanol. A fracdo
obtida foi entdo evaporada sob pressdo reduzida em rotaevaporador a 30
°C, e redissolvida em 2,0 mL de metanol. A preparacio da amostra e
analise foram realizadas em triplicata para cada vinho.

2.5 Composicao das PAs

A composicdo das subunidades de PAs, a percentagem de
galoilagdo (% G), a percentagem de prodelfinidicas (% P), e o grau
médio de polimerizagdo (GMP), foram determinados apos a catalise
acida em presenca de excesso de floroglucinol (floroglucinoélise)
(Kennedy e Jones, 2001). A solucdo de floroglucindlise (100 g L) foi
preparada em HCI 0,2 N em metanol, contendo 20 g L de 4cido
ascorbico. A amostra de vinho (100 pL) previamente concentrada e
purificada (item 2.3) foi reagida com 100 pL da solugdo de floroglucinol
a 50 °C por 20 min., e entdo foi adicionado 1000 pL de solu¢do aquosa
de acetato de s6dio 40 mM para interromper a reagdo. A solugdo final
foi entdo filtrada em cartucho 0,22 pum (Millipore, Bedford, MA) e
imediatamente injetada no sistema em CLAE-DAD-MS. A preparagdo
das amostras e analises foram realizadas em triplicata para cada vinho.

2.6 Analises cromatograficas

As andlises foram realizadas no sistema CLAE Waters 2690
(Waters, Milford, MA, E.U.A.) equipado com DAD Waters 996 ¢
Micromassa ZQ com analisador quadrupolo e fonte de ionizacdo por
eletrospray- espectrometria de massa (ESI-MS) em modo negativo, os
compostos foram separados em coluna Atlantis C18 (5.0 um, 4.6 x 250
mm; Waters, Manchester, UK) protegida pela coluna de guarda do
mesmo material. O fluxo utilizado foi 0,9 mL min”, o volume de
injecdo foi de 10 PL. A fase modvel consistiu de uma solucdo de acido
acético 2,5 % em agua (A) e de metanol (B). A separagdo (Figura 3.1)
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foi realizada a 40 °C em 47 minutos, sob as seguintes condigdes:
gradiente linear comecando com 5 % do solvente B, atingindo 6 % do
solvente B em 5 min., 18 % do solvente B em 25 min., 30 % do solvente
B em 1 minuto e finalmente 100 % do solvente B em 16 minutos. A
coluna foi entdo lavada com 100 % de B por 1 minuto e reequilibrada
por 7 minutos. A deteccdo foi realizada a 280 nm. O detector de MS foi
operado a uma voltagem de capilaridade de 3000 V, tensdo do extrator
de 6 V, temperatura da fonte de 150 ° C, temperatura do gas de
dessolvatacdo de 500 °C, fluxo de gas para a dessolvatagdo do cone (Nj)
de 50 L h™' e um fluxo de gas de dessolvatagio para a amostra de ( N»)
1200 L h™. ESI-MS variou de m/z 100-1500 com um tempo de
permanéncia de 0,1 s.

A quantificacdo dos flavan-3-6is livres e dos dimeros de PAs foi
realizada por MS com base nos seus tempos de retencdo, de seu ion
molecular e fragmento principal dado pelo MS através da comparacao
com os respectivos padroes externos. Os ions moleculares (M-H)
utilizados foram: m/z 289,3 para catequina e epicatequina, m/z 305,3
para galocatequina e epigalocatequina, m/z 441,4 para epicatequina
galato e m/z 577,5 para os dimeros Bl e B2. A voltagem do cone para
todos os ions foi 30 V. Os adutos do floroglucinol foram identificados
com base em seus tempos de retenc¢do, de seus ions moleculares (m/z
413,3 para C e CE-floroglucinol; m/z 429,3 para EGC-floroglucinol e
m/z 565,5 ECG-floroglucinol) e no fragmento principal dado pelo MS.
Sua quantificagdo, expressa como equivalentes de seu correspondente
flavan-3-ol livre (método do padrdo externo), foi obtida pelo sinal de
UV a 280 nm, admitindo a mesma absortividade molar entre cada
flavan-3-ol livre e seu aduto floroglucinol correspondente.

2.6.1 Validacédo do Método

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para o
método CLAE-DAD-MS foram estimados em uma relagdo sinal-ruido
de 3 e 10, respectivamente. A repetibilidade do método foi baseada em
doze determinagdes consecutivas a partir de doze purificagdes e
concentracdes (item 2.3) aplicadas para o mesmo vinho.

2.7 Analises espectrofotométricas

O indice de polifendis totais (PT) foi realizado pelo método
descrito por Singleton e Rossi (1965) utilizando o reagente Folin-
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Ciocalteau e as concentra¢des foram determinadas utilizando-se uma
curva de calibragdo com 4cido galico (mg L™ de vinho). As catequinas e
PAs reativas a vanilina (PROC) foram analisadas de acordo com
Broadhurst ¢ Jones (1978) expressas em catequina por mg L™ de vinho.
As analises espectrofotométricas foram realizadas em triplicata para
cada vinho.

2.8 Capacidade antioxidante in vitro

A avaliagdo da capacidade antioxidante in vitro dos vinhos foi
realizada através da avaliacdo da captura do radicais livres DPPH e
ABTS de acordo com Brand-Williams et al. (1995) e Re et al. (1999),
respectivamente. A inibicdo da peroxidagdo lipidica foi determinada
pelo método de TBARS, como descrito por Chen e Tappel (1996). Os
resultados foram expressos como equivalentes de TROLOX (mM
TEAC) As analises foram realizadas em triplicata.

2.9 Analise Estatistica

Andlise de variancia (ANOVA), Teste de Tukey HSD e Analise
de Componentes Principais (ACP) foram relizadas utilizando o
programa Statistica 7 (2006) (StatSotft Inc., Tulsa, OK), admitindo um
nivel de significancia de 5 %.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validacao do Método

A regressao linear, o coeficiente de regressdo linear (linearidade)
e os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) obtidos a partir
dos dados de calibragdo dos padrdes catequina, epicatequina,
gallocatequina, epigallocatequina, epicatequina galato, PA B1 ¢ PA B2
sdo apresentados na Tabela 3.1.

Os Coeficientes de Variacdo (CV%) obtidos a partir das doze
repetigdes foram os seguintes: a) para os flavan-3-0is livres: catequina,
3,80 %; epicatequina, 3,78 %; galocatequina, 4,04 %; epigallocatechin,
2,87 %; PA B1, 3,86 % e B2 PA, 3,56 %; b) para unidades terminais de
PAs: catequina, 4,71 %; epicatequina, 4,07 %; galocatequina, 4,03 %;
epigalocatequina, 3,06 % e epicatequina galato, 4,57 %; c¢) ¢ para as
unidades de extensdo de PAs: catequina, 6,75 %; epicatequina, 3,17 %;
epigalocatequina, 1,87 % e epicatequina galato, 6,26 %. Todos os
resultados foram considerados adequados.
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Tabela 3.1. Regressdo linear, R, limites de detecgdo (LOD) e quantificagio
(LOQ) obtidos para os padrdes de flavan-3-6is livres e proantocianidinas (PAs)
Bl e B2.

Compostos Regressao linear 2 LOD_l LOQ_l
y=ax+bh (mgL™) (mgL™)
Catequina y=905500x - 88100 0,9962 0,11 0,36
Epicatequina y=89300x + 169000  0,9951 0,08 0,27
Galocatequina y=111000x + 21800 0,9956 0,27 0,93
Epigalocatequina y=106000x + 39800  0,9932 0,32 1,06
Epicatequina galato ~ y=109000x + 199000 0,9937 0,03 0,10
PA BI y=43600x + 26400 0,9965 0,15 0,49
PA B2 y=40700x + 8440 0,9948 0,17 0,58

3.2 Composicao de flavan-3-dis livres

Os flavan-3-6is monomeros, catequina (C), epicatequina (EC),
galocatequina (GC) e epigalocatequina (EGC) e dimeros B1 e B2 foram
identificados e quantificados nas amostras de vinhos Cabernet Franc,
Merlot, Sangiovese e Syrah, safras 2006 ¢ 2007, provenientes de Sdo
Joaquim, SC, Brasil (Figura 3.1, Tabela 3.2). Os principais monomeros
determinados foram a catequina e a epicatequina, resultados que estdo
de acordo com a literatura, uma vez que esses sdo os principais flavan-3-
0is monomeros de cascas ¢ sementes de uvas (Prieur et al., 1994; Chira
et al., 2009; Mattivi et al., 2009) e conseqiientemente de vinhos (Sun et
al., 1999). A catequina foi o principal monémero nos vinhos avaliados,
apresentando as maiores concentragdes em todas as amostras analisadas,
contribuindo em média com 60 % do total de mondmeros, como ja
observado por outras pesquisas (Sun et al., 1998; Monagas et al., 2003).
As maiores concentragdes de catequina foram observadas nas amostras
dos vinhos Merlot 2007 e Syrah 2006. A epicatequina representou
aproximadamente 25 % dos mondmeros quantificados nas amostras,
com concentragdes que variaram entre 4 ¢ 16 mg L, sendo a Merlot ¢ a
Syrah as variedades com as maiores concentragdes. Observou-se que as
concentracdes de catequina nas variedades Cabernet Franc e Merlot
foram superiores na safra 2007 quando comparadas a safra anterior; e o
contrario foi verificado para as variedades Sangiovese e Syrah. A
mesma tendéncia também foi observada para a epicatequina.
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Figura 3.1. Cromatogramas das analises de CLAE-DAD-MS dos flavan-3-6is
(MS) e dos adutos floroglucinol (DAD). Numeragao dos picos: 1, catequina; 2,
epicatequina; 3, galocatequina; 4, epigalocatequina; 5, epicatequina gallate; 6,
B1; 7, B2; 8, epigalocatequina-floroglucinol, 9, catequina-floroglucinol; 10,
epicatequina-floroglucinol; 11, epicatequina galato-floroglucinol.




Tabela 3.2. Contetido de flavan-3-6is mondmeros e¢ dimeros, polifenois totais (PT) e proantocianidinas totais (PROC) em
amostras de vinhos.

Safra 2006 2007
E?gﬁ;na Merlot Sangiovese Syrah '(::?gﬁ(r;net Merlot Sangiovese Syrah
Catequina 12,25£0,09%  25,03£0,37°  20,38+£0,41°  29,72+0,78%  22,03£0,57 ¢  34,71+0,28° 13,724£0,06 2 19,54+0,54°
Epicatequina 4,64+0,19° 10,44£0,29°  8,23+0,18° 11,89+0,44%  5,69+0,18° 16,08+0,63 4,06+0,09 %  9,14+0,10°
Galocatequina 3,59+0,064% 3,640,042 2,91£0,06° 3,28+0,07° 4,59+0,09 ¢ 4,07+0,05° 6,26+0,06 ' 1,92+0,05°
Epigalocatequina  1,47£0,06*  2,35+0,05° 1,91£0,03° 2,06+0,02° 1,89+0,056 ¢ 2,53+0,03°¢ 2,65£0,01 ¢ 1,87+0,07°
PA BI 6,38+0,142 17,194031°  10,76£0,23°  20,64£0,69¢  12,75+0,33°¢ 35,4740,42°¢ 10,33£0,38 ¢ 24,30+0,34"
PA B2 237+0,04%  8,02+0,14°¢  5,63+0,09°¢ 9,86+0,25" 7,29+0,12°¢ 25,87+0,37°¢ 5,58+1,52° 12,20+0,11 f
;‘g:émems 21,952 41,46° 33,44° 46,95 ¢ 34,20° 57,40° 26,71° 32,47°
Total dimeros 8,75° 25,20° 16,40° 30,49¢ 20,04° 61,34° 14,92° 36,5
PT 2680,4+124%  2692,1+40,3°  2287,6+31,1°  27322+372% 2691442627 2813, 7+162°  2732,1+27,9%  2790,5+34,2°
PROC 828,2+11,8%  894,9+10,9°  7256+192°  860,6+14,2°  8083+16,3*  1073,9+31,1¢  867,94252°  872,1424,3"

Valores expressos em mg L' £ desvio padrdo. Diferentes letras em uma mesma coluna

Tukey, p< 0,05). PA = proantocianidina.

sdo diferentes significativamente (Teste de

¢ ojnyded

99
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Concordando com a literatura (Prieur et al., 1994), galocatequina
e epigalocatequina foram quantificadas em menores concentragdes. A
galocatequina contribuiu com percentagens que variaram de 6 a 23 % do
total de flavan-3-6is monémeros. Dentre as amostras estudadas o vinho
Sangiovese 2007 e a variedade Cabernet Franc (2006 e 2007)
apresentaram significativos contetidos de galocatequina, que variaram
entre 23 ¢ 15 % do total de flavan-3-6is monomeros. A epigalocatequina
foi responsdvel por ~ 6 % do total de flavan-3-6is mondmeros
quantificados.

Entre os oligdmeros de PAs, os dimeros B1 e B2 estdo presentes
em maior abundancia em uvas e conseqiientemente em vinhos (Ricardo
da Silva et al., 1992; Saint-Cricq de Gaulejac et al., 1998). A PA B1 foi
o dimero quantificado em maiores concentracdes nas amostras,
contribuindo com mais de 60 % do total de dimeros, como ja reportado
em outras pesquisas (Cosme et al., 2009). A PA B1 ¢ o principal dimero
em cascas de uvas e durante a fermentagdo do mosto esses sdo mais
facilmente extraidos que o B2, presentes em altas concentragdes nas
sementes. Assim, para as variedades estudadas, os flavan-3-6is
provenientes das cascas de uvas contribuiram de forma mais
determinante na composi¢do dos vinhos, como ja reportado por outras
pesquisas (Sun et al., 1999; Fernandez et al., 2007).

Os vinhos Merlot e Syrah apresentaram os valores mais elevados
de flavan-3-0is totais (mondmeros e dimeros), especialmente o vinho
Merlot 2007 (118 mg L™). Em relagio & distribui¢io em percentagem,
os vinhos Cabernet Franc e Syrah, safra 2006, foram os apresentaram as
maiores propor¢des de mondmeros, seguidos pelos vinhos Sangiovese e
Cabernet Franc, safra 2007, Merlot e Syrah, safra 2006, e Merlot e
Syrah, safra 2007. As maiores propor¢des de dimeros foram verificadas
nos vinhos Cabernet Franc e Merlot safra 2007 (acima de 51 %), o que
ja foi observado em vinhos espanhdis Tempranillo, Graciano e Cabernet
Sauvignon por Monagas et al. (2003). E interessante notar que ambos,
safra e variedade, influenciaram a composi¢cdo de flavan-3-6is dos
vinhos (p< 0,05), mas verificando-se diferentes comportamentos de
acordo com a safra. O mesmo também foi observado por Chira et al.
(2009) que avaliou durante duas safras a composi¢do de taninos de
cascas ¢ sementes de uvas Merlot e Cabernet Sauvignon da regido de
Bordeaux, Franca.
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3.3 Composicao das proantocianidinas (PAS)

As PAs de uvas e vinhos sdo formadas por diversos oligdmeros e
polimeros com uma estrutura molecular bastante complexa. A
floroglucinélise, despolimerizagdo das PAs em meio acido na presencga
de floroglucinol, tem revelado importantes informagdes sobre a
composi¢do de PAs (Kennedy and Jones, 2001). Os dados sobre a
composi¢do estrutural de PAs das amostras de vinhos sdo apresentados
na Tabela 3.3. Estruturalmente, as PAs presentes nas amostras de vinhos
foram compostas de catequina, epicatequina, galocatequina,
epigalocatequina e epicatequina galato como unidades terminais e de
extensdo, sendo que entre esses compostos somente a galocatequina nao
foi detectada como unidade de extensdo (Tabela 3.3). Assim, as PAs dos
vinhos analisados consistiram de uma mistura de procianidinas e
prodelfinidinas. As unidades terminais das amostras de vinhos foram
basicamente constituidas de catequina (55 a 66 %), como também
verificado em outras pesquisas tanto para cascas como para sementes de
uvas (Pastor del Rio e Kennedy, 2003; Mattivi et al., 2009). Merlot 2007
e Syrah (safras 2006 e 2007) foram os vinhos que apresentaram as
maiores concentragdes da unidade terminal catequina, seguidos pelos
vinhos Cabernet Franc e Sangiovese. A unidade terminal epicatequina
apresentou as maiores concentracdes e propor¢des (entre 22 e 41 %)
depois da catequina. O vinho Merlot 2007 apresentou as maiores
concentragdes e propor¢des dessa unidade terminal (41 %), seguido
pelos vinhos Cabernet Franc e Syrah 2007.

A maior propor¢do de unidades terminais de galocatequina foi
verificada no vinho Sangiovese 2007 (11 %), seguido pelos vinhos
Syrah nas duas safras (2,5 %), enquanto que as menores foram
encontradas no vinho Merlot (0,6 %). As percentagens mais elevadas de
epigalocatequina, como unidade terminal também foi verificada no
vinho Sangiovese 2007 (8 %), O unico derivado galato verificado nas
unidades terminais foi a epicatequina galato, e apenas nas amostras da
safra 2007; que corresponderam, em média, a 0,15 % das unidades
terminais. Comumente as concentragdes dos compostos galatos como
unidades terminais em vinhos sdo baixas, sendo muitas vezes nao
detectados (Monagas et al., 2003; Fernandez et al., 2007). O mesmo
também ¢é observado em cascas de uvas (Chira et al., 2009; Mattivi et
al., 2009).




Tabela 3.3. Composigdo das PAs em unidades terminais e de extensdo (percentagem em mols), GMP, %P e %G das amostras de

vinhos.
Safra 2006 2007

'C::?;)g(r:net Merlot Sangiovese Syrah I(;?:s(r:net Merlot Sangiovese  Syrah
Unidades Terminais
Catequina 66,12 66,02 65,42 662 57,1° 54,3¢ 59,1° 64,1¢
Epicatequina 27,92 28,12 28,22 26,1° 36,1°¢ 40,8¢ 22,1°¢ 324f
Gallocatequina 1,23¢ 0,6° 1,0¢ 2,5¢ 1,23¢ 1,42 10,4° 2,6¢
Epigalocatequina 482 538 548 548 548 3,4° 8,2°¢ 1,0¢
Epicatequina galato nd nd nd nd 0,15 0,132 0,192 0,112
Unidades de extensao
Catequina 0,62 0,8° 0,72 0,8° 0,5° 1,0¢ 0,4° 0,62
Epicatequina 52,82 55,35¢ 54,9° 56,1° 51,42 61,2° 52,82 449°
Epigalocatequina 44,62 42,0° 41,6° 41,1°¢ 46,4° 36,0° 449° 38,8°
Epicatequina galato 2,0 1,9 29 2,1 1,7 1,8 1,9 2.3
iﬁ%ﬂi‘;ﬁades 67,6 % 49,0 48,1° 76,7° 71,23¢ 94,6 ¢ 64,3 2 73, 8¢
g:gs‘;‘;‘fades de 261,02 284,92 215,9° 326,3° 349,7°¢ 461,0° 568,3¢ 423,81
GMP 4,92 6,9° 5,5¢ 52°¢ 59¢ 5,8¢ 9,8° 6,8"
%P 36,62 36,72 35,1° 34,8° 39,7 © 30,51 413°¢ 33,7¢
% G 1,58¢ 1,62P 2,4¢ 1,75¢ 1,4° 1,5%¢¢ 1,62¢ 2,0

* Valores expressos em mg L' + desvio padrdo.; PAs = Proantocianidinas; GMP, grau médio de polimerizagio; %P, percentage de
prodelfinidina (soma das unidades terminais e de extensdo); %G, percentagem de galoilagdo (soma das unidades terminais e de
extensdo); nd, ndo detectado. Diferentes letras em uma mesma coluna sio diferentes significativamente (Teste de Tukey, p< 0,05).

€ ojnydeD

69



70
Capitulo 3

As unidades de extensdo presentes em menores concentragdes
foram a catequina e a epicatequina galato (Tabela 3.3). A unidade de
extensdo catequina representou até 1 % do total das unidades de
extensdo e a epicatequina galato até 3 %. As unidades de extensdo foram
caracterizadas pela presenca de epicatequina e epigalocatequina, com
predominédncia da epicatequina, a qual representou mais de 44 % das
unidades de extensdo das amostras de vinhos. Um perfil similar foi
observado por outros pesquisadores (Prieur et al., 1994; Pastor del Rio e
Kennedy, 2006) com pequenas variagdes entre as variedades, como
também verificamos em nosso estudo. A epicatequina representou de 45
a 61 % das unidades de extensdo, enquanto que a epigalocatequina
representou de 36 a 45 %, sugerindo uma alta contribui¢do das
proantocianidinas provenientes das cascas de uvas nas amostras dos
vinhos avaliados.

Comparando as duas safras verificou-se que o total de PAs e de
unidades de extensdo das amostras da safra 2006 foi significativamente
menor que o da safra 2007 (p< 0,05). Dentre outras possibilidades, isso
pode ter ocorrido devido as diferengas climaticas observadas entre as
duas safras avaliadas. Na safra 2007 foram verificados valores de
requerimentos térmicos (graus-dia-GD) e de temperaturas médias
superiores a safra anterior (dados apresentados no Capitulo 2). Autores
afirmam que a exposi¢do ao sol, a temperatura e os GD influenciam
positivamente a concentracdo de proantocianidinas (Pastor del Rio e
Kennedy, 2006). Uma hipotese alternativa, que ¢ o envolvimento das
PAs nas reacdes de polimerizagdo gerando - em vinhos com maior
tempo de guarda, novas estruturas que sdo menos hidroliséveis pela
floroglucindlise.

A percentagem de galoilagdo (% G) das amostras analisadas
nesse estudo (1,5 - 2,5 %) estd de acordo com algumas publicacdes
(Fernandez et al., 2007), embora também sejam reportados valores
superiores aos verificados em nosso estudo (Cosme et al., 2009). A % G
¢ relativamente pequena em vinhos provavelmente porque, em geral, as
maiores concentragdes dos derivados galatos estdo presentes nas
sementes das uvas (Prieur et al.,, 1994; Mattivi et al., 2009), assim a
extragdo desses compostos para o vinho ¢ mais dificil quando
comparadas com as PAs presentes nas cascas. Além disso, segundo Di
Stefano et al. (1990) as PAs de sementes de uvas sdo fonte de acido
galico do vinho, o que também gera a diminui¢cdo da concentragdo de
derivados galatos de PAs nesses derivados.
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ANOVA (two-way) revelou que ambos os fatores, safra e
variedade influenciaram a composic¢ao de flavan-3-6is (p< 0,05), o que é
comumente reportado. Segundo Mattivi et al. (2009) a biossintese de
flavan-3-0is e de PAs em uvas parece ser fortemente regulada em nivel
de variedade. E interessante observar que a composi¢do de flavan-3-6is
além de variar significativamente com a variedade da uva e com a safta,
também pode ser influenciada pelas condi¢des ambientais (Mattivi et al.,
2002). Além disso, a composi¢@o dos vinhos estd em constante evolugao
durante a vinificagdo, o armazenamento em barricas e o envelhecimento
em garrafas. De acordo com Riberéau-Gayon et al. (1998) uma vez que
o vinho ¢ engarrafado as transformac¢des quimicas que ocorrem sao
basicamente rea¢des ndo oxidativas. Entretanto, Lopes et al. (2006)
afirmam que os vinhos estdo sujeitos a varias reagdes oxidativas depois
de seu engarrafamento uma vez que as rolhas permitem a entrada de
oxigénio. Assim, todas essas transformagdes influenciam a composicao
fenolica do vinho e conseqiientemente dos flavan-3-6is, o que torna
bastante complexo o estudo desses compostos em vinhos.

As concentragdes de flavan-3-06is livres e das PAs observadas nas
amostras dessa nova regido produtora de vinhos finos no sul do Brasil
estdo de acordo com vdrias pesquisas (Monagas et al., 2003; Pastor Del
Rio e Kennedy, 2006; Cosme et al., 2009). Isso é de grande importancia,
pois as PAs influenciam substancialmente a qualidade do vinho (Saint-
Cricq de Gaulejac et al., 1998), influenciando, na cor dos vinhos através
da condensagdo com antocianinas (Boulton et al., 2001) e também nas
propriedades sensoriais (Chira et al., 2009), além de possuirem efeitos
benéficos a satude, destacando-se sua potencial atividade antioxidante o
que também é essencial para garantir a estabilidade quimica frente a
oxida¢@o em vinhos tintos (Rigo et al., 2000; Mattivi et al., 2002).

3.4 Capacidade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante total in vitro dos vinhos Cabernet
Franc, Merlot, Sangiovese e Syrah, safras 2006 ¢ 2007 foram avaliados
através dos radicais DPPH e ABTS. Os resultados estdo evidenciados na
Figura 3.2 onde se pode observar expressiva atividade antioxidante das
amostras testadas contra esses dois radicais, que variou de 11,2 a 23,17
mM TEAC. Verificou-se ainda que as amostras provenientes da safra
2007 demonstraram-se mais efetivas, e que essa atividade foi maior
contra o radical ABTS. A capacidade antioxidante de vinhos e de seus
compostos fendlicos ¢ bastante estudada, e acredita-se que seja a
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principal responsavel pelos efeitos benéficos comprovados pelo
consumo moderado de vinho (Frankel et al., 1995).
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Figura 3.2. Atividade antioxidante in vitro dos vinhos Cabernet Franc (CF),

Merlot (M), Sangiovese (Sa) e Syrah (Sy), safras 2006 (06) e 2007(07), contra
os radicais DPPH, ABTS e a inibigdo da peroxidagdo lipidica (TBARS).
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Um dos mais severos danos causados pelo excesso de radicais
livres no organismo ¢ a peroxidagao lipidica. O malonilaldeido (MDA) é
o principal aldeido reativo resultante da peroxidacdo de membranas
biologica. O aumento da acumulagdo de MDA e de dienos conjugados
na célula pode resultar na degradagdo celular, mudancas funcionais e
bioquimicas eventualmente levando a morte celular (Winrow et al.,
1993). MDA ¢ um produto secundario da peroxidagdo lipidica usado
como um indicador de dano tecidual por uma série de reagdes em cadeia
(Ohkawa et al., 1979). Nesse estudo nds avaliamos o potencial dos
vinhos na inibigdo da peroxidagdo lipidica in vitro através da
quantificacdo dos derivados de MDA pelo método de TBARS. A Figura
3.2 mostra a capacidade das amostras de vinhos na inibigdo da
peroxidacdo lipidica. Os valores mais significativos foram verificados
pelas amostras Cabernet Franc, Merlot e Syrah provenientes da safra
2007. A capacidade de inibi¢do da oxidagdo lipidica por vinhos ja foi
verificada por outras pesquisas (Rigo et al., 2000; Frankel et al., 1995) e
pode ser explicado devido a capacidade antioxidante dos mesmos, ja que
uma vez que a peroxidacdo lipidica € um processo mediado por radicais
livres.

Embora seja de conhecimento que o vinho é uma mistura
complexa de compostos fendlicos, que esses atuam de forma sinérgica e
que sdo os responsaveis pelas propriedades antioxidantes dos mesmos
(Cirico e Omaye, 2006); também ¢ conhecido que existem grupos que se
destacam por atuarem de forma mais efetiva como agentes
antioxidantes; dentre esses se destacam as proantocianidinas. Acredita-
se que o potencial antioxidante de vinhos tintos ¢ devido, em grande
parte, ao seu conteudo de flavan-3-6is e PAs (Rice-Evans et al., 1996;
Rigo et al., 2000). Nesse contexto, a influéncia da composicdo de
flavan-3-ol ¢ PA sobre as atividades antioxidantes in vitro das amostras
de vinhos foi avaliada através da analise dos componentes principais
(Figura 3.3).

Os trés primeiros componentes principais explicaram 82,02 % do
total de variancia dos dados. Na Figura 3.3 também pode-se observar
que o Fator 1 separou as amostras de vinhos em dois grupos distintos,
relativos a cada safra. Os vinhos da safra 2006 foram todos posicionados
ao lado direito e negativo desse fator, e os vinhos da safra 2007 no lado
positivo, verificando-se que os vinhos dessa safra foram associados com
a maioria das analises quantitativas e antioxidantes realizadas. Isso
ocorreu, provavelmente, devido as maiores concentracdes dos
compostos avaliados observados na safra 2007 em relagdo a safra
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anterior, o que também promoveu, de modo geral, uma maior atividade
antioxidante desses vinhos. O vinho Sangiovese 2006 foi posicionado
no quadrante superior e separado dos outros vinhos da mesma safra por
influéncia da sua maior % G. Os vinhos da safra 2007, Merlot e Syrah
foram associados aos valores de PT ¢ PROC e com as andlises de
FRAP, ABTS e DPPH; ja as variedades Cabernet Franc e Sangiovese
foram associadas aos valores de % P, C, EC, EGC, GMP, B1 ¢ B2.
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EGC %G
GC

CFO07

Fator 2 : 20,64%

o TBARS
¢ ABTS

DPPH
Sy07
)

® ¢ PROC

Sy06
(o]
MO06
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[¢]

Fator 1 :49,74%

Figura 3.3. Analise de Componentes Principais dos flavan-3-6is livres, % P, %
G, GMP, ABTS, DPPH ¢ TBARS.

A alta correlagdo entre os valores de PT e PROC e a atividade
antioxidante in vitro de vinhos ja foi verificada por outros autores
(Rossetto et al., 2004). A acdo antioxidante dos flavan-3-6is é devido,
provavelmente, a estrutura desses compostos. De acordo com Rice-
Evans et al (1996) os polifenodis com substitui¢des di-hidroxi na posicao
orto no anel B possuem altas capacidade de antioxidante. O grau de
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polimerizagdo também influencia na atividade antioxidante das PAs
(Rossetto et al., 2004), e em nosso trabalho nds verificamos que esse foi
positivamente correlacionado com ABTS e TBARS. Essa hipotese ¢é
suportada pelo fato de que a atividade antioxidante das PAs €, em parte,
ditada pelo comprimento da cadeia de oligdmeros. MonOmeros e
dimeros de flavan-3-6is foram mais efetivos na prevengdo de oxidagdo
da LDL que seus trimeros, tetrameros (Plumb et al., 1998) e hexameros
(Lotito et al., 2000).

A presenga de prodelfinidinas aumenta a capacidade antioxidante
de PAs devido ao aumento no nimero de hidroxilas reativas (Rice-
Evans et al., 1996). Em nosso estudo verificou-se bons resultados em
relacdo a % P o que provavelmente contribuiu para a capacidade
antioxidante verificada nesse estudo, embora esse pardmetro ndo tenha
sido associado diretamente as analises antioxidantes realizadas. A
esterificagdo da posigdo 3 com acido galico € outro importante fator que
afeta positivamente a capacidade antioxidante de PAs de uvas (Rice-
Evans et al., 1996). Essa correlagdo provavelmente ndo foi verificada
em nosso estudo devido as baixas concentragcdes de % G e GC
observadas nos vinhos analisados.

O estudo dos flavan-3-6is como compostos alvo nas pesquisas
que envolvem a atividade antioxidante em vinhos ¢ justificado porque se
acredita que esses compostos possam reagir com biomoléculas e assim
alterar seu metabolismo e suas fungdes (Galati et al., 2006). Segundo
alguns autores a principal funcdo das catequinas como agentes
antioxidantes no organismo ¢ possuir a capacidade de captura das
espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) (Plumb et al.,
1998), o que pode promover o aumento da capacidade antioxidante total
do organismo e, como conseqiiéncia, dos sistemas de defesas
antioxidantes, como pode também diminuir os danos gerados por essas
espécies reativas. Raza e John (2007) sugerem que a catequina e alguns
derivados podem afetar o metabolismo da glutationa reduzida (GSH) in
vitro, através da conjugagdo desses com a GSH e inibi¢8o de enzimas
como a glutationa S-transferase (GST) e a glutationa peroxidase (GPx).
Recentes pesquisas sugerem a conjugacdo da epigalocatequina galata
com a GSH em condigdes in vitro (Galati et al., 2006).
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4 CONCLUSAO

Esse trabalho apresentou a composicao em flavan-3-6is livres, de
PAs e a capacidade antioxidante in vitro de vinhos Cabernet Franc,
Sangiovese e Syrah, safras 2006 e 2007, provenientes de uma nova
regido produtora de vinhos finos nos sul do Brasil. As concentragdes de
flavan-3-6is ¢ PAs observadas em nosso estudo estdo de acordo com
dados relatados na literatura em vinhos de regides viticolas renomadas.
Observaram-se correlagdes positivas entre o conteido dos compostos
quantificados e a atividade antioxidante in vitro verificada nos vinhos,
como também se verificou diferencas entre as variedades e as safras
estudadas. Uma vez que a composicdo em PAs ¢ de suma importancia
na qualidade de vinhos, esses sdo dados interessantes e que demonstram
o potencial da regido em produzir vinhos de qualidade.
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RESUMO

Neste estudo, os vinhos das variedades Vitis vinifera L. Cabernet Franc,
Merlot, Syrah e Sangiovese, safras 2006 e 2007, provenientes de Sao
Joaquim, uma nova regido produtora de vinho no sul do Brasil, foram
caracterizados quanto aos aspectos de composicao fenodlica e atividade
antioxidante in vivo. Além disso, a correlagdo entre o contetdo de
compostos fenodlicos e a atividade antioxidante foi estabelecida. Sao
reportados aqui os conteido dos principais, flavondides, antocianinas,
acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzodicos e também a atividade
antioxidante in vivo desses vinhos. A composi¢do fendlica foi
determinada por CLAE-DAD e CLAE-DAD-MS. Apdés o consumo dos
vinhos por camundongos durante 30 dias foi determinada no plasma a
capacidade antioxidante total através do método de reducdo do ferro
(FRAP) e a partir do figado a peroxidacdao lipidica (TBARS); a
carbonilacdo de proteinas (PC); os niveis de glutationa reduzida (GSH);
e a atividade de enzimas antioxidantes catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). O conteudo dos
compostos fendlicos encontrados nos vinhos foi considerado adequado e
estdo de acordo com aqueles observados em outros estudos em regides
reconhecidamente produtoras de vinhos tintos finos de qualidade.
Verificou-se também que o consumo de vinho promoveu um aumento
significativo da capacidade antioxidante do plasma, uma diminui¢do na
peroxidacdo lipidica e nos niveis de proteina de carboxilagdo, assim
como uma diminui¢do na atividade das enzimas o CAT, SOD e GPX.
Além disso, o conteuido dos compostos fendlicos foi positivamente
correlacionado com a atividade antioxidante in vivo promovida pelo
consumo de vinho.

Palavras-chave: vinhos Vitis vinifera, compostos fenodlicos, atividade
antioxidante in vivo.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos demonstram a correlagdo entre uma
dieta ndo equilibrada e doengas corondrias, alguns tipos de cancer e
diabetes. Alguns epidemiologistas observaram que uma dieta rica em
compostos fendlicos pode proporcionar um efeito positivo a satde
devido as suas propriedades antioxidantes (Renauld e Lorgeril, 1992;
Frankel et al., 1995; Hertog et al., 1993). O vinho é um componente
importante na tradicional “dieta mediterranea” porque ¢ uma bebida rica
em compostos antioxidantes. Estes compostos t€ém um papel funcional
importante, pois agem como antioxidantes contra os radicais livres, e
assim, aumentam a capacidade antioxidante no organismo humano apos
o consumo de vinho tinto (Renauld e Lorgeril, 1992; Serafini et al.,
1998). Além disso, os compostos fendlicos constituem um dos mais
importantes pardmetros de qualidade dos vinhos, uma vez que
contribuem com suas principais caracteristicas organolépticas, tais como
cor, adstringéncia e amargor (Vhrovsek, 1998; Mattivi et al., 2002).

Os compostos fendlicos dos vinhos podem ser divididos em duas
classes de componentes, os compostos flavonoéides e os nao-flavondides,
e a composicdo desses depende da variedade da uva, do local de cultivo,
das praticas utilizadas no cultivo da videira, das condigdes climaticas,
do tipo de solo, do sistema de cultivo, do processo de producdo e
envelhecimento do vinho (Stafford, 1990; Mattivi et al., 2002).

Os compostos flavondides incluem os flavondis, as antocianinas e
os flavan-3-6is. Os flavondis primarios sdo a miricetina, a quercetina e o
campferol. Geralmente, estes compostos estdo presentes nas células
vegetais em suas formas glicosiladas e durante o processo de
fermentacdo do vinho os flavonéis livres (agliconas) sdo liberados,
sendo que o vinho é uma riquissima fonte de flavonoides livres na dieta
(Stafford; 1990; Mattivi et al., 2006). As antocianinas sdo os principais
compostos fenolicos envolvidos na cor de vinhos tintos e sdo efetivos
agentes antioxidantes (Rice-Evans et al., 1996; Rossetto et al., 2004). As
antocianinas de uvas Vitis vinifera sdo antocianidinas glicosiladas com
glucose ligada na posicdo 3, as quais podem ser esterificadas por
diferentes acidos organicos (Mazza, 1995; Rice-Evans et al., 1996).

Os principais compostos nao-flavonodides presentes em vinhos
sdo os acidos fenodlicos, derivados dos acidos cindmico e benzoico.
Esses compostos desempenham um papel primordial nas caracteristicas
sensoriais do vinho (Somers et al., 1987; Vrhovsek, 1998), sendo
responsaveis por alguns aromas tipicos de produtos envelhecidos em
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carvalho, além de serem responsaveis, em grande parte, pela
adstringéncia e amargor dos vinhos jovens (Monagas et al., 2005). Os
acidos hidroxicinamicos (4cidos cafeico, ferrulico, e p-cumarico) e seus
ésteres tartaricos (4acidos caftarico, fertarico e cutdrico) sdo a principal
classe de compostos fenolicos nao-flavondides nos vinhos tintos e sdo a
principal classe de compostos fendlicos em vinhos brancos (Cartoni et
al., 1991). Esses acidos estdo envolvidos nas rea¢des de escurecimento
do mosto e do vinho, e s@o precursores de fenois volateis (Vrhovsek,
1998), além de atuarem também como copigmentos de antocianinas e
participar das reacdes de estabilizagdo da cor do vinho tinto (Boulton,
2001). O principal acido hidroxibenzoico presente no vinho tinto € o
acido galico, que é formado principalmente pela hidrdlise de flavonoides
galatos. Em vinhos envelhecidos em carvalho verificam-se,
normalmente, niveis elevados de derivados do acido hidroxibenzodico,
principalmente de acido elagico (Cartoni et al., 1991).

A caracterizagdo quimica dos compostos fenolicos de vinhos é
importante por diversas razdes entre elas: pode ajudar na avalia¢do da
autenticidade de produtos regionais, na predicdo de propriedades
sensoriais dos vinhos ¢ na avaliacdo a estabilidade oxidativa de vinhos
(Mattivi et al., 2002; Lopes et al., 2006; Chira et al., 2009). Além disso,
os compostos fenodlicos sdo usados como marcadores do processamento
tecnologico de vinificagdo e da idade de vinhos (Ribéreau-Gayon et al,
1998; Vrhovsek, 1998; Matejicek et al., 2005).

Situada no planalto do Estado de Santa Catarina, Sdo Joaquim ¢
uma nova regido viticola localizada no sul do Brasil, com vinhedos
localizados em altitudes que variam de 1.200 a 1.400 m. Trabalhos
recentes relataram o perfil sensorial € a composi¢do volatil de vinhos
Vitis vinifera dessa regido (Falcdo et al., 2007; Falcdo et al., 2008b;
Falcdo et al., 2008c). No entanto, dados sobre a composi¢do fendlica
detalhada e a capacidade antioxidante in vivo de vinhos Vitis vinifera
dessa regido ainda ndo foram relatados. Assim, o objetivo deste estudo
foi caracterizar os principais compostos fendlicos presentes em vinhos
Cabernet Franc, Merlot, Sangiovese e Syrah de S3o Joaquim, Santa
Catarina, Brasil, safras 2006 e 2007, através de analises de CLAE-DAD
e CLAE-DAD-MS, e avaliar o efeito do consumo desses vinhos sobre a
capacidade antioxidante in vivo em camundongos. Verificou-se também
a correlagdo entre a capacidade antioxidante in vivo e o conteido dos
compostos fenolicos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Padrdes e reagentes

Todos os solventes utilizados para a determinagido dos compostos
fenolicos foram de grau HPLC, obtidos da Carlo Erba (Rodano, Italy).
Os padrdes miricetina, quercetina, laricitrina, campferol, isorhamnetina,
siringetina e malvidina-3-glucosideo foram adquiridos da Extrasynthése
(Genay, Franga); os acidos elagico, galico, protocateico, p-
hidroxibenzobico, siringico, trans-cafeico, trans-ferrilico, vanilico e
trans-cumarico foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(Steinheim,Alemanha); os acidos trans-caftarico, trans-cutarico e
fertarico foram isolados de uvas Grenache, como previamente descrito
por Vrhovsek et al. (1997). Acido trifluoroacético (TCA), 2.4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH); 5,5'-ditiobis (2-Acido nitrobenzoico) (DTNB); acido
tiobarbiturico (TBA), perdxido de hidrogénio; 2.,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ); hidroxitolueno butilado (BHT); terc-butil.hidroperoxido;
TROLOX; glutationa reduzida (GSH); glutationa redutase (GR) e
epinefrina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA).

2.2 Caracterizagdo da Regido de Sdo Joaquim

Sdo Joaquim esta localizada na regido do planalto de Santa
Catarina, com vinhedos em altitudes que variam entre 900 e 1.400 m. O
solo da regido ¢ do tipo Inceptisol de acordo com a classificacdo do
USDA (Falcdo et al., 2008a) e o clima de Sdo Joaquim ¢ classificado
como "Frio, com noites frias e Umido", segundo o Sistema de
Classificagdo Climatica Multicritério  Geoviticola (Tonietto e
Carbonneau, 2004) e como "Regido I" (<1389 GDD), uma regiao "fria"
em relagdo as Regides de Winkler (Gris et al., 2008). De acordo com os
bons resultados da avaliagdo de uvas de maturacdo (Gris et al., 2008;
Falcdo et al., 2008a) e da composi¢do volatil do vinho (Falcdo et al.
2007; Falcdo et al. 2008c) produzidos nessa regido, espera-se que esta
regido se torne uma regido produtora de vinhos de alta qualidade.

2.3 Amostras

Os vinhos foram elaborados a partir de uvas Cabernet Franc,
Merlot, Sangiovese e Syrah, safras 2006 e 2007. Os vinhedos estdo
localizados a 28° 15’ lat. S, 49° 50’ long. W e a 1.290 m de altitude. As
videiras foram plantadas em 2003 e os clones utilizados foram Cabernet
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Franc 986, Merlot 181, Sangiovese VCR23 e Syrah VCRI1. O porta-
enxerto usado foi o Paulsen 1103 (V. berlandieri Planch x V. rupestris
Scheele) e o sistema de condugdo foi o tipo espaldeira, com
espagamento 3,0 x 1,2 m. Durante o periodo dos ensaios, todos os tratos
culturais necessarios foram realizados, de acordo com as recomendagoes
para a cultura. Os rendimentos médios das quatro variedades variaram
entre 6,0 € 7,0 t.ha™.

Todos os vinhos foram produzidos sob as mesmas condi¢des, em
uma vinicola de Sdo Joaquim-SC. As uvas foram separadas das hastes,
esmagadas, ¢ mantidas em cubas de ago inoxidavel. O periodo de
maceracdo foi de 15 dias, com uma ou duas remontagens diarias e
temperatura entre 22°C e 28°C. Antes de iniciar a fermentagdo
alcoolica, foram adicionadas ao mosto: metabissulfito de potassio (12 g
100 kg™ de mosto, correspondente a 60 mg L™ de SO, livre) (Noxitan,
Pascal Biotech, Paris) Saccharomyces cerevisae (20 g 100 kg™) (Fermol
Rouge, Pascal Biotech, Paris), e as enzimas comerciais com atividade
pectinolitica (2—4 g h L) (Pectinex SPL/Ultra,Pascal Biotech, Paris). O
mosto foi separado das partes solidas e transferido para outras cubas de
aco inoxidavel. O consumo do acido malico pelas bactérias lacticas
ocorreu espontaneamente entre 60-75 dias. Terminada a fermentacdo
alcodlica e malolatica os vinhos foram tranferidos para barris de
carvalho francés onde permaneceram por aproximadamente 1 ano.
Antes do engarrafamento foi adicionado Noxitan (35 mg L™ de SO,
livre, em média). As amostras de vinhos provenientes das safras 2006 e
2007 foram analisadas ap6s 1 e 2 anos de guarda em garrafa,
respectivamente, e foram mantidas a 10 °C antes das anélises.

2.4 Determinacao dos compostos fendlicos

2.4.1 Flavonois

O contetdo dos flavonodis (miricetina, quercetina, laricitrina,
campferol, isorhamnetina e siringetina) das amostras de vinhos foi
determinado utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), apos a hidrélise acida dos flavondis conjugados, de acordo
com Mattivi et al. (2006). Uma aliquota de 10,0 mL de vinho foi
evaporada até a secura sob pressdo reduzida em rotaecvaporador a 50-55
° C. A amostra seca foi dissolvida com 5,0 mL de acido trifluoroacético
(2M em 4gua) e 5 mL de metanol e entdo a amostra foi colocada em um
banho de 4gua fervente, com condensador, por 120 min. A mistura foi
resfriada, evaporada sob pressdo reduzida em rotaevaporador a 50-55
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°C, dissolvida em 40,0 mL de tampao fosfato pH 7,00 e transferida para
um funil de separacdo onde adicionou-se 80,0 mL de acetato de etila
para extragdo. A extracdo foi realizada duas vezes (agitagdo por 5 min),
com um total de 160,0 mL de acetato de etila. Os extratos combinados
foram neutralizados com sulfato de so6dio anidro, secos em
rotaevaporador (50-55 °C) e redissolvidos em 1,0 mL de metanol. A
amostra final foi entdo filtrada (0,22 pm, Millipore, Bedford, MA) e
injetada no sistema CLAE-DAD.

Analise CLAE-DAD

A separacdo e quantificacdo dos flavondis foi realizada utlizando
CLAE de acordo com Mattivi et al. (2006), utilizando o sistema de
CLAE Waters 2695 equipado com DAD Waters 2996 (Waters, Milford,
MA), utilizando uma coluna de fase reversa Purospher RP18, 250 mm x
4 mm (5 mm), munida de uma pré-coluna (Merck, Alemanha). Os
solventes utilizados foram: solvente A: HCIO4 0,3 % em 4gua, e
solvente B: metanol. O seguinte gradiente linear foi utilizado: de 40 a 90
% de B em 30 min. A coluna foi reequilibrada por 5 min. antes de cada
analise. O fluxo foi de 0,45 mL min™, e o volume de injecdo foi de 5 pL.
Os compostos foram identificados e quantificado a 370 nm e a
concentragio foi expressa em mg L', e realizada por curvas de
calibracdo externas para cada composto.

2.4.2 Antocianinas

A preparacdo das amostras para a determinacdo das principais
antocianinas livres nas amostras de vinhos foi realizada de acordo com
Rossetto et al. (2004). Uma aliquota de 10 mL de vinho foi diluida cinco
vezes com agua, aplicada em um cartucho C18-SPE (1g, Waters,
Milford, MA), previamente ativado com metanol (5,0 mL) e agua (10,0
mL). O cartucho foi lavado com 6 mL de HCIO, (0,3 % em agua
destilada) seguido de 8 mL de 4gua destilada e, apds a lavagem as
antocianinas foram eluidas com 10,0 mL de metanol. O eluido foi
evaporado sob pressdo reduzida a 35 °C e reconstituido em 1,0 ml de
solucdo de metanol diluida (27 % em agua e 0,3 % HCIO,). A solucdo
final foi filtrada (0,22 pm, Millipore, Bedford, MA) e injetadas
imediatamente no sistema CLAE.
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Analise CLAE-DAD

A separagdo das 15 principais antocianinas livres em vinhos foi
realizada no mesmo sistema CLAE-DAD, utilizando a mesma coluna,
temperatura e eluentes utilizados na andlise de determinagdo de
flavonois. O volume de injegdo foi de 10,0 uL, com um fluxo de 0,45
mL min™'. O seguinte gradiente binario foi aplicado: de 27,5 a 44,5 % de
B em 32 min., e de 44,5 a 67,5 % de B em 13 min., em seguida
chegando a 100 % de B em 2 min, e mantendo 100 % de B por 3 min
para a lavagem da coluna (Mattivi et al., 2006). As antocianinas
delfinidina-3-glucosideo, cianidina-3-glucosideo, petunidina-3-
glucosideo, peonidina-3-glucosideo, malvidina-3-glicosideo e seus
relevantes acilados e p-cumaricos foram identificados de acordo com
Castia et al. (1992), quantificados a 520 nm com uma curva de
calibracdo do padrdo malvidina-3-glucosideo e expressos em mg L
equivalente de malvidina-3-glucosideo.

2.4.3 Acidos hidroxicinamicos

A preparagdo das amostras foi realizada de acordo com Vrhovsek
et al. (2004). Para remover o alcool do vinho, uma aliquota de 10,0 mL
de vinho foi evaporado até cerca de um ter¢o do volume (~ 7,0 mL) em
um evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 35 °C. A amostra foi
completada com até seu volume inicial (10,0 mL) com o solvente A
utilizado no sistema de CLAE (0,5 % de acido formico em 4gua),
filtrada (0,22 pm, Millipore, Bedford, MA) e injetada no sistema CLAE.

Andlise CLAE-DAD

A andlise cromatografica dos acidos hidroxicindmicos foi de
acordo com Vrhovsek et al. (2004) com algumas modificagdes. O
mesmo sistema CLAE-DAD e a mesma coluna utilizados na analise de
flavonois foram utilizados para as determinacdes dos 4cidos
hidroxicinamicos. Os solventes utilizados foram: solvente A: 0,5 % de
acido formico em agua, e solvente B: 2 % de acido féormico em metanol.
O seguinte gradiente foi utilizado: de 16 % a 19 % de B em 7 min., de
19 % a 53 % de B em 12 min., e de 53 % a 100 % de B em 0,1 min.,
solvente B 100 % por 5 min., e retorno a 16 % de B em 0,1 min. A
coluna foi reequilibrada durante 7 min. antes de cada andlise. A vazao
foi de 0,4 mL min™, o volume de inje¢do foi de 10 mL. A detecgdo de
foi realizada a 320 nm. Cada composto foi quantificado em mg mL™" por
meio de curvas de calibracdo externas. Os Coeficientes de Varia¢do (CV
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%) obtidos experimentalmente a partir de seis determinagdes
consecutivas do mesmo vinho foram os seguintes: acido cis-caftarico,
0,89 %,; acido trans-caftarico, 0,64 %; acido cis-cutarico, 0,57 %; acido
trans-cutarico, 0,32 %; acido fertarico, 0,43 %; acido trans-cafeico, 0,64
%; acido trans-p-cumarico, 0,53 %; e acido trans-ferralico, 0,82 %.

2.4.4 Acidos hidroxibenzéicos

A preparagdo das amostras para a determinagdo dos acidos p-
hidroxibenzdico, vanilico e siringico foi realizada como segue: uma
aliquota de 10,0 mL de vinho e 1,0 mL de padrio interno (acido 2,5-
dihidroxibenzéico, 100 mg L") foi concentrada até aproximadamente
7,0 mL em rotaevaporator sob pressdo reduzida a 35 °C. Apos a
concentracdo, o valor do pH da solu¢do foi ajustado para 8,0 com
NaOH, e a amostra diluida até 10 mL com agua destilada. Uma aliquota
de 5,0 mL dessa solu¢do foi aplicada em cartucho C18-SPE (1 g,
Waters, Milford, MA), previamente ativado com metanol (5,0 mL) e
agua (10,0 mL). O eluido foi entdo coletado, seu valor de pH foi
ajustado para 2,7 com 4cido formico e o volume foi completado para
10,0 mL com agua destilada. A solucao final foi entdo filtrada (0,22 pm,
Millipore, Bedford, MA) e injetada no sistema CLAE.

Analise CLAE-DAD dos acidos p-hidroxibenzdico, siringico e vanilico

O sistema de CLAE consistiu de um sistema CLAE Waters 2695
equipado com DAD Waters 2996 (Waters, Milford, MA). Os espectros
UV-VIS foram registrados entre 210-400 nm, com deteccdo em 280 nm.
As separagdes cromatograficas foram realizadas em uma coluna Gemini
RP18 (Phenomenex) (250 x 2,0 mm, 5 mm), protegido por uma pré-
coluna. O solvente A foi 1 % de 4cido férmico em agua e o solvente B
foi acetonitrila. O seguinte gradiente linear foi utilizado: de 0 a 20 % de
B em 40 min., de 20 a 100 % de B em 0, 1 min., 100 % de B durante 2
minutos, e retorno & 0 % de B em 0,1 min. O tempo de equilibrio da
coluna foi de 5 min., o volume de inje¢do foi de 10 mL e o fluxo de 0,4
mL min”. A temperatura da coluna foi de 40 °C. Os compostos
identificados foram detectados a 280 nm, quantificados por meio do
método do padrao externo (os resultados foram corrigidos com base na
recuperagdo do padrio interno) e expressos em mg L™
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Analise CLAE-DAD-MS dos &cidos elagico, galico e protocateico

As amostras de vinho foram filtradas em filtro de 0,22 um (PTFE,
Millipore, Bedford, MA) antes da injecdo no sistema CLAE Waters
2690 (Waters, Milford, MA, E.U.A.) equipado com DAD Waters 996 e
Micromassa ZQ com analisador quadrupolo e fonte de ionizagdo por
eletrospray- espectrometria de massa (ESI-MS). O detector de MS foi
operado a uma voltagem de capilaridade de 3000 V, tensdo do extrator
de 3 V, temperatura da fonte de 105 ° C, temperatura do gas de
dessolvatacdo de 200 °C, fluxo de gas de dessolvatacdo do cone (N;) de
61 L h' e um fluxo de gas de dessolvatagio para a amostra (N,) de 460
L h''. ESI-MS variou de m/z 100-1500 com um tempo de permanéncia
de 0,1 s.

As mesmas condi¢des de separagdo cromatograficas utilizadas
para os acidos p-hidroxibenzodico, siringico e vanilico foram utilizadas
para as determinacdes dos acidos elagico, géalico e protocateico. A
identificagdo foi realizada com base nos seus tempos de retengdo, de seu
ion molecular e fragmento principal dado pelo MS através da
comparacdo com os respectivos dos padrdes externos. A voltagem do
cone (CV) para todos os ions foi 20. Os ions moleculares (M-H) dos
4cidos elagico (m/z 301,19) e (M+H)" dos 4cidos géalico (m/z 169,12) e
protocateico (m/z 153,12) foram usados para a quantificagdo dos
compostos a partir de curvas externas dos respectivos padrdes.

Repetibilidade do método

A repetibilidade do método foi baseada em seis determinagdes
diretas consecutivas para os acidos elagico, galico e protocateico, ¢ a
partir de seis preparacdes das amostras com SPE para os acidos p-
hidroxibenzdico, vanilico e siringico, aplicadas ao mesmo vinho. Os
Coeficientes de Variagdo (CV %) obtidos foram os seguintes: para o
acido elagico: 6,75 %, acido galico: 1,26 %, acido protocatecuico: 1,61
%; acido p-hidroxibenzoico: 4,32 %, acido siringico: 3,23 %, e acido
vanilico: 4,76 %.

Limites de deteccéo e quantificacio

Os limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQ) para o
método CLAE-DAD-MS foram estimados em uma relagdo sinal-ruido
de 3 e 10, respectivamente, ¢ foram os seguintes: acido elagico: 0,031 e
0,098 mg L™ (R* = 0,9956), acido galico: 0,172 ¢ 0,568 mg L (R* =
0,9945); acido protocateico: 0,148 ¢ 0,490 mg L™ (R* = 0,9953); 4cido
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p-hidroxibenzoéico: 0,039 ¢ 0,130 mg L™ (R* = 0,9993), acido siringico:
0,027 e 0,084 mg L! (R2 =0,9989) e acido vanilico, 0,034 ¢ 0,113 mg L
1 (R* = 0,9986). Todos os resultados foram considerados adequados.

2.5 Atividade antioxidante in vivo

2.5.1 Animais

Para realizagdo dos experimentos in vivo foram utilizados
camundongos Balb-c lisogénicos, machos (22 = 2 g de peso),
provenientes do Biotério do Laboratorio de Bioquimica Experimental,
Departamento de Bioquimica (BQA), Centro de Ciéncias Biologicas
(CCB), Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais
foram mantidos em gaiolas plésticas sob condi¢des controladas (ciclo
claro-escuro de 12 h, temperatura 25 + 2 °C, ~ 60 % umidade do ar),
recebendo ra¢do comercial e agua ad libitum para adaptacdo. Os
camundongos foram aleatoriamente divididos em 10 grupos (n= 6): dois
grupos controle, um tratado com agua (C) e outro tratado com etanol 12
% (Cet) por 30 dias, e oito grupos teste: Cabernet Franc (CF06 e CF07),
Merlot (M06 e M07), Sangiovese (Sa06 e Sa07) e Syrah (Sy06 e Sy07)
tratados com os respectivos vinhos, safras 2006 (06) e 2007 (07), por 30
dias (7,0 mL kg”, ~ 20 mg polifendis Kg' dia™) diariamente por
gavagem. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animal da UFSC (CEUA- PP00542).

2.5.2 Avaliacdo dos marcadores do estresse oxidativo

A partir do plasma foi realizada a andlise da capacidade
antioxidante total do plasma (FRAP); e a partir do figado dos animais
foram realizadas as andlises de avaliacdo da peroxidagdo lipidica
endogena (TBARS); avaliacdo do dano oxidativo as proteinas por
carbonilagdo (PC); avaliagdo da glutationa reduzida (GSH) e atividade
das enzimas superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx).

A avaliagdo da capacidade antioxidante total do plasma (FRAP)
foi determinada através do potencial antioxidante redutor férrico (Benzie
e Strain, 1996). Essa andlise avaliou a capacidade do plasma em reduzir
o complexo de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe(Ill) a
Fe(I)-TPT. A capacidade antioxidante total do plasma foi expressa
como equivalente de TROLOX (TEAC pM).
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A avaliagdo da peroxidacdo lipidica enddgena (TBARS) foi
realizada pela deteccdo dos seus derivados lipoperdxidos, através de
substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (Ohkawa et al.,
1979). Para o branco foi substituido a solu¢do de TBA por HCL Os
resultados foram expressos como indice de peroxidacao lipidica por g de
proteina (TBARS — nM g proteina™).

Avaliacdo do dano oxidativo as proteinas por carbonilagdo (PC),
quantificada pelo conteudo de proteina carbonilada, foi realizada
conforme descrito por Levine e Stadtman (1990). Os valores finais das
proteinas carboniladas foram quantificados utilizando o coeficiente de
extingdo molar de 22 mM e os resultados foram expressos como indice
de carbonilagdo de proteinas (nM g proteina™).

A avaliagdo da glutationa reduzida (GSH) foi realizada através do
monitoramento da concentracdo de pequenos tidis apos a obtengdo dos
extratos acidos hepaticos (Anderson, 1995). Os valores foram expressos
emmM g proteina’l.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi verificada através do
monitoramento da velocidade de decomposi¢cdo do peroxido de
hidrogénio (H,0O,), medido a 240 nm (Aebi, 1984). Os valores foram
expressos em mM de H,O, consumido min.g proteina ' (nM min. 'g
proteina™).

A atividade da enzima superdxido desmutase (SOD) foi
determinada espectrofotometricamente a 480 nm pela medida da
inibicdo da oxidagdo da epinefrina (mudanga de pH 2,0 para pH 10,0)
que produz o anion superdéxido e um cromoéforo roéseo, o adrenocromo
(Misra and Fridovich, 1972). Quando a amostra ¢ adicionada, a enzima
(SOD) presente nesta aliquota retardava sua formagdo. Os valores da
SOD (U SOD g proteina™) foram expressos em termos de atividade da
enzima, definida como a quantidade de enzima necessaria para diminuir
a metade a velocidade de formacdo do adrenocromo.

Para a determinacdo da enzima glutationa peroxidase (GPx) foi
utilizado o método de Flohé e Gunzler (1984). O método baseia-se em
dismutar o hidroperdxido (tBuOOH) pela oxidacdo de GSH e formagao
de GSSG, catalisado pela GPx. Os valores foram expressos em pmol
min” mL™".

O teor de proteina foi determinado pelo método de Lowry et al.
(1993), utilizando albumina bovina como padrao.
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2.6 Analise Estatistica

Todas as analises quimicas e bioldgicas foram realizadas em
triplicata. ANOVA (two-way), Analise de Correlagdo e Teste Tukey
HSD foram realizados no programa STATISTICA 7 (2006) e ORIGIN
(2001) admitindo nivel de significancia de 5 %.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises quimicas

3.1.1 Compostos fendlicos: Flavondides

A Tabela 4.1 apresenta o conteudo dos flavondis miricetina,
quercetina, laricitrina, campferol, isorhamnetina e siringetina nas
amostras dos vinhos analisados. Os seis flavondis quantificados em
nosso estudo, apds hidrolise 4cida, incluiram todas as agliconas
esperadas com base no diagrama da biossintese de flavonoides nas uvas
proposto por Mattivi et al. (2006). Em geral, os principais flavondis
presentes nas amostras de vinho foram a quercetina e a miricetina, como
verificado por outros autores (Mattivi et al., 2006; Bautista-Ortin et al.,
2007). A quercetina apresentou o conteiido que variou entre 34 % a mais
de 63 % dos flavonois totais, com conteudo médio de 17,94 mg L!
(variando entre 7,49 e 27,44 mg L™). O composto miricetina apresentou
uma concentra¢do que variou entre 9,33 e 16,47 mg L™ (média de 12,75
mg L™, o que correspondeu a 29 — 40 % do conteudo total de flavonois.
Esses compostos foram especialmente elevados nos vinhos Sangiovese
2007 (quercetina) e Syrah 2007 (miricetina).

Em menores concentragdes foram quantificados os flavondis
laricitrina (1,47 - 3,41 mg L'l), campferol (0,23 - 1,65 mg L']),
isorhamnetina (0,48 - 3,28 mg L") e siringetina (0,60 - 2,29 mg L™).
Embora em concentragdes menores, a identificagdo e quantificacdo
desses compostos sdo importantes uma vez que nos possibilita uma
melhor caracterizacdo dessa familia de compostos dos vinhos. Além
disso, de acordo com Mattivi et al. (2006) todos esses flavonois, e nao
apenas os principais, sao necessdrios para uma classificacdo mais
detalhada das variedades de uvas com base em seu perfil de flavondis.
Os teores de flavonois totais nas amostras de vinho variaram entre 20,81
¢ 46,79 mg L', e foram semelhantes quando comparados com dados de
renomadas regides produtoras de vinho de qualidade (Hertog et al.,
1993; Simonetti et al., 1997).




Tabela 4.1. Contetado dos flavonodis determinados nas amostras de vinhos.

safra 2006 2007

CE?ZLZ“ Merlot Sangiovese Syrah CE?:;ZH Merlot Sangiovese Syrah
Miricetina 14,490,18  11,59+£0,23  9,33+0,13  10,42+0,06  13,83£0,13  14,04=0,10 11,83x021 16,47+0,14
Quercetina 22,5940,23  19,010,23  7,49£0,20  14,82+0,19  17,80+0,17  20,50£0,23 27,44+0,22 13,88+0,16
Laricitrina 3,3940,14  2,40+0,12  147+0,12  232+0,10  2,86+0,11 2,50£0,09  1,67+0,08  3,41+0,13
Campferol 1,65+0,08 1,25£0,06  0,23£0,05  0,43+0,05 0,38+0,08  0,76£0,04  0,74x0,07  0,69+0,05
Isorhamnetina 2,7240,04  2,02+0,06  0,74+£0,02  2,1240,07  2,00£0,08  2,00£0,07  0,48+0,08  3,28+0,10
Siringetina 1,94£0,08  2,06:0,04  1,57+0,09  1,73£0,04  2,29+0,09 1,9940,06  0,60£0,05  2,21+0,08
folf:i(s)“éis 46,79° 38,32° 20,81 31,85 39,15° 41,79%¢ 42,76 39,930

Valores expressos em mg L' + desvio padrio. Diferentes letras em uma mesma coluna sio diferentes significativamente (Teste de

Tukey, p< 0,05).
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Os conteudos das antocianinas: delfinidina-3-glucosideo,
cianidina-3glucosideo, petunidina-3-glucosideo, peonidina-3-
glucosideo, malvidina-3-glicosideo e seus respectivos derivados
acilados e p-cumadricos, quantificadas nas amostras de vinhos, sdo
apresentados na Tabela 4.2. A média do contetido de antocianinas totais
nas amostras de vinhos foi de 47,43 mg L-1, e variou entre 12,94 ¢
125,60 mg L-1. Entre as antocianinas avaliadas, a malvidina-3-
glucosideo apresentou as maiores concentragdes (antocianina majoritaria
em uvas e vinhos Vitis vinifera), ¢ a quantidade relativa dessa
antocianina nos vinhos das diferentes variedades analisadas variou entre
33,4 % (Cabernet Franc 2006) e¢ 47 % (Syrah 2007). Entre as
antocianinas monoméricas, a cianidina apresentou as menores
concentrag¢des, o que ja foi verificado por outras pesquisas (Ribéreau-
Gayon e Stenestreet, 1965; Kosir et al., 2004). Em geral, as antocianinas
aciladas foram os derivados antocidnicos presentes em maiores
concentracdes nas duas safras avaliadas, com contetido médio total de
8,97 mg L-1 (2,76 e 22,83 mg L-1), e quantidade relativa que variou
entre 17 % a 25 % do conteido de antocianinas totais, sendo que os
maiores valores foram verificados no vinho Cabernet Franc 2007 (22,83
mg L-1). Os derivados cumaricos apresentaram conteudo total que
variou entre 1,19 e 7,96 mg L—1, o que correspondeu a 4,3 e 11,0 % das
antocianinas totais, respectivamente.

Verificou-se que o conteudo de antocianinas e flavonois totais
foram influenciados pelos fatores variedade e safra (ANOVA two-way;
p< 0,05), o que ¢ relatado por varias pesquisas para uvas e outras frutas
(Vrhovsek et al., 2004; Falcdo et al., 2008a; Gris et al., 2008) e também
para vinhos (Kosir et al., 2004; Rossetto et al., 2004).

As vias biossintéticas envolvidas na produgdo de flavonoides nos
tecidos vegetais sao influenciadas por muitos fatores climaticos como a
exposicao solar, temperatura e exposi¢do a radiagdo UV (Cantos et al.,
2000; Spayd et al. , 2002). Assim, as diferencas verificadas entre as duas
safras, quanto ao contetido dos flavondides quantificados, podem ser
devido as diferengas significativas observadas entre as condi¢des
climaticas das duas safras avaliadas (dados apresentados no Capitulo 2).
Uma hipoétese alternativa, que também pode explicar as diferencas
observadas no conteido desses compostos fendlicos entre as safras
avaliadas ¢ o tempo de envelhecimento do vinho na garrafa. Uma vez
que a composicdo do vinho estd em constante evolucdo, o
envelhecimento em garrafa também contribui com as mudangas do
conteido de flavondides em vinhos, por meio da interagdo dos
flavonoides com os outros compostos (Zafrilla et al., 2003).




Tabela 4.2. Contetido das antocianinas e seus derivados acilados e p-cumaricos determinados nas amostras de vinhos.

Safra 2006 2007

C'a:t;g]rlet Merlot Sangiovese Syrah Cgt;g;r;et Merlot Sangiovese Syrah
Df-3-glucosideo 1,77£0,07  2,16+£0,06 1,50+0,06 2,01+0,06 14,83+0,34 11,23+0,29 2,69+0,16 7,51+0,06
Cy-3-glucosideo 0,49+0,07  0,69+0,05 0,46+0,05 0,55+0,03 2,74+0,05 2,724+0,04 2,76+0,03 1,07+0,06
Pt-3glucosideo 1,48+0,05 1,74+0,06 1,24+0,05 1,94+0,03 13,26+0,25 8,49+0,18 3,30+0,08 9,52+0,25
Pn-3-glucosideo 1,32+0,03 1,49+0,08 1,12+0,08 1,71+£0,06 10,50+0,10 6,61+0,08 2,58+0,06 6,91+0,06
Mv-3-glucosideo 5,58+0,06  6,02+0,08 4,53+0,07 7,62+0,08 53,48+1,01 25,25+0,78 8,45+0,47 41,54+1,02
Df-3-glucosideo-acilada 0,38+0,04  0,34+0,04 0,16+0,02 0,34+0,01 2,39+0,05 2,07+0,06 0,21+0,03 1,35+0,05
Cy-3-glucosideo-acilada 0,12+0,03  0,17+0,06  0,07+0,014  0,09+0,02 0,84+0,03 0,74+0,03 0,16+0,03 0,26+0,04
Pt-3- glucosideo-acilada 0,17£0,06  0,35+0,03  0,17£0,03  0,22+0,02  2,52+0,13  1,48+0,08  0,22+0,03 1,40+0,03
Pn-3-glucosideo-acilada 0,74+0,03  0,72+0,03 0,47+0,03 0,58+0,06 3,39+0,09 1,52+0,04 1,78+0,08 2,20+0,03
Mv-3-glucosideo-acilada 2,82+0,05  2,37+0,06 1,89+0,10 2,73+0,07 13,68+0,49 6,27+0,18 4,62+0,21 9,74+0,24
Df-3-glucosideo-p-cumarata 0,19+£0,03  0,06+0,02 0,17+0,04 0,16+0,03 0,68+0,06 0,41+0,03 0,35+0,05 0,51+0,06
Cy-3-glucosideo-p-cumarata 0,42+0,03  0,27+0,04 0,20+0,04 0,37+0,06 1,07+0,08 0,73+0,05 n.d. 0,97+0,06
Pt-3-glucosideo-p-cumarata 0,06£0,02  0,05+0,01 0,04+0,01 0,11+0,02 0,46+0,03 0,33+0,03 0,07+0,01 0,38+0,04
Pn-3- glucosideo-p-cumarata 0,3240,02  0,29+0,04  0,23+0,05  0,029+0,03  1,57+0,06  0,31+0,03  0,30+£0,02  1,81+0,06
Mv-3- glucosideo-p-cumarata 0,85+0,07  0,85+0,06 0,68+0,05 1,01+0,08 4,17+0,12 2,4140,06 0,46+0,06 3,18+0,03
Antocianinas glucosiladas totais 10,65° 12,09° 8,85% 13,84% 94,81° 54,31° 19,78 ¢ 66,54°
Antocianinas aciladas totais 4,23 3,96 2,76* 3,97 22,83° 12,09¢ 6,99¢ 14,95°
Antocianinas p-cumaratas totais 1,83? 1,51* 1,33* 1,94* 7,96° 4,19°¢ 1,19° 6,86¢
Antocianinas totais 16,71* 17,56 12,94° 19,75 125,60°¢ 70,584 27,96° 88,35"

Valores equivalentes de malvidina-3-glucosideo, expressos em mg L' + desvio padrio. Diferentes letras em uma mesma coluna sio diferentes

significativamente (Teste de Tukey, p< 0,05). Df=delfinidina; Cy= cianidina, Pt= petunidina; Pn= peonidina; Mv= malvidina.
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Verificou-se que o efeito safra foi significativamente mais
pronunciado nas antocianinas que nos flavonodides, onde se verificou
que as concentragdes das antocianinas na safra 2006 foram
significativamente menores para todas as variedades analisadas quando
comparadas a safra posterior (p< 0,05). Isso pode ser explicado pelo
fato de que, embora as condigdes climaticas tenha forte influéncia na
concentracdo de antocianinas, de acordo com o Monagas et al. (2005),
as antocianinas sdo um grupo de compostos que apresentaram as
maiores perdas durante o envelhecimento em garrafa, e essa perda é
atribuida a sua participagdo em numerosas reagcdes quimicas que, em
geral, levam ao desaparecimento de antocianinas monoméricas e a
formagdo de pigmentos poliméricos mais estaveis (Somers, 1971;
Somers e Evans, 1986). Além disso, Rossetto et al. (2004) também
afirmam que o processo de polimerizacdo verificado durante o
envelhecimento do vinho promove o desaparecimento das formas livres
das antocianinas ¢ também levam a uma diminui¢do do contetdo de
antocianinas totais devido a perda parcial do cation flavilium em
produtos da condensagdo. Apods o engarrafamento do vinho as
transformag¢des que ocorrem sdo determinadas principalmente por
reacOes ndo-oxidativas (Ribéreau-Gayon et al., 1998), porém pesquisas
recentes afirmam que os vinhos também sdo sujeitos a reagdes
oxidativas (Lopes et al., 2006). Considerando as condi¢des nao-
oxidativas presentes na garrafa, a condensag¢do direta de antocianinas
com outros compostos fenolicos, em conjunto com as reacdes de
hidrolise e degradagdo (Somers e Evans, 1986) sdo as principais
responsaveis pela diminui¢do da concentragdo de antocianinas
monoméricas durante o envelhecimento de vinhos engarrafados. Assim,
todas essas mudangas influenciam a composi¢do fendlica de vinhos e,
consequentemente, das antocianinas e flavondis.

Com relagdo as significativas diferengas verificadas entre as
variedades quanto ao conteiido de flavonoides, sabe-se que, embora as
caracteristicas ambientais sob as quais ocorre o desenvolvimento da
fruta tém grande influéncia na sintese dos compostos polifendlicos, a
natureza e as diferentes percentagens relativas destes compostos
obedecem a um determinante genético, proprio de cada variedade
(Mazza, 1995). Mattivi et al. (2002) também afirma que a variedade de
uva desempenha um papel fundamental na determinag¢do da quantidade
absoluta dos flavondis. Além disso, devido ao seu rigoroso controle
genético, acredita-se que o perfil de antocianinas (Mazza, 1995) e de
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flavonois (Mattivi et al., 2006) pode ser utilizado como um pardmetro
quimiotaxondmico para a classificagdo de uvas Vitis vinifera.

3.1.2 Compostos fendlicos: ndo Flavondides

Os resultados da determinacdo dos acidos hidroxicindmicos e
hidroxibenz6icos nas amostras de vinho sdo apresentados na Tabela 4.3.
O conteudo dos acidos hidroxicindmicos totais variou de 108,78
(Sangiovese 2006) a 214,48 mg L' (Cabernet Franc 2007) com
contetido médio de 143,04 mg L. Entre esses acidos fendlicos, o trans-
caftarico foi o 4cido predominante (90,14 mg L, 63,0 %), seguido
pelos acidos trans-cutarico (23,28 mg L'l, 16,3 %), trans-cafeico (8,49
mg L'l, 5,9 %), cis-cutarico (7,24 mg L'l, 5,1 %), trans-p-cumarico
(5,84 mg L', 4,1 %), fertarico (3,35 mg L , 2,3 %), trans-ferralico
(2,56 mg L', 1,8 %) e cis-caftarico (2,12 mg L' 1,5 %). Em geral, os
percentuais e os contetidos desses acidos verificado em nosso estudo,
estdo de acordo com outras pesquisas (Gambelli e Santaroni, 2004; Silva
et al., 2005).

Em vinhos, os acidos hidroxicindmicos sdo encontrados mais
abundantemente em sua forma conjugada (ésteres tartaricos —
hidroxicinamatos), como verificamos em nosso estudo (Table 3). A
presenca das formas livres desses acidos em vinhos (4acidos cafeico,
ferrulico e cumarico), uma vez que ndo estdo presentes em uvas
(Vrhovsek, 1998), ¢ principalmente devido a hidrolise dos seus ésteres
tartaricos (&cidos caftarico, fertarico e cutarico) pelas enzimas cinamoil
esterases (Somers et al., 1987).

Realizou-se ANOVA (two-way) considerando os fatores:
variedade e safra, e essa analise revelou que esses dois fatores
influenciaram significativamente o teor dos 4cidos hidroxicinadmicos
totais (p< 0,05). Em relagdo as variedades, como podemos verificar na
Tabela 4.3, a Cabernet Franc foi a variedade que apresentou as maiores
concentracdes dos acidos hidroxicindmicos totais, nas duas safras
avaliadas (p< 0,05).

Exceto para a variedade Syrah, verificou-se que o conteudo total
dos acidos hidroxicinamicos foi mais elevado na safra 2007 (p< 0,05).
Diferencas entre o conteudo de acidos fenolicos provenientes de
diferentes safras sdo relatadas (Anastasiadi et al., 2009). Além disso, os
acidos hidroxicinamicos também sdo bastante susceptiveis as diferentes
técnicas de vinificagdo (Vrhovsek, 1998), e também as mudangas
durante o tempo de envelhecimento em garrafas (Zaffrila et al., 2003;
Gomez-Plaza et al., 2000).




Tabela 4.3. Contetdo dos acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzdicos determinados nas amostras de vinhos.

Safra 2006 2007

Cabernet Merlot Sangiovese Syrah Cabernet Merlot Sangiovese Syrah

Franc Franc

Acido cis-caftarico 2,00£0,03  2,37+0,01 1,84+0,02  2,05+0,01 2,14+0,01 236£0,02  1,41+0,021  2,80+0,01
Acido trans- caftarico 92,16+3,17  73,59+320  68,68+1,48  73.8242,19 150,97+4,79  92,30+2,97 99,85+3,61  69,76+3,11
Acido cis-cutarico 421+0,18  3,61£0,29  3,61£0,23  4,54+0,21 6,61+0,23 5,79+0,14  17,89+1,50  11,67+1,04
Acido trans-cutarico 20,94+1,87  17,58+0,95  14,69+1,01  19,1140,90  32,49+1,80  18,66+0,93 35,28+1,51 27,49+1,49
Acido fertarico 3,39+0,11  3,09+0,15  2,97+0,09  3,03+0,12 5,21£0,15 3,6120,13  4,04+0,10  1,46+0,10
Acido trans-cafeico 9,47+0,32  8,55+0,30  8,09+025  9,20+0,23 8,660,13 9,16+0,21  4,32+0,12  10,48+0,12
Acido trans-p-cumarico 6,61x0,11  7,73£0,23  6,54+0,11  6,30+0,20 5,59+0,13 531£0,12  2,73+0,06  5,86+0,19
Acido trans-ferralico 2,60£0,03  2,78+0,11  2,32+0,07  2,61+0,10  2,75+0,11 2,96+0,08  2,06£0,08  2,39+0,09
Acido galico 40,48+1,31  41,60+1,61  34,53+0,49  39,94+0,54  4503+1,41  54,44+1,19 32,85+0,83  39,33+0,79
Acido protocateico 0,87+0,08  1,43+0,08 1,9140,06  2,92+0,09 9,73+0,22  5,74+0,17  12,66+0,13  10,12+0.25
Acido p-hidroxibenzoico n.d. 1,26+0,06 0,59+0,08 0,86+0,09 n.d. n.d. 1,71£0,08 2,10£0,11
Acido vanilico 3,48+0,070  2,13+0,04  1,66£0,08  3,67+0,05a  3,50+0,11 3,78+0,10  2,98+0,07  3,22+0,08
Acido siringico 1,48+0,06  1,23+0,08 1,1540,05  3,53+0,08 4,11+£0,08  0,99+0,17  1,56+0,09  4,22+0,11
Acido elagico 0,93+0,08°  0,89+0,07°  0,76+0,09*°  0,50+0,08°  3,19+0,06  0,13£0,04°  3,86+0,07  0,11%0,02°
Acidos hidroxicinamicos totais 141,40° 119,325 108,78° 120,63% 214,48° 140,274 167,57 131,864
Acidos hidroxibenzoicos totais 47,23 48,55 40,59° 51,41° 65,564 65,08° 55,62° 50,10¢

Valores expressos em mg L' + desvio padrio. Diferentes letras em uma mesma coluna sio diferentes significativamente (Teste de

Tukey, p< 0,05).
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Em geral verificou-se que os valores dos acidos trans-caftarico,
cis e trans-cutarico nos vinhos provenientes da safra 2006 foram
inferiores aos valores encontrados nos vinhos da safra 2007, sendo que o
contrario foi observado no contetido dos acidos trans-cafeico e trans-p-
cumarico. Uma hipdtese que pode explicar esta observagdo é a constante
evolucdo da composi¢do do vinho e as intimeras reagdes que ocorrem
durante a vinificagdo, o armazenamento em barricas e o envelhecimento
em garrafa. Essa tendéncia também foi verificada por Monagas et al.
(2005) e por Gomez-Plaza et al. (2000). Monagas et al. (2005) afirmam
que o aumento dos acidos livres em vinhos pode ser ndo so originario da
hidrolise de seus respectivos ésteres tartaricos (Somers et al., 1987), mas
também devido a hidrdlise de antocianinas aciladas e p-cumaratas
durante o envelhecimento em garrafa, e que o desaparecimento de
antocianinas aciladas durante o envelhecimento do vinho €, em parte
devido a hidroélise dos grupos acilados. Isso também poderia explicar as
menores concentragdes desses derivados antocidnicos verificadas nos
vinhos da safra 2006 em relag@o aos vinhos da safra 2007 (Tabela 4.1).

A concentragdo dos 4acidos hidroxibenzobicos:  galico,
protocateico, p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico e elagico ¢
apresentada na Tabela 4.3. O 4cido galico foi o predominante,
representando, em média 76 % do total dos acidos hidroxibenzoicos
quantificados, e apresentou conteudo que variou entre 32,85 e 54,44 mg
L. A presenca de quantidades elevadas desse acido em vinhos tintos é
devido principalmente, a hidrélise de ésteres de flavondides galatos.
Seguindo o acido galico, o acido protocateico apresentou conteudos que
variaram entre 0,87 e 12,67 mg L'l, e o acido p-hidroxibenzdico
contetidos que variaram entre 0,59 a 2,09, ndo sendo detectado em 3
amostras. O conteudo dos acidos vanilico, siringico e elagico variou
entre 1,66 e 3,78 mg L'l, entre 0,98 e 4,22 mg L' ¢ entre 0,11 e 0,93 mg
L", respectivamente. Esses resultados estio de acordo com outras
pesquisas (Silva et al., 2005; Minussi et al, 2003).

Os dois fatores, variedade e safra, influenciaram
significativamente o conteido dos acidos hidroxibenzodicos (ANOVA
two-way; p< 0,05). Verificou-se que o conteido de &cidos
hidroxibenzdicos totais da safra 2007 foi superior aos da safra anterior
(p< 0,05) para todas as variedades, exceto para a Syrah 2007. Segundo
Revilla e Gonzalez-San José (2003) e Monagas et al. (2005) embora os
acidos hidroxibenzoicos sejam susceptiveis as praticas enologicas
evidéncias sugerem que o perfil de evolucdo desses compostos durante o
envelhecimento em garrafas ndo varia significativamente.
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3.2 Atividade antioxidante in vivo

Uma vez verificada a atividade antioxidante total in vitro dos
vinhos Cabernet Franc, Merlot, Sangiovese e Syrah, safras 2006 ¢ 2007,
contra os radicais DPPH e ABTS e a peroxidacdo lipidica (dados
apresentados no Capitulo 3), a atividade antioxidante in vivo desses
vinhos foi avaliada em camundongos. Avaliou-se a influéncia do
consumo de vinhos sobre a capacidade antioxidante total do plasma
(FRAP); os niveis de glutationa reduzida (GSH); a protecdo ao dano
oxidativo de lipidios e de proteinas, através da avaliagdo dos niveis de
peroxidacdo lipidica (TBARS) e carbonilagdo de proteinas (PC); como
também o monitoramento do principal sistema de defesa antioxidante
enzimatico, através das analises das atividades das enzimas catalase
(CAT), superoxido desmutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). Os
resultados dessas analises sdo apresentados nas Figuras 4.1 e 4.2.

Em nosso estudo nos verificamos que o grupo controle tratado
com etanol (Cet) ndo diferiu significativamente do grupo controle
tratado com 4agua (C), o que significa que o consumo de etanol ndo
modificou significativamente os pardmetros de atividade antioxidante in
Vivo analisados nesse estudo (Figuras 4.1 e 4.2). Resultados similares
aos encontrados em nossa pesquisa foram reportados por outros
pesquisadores (Rodrigo et al., 2005). O efeito do etanol no organismo ¢
ainda bastante contraditorio. Evidéncias epidemiologicas sugerem que o
consumo moderado de bebidas alcoolicas (20-30 g de alcool por dia) é
associado com uma redugcdo do risco de morte por doenca
cardiovascular (Renaud et al.,, 1998). Entretanto, outras pesquisas
afirmam que o consumo crénico de etanol promove efeitos toxicos ao
organismo, tais como a geracdo de espécies de radicais livres que por
sua vez podem danificar vérios tecidos (Mantle e Preedy, 1999),
diminuir os niveis de GSH (Scott et al., 2000) e comprometer a
atividade de enzimas antioxidantes (Rodrigo et al., 2002).

Os valores da capacidade antioxidante total do plasma, verificada
através do FRAP (uM TEAC) sdo apresentados na Figura 4.1. Quando
comparados com os grupos controle, os valores de FRAP aumentaram
significativamente com o consumo das amostras de vinhos, exceto o
grupo tratado com o vinho Sangiovese 2006 (p< 0,05). O aumento da
capacidade antioxidante do plasma gerado pelo consumo de vinhos
variou de 17,8 % a 70,7 %, verificando-se diferenca entre as variedades,
mas ndo entre as safras (ANOVA two-way; p< 0,05). Entre os vinhos da
safra 2006 a variedade Merlot obteve os maiores valores de FRAP,
seguida pela Syrah e Cabernet Franc. Enquanto que, entre os vinhos da
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safra 2007, aqueles provenientes das variedades Cabernet Franc e
Merlot promoveram os maiores aumentos nos valores de FRAP.

A influéncia do consumo de vinhos sobre a protegdo ao dano
lipidico foi avaliada pelo método de TBARS (Figura 4.1), através do
monitoramento dos nives de malonilaldeido (MDA), um aldeido usado
como indicador de danos teciduais que ¢ formado a partir da
peroxidacdo de membranas bioldgicas. A peroxidagdo lipidica ¢ um
processo mediado por radicais livres e envolve a formacdo de radicais
lipidicos, um rearranjo dos lipidios insaturados que resulta em uma
variedade de produtos de degradacdo que, eventualmente, promovem
danos as células (Ohkawa et al., 1979). Verificou-se que o consumo dos
vinhos promoveu uma diminui¢do significativa nos niveis do indice de
peroxidacdo lipidica quando comparados aos grupos controle (p< 0,05),
que variou de 6,3 a 34,1 %, demonstrando o efeito protetor do consumo
de vinhos sobre a prevencdo da lipoperoxidagdo. ANOVA two-way
revelou que os dois fatores, variedade e safra, influenciaram
significativamente os valores de TBARS (p< 0,05). As mais
significativas diminui¢des foram verificadas pelas amostras Sy (43,2 %)
e M (27,6 %) provenientes da safra 2007.

O aumento do estresse oxidativo também promove danos as
proteinas, como a carbonilacdo dessas moléculas (Esterbauer et al.,
1991). Verificamos no presente estudo uma diminuicao significativa nos
niveis dos indices de carbonilagdo de proteinas (PC) promovida pelo
consumo dos vinhos (Figura 4.1) quando comparados aos grupos
controle (p< 0,05), como também se verificou diferencas significativas
entre as safras e as variedades estudadas (ANOVA two-way; p< 0,05).
As variedades Cabernet Franc e Syrah foram as mais efetivas na
diminui¢do da PC nas duas safras avaliadas, promovendo uma inibi¢ao
que variou de 30,5 a 42,9 %.

O aumento da capacidade antioxidante do plasma devido ao
consumo de vinhos também foi verificado por outros autores, tanto em
animais (Orellana et al., 2002; Rodrigo et al., 2005) como em humanos
(Akgay et al., 2004) e acredita-se que este aumento protege os 6rgaos
contra os danos oxidativos causados pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs). Rodrigo et al. (2005) sugerem que o aumento da capacidade
antioxidante do plasma induzida pelo consumo de vinho contribui com
os sistemas de defesa antioxidante de oOrgdos como rins, figado e
pulmao, devido a sua alta taxa de perfusdo. Acredita-se que o aumento
da capacidade antioxidante do plasma, da inibi¢do da oxidacdo lipidica e
da carbonilagdo proteica promovidos pelo consumo de vinhos ocorra
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devido a alta capacidade que os compostos fendlicos presentes nos
vinhos possuem de atuar contra os radicais livres no organismo (Renaud
e Lorgeril, 1992; Frankel et al., 1995).

400+ 109

©
8
S

FRAP (M TEAC)
N
8

H
5
<

TBARS (nmol mg proteina™)

15
g 10 ’%
s 17 $
: B £
s WA <
o % a3

AR E

R S

Figura 4.1. Valores da capacidade antioxidante total do plasma (FRAP, TEAC
uM); indice de peroxidagio lipidica (TBARS; nmol mg proteina™), indice de
carbonilagdo de proteinas (PC, nM mg proteina™) e concentragio de GSH
hepatica (mmol mg proteina™) em figados de camundongos. C= grupo controle
tratado com agua; Cet= grupo controle tratado com etanol 12 %; CF06= grupo
teste tratado com vinho Cabernet Franc 2006; M06= grupo teste tratado com
vinho Merlot 2006; Sa06= grupo teste tratado com vinho Sangiovese 2006;
Sy06= grupo teste tratado com vinho Syrah 2006; CF07= grupo teste tratado
com vinho Cabernet Franc 2007; M0O7= grupo teste tratado com vinho Merlot
2007; Sa07= grupo teste tratado com vinho Sangiovese 2007; Sy07= grupo teste
tratado com vinho Syrah 2007. Letras diferentes significam diferenga estatistica
(Teste de Tukey, p< 0,05).
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Os niveis de GSH monitorados nos grupos controle e teste sdo
apresentados na Figura 4.1. No presente estudo verificou-se que ndo
houve uma diferenca significativa dos niveis de GSH hepatico entre os
grupos controle e teste (p< 0,05), o que sugere que o consumo de vinhos
nao afetou a homeostase do organismo dos animais. A GSH age como
um antioxidante intra e extracelular em conjunto com varios processos
enzimaticos em varias fungdes intracelulares, incluindo a detoxicacdo de
intermediarios das EROs e a reducdo de tiois de baixo peso molecular
(Ookhtens e Kaplowitz, , 1998). Durante a condigdo de estresse
oxidativo a GSH ¢ convertida em glutationa oxidada (GSSG) e,
conseqiientemente, a GSH pode ser reduzida (Doroshow et al., 1990).
Um aumento dos niveis de GSH também pode sugerir uma resposta
antioxidante do organismo ao aumento de agentes estressores.

A atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx sédo
apresentadas na Figura 4.2. Em nosso estudo nds verificamos que o
consumo dos vinhos diminuiu significativamente a expressdo dessas
enzimas antioxidantes (p< 0,05) em relagdo ao grupos controle (Figura
4.2). A SOD ¢ uma enzima que possui a capacidade de inibir a produgdo
de radicais hidroxila e reagir com radicais superoxidos e converté-los
em H,0,; uma quantidade excessiva destes metabdlitos pode iniciar uma
reacdo em cadeia letal que oxida e desativa estruturas que sdo
necessarias para a integridade e sobrevivéncia da célula (Ray e Husian,
2002). A enzima CAT cataliza a decomposicdo do peroxido de
hidrogénio em 4gua e oxigénio (Ray e Husian, 2002) enquanto que a
GPx converte o peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos lipidicos em
agua e lipidios alcoolicos, respectivamente (Doroshow et al., 1990).

ANOVA (two-way) revelou que o fator safra influenciou na
atividade das enzimas SOD e CAT, o que nao foi verificado para GPx;
enquanto que o fator variedade influenciou somente a atividade da GPx
(p< 0,05).

Verificou-se que a atividade da enzima SOD foi suprimida em
média 15 % pelos vinhos da safra 2006, onde o mais efetivo foi o vinho
Syrah (p< 0,05). J& na safra 2007 essa supressdo foi significativamente
maior, em média 43 %, ndo se verificando diferenca entre as variedades
(p< 0,05). O consumo dos vinhos promoveu uma diminui¢do da
atividade da CAT que variou entre 12,1 e 36,0 %, obtidos pelos vinhos
Merlot 2006 e Merlot 2007, respectivamente. Os vinhos Cabernet Franc
e Merlot provenientes da safra 2007 se mostraram mais efetivos na
diminuicdo da atividade da CAT quando comparados com o0s
provenientes da safra 2006 (p< 0,05); o contrario foi observado para a




101
Capitulo4

variedade Syrah (p< 0,05). A supressdo da atividade da enzima GPx
causada pelo consumo dos vinhos avaliados variou de 34,7 a 65,4 %.
Verificou-se que as variedades Syrah (2006 e 2007) e Sangiovese
(2007) apresentaram as mais significativas diminui¢des da atividade da
GPx (62,4 e 654 %). A diminuicdo da atividade dessas enzimas
promovida pelo consumo de vinho ¢ possivelmente devido a supressido
de EROs mediadas a nivel de transcripgdo, segundo Nielsen et al.
(1999).

CAT (umol min-*mg de prot%)
SOD (U SOD mg de proteina™)

0.4+
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o
S
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Figura 4.2. Valores das atividades das enzimas catalase (CAT; pmol min'mg
de prot™) e superdxido desmutase (SOD; U SOD mg proteina™) e glutationa
peroxidase (GPx; pmol min'mg de prot”) em figados de camundongos. C=
grupo controle tratado com agua; Cet= grupo controle tratado com etanol 12 %;
CF06= grupo teste tratado com vinho Cabernet Franc 2006; M06= grupo teste
tratado com vinho Merlot 2006; Sa06= grupo teste tratado com vinho
Sangiovese 2006; Sy06= grupo teste tratado com vinho Syrah 2006; CF07=
grupo teste tratado com vinho Cabernet Franc 2007; M0O7= grupo teste tratado
com vinho Merlot 2007; Sa07= grupo teste tratado com vinho Sangiovese 2007,
Sy07= grupo teste tratado com vinho Syrah 2007. Letras diferentes significam
diferenca estatistica (Teste de Tukey, p< 0,05).
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3.3 Relagdo entre a atividade antioxidante e a concentracdo de
compostos fendlicos

Em condigdes fisiologicas, as EROs so eliminadas por sistemas
de defesa antioxidante enzimaticos e ndo enzimaticos. Scavenging das
EROs, ligagdo de ions metalicos (envolvidos na reagdo de Fenton) e
degradagdo de perdxidos sdo os mecanismos comuns para prevenir a
propagacdo dos danos induzidos pelas EROs (Halliwell e Gutteridge,
1981). Um aumento na produgdo de EROs e um comprometimento da
capacidade antioxidante pode causar sérios danos e estresse oxidativo
celular e pode promover o desenvolvimento de diversas doengas. Neste
contexto, o consumo de vinho tinto é alvo de muitos estudos e
representa uma area de intensa pesquisa na prevencdo de transtornos
relacionados ao estresse oxidativo (Stanner et al., 2003). Uma vez que o
potencial antioxidante de vinhos tintos é atribuido ao seu teor de
compostos fendlicos, a influéncia dos compostos fendlicos quantificados
nas amostras de vinho sobre a atividade antioxidante in vivo promovida
pelo consumo de vinhos foi analisada através da analise de correlagdo
(p< 0,05).

Verificou-se que a capacidade antioxidante total do plasma
(FRAP) foi diretamente correlacionada com o contetido das antocianinas
delfinidina-3-glucosideo (R= 0,53), cianidina-3-glucosideo (R= 0,54) e
seus correspondentes acilados (R= 0,54 e 0,61, respectivamente).
Correlagdo positiva também foi verificada entre FRAP e as
concentracgdes dos acidos ferrulico (R= 0,59) e galico (R= 0,65) como
também com o contetido total de acidos hidroxibenzodicos (R= 0,62).

A protegdo a peroxidacdo lipidica verificada em nosso estudo
apresentou alta correlagdo com o contetido de todas as antocianinas
livres quantificadas (R= 0,57 a 0,78), como também com o conteido
total de antocianinas glucosiladas (R= 0,70), aciladas (R= 0,65),
cumadricas (R= 0,70) e antocianinas totais livres (R= 0,69). Entre os
flavonoides quantificados, a miricetina foi o Unico que apresentou
correlagdo com a diminuigao da lipoperoxidagdo (R= 0,48). O contetido
dos acidos cis-caftarico (R= 0,58), protocateico (R= 0,63), bem como o
total de acidos hidroxibenzoicos (R= 0,71 se mostraram correlacionados
com a protecao a lipoperoxidagao.

Verificou-se que a protecdo a carbonilagdo de proteinas foi
correlacionada positivamente com o conteudo de flavonoides totais (R=
0,50), destacando-se a alta correlacdo com o conteudo de laricitrina (R=
0,74) e isohramnetina (R= 0,72). Entre os acidos hidroxicinamicos, o
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trans-caftarico também contribuiu com a protecdo ao dano as proteinas
(R=0,51), como também os acidos hidroxibenzoicos vanilico (R= 0,65)
e siringico (R=0,50).

Correlagdo positiva também foi verificada entre a inibi¢do da
enzima CAT e o conteudo das antocianinas delfinidina-3-glucosideo
(R= 0,50) e cianidina-3-glucosideo (R= 0,63), bem como com os seus
derivados acilados (R= 0,46 e 0,58, respectivamente). O contetido de
hidroxibenzobicos totais também foi positivamente correlacionado com a
inibicdo dessa enzima (R= 0,45). O mesmo foi verificado para o acido
fertarico (R=0,51).

De forma geral verificou-se que a inibig¢do da SOD apresentou
correlagdo positiva com os conteudos totais de todos os compostos
fenolicos quantificados. Correlacdo foi verificada entre a inibicao dessa
enzima e o contetido de flavonoides totais (R= 0,50) e para o composto
miricetina (R= 0,62). Correlag@o positiva também foi verificada com as
antocianinas totais (R= 0,76), antocianinas glucosideos totais (R= 0,76),
antocianinas aciladas totais (R= 0,78), antocianinas cumaratas totais (R=
0,68), bem como com todas as antocianinas individuais quantificadas
nesse estudo (R= 0,58 a 0,86). O mesmo foi verificado para os acidos
hidroxicinamicos totais (R= 0,65), e para os acidos trans-caftarico (R=
0,52), cis-cutarico (R= 0,60) e trans-cutarico. O contetido total de HBA
(R= 0,89) e os acidos protocateico (R= 0,87) e vanilico (R= 0,64)
também foram altamente correlacionados com a inibicdo da SOD. A
inibicdo da enzima GPx foi correlacionada significativamente apenas
com o conteudo do acido hidroxibenzdico (R=0,78).

A partir desses resultados pode se afirmar que, embora os efeitos
benéficos do consumo de vinhos sejam devido ao sinergismo dos
compostos fenodlicos presentes nos mesmos, existem grupos de
compostos fenolicos, bem como compostos individuais, que atuam de
forma mais efetiva na atividade antioxidante promovida pelo consumo
de vinhos. Provavelmente isso ocorre devido as diferengas de estrutura
desses compostos. Para flavonodides, sabe-se que in Vvitro o numero e a
posicao dos grupos metil e hidroxil do anel B afetam diretamente a sua
estabilidade e reatividade. Em geral, uma maior capacidade antioxidante
¢ verificada em compostos que possuem a estrutura orto-dihidroxi no
anel B, pois esses compostos sdo eficientes doadores de hidrogénio
(Rice-Evans et al. 1996). A atividade antioxidante dos acidos fendlicos e
de seus ésteres também depende do niimero e da posi¢do dos grupos
hidroxil na molécula (Grootveld and Halliwell, 1986; Rice-Evans et al.
1996). A capacidade de captura de elétrons dos grupos carboxilatos nos
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acidos hidroxibenzodicos tem uma influéncia negativa sobre a sua
capacidade de doar hidrogénio pelos grupos benzoatos. Assim,
teoricamente os acidos hidroxicindmicos hidroxilados sdo mais efetivos
que seus respectivos benzoatos.

Os efeitos benéficos ao organismo promovidos pelo consumo de
compostos fendlicos, especialmente de vinhos, como foi verificado no
presente estudo, sdo relatados por outras pesquisas (Cartron et al., 2003;
Pignatelli et al., 2006). Mas explicar esses efeitos sobre o organismo e
como esse compostos desempenham essas fungdes biologicas nao €
simples, pois sdo poucos os dados sobre o mecanismo de absor¢do ¢ de
biodisponibilidade dos compostos fendlicos no organismo, uma vez que
o destino metabdlico desses compostos em sistemas bioldgicos ¢
altamente complexo e dependente de um grande niimero de processos.
Compostos fendlicos, tais como alguns acidos hidroxicinamicos e
hidroxibenzobico, quercetina, campferol e malvidina-3-glucosideo ja
foram detectados e quantificados em fluidos bioldgicos apds ingestdo de
vinho (Cartron et al., 2003; Pignatelli et al., 2006; Nardini et al., 2009).
Aparentemente, ap6s a ingestdo do vinho, os polifendis apresentam um
metabolismo rapido e extenso que resulta em apenas tracos desses
compostos em sua forma inalterada na circulagdo sistémica. A maioria
dos polifendis absorvidos esta presente no plasma e na urina em suas
formas conjugadas: metilada, glucuronada e sulfatadas. Esse fato indica
um extenso metabolismo de primeira passagem intestinal/hepatica das
formas primarias de compostos fenolicos ingeridos (Cartron et al., 2003;
Pignatelli et al., 2006; Vanzo et al., 2007; Nardini et al. 2009), assim, a
atividade bioldgica dos polifendis pode também ser atribuida a seus
metabolitos.

Os primeiros trabalhos realizados sobre a absor¢do e a
biodisponibilidade desses compostos apresentaram evidéncias de que
apenas os flavonoides livres (agliconas), seriam capazes de passar a
parede intestinal e serem absorvidos (Griffiths, 1982). No entanto,
estudos mais recentes contradizem esta hipotese. Chang et al. (2005)
verificaram que a quercetina-3- O-glucosideo foi rapidamente absorvida
e transformada em quercetina-glucuronida. De acordo com estudos em
animais ¢ humanos as antocianinas sdo absorvidas em sua forma
glicosilada ap6s o consumo oral (Matsumoto et al., 2001, Nielsen et al.,
2003), e o estdbmago parece ser um dos locais de absorcdo desses
compostos (Passamonti et al., 2003). Estudos recentes demonstraram
que os acidos hidroxicinadmicos de vinho branco sdo absorvidos pelo
trato gastrointestinal humano e circulam no sangue depois de serem
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amplamente metabolizados para as formas conjugadas glicuronada e
sulfatada (Nardini et al., 2009). Vanzo et al. (2007) relataram que o
acido trans-caftarico ¢ rapidamente absorvido pelo estomago, passa pelo
figado, pode atingir o cérebro, e é absorvido, metabolizado e excretado
como acido trans-fertarico pelos rins.

Deve-se ressaltar que, embora a atividade antioxidante de vinhos
¢ um dos principais mecanismos bioldgicos aceitos para a comprovada
atividade biologica dos compostos fendlicos, outros mecanismos
biologicos sdo propostos, incluindo o vaso relaxamento mediado pelo
oxido nitrico (Diebolt et al., 2001; Dell'Agli et al., 2005), a atividade
estrogénica (Klinge et al., 2003), a inibi¢do da agregacdo plaquetaria
(Demrow et al., 1995) e a modulagdo do metabolismo lipidico (Frankel
etal., 1993a).

4 CONCLUSAO

De modo geral, as concentragdes dos compostos fendlicos
quantificados nesse estudo sdo adequadas para vinhos finos de qualidade
o que demonstra o potencial da regido para a producdo de vinhos finos.
Verificamos também nesse estudo que o consumo desses vinhos
promoveu aumento na atividade antioxidante in vivo de camundongos,
verificadas pelo aumento dos niveis de FRAP, diminui¢do dos niveis de
TBARS e PC, e supressdo da atividade das enzimas CAT, SOD e GPx.
Além disso, a atividade antioxidante promovida pelo consumo de vinho
foi correlacionada com os principais compostos fenolicos quantificados.
Observaram-se diferencas significativas entre essas correlagdes, o que
sugere uma diferenca na atividade bioldgica desses compostos. Nossos
resultados sugerem a importante atividade bioldgica dos compostos
fenolicos sobre a atividade antioxidante promovida pelo consumo de
vinhos, como também o beneficio do consumo moderado e continuo de
vinhos.
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RESUMO

A determinagdo do contetdo dos estilbenos cis-resveratrol, trans-
resveratrol, Cis-piceid, trans-piceid e do tirosol foi realizada em vinhos
tintos provenientes da regido de Sdo Joaquim, uma nova regido viticola
localizada no Estado de Santa Catarina, sul do Brasil. O efeito do
consumo cronico desses vinhos sobre as atividades antioxidante e
hipolipemiante foram verificados em camundongos C57BL6 knockout
para o receptor de LDL submetidos a dieta hipercolesterolémica, através
do biomonitoramento de marcadores do estresse oxidativo e dos niveis
lipidicos nos animais. Os resultados revelaram vinhos com significativos
contetidos de estilbenos e tirosol. A soma dos estilbenos quantificados
variou entre 12,74 e 52,81 mg L'l, com média de 27,42 mg L
Verificou-se também a predominancia das formas glicosiladas (média=
10,1 mg L) sobre as livres (média= 3,6 mg L) e dos isbmeros trans
(média= 8,3 mg L) sobre os cis (média= 5,4 mg L™). A concentragido
média de tirosol quantificada nas amostras de vinhos foi de 37,0 mg L™,
variando de 23,40 a 47,85 mg L. O biomonitoramento da atividade
antioxidante e hipolipemiante in vivo revelaram que o consumo de
vinhos promoveu um aumento na capacidade antioxidante nos animais,
verificado pelo aumento nos niveis de atividade antioxidante total do
plasma (FRAP), e no figado, pela diminui¢do dos niveis dos indices de
peroxidacdo lipidica e carbonilagdo protéica, e pela diminuigdo da
atividade das enzimas superoxido desmutase e catalase. O consumo de
vinhos reduziu significativamente a hipercolesterolemia e a
hipertrigliceridemia promovidas pela dieta hipercolesterolémica, como
também diminuiu o indice aterogénico e aumentou significativamente os
valores de colesterol de alta densidade (HDL). Significativas correlagdes
foram verificadas entre os efeitos benéficos do consumo de vinhos e o
contetido dos estilbenos e tirosol quantificados, demonstrando a
importante atividade biologica desses compostos.

Palavras-chave: vinhos Vitis vinifera, estilbenos, tirosol, atividade
antioxidante, atividade hipolipemiante.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos demonstram que o consumo moderado
de bebidas alcodlicas esta associado a redug¢do da mortalidade e do risco
de doencas cardiovasculares (Goldberg et al., 1995a). Entre essas
bebidas, destaca-se o vinho tinto, principalmente apos a divulgagdo do
estudo epidemiolégico conhecido como ‘“Paradoxo francés”, o qual
confirma os efeitos benéficos do consumo de vinhos tintos sobre a
diminuig¢do do risco de desenvolvimento de doengas cardiacas (Renaud
e Lorgeril, 1992). Além disso, o consumo de vinhos também esta
associado com a inibicdo de tumores iniciais (Clifford et al., 1996;
Delmas et al., 2006) além de possuir elevada atividade antioxidante
(Paganga et al., 1999; Kirimlioglu et al., 2006). Esses beneficios,
associados ao consumo de vinhos, sdo atribuidos aos compostos
fenolicos presentes em elevadas concentragcdes em vinhos tintos (Burns
et al., 2000).

Dentre os compostos fendlicos, o grupo dos estilbenos ¢ um dos
que mais se destacam, sendo o resveratrol (3,5,4 'trihidroxiestilbeno) um
dos principais representantes em vinhos. Entre os monomeros de
estilbenos, o trans-resveratrol, o primeiro estilbeno detectado em
vinhos, ¢ a fitoalexina da videira mais amplamente estudada, devido a
sua importancia para a saude humana, embora esteja presente em baixas
concentracdes em vinhos (1-5 mg L'l) (Lamuela-Raventos al. 1995;
Ribeiro de Lima et al., 1999). Além do isomero trans, outras formas
deste trihidroxiestilbeno foram encontradas. O cis-resveratrol foi o
segundo estilbeno detectado em vinhos (Goldberg et al., 1995¢; Soleas
et al., 1995), ¢ € normalmente encontrado em menores concentracdes
que a forma trans, e¢ segundo algumas pesquisas, ¢ menos ativo
biologicamente que a sua forma trans (Ribeiro de Lima et al., 1999;
Varache-Lembeége et al., 2000; Vitrac et al., 2002). Uma vez que o Cis-
resveratrol comumente ndo ¢ detectado nas cascas de uva e nem em
sucos, ou detectado em baixas concentragdes, acredita-se que ele seja
formado a partir da isomerizagdo do trans-resveratrol ou a partir da
quebra de polimeros de resveratrol durante a fermentagdo do vinho
(Mattivi et al., 1995; Soleas et al., 1995; Roggero, 1996; Gatto et al.,
2008). A forma glicosilada (3-B-glicosideo) do trans-resveratrol (piceid)
também foi identificada em vinhos (Jeandet et al., 1994; Roggero e
Archie, 1994), e sua presenga foi confirmada em uvas (Waterhouse e
Lamuela-Raventds, 1994). Os glicosideos de ambos os isdmeros sdo
relatados como constituintes naturais de uvas e vinhos tintos (Lamuela-
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Raventds et al., 1995; Gatto et al., 2008), embora ainda sejam ainda
pouco estudados.

O crescente interesse no resveratrol ¢ baseado, principalmente,
em evidéncias que afirmam que esse composto age ativamente na
prevencdo de doencas cardiacas coronarianas (Seigneur et al., 1990;
Siemann e Creasy, 1992; Giil¢in, 2010). Esse efeito pode ser devido ao
seu potencial antioxidante (Frankel et al., 1995; Murcia e Martinez-
Tomé, 2001: Queiroz et al., 2009), a sua capacidade de inibir a oxidagdo
da lipoproteina de baixa densidade (Frankel et al., 1993a) e a sintese de
eicosanoides (Pace-Asciak et al., 1995; Ruf, 1999) e também bloquear a
agregacdo plaquetaria (Bertelli et al., 1995; Pace-Asciak et al., 1995).
Além disso, o resveratrol possui propriedades antiinflamatorias e
anticancerigenas (Fremont et al., 2000; Jang et al., 2000). Diplock et al.
(1999) afirmam que vinhos com elevado teor de resveratrol podem ser
considerados “vinhos funcionais” devido aos efeitos benéficos do
resveratrol sobre a satde, uma vez que o resveratrol ¢ um dos mais
importantes principios ativos do vinho tinto.

Estudos mais recentes demonstram que outro composto fendlico
presente em vinhos, o tirosol, também possui importante efeito
cardioprotetor sendo um dos principais compostos presentes na Dieta do
Mediterraneo e também correlacionado com o “Paradoxo francés”
(Dudley et al., 2008). O tirosol (2-(4-hidroxifenol)etil alcool) é um
composto presente no vinho produzido partir da tirosina (4-
hidroxifenil)-L-fenilalanina) pelas leveduras durante a fermentacdo do
mosto, € ¢ o unico composto fenodlico produzido em quantidades
significativas a partir de precursores ndao fenolicos. Esse composto
influencia o flavour, contribuindo no bouquet de mel de alguns vinhos
(Jackson, 2000). Estudos afirmam que esse composto possui
propriedades antioxidantes tais como: inibir a oxida¢do de LDL (Di
Benedetto et al., 2007) e capturar espécies reativas como NOO™ e Oy,
(Bertelli et al., 2002; Covas et al., 2003). Evidéncias mostram que o
tirosol também possui capacidade de modular os niveis de LDL em
humanos (Covas et al., 2006), além de possuir acdo cardioprotetora
(Dudley et al., 2008) e neuroprotetora (Bu et al., 2008). Bastante
conhecido como um dos compostos biologicamente mais ativos presente
no azeite de oliva, e um dos principais responsaveis pelo efeito
cardioprotetor desse produto (Di Benedetto et al., 2007), em vinhos, o
tirosol, embora encontrado em concentragdes significativas, ainda ¢
pouco estudado, e pesquisas sobre o efeito desse composto bem como
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qual a sua contribui¢do para os efeitos benéficos promovidos pelo
consumo de vinhos ainda sdo escassas.

A literatura destaca resultados sobre a atividade biologica do
mondmero trans-resveratrol, porém sdo poucos os dados sobre as outras
formas monoméricas desses estilbenos. Também sdo descritos estudos
sobre a atividade bioldgica do tirosol proveniente do azeite de oliva,
porém, embora esse biofenol esteja presente em concentragdes
significativas em vinhos tintos e em vinhos brancos poucos dados sobre
a sua contribuicdo na atividade bioldgica desses meios sdo relatadas.
Assim, o objetivo desse trabalho foi determinar o contetido dos
principais estilbenos mondmeros: Cis-resveratrol, trans-resveratrol, Cis-
piceid e trans-piceid e do biofenol tirosol usando HPLC-DAD em
vinhos tintos de Sdo Joaquim, uma nova regido viticola do Estado de
Santa Catarina, sul do Brasil, bem como avaliar a capacidade
antioxidante e hipolipemiante in vivo desses vinhos, e verificar a
contribuicdo desses compostos sobre a atividade biologica promovida
pelo consumo de vinhos, através da correlagdo dos resultados in vivo
com os conteudos de estilbenos e tirosol encontrados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Padrdes e reagentes

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC e foram
adquiridos da Carlo Erba (Rodano, Italia). Trans-resveratrol foi
adquirido da Extrasynthése (Genay, Franga); cis-resveratrol foi obtido
por fotoisomerizacdo do trans-resveratrol apos exposi¢do a luz UV
(254nm) por 24 horas (Mattivi et al., 1995). Tirosol, a enzima glutationa
redutase (GR), os reagentes terc-butil hidroperdxido, acido 5,5 -ditiobis-
2-nitrobenzdico (DTNB); nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato na
forma reduzida (NADPH); 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH); &acido
tiobarbiturico (TBA); perdxido de hidrogénio; 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ); hidroxitolueno butilado (BHT); TROLOX; glutationa reduzida
(GSH); GSSG e epinefrina foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, USA). Kits enzimaticos para as analises de lipidios foram
obtidos da Labtest Diagndstica SA (Lagoa Santa - Minas Gerais, Brasil).

2.2 Amostras

Foram analisados os vinhos das variedades Cabernet Franc,
Merlot, Sangiovese e Syrah, safras 2006 e 2007, provenientes de S&o
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Joaquim. A regido de Sdo Joaquim esta localizada no Estado de Santa
Catarina, em altitudes que variam de 800 a 1.400 m, e caracteriza-se por
apresentar as maiores altitudes da vitivinicultura brasileira com
vinhedos a altitudes que variam de 900 a 1.400 m. De acordo com o
sistema de Classificacdo Climatica Multicritério Geoviticola - Sistema
CCM Geoviticola (Tonietto e Carbonneau, 2004) o clima viticola da
regido de Sdo Joaquim ¢ classificado como “Frio, de Noites Frias e
Umido”: TH-2 IF+1 IS-2, Indice Heliotérmico-IH-2 de 1.714; Indice de
Frio Noturno-IF de 12,1 °C; e Indice de Seca-IS 200 mm, umido. O solo
da regido foi classificado como Inceptisol (Falcdo et al., 2008a). Os
vinhedos estdo localizados a 28° 15’ lat., 49° 50’ long. ¢ a 1.290 m de
altitude. As videiras das variedades estudadas foram implementadas em
2003 e os clones utilizados foram Cabernet Franc 986, Merlot 181,
Sangiovese VCR23 e Syrah VCRI1. O porta-enxerto usado foi o Paulsen
1103 (V. berlandieri Planch x V. rupestris Scheele) e o sistema de
condugao foi o tipo espaldeira, com espagamento 3,0 x 1,2 m. Durante o
periodo dos ensaios, todos os tratos culturais necessarios foram
realizados, de acordo com as recomendagdes para a cultura. Os
rendimentos médios das quatro variedades variaram entre 7 ¢ 6 t.ha™.

2.3 Producao dos vinhos

Todos os vinhos foram produzidos sob as mesmas condi¢des. As
uvas foram separadas das hastes, esmagadas, e mantidas em cubas de
aco inoxidavel. O periodo de maceracdo foi de 15 dias, com uma ou
duas remontagens didrias e temperatura entre 22 °C e 28 °C. Antes de
iniciar a fermentagdo alcoolica, foram adicionadas ao mosto:
metabissulfito de potassio (12 g 100 kg™ de mosto, correspondente a 60
mg L de SO, livre) (Noxitan, Pascal Biotech, Paris) Saccharomyces
cerevisae (20 g 100 kg) (Fermol Rouge, Pascal Biotech, Paris), ¢ as
enzimas comerciais com atividade pectinolitica (2-4 g hL']) (Pectinex
SPL/Ultra,Pascal Biotech, Paris). O mosto foi separado das partes
solidas e transferido para outras cubas de ago inoxidavel. O consumo do
acido malico pelas bactérias lacticas ocorreu espontaneamente entre 60-
75 dias. Terminadas as fermentacdes alcodlica ¢ malolatica os vinhos
foram tranferidos para barris de carvalho francés onde permaneceram
por aproximadamente 1 ano. Antes do engarrafamento foi adicionado
Noxitan (35 mg L™ de SO, livre, em média). As amostras de vinhos
provenientes das safras 2006 e 2007 foram analisadas apo6s 1 e 2 anos de
guarda, respectivamente, e foram mantidas a 10 °C antes das analises.
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2.4 Andlises cromatogréficas
2.4.1 Estilbenos nomémeros

Preparacdo das amostras

A preparagdo das amostras foi realizada de acordo com Mattivi
(1993b). A amostra de vinho (50,0 mL) foi adicionado 0,5 mL de uma
solugdo alcoolica de trans-4-hidroxiestilbeno (padrao interno, 200 mg L
", essa solucdo foi neutralizada (pH 7,0) com NaOH, e apds a
neutralizacdo o volume foi aferido para 100 mL com agua destilada.
Uma aliquota de 10 mL dessa solug@o foi aplicada em cartucho C18-
SPE (1g, Waters, Milford, MA) previamente ativado com 4 mL de
metanol seguido de 10 mL de solu¢do tampao pH 7,0. O cartucho foi
entdo lavado por duas vezes com 10 mL de solugdo tampao pH 7,0. O
cartucho foi seco com N, para retirada de toda a solucdo de lavagem e
entdo os estilbenos foram eluidos com 5,0 mL de acetato de etila. A
fragdo obtida foi congelada em freezer (-18 °C) e mantida por 30
minutos, a fragdo organica foi entdo retirada, seca em rotaecvaporador
(40 °C) e redissolvida em solugdo metanol/ agua (1:1), filtrada em
cartucho 0,22 um (Millipore, Bedford, MA) e imediatamente injetada
em HPLC-DAD. A preparagdo das amostras e andlises foram realizadas
em triplicata para cada vinho.

Analise CLAE-DAD

A separagdo e quantificagdo dos estilbenos: trans-resveratrol, Cis-
resveratrol, trans-piceid e cis-piceid foi realizada de acordo com Mattivi
(1993b) e Mattivi et al. (1995). Utilizou-se o sistema HPLC Waters
2695 equipado com detector DAD 2996 (Waters, Milford, MA) ¢ a
coluna de fase reversa Hypersil ODS 200 mm x 2,1 mm (5 um), com a
respectiva pré-coluna (Merck, Alemanha). Acido fosforico (10 “M) e
acetronitrila foram os solventes A e B, respectivamente, e o seguinte
gradiente linear foi utilizado para a separagdo dos compostos: 0 a 50 %
do solvente B em 25, a coluna foi lavada com 100 % de B por 3 minutos
e reequilibrada por 5 minutos. O fluxo utilizado foi 0,6 mL min™, o
volume de injegdo foi de 6 YL e a temperatura da coluna foi 40 °C.

A detecgdo foi realizada a 310 nm para os isémeros trans e 282
nm para os isOmeros CiS. A identificacio e quantificacdo dos piceid
foram realizadas com base nos espectros UV das respectivas agliconas,
uma vez que o perfil dos espectros UV das formas glicosidicas sao
idénticas aquelas das respectivas agliconas e o seu coeficinete de
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extinsdo molar sdo bastante similares. Os compostos foram
quantificados por curvas de calibragdo externas. A quantificacdo dos
estilbenos glicosilados (piceid) foi realizada por curvas de calibragdo
externas das respectivas formas livres, calculadas de acordo com a perda
do padrio interno, e expressas em mg L (Mattivi et al., 1995).

2.4.2 Tirosol

Analise CLAE-DAD-MS

As amostras de vinho foram filtradas em filtro de 0,22 um (PTFE,
Millipore, Bedford, MA) antes da injecdo no sistema CLAE Waters
2690 (Waters, Milford, MA, E.U.A.) equipado com DAD Waters 996 ¢
Micromassa ZQ com analisador quadrupolo e fonte de ioniza¢do por
eletrospray- espectrometria de massa (ESI-MS). O detector do sistema
de espectrometria de massa foi operado a uma voltagem de capilaridade
de 3000 V, tensdo do extrator de 3 V, temperatura de 105 °C,
temperatura de dessolvatagdo de 200 °C, fluxo de gas (N;) de 61 Lh' e
um fluxo de gas de dessolvatagdo ( N,) de 460 L h'. ESI-MS variou de
m/z 100-1500 com um tempo de permanéncia de 0,1 s. A separacdo
cromatografica foi realizada em uma coluna Gemini RP18
(Phenomenex) (250 x 2,0 mm, 5 mm), protegido por uma pré-coluna. O
solvente A foi 1 % de acido formico em agua e o solvente B foi
acetronitrila. O seguinte gradiente linear foi utilizado: de 0 a 20 % de B
em 40 min., de 20 a 100 % de B em 0, 1 min., 100 % de B durante 2
minutos, ¢ retorno a 0 % de B em 0,1 min. O tempo de equilibrio da
coluna foi de 5 min., o volume de inje¢do foi de 10 pL e o fluxo de 0,4
mL min”. A temperatura da coluna foi de 40 °C. A identificacdo foi
realizada com base em seu tempo de retencdo, de seu ion molecular e
fragmento principal dado pelo MS através da comparagdo com o
respectivo padrdo externo. O coeficiente ideal de variagdo (CV) foi 20.
O ion molecular (M-H) do tirosol (m/z 121,00) foi usado para a
quantificacio do composto, expresso em mg L', a partir de curva
externa do respectivo padrio.

Repetibilidade do método e limites de deteccéo e quantificacao

A repetibilidade do método foi baseada em seis determinagdes
diretas consecutivas aplicadas ao mesmo vinho. O Coeficiente de
Variagdo (CV%) obtido para o tirosol foi: 6,19 %. Os limites de
deteccao (LOD) e quantificacdo (LOQ) para o método CLAE-DAD-MS
foram estimados em uma relagdo sinal-ruido de 3 e 10, respectivamente,
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e foram os seguintes: 0,323 e 1,064 mg L ! (R2 =0,9977). Os resultados
foram considerados adequados.

2.5 Animais e dietas

Para avaliagdo das atividades antioxidante e hipolipemiante
foram utilizados camundongos C57BL6 knockout para o receptor de
LDL (LDLr-/-), machos (18 — 20 g de peso), provenientes do Biotério
do Laboratério de Bioquimica Experimental do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas sob condigdes controladas (ciclo
claro-escuro de 12 h, temperatura 21 + 2 °C, ~ 60 % umidade do ar),
recebendo ra¢ao comercial e agua ad libitum para adaptacdo. Os animais
foram aleatoriamente divididos em 14 grupos (n= 6): dois grupos
controle alimentados com uma dieta padrdo normal para roedores, um
grupo tratado com agua (DNA) e outro com solugdo alcodlica 12 %
(DNE) por 30 dias; dois grupos controle alimentados com uma dieta
hipercolesterolémica (20 % de gordura, 1,25 % de colesterol e 0,5 % de
acido colico) onde um grupo foi tratado com agua (DHA) e outro com
solucdo alcoolica 12 % (DHE) por 30 dias; e 8 grupos testes: Cabernet
Franc (CF06 e CF07), Merlot (M06 e M07), Sangiovese (Sa06 e Sa07) e
Syrah (Sy06 e Sy07) tratados com os reslpectivos vinhos, safras 2006
(06) e 2007 (07), por 30 dias (7,0 mL kg ), ¢ alimentados com a dieta
hipercolesterolémica. O tratamento foi realizado diariamente por
gavagem. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animal da UFSC (CEUA- PP00542).

2.6 Atividade antioxidante in vivo

A partir do plasma foi realizada a analise da capacidade
antioxidante total do plasma (FRAP); e a partir do figado dos animais
foram realizadas as andlises de avaliacdo da peroxidacdo lipidica
endogena (TBARS); avaliacdio do dano oxidativo as proteinas por
carbonilagdo (PC); avaliagdo da glutationa reduzida (GSH) e atividade
das enzimas catalase (CAT) e superdxido desmutase (SOD).

A avaliago da capacidade antioxidante total do plasma (FRAP)
foi determinada através do potencial antioxidante redutor férrico (Benzie
e Strain, 1996). Essa andlise avaliou a capacidade do plasma em reduzir
o complexo de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe(Ill) a
Fe(II)-TPT. O complexo com Fe(Il) foi medido a 539 nm. A capacidade
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antioxidante total do plasma foi expressa como equivalente de
TROLOX (TEAC uM).

A avaliagdo da peroxidacdo lipidica enddgena (TBARS) foi
realizada pela deteccdo dos seus derivados lipoperdxidos, através de
substincias que reagem com o acido tiobarbitirico (Ohkawa, 1979).
Essa analise foi realizada com o homogenato do figado misturado a uma
solu¢do contendo TBA, NaOH, BHT e acido fosférico. A amostra foi
incubada a 100 °C por 15 min e depois adicionou-se butanol.
Posteriormente os tubos foram agitados vigorosamente e centrifugados a
2000 g por 5 min. A fase orgdnica foi removida e medida
espectrofotometricamente em 532 e 600 nm. Para o branco foi
substituido a solugdo de TBA por HCL. Os resultados foram expressos
como indice de peroxidacdo lipidica por g de proteina (TBARS —nM g
proteina™).

Avaliag¢do do dano oxidativo as proteinas por carbonilacdo (PC),
quantificada pelo conteudo de proteina carbonilada, foi realizada
conforme descrito por Levine e Stadtman (1990). Os homogenatos dos
figados foram centrifugados, o sobrenadante foi removido e adicionou-
se aos precipitados 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). As amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 1 hora, sendo
vigorosamente agitadas a cada 15 min. Entdo, adicionou-se TCA 20 % e
os tubos foram agitados e centrifugados por 6 min a 15000 g. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados resultantes foram
dissolvidos em guanidina e incubados por 15 min a 37 °C, para
dissolucdo. As absorbancias maximas no intervalo de 360 — 370 nm
foram determinadas e os valores finais das proteinas carboniladas
quantificados utilizando o coeficiente de extingdo molar de 22 mM. Os
brancos foram preparados substituindo-se a DNPH por HCIL. Os
resultados foram expressos como indice de carbonilagdo de proteinas
(nM g proteina’l).

A avaliagdo da glutationa reduzida (GSH) foi realizada através do
monitoramento da concentracdo de pequenos tidis apos a obtengdo dos
extratos acidos hepaticos (Anderson, 1995). Amostras de figado foram
precipitadas com TCA seguidos de centrifuga¢do a 5000 g durante 5
min. A adi¢do de DTNB em tampao fosfato de potassio permitiu, apds
cerca de 2 min, a obtengdo maxima de formag¢do do anion tiolato (TNB)
de cor amarela, mensuravel em 412 nm. Os valores foram expressos em
mM g proteina’l.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi verificada através do
monitoramento da velocidade de decomposi¢cdo do peroxido de
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hidrogénio (H,0,), medido a 240 nm (Aebi, 1984). Para esse ensaio,
utilizou-se a solucdo de perdxido de hidrogénio em tampao fosfato de
potassio pH 7,0 preparada e titulada no dia da analise. Em uma cubeta
de quartzo, foram colocados 2 mL da solugdo de H,O, e 20 pL de
amostra. Apos homogeneizagdo a velocidade de decomposi¢do do H,O,
foi medida durante 20 segundos. Os valores foram expressos em mM de
H,0, consumido/ min.g proteina (nM min. "'g proteina™).

A atividade da enzima superdxido desmutase (SOD) foi
determinada espectrofotometricamente a 480 nm pela medida da
inibicdo da oxidagdo da epinefrina (mudanga de pH 2,0 para pH 10,0)
que produz o anion superéxido e um cromoéforo roseo, o adrenocromo
(Misra e Fridovich, 1972). Quando a amostra ¢ adicionada, a enzima
(SOD) presente nesta aliquota retardava sua formagfo. Numa cubeta
contendo glicina (pH 10,2) foi adicionada a adrenalina e entdo a
velocidade de formagdo do adenocromo foi monitorada durante cerca de
100 s a partir do inicio da reacdo, para entdo adicionar a aliquota da
amostra. O tempo total de monitoramento da reagdo foi de 3 min.
Curvas de 4 ou 5 pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade
enzimatica da SOD. Os valores da SOD (U SOD g proteina ) foram
expressos em termos de atividade da enzima, definida como a
quantidade de enzima necessaria para diminuir a metade a velocidade de
formagdo do adrenocromo.

O teor de proteina foi determinado pelo método de Lowry et al.
(1993), utilizando albumina bovina como padrao.

2.7 Avaliacoes dos niveis lipidicos

As avaliagdes dos niveis lipidicos dos animais, colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL e triglicerideos foram realizadas através
de kits enzimaticos comerciais (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa -
Minas Gerais, Brasil).

2.8 Andlise Estatistica

Todas as analises quimicas e bioldgicas foram realizadas em
triplicata. ANOVA (two-way) e Teste Tukey HSD foram realizados no
programa STATISTICA 6 (2007) e ORIGIN (2001) admitindo nivel de
significancia de 5 %.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Conteldo de estilbenos e tirosol

Os resultados do contetido dos estilbenos trans e cis-resveratrol,
trans e cis- piceid quantificados nas amostras de vinhos sdo
apresentados na Tabela 5.1. Verificou-se que as concentragcdes médias
das formas glicosiladas (piceid) variaram entre 11,91 mg L™ (trans-
piceid) ¢ 8,29 mg L™ (cis-piceid) e das formas livres entre 4,72 mg L™
(trans-resveratrol) e 2,50 mg L™ (cis-resveratrol), verificando-se a
predominédncia das formas glicosiladas, como ja reportado por outros
pesquisadores tanto em uvas (Gatto et al., 2008) como em vinhos
(Ribeiro de Lima et al., 1999; Vitrac et al., 2005). Entre os isdmeros
quantificados (cis e trans) verificou-se que a forma trans foi
predominante, tanto na forma livre (resveratrol) quanto na conjugada
(piceid), sendo que essa tendéncia é observada como tipica em vinhos
(Mattivi et al., 1995; Vitrac et al.,, 2002). Goldberg et al. (1995c)
sugeriram que o isomero Cis pode ser produzido durante a fermentagdo
por enzimas fermentativas ou pela quebra de viniferinas. A hidrélise
enzimdtica de glicosideos de resveratrol também leva a formacdo das
formas livres cis e trans-resveratrol (Mattivi et al., 1995).

Verificou-se que os fatores safra e variedade influenciaram
significativamente o conteudo de estilbenos totais (p< 0,05; ANOVA
two-way). Na safra 2006 os vinhos Syrah ¢ Merlot apresentaram os
maiores conteudos de estilbenos totais, sendo que na safra posterior os
maiores conteudos foram verificados nos vinhos Cabernet Franc e
Merlot (p< 0,05). A variedade Merlot ¢ comumente citada como uma
das variedades que apresenta tipicamente altas concentragdes de
estilbenos (Rosier et al., 2003; Vitrac et al., 2005). Embora as variacoes
climaticas influenciem significativamente a sintese de estilbenos
(Goldberg et al., 1995b), a influéncia da variedade da uva na
concentracdo desses compostos ¢ relatada por varios estudos (Adrian et
al., 2000; Vitrac et al., 2005; Gatto et al., 2008), e ocorre porque o
genotipo desempenha um papel fundamental na determinagdo do
contetido de resveratrol em uvas, como demonstrado pela primeira vez
por Gatto et al. (2008).

Os vinhos analisados apresentaram, em média, conteudo
significativo de estilbenos. As concentragdes de estilbenos totais (soma
das formas cis e trans-piceid e cis e trans-resveratrol) variaram de 12,74
a 52,81 mg L', com média de 27,42 mg L. Esses valores sdo
superiores aos relatados por Ribeiro de Lima (1999) em vinhos
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portugueses e franceses, por Vitrac et al. (2002) em vinhos franceses,
por Baptista et al. (2001) em vinhos portugueses e por Lamuela-
Raventos et al. (1995) em vinhos espanhois. Nossos resultados sdo
semelhantes aos relatados por Vitrac et al. (2005) que também avaliaram
o conteido de estilbenos em vinhos da regido sul do Brasil. Esses
autores afirmam que os vinhos brasileiros jovens, em especial vinhos da
variedade Merlot, apresentaram em média elevados conteudos de
estilbenos e que esses vinhos brasileiros podem constituir uma
importante fonte de estilbenos da dieta. Altas concentragdes de trans-
resveratrol também foram relatados por Rosier et al. (2003) em vinhos
brasileiros. Esses dados confirmam uma hipétese empiricamente
relatada nessa regido do Brasil, de que as condi¢des climaticas e
orograficas dessa regido estimulam a produgdo de estilbenos pelas
videiras, 0 que consequentemente promove elevadas concentragdes de
estilbenos em vinhos produzidos na regido sul do Brasil. Além disso,
verificou-se que o conteido de estilbenos totais, como também das
formas glicosiladas e livres estdo em concordincia com os valores
relatados por Adrian et al. (2000) que avaliaram o contetidos desses
estilbenos em vinhos Pinot Noir, provenientes de famosas regides da
Franga (apelagdo Grand Cru) e conhecidos por suas altas concentra¢des
de estilbenos.

As amostras de vinho apresentaram uma concentra¢ao
relativamente elevada de tirosol (média de até 37 mg L), apresentadas
na Tabela 5.1, que quando comparada com outras pesquisas (Minussi et
al., 2003; Monagas et al., 2007; La Torre et al., 2008). Esses valores
variaram de 23,40 a 47,85 mg L™, conteudos quantificados nas amostras
dos vinhos Sangiovese 2007 e Merlot 2006. Nos vinhos provenientes da
safra 2006 as maiores concentracdes de tirosol foram verificadas nas
amostras Merlot (47,85 mg L") e Syrah (46,74 mg L), que ndo
diferiram significativamente (p< 0,05), seguidas pela Cabernet Franc
(41,32 mg L") e Sangiovese (35,41 mg L™). J4 na safra 2007 a maior
concentracdo de tirosol foi verificada na variedade Merlot (44,13 mg L~
", seguida pelas variedades Cabernet Franc (35,41 mg L), Syrah
(26,42 mg L") e Sangiovese (23,40 mg L ™). Verificamos assim que, em
relacdo as diferentes variedades estudadas a Merlot foi a que apresentou
as maiores concentragdes de tirosol e a Sangiovese as menores,
independente da safra avaliada (p< 0,05). Esses resultados estdo de
acordo com outros estudos que relatam diferencas significativas no
contetido desse biofenol entre diferentes variedades (Minussi et al.,
2003; Boselli et al., 2006).




Tabela 5.1. Estilbenos mondmeros e tirosol quantificados nas amostras de vinhos das diferentes variedades.

Trans- Cis- Trans- Cis- Estilbenos Tirosol
resveratrol resveratrol piceid piceid totais
Cabernet Franc 2006 3,7240,06 2 1,70+0,08%  10,53+0,342 5,26+0,192 21,202 41,3242,07°
Merlot 2006 5,54+0,07°  0,70£0,06°  14,39+0,55° 6,93+0,26° 27,56° 47,85+1,65°
Sangiovese 2006 3,2240,08°  1,25+0,05°¢ 9,38+0,23 ¢ 4,144+0,17°¢ 17,99°¢ 36,57+1,78°¢
Syrah 2006 7,44+0,11%  6,88+0,13%  10,30+0,41%¢  13,29+0,43 ¢ 37,90¢ 46,74+1,32°
Cabernet Franc 2007 3,80+0,08%  2,04+0,04°  12,23+0,37° 7,95+0,30° 26,02° 35,41+0,97°¢
Merlot 2007 7,36+0,11 ¢ 3,71+0,08"  23,17+0,67' 18,58+0,78 52,81° 44,13+0,79*
Sangiovese 2007 2,10£0,06°  1,23+0,03 5,73+0,219 3,69+0,21°¢ 12,74 23,40+1,02¢
Syrah 2007 4,60+0,05"  2,5240,079  9,53+0,39 ¢¢ 6,50+0,22° 23,152 26,42+1,424¢

G ojmyded

Valores expressos em unidades de mg L' + desvio padrio de 3 repetigdes. Letras diferentes em uma mesma coluna sio diferentes
significativamente (Teste de Tukey, p < 0,05).

61T
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Realizou-se ANOVA (two-way) considerando os fatores:
variedade e safra, e essa andlise revelou que esses dois fatores
influenciaram significativamente o contetido de tirosol nas amostras (p<
0,05). Em relagdo ao fator safra, as diferencas verificadas no contetido
de tirosol podem ter ocorrido devido as diferengas nas condicdes
climaticas observadas entre as duas safras avaliadas (Capitulo 2). Como
o tirosol é um composto produzido partir da tirosina pelas leveduras
durante a fermentacdo do mosto, teoricamente ndo € susceptivel as
diferengas climaticas a que sdo submetidas as uvas durante a maturagao.
Porém, como os pardmetros climaticos influenciam fortemente a
composicdo da uva (Cantos et al., 2000; Spayd et al. , 2002), e,
consequentemente, seu conteido de aminodcidos, indiretamente o
contetido de tirosol pode ser influenciado pelos parametros climaticos.
Outra hipotese que também pode justificar a diferenga de conteudo de
tirosol entre as duas safras é a sua evolu¢do durante o armazenamento
em garrafas, uma vez que os compostos fendlicos sdo altamente reativos
e susceptiveis a varias reagdes (Ribéreau-Gayon et al., 1998), embora
pouco ¢é conhecido sobre a evolucdo do tirosol durante o tempo de
guarda de vinhos. Outro fator que influencia significativamente o
contetido de tirosol em vinhos € a técnica de vinificagdo (Boselli et al.,
2006; Monagas et al., 2007), porém, como em nosso estudo nao houve
diferenca entre as técnicas de vinificagdo empregadas para a elaboracdo
dos vinhos, esse fator ndo justifica as diferengas verificadas entre as
safras. Em relagdo ao fator variedade, outros estudos também
verificaram a influéncia desse fator sobre o conteudo de tirosol (Boselli
et al., 2006), o que demonstra a influéncia do fator genético na producdo
de tirosol em vinhos. Isso ¢ esperado pois se verificam diferengas
significativas no conteudo de tirosina, aminoacido precursor do tirosol,
entre diferentes variedades de uvas (Kliewer, 1969).

Considerando os significativos contetidos de estilbenos e tirosol
quantificados nas amostras de vinhos deste estudo, esses compostos
foram utilizados como alvo na avaliacdo das atividades antioxidante e
hipolipemiante in vivo em camundongos submetidos a uma dieta
hipercolesterolémica e concomitantemente ao consumo cronico desses
vinhos.

3.2 Atividade antioxidante

A influéncia da dieta hipercolesterolémica sobre os marcadores
do estresse oxidativo ¢ apresentada na Figura 5.1, onde se observa que,
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de modo geral, a dieta influenciou negativamente os niveis dos
marcadores do estresse oxidativo nos grupos controle (p< 0,05) quando
comparados a dieta normal. Wissler (1992) afirma que uma dieta rica
em colesterol parece induzir a formacdo de radicais livres, seguida pelo
desencadeamento da hipercolesterolemia. Pode-se observar na Figura
5.1 um aumento significativo dos niveis de peroxidacdo lipidica nos
animais tratados com a dieta hipercolesterolémica, tanto nos animais
tratados com agua (DHA= 22 %) quanto nos animais tratados com
etanol (DHE= 33 %); o mesmo verificou-se para os niveis de
carbonilagdo de proteinas (DHA= 28 %; DHE= 15 %). A dieta
hipercolesterolémica promoveu uma diminui¢do significativa (p< 0,05)
da atividade antioxidante total do plasma (FRAP) apenas no grupo
tratado com etanol (DHE= 12 %). A mesma tendéncia foi observada na
atividade das enzimas antioxidantes SOD (DHE= 35 %) e CAT (DHE=
33 %).

A influéncia do consumo de etanol pode ser verificada na Figura
5.1. Observou-se que o etanol ndo influenciou significativamente os
niveis de GSH, de peroxidagdo lipidica e de carbonilacdo de proteinas
nos grupos controle (p< 0,05). Os niveis de FRAP aumentaram
significativamente com o consumo de etanol apenas nos grupos tratados
com a dieta normal (20 %). A atividade das enzimas também foi
influenciada pelo consumo de etanol (p< 0,05), mas de forma distinta. O
consumo de etanol promoveu uma diminui¢do da atividade da SOD (18
%) apenas no grupo tratado com a dieta normal, e promoveu um
aumento da atividade da CAT (22 %) apenas no grupo submetido a dieta
hipercolesterolémica.

O efeito do consumo de vinhos sobre os pardmetros avaliados da
atividade antioxidante in vivo nos grupos teste submetidos a dieta
hipercolesterolémica pode ser observado na Figura 5.1. Verificou-se
que, de forma geral, o consumo de vinhos influenciou de forma positiva
os marcadores de estresse oxidativo. ANOVA (two-way) revelou que os
dois fatores, safra e variedade, de modo geral, ndo influenciaram
significativamente os valores dos pardmetros avaliados (p< 0,05).

Um aumento significativo nos niveis de FRAP foi verificado em
todos os grupos teste, demonstrando que o consumo de vinhos
promoveu um aumento na atividade antioxidante total do plasma, que
variou de 46 a 83 % em relagdo ao grupo DHE, sendo que o maior
aumento foi promovido pelo consumo do vinho Merlot 2007. Verificou-
se também que os niveis de peroxidagdo lipidica foram
significativamente diminuidos pelo consumo dos vinhos (p< 0,05)
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quando comparados ao grupo DHE. Essa diminui¢do variou de 30 %
(Sangiovese 2006) a 47 % (Syrah 2006). O consumo de vinhos também
diminuiu significativamente (p< 0,05) o indice de carbonilagdo protéica,
e essa diminui¢ao variou entre 33 e 42 %, diminui¢des promovidas pelo
consumo dos vinhos Sangiovese 2006 e Syrah 2006, respectivamente.
Esses resultados demonstraram que o consumo de vinhos por animais
submetidos & uma dieta hipercolesterolémica, e conseqiientemente ao
estresse, ¢ capaz de minimizar os niveis de estresse oxidativo nos
animais. Verificou-se ainda que os niveis de GSH nao foram afetados
pelo consumo de vinhos.

Observou-se que o consumo dos vinhos promoveu significativa
diminuicdo na atividade das enzimas SOD e CAT quando comparados
ao grupo DHE (p< 0,05). A enzima SOD teve sua atividade diminuida
em média 28 %; as maiores diminui¢des foram verificadas nos grupos
tratados com os vinhos Merlot 2007 (41 %) e Syrah 2006 (34 %). A
atividade da CAT diminuiu em média 36 %, destacando-se a diminuigao
promovida pelo consumo dos vinhos Cabernet Franc (50 %) e Syrah
2006 (42 %). A diminuicdo da atividade dessas enzimas ¢ devido,
provavelmente, a supressdo da formacdo de ROS, promovida pelo
consumo de vinhos, o que leva a diminuicdo da atividade dessas
enzimas, como verificado por outros autores (Nielsen et al., 1999).

Os efeitos benéficos do consumo de vinhos verificados em nosso
estudo estdo de acordo com outras pesquisas (Orellana et al., 2002;
Rodrigo et al, 2005), e ocorrem principalmente, devido a alta
capacidade que os compostos fendlicos presentes nos vinhos possuem
de atuar contra os radicais livres no organismo (Renaud e De Lorgeril,
1992), embora esse compostos também possam agir através de outros
mecanismos de agdo. Dentre esses compostos, os estilbenos e o tirosol
se destacam como potentes agentes antioxidantes, hipolipemiantes e
cardioprotetores (Frankel et al., 1993; Murcia e Martinez-Tomé, 2001;
Covas et al., 2003; Dudley et al., 2009; Queiroz et al., 2009). Assim, o
contetido dos principais estilbenos monoémeros e do tirosol quantificados
nos vinhos em estudo foi correlacionado com os resultados das
atividades in vivo.
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Figura 5.1. Valores da capacidade antioxidante total do plasma (FRAP, TEAC uM);
indice de peroxidagio lipidica (TBARS; nmol mg proteina™), indice de carbonilagdo
de proteinas (PC, nmol mg proteina™), concentragdo de GSH hepatica (mmol mg
proteina) e atividade das enzimas catalase (CAT;umol min'mg de proteina™) e
superoxido desmutase (SOD; U SOD mg proteina) em figados de camundongos.
DNA= grupo controle dieta normal — agua; DNE= grupo controle dieta normal —
etanol; DHA= grupo controle dieta hipercolesterolémica- agua; DHE= grupo
controle dieta hipercolesterolémica - etanol; CF06= grupo teste tratado com vinho
Cabernet Franc 2006; M06= grupo teste tratado com vinho Merlot 2006; Sa06=
grupo teste tratado com vinho Sangiovese 2006; Sy06= grupo teste tratado com
vinho Syrah 2006; CF07= grupo teste tratado com vinho Cabernet Franc 2007;
MO7= grupo teste tratado com vinho Merlot 2007; Sa07= grupo teste tratado com
vinho Sangiovese 2007; Sy07= grupo teste tratado com vinho Syrah 2007. Todos os
grupos teste forma tratados com a dieta hipercolesterolémica. * diferem
significativamente do grupo DHE (Teste de Tukey, p< 0,05).
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Pode-se verificar na Tabela 5.2 que, de maneira geral, o contetido
de estilbenos quantificados foram significativamente correlacionados
com a atividade antioxidante in vivo verificada pelo consumo de vinhos
nos grupos teste. Alta correlacdo foi verificada entre o aumento do
FRAP e os valores de estilbenos totais (R= 0,82), cis (R= 0,81) e trans-
piceid (R= 0,79) e também com o tirosol (R= 0,51). Os niveis do indice
de peroxidagdo lipidica foram inversamente correlacionados com os
valores dos principais estilbenos quantificados nesse estudo,
destacando-se a alta correlagdo com o Cis-resveratrol (R= -0,74). O
indice de carbonilagdo de proteinas foi inversamente correlacionado
com os valores de trans-resveratrol (R= -0,56) e do total de estilbenos
(R=-0,48). Correlagdo inversa também foi verificada entre a atividade
da enzima SOD e os valores de estilbenos totais (R= -0,84), cis (R= -
0,87) e trans-piceid (R= -0,68), cis (R= -0,66) e trans-resveratrol (R=
0,72) e tirosol (R= -0,53) quantificados.

Tabela 5.2. Coeficientes de correlagdo da analise de correlagdo linear entre o
conteudo de estilbenos e tirosol e os marcadores do estresse oxidativo e os
niveis lipidicos.

Trans- Cis- Trans- Cis- Estilbenos Ti
L o, . irosol
resveratrol  resveratrol  piceid  piceid totais
Estresse oxidativo
FRAP 0,66* 0,42 0,79* 0,81%* 0,82%* 0,51%*
TBARS -0,60* -0,74* -0,25  -0,60%* -0,56* -0,32
PC -0,56* -0,46 -0,26 -0,41 -0,48% -0,29
SOD -0,72%* -0,66* -0,68*  -0,87* -0,84%* -0,53*
CAT -0,25 -0,38 -0,09 -0,24 -0,23 0,0
Niveis lipidicos
CT -0,67* -0,58%* -0,66*  -0,80%* -0,79* -0,52%*
HDL 0,64* 0,44 0,58%* 0,67* 0,68* 0,11
LDL -0,79* -0,62%* -0,76*  -0,89* -0,89%* -0,49*
Triglicerideos -0,55* -0,44 -0,67*  -0,76* -0,74%* -0,22
CT/HDL -0,75* -0,54* -0,69*  -0,80* -0,81* -0,30

* Correlagdo significativa (p< 0,05). CT - Colesterol Total

Nossos resultados estdo de acordo com outras pesquisas que
demonstraram o efeito protetor do resveratrol e do tirosol. Olas e
Wachowicz (2005) verificaram que o resveratrol reduziu a peroxidagio
lipidica, a oxidacdo e a nitracdo de plaquetas e proteinas plasmaticas.
Cao et al. (2005) verificaram que a atividade antioxidante do resveratrol
pode diminuir o estresse oxidativo e os danos a biomoléculas celulares,
como lipidios, proteinas e DNA induzidos por compostos de platina.
Além disso, investigacdes tém indicado que o resveratrol pode reduzir o
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estresse oxidativo em uma linha celular humana RPE (King et al., 2005)
e proteger as lipoproteinas durante o dano oxidativo (Miura et al., 2003;
Vitrac et al., 2005).

Apesar de alguns estudos afirmarem que o tirosol é um
importante agente antioxidante (Bertelli et al., 2002; Covas et al., 2003),
efetivo contra espécies reativas como NOO™ e O,, quando comparado
com outros fendis com a substitui¢des 0orto-dihidroxi como por exemplo
o hidroxitirosol, a sua atividade antioxidante in vitro ¢é bastante
reduzida, provavelmente devido a sua baixa capacidade de captura de
radicais livres (Di Benedetto et al., 2007). Entretanto, estudos revelam
que esse composto possui significativa atividade antioxidante in vivo,
pois exerce um forte efeito protetor contra danos oxidativos em varios
sistemas celulares (Dudley et al., 2008). Di Benedetto et al. (2007)
verificaram que o tirosol foi capaz de reduzir a oxidacdo de LDL
(TBARS) induzida em cultura celular (J774 A) e também promoveu
protecdo contra o estresse oxidativo. Além disso, evidéncias mostram
que o tirosol possui capacidade de modular os niveis de LDL em
humanos (Covas et al., 2006).

Estudos sobre a absorcdo pelo organismo e biodisponibilidade de
diferentes estilbenos e de tirosol ainda sdo necessarios para um melhor
entendimento da forma de ag¢do desses compostos. Alguns estudos com
o trans-resveratrol revelam que esse composto ¢ bem absorvido por via
oral, amplamente distribuido no corpo, é metabolizado nas formas
sulfatada e glucuronada (Saiko et al., 2008, Williams et al., 2009), e ¢
detectado na corrente sanguinea em média, aproximadamente 15
minutos depois de sua ingestdo. Ap6s o consumo moderado de vinho, os
niveis séricos de trans-resveratrol sdo detectados em concentragdes
bastante baixas. Em contrapartida, seus metabolitos, que podem ser os
principios ativos, sdo detectados em elevadas concentragdes e circulam
no sangue por até 9 horas (Saiko et al., 2008). A conversdo dos
principais  metabdlitos, dihidro-resveratrol e di-piceatanol, ¢
provavelmente mediada pela fermentagdo microbiana do trans-
resveratrol no trato gastrointestinal, através da conjugacdo sistémica
e/ou pré-sistémica com o acido glucurénico e/ou sulfato, que ocorre no
intestino e figado (Williams et al., 2009). Covas et al.(2003) verificaram
a biodisponibilidade de tirosol em humanos apds a ingestdo de azeite de
oliva e verificaram que o tirosol ¢ absorvido de forma dose-dependente,
¢ excretado pela urina, alcangando uma maxima excre¢do no intervalo
de 0 a 4 horas.
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3.3 Atividade hipolipemiante

A influéncia do consumo das amostras de vinhos tintos, ricos em
estilbenos e tirosol, sobre os niveis lipidicos foi avaliada em
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica. O metabolismo
de lipoproteinas em camundongos é comparavel ao dos seres humanos
devido a semelhanga dos componentes metabodlicos e dos mecanismos
de metabolismo das lipoproteinas e dos acidos biliares. Assim, o0s
camundongos sdo considerados um modelo ideal, entre os pequenos
animais, para o estudo do metabolismo lipidico e de lipoproteinas (Guo
etal., 2001).

Os camundongos knockout para a proteina receptora de LDL
colesterol sdo obtidos a partir de recombinagdo homologa de células
tronco embrionarias (steam cells) para produgdo de camundongos com
perda funcional dos genes que codificam a proteina receptora de LDL.
As particulas de VLDL e LDL, normalmente, competem por receptores
hepaticos comuns, denominados receptores de LDL ou B/E, os quais
reconhecem as apolipoproteinas B e E (apoB e apoE), presentes nestas
lipoproteinas (Catanozi et al, 2003). Essses camundongos nao possuem
estes receptores de LDL de alta afinidade, porém, apresentam os
receptores de LDL de baixa afinidade. Desta forma, o prejuizo na taxa
de remocdo de VLDL, por meio dos receptores B/E, resulta em aumento
de competi¢do na taxa de captacdo com as particulas de LDL nos
receptores de baixa afinidade (Ishibashi et al, 1994; Catanozi et al,
2003). Consequentemente, ambos os tipos de particulas (VLDL e LDL)
podem apresentar suas concentragdes plasmaticas simultaneamente
aumentadas, e quando submetidos a uma dieta hipercolesterolémcia eles
tornam-se severamente hipercolesterolémicos (Catanozi et al, 2003;
Ishibashi et al, 1994).

A hiperlipidemia, promovida pela dieta hipercolesterolémica, foi
verificada nos grupos controle tratados com agua (DHA) e com etanol
(DHE) (Tabela 5.3), e foi caracterizada pelo aumento dos niveis de
colesterol total, que variou de 53 a 78 %, (hipercolesterolemia) e de
triglicerideos, que variou de 45 a 81 %, (hipertrigliceridemia) (Irikura et
al., 1985; Kawasaki et al., 1995, 1998; Komatsu et al., 1998). Além
disso, a hipercolesterolemia mostrou-se com um alto perfil aterogénico
sobre as lipoproteinas, isto ¢, um notavel aumento da fragcdo VLDL +
LDL colesterol e uma significativa diminui¢do nos niveis de HDL
(Irikura et al., 1985).
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O efeito do consumo de etanol nos animais submetidos a dieta
hipercolesterolémica ou a dieta normal ¢ apresentado na Tabela 5.3.
Observou-se que no grupo controle tratado com dieta normal (DNE) o
consumo de etanol ndo alterou significativamente os niveis de colesterol
HDL e o indice aterogénico (CT/HDL), entretanto promoveu um
aumento nos niveis de colesterol LDL (53 %), de colesterol total (14 %)
e de triglicerideos (9 %) quando comparados ao grupo controle tratado
com dieta normal e agua (DNA) (p< 0,05). Nos grupos controle tratados
com a dieta hipercolesterolémica (DH) verificou-se que o consumo de
etanol promoveu significativo aumento nos niveis de HDL (15 %),
embora também tenha promovido um aumento nos niveis de LDL
colesterol (40 %), colesterol total (35 %) e triglicerideos (13 %) (p<
0,05). Esse aumento nos niveis lipidicos promovido pelo consumo de
etanol pode ser atribuido, em parte, ao seu efeito pré-oxidante (van
Golde et al., 1999), embora algumas pesquisas afirmem que o consumo
cronico de etanol em pequenas concentragdes pode promover uma
diminuicdo nos niveis lipidicos (Groenbaek et al., 1995), além de ser
verificada uma relacdo inversa entre o consumo moderado de alcool ¢ a
mortalidade por doengas coronarias (Renaud e Lorgeril, 1992). Van
Golde et al. (1999) afirmaram que devido ao potencial pro-oxidante do
alcool o equilibrio entre o alcool e os polifendis em vinhos pode ser um
fator critico para seus efeitos in vivo sobre a oxidagdo do colesterol
LDL.

O efeito do consumo cronico de vinho sobre os niveis lipidicos
sdo apresentados na Tabela 5.3. Os resultados foram comparados e
discutidos em relagdo ao grupo controle tratado com a dieta
hipercolesterolémica e etanol (DHE), uma vez que os grupos testes
também foram submetidos a dieta hipercolesterolémica.

Verificou-se que o consumo de vinho foi capaz de reduzir
significativamente a hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia
promovidas pela dieta hipercolesterolémica, além de diminuir o indice
aterogénico (p< 0,05). Observou-se nos grupos teste que o consumo de
vinho promoveu uma diminui¢do, em relagdo ao DHE, nos niveis de
colesterol LDL (32 a 51 %), de colesterol total (32 a 40 %), de
triglicerideos (37 a 51 %), do indice aterogénico (42 a 59 %), além de
promover significativo aumento nos niveis de HDL (22 a 66 %).
Resultados similares foram verificados por outros autores apos o
consumo de vinhos tintos (Auger et al., 2002; Estruch, 2000; Montilla et
al., 2006).




Tabela 5.3. Valores de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL, triglicerideos e indice aterogénico

(CT/HDL) do soro de camundongos tratados com as amostras de vinhos.

Colesterol

Colesterol

Colesterol

Colesterol

Tratamentos HDL LDL VLDL Total Triglicerideos CT/HDL
DNA 82,5+4,0% 102,3£3,4* 20,4+1,0% 223,5+10,8* 102,3+£3,2* 2,7*
DNE 83,8+£2,1*  157,4+4,1* 18,6+0,7* 259,7+10,6* 93242 1* 3,1*
DHA 49,5£2,1*  263,4+4,7* 29,7+0,8  3423+11,4* 148,443,7* 6,9
DHE 58,2422 370,2+6,1  33,8+1,2  462,7+12,1  169,0+£3,2 7,9
CFO06 75,2+£2,9*  218,4+82% 20,7+0,9* 314,2+12,9*% 103,4+2,5* 4,1*
MO06 77,6£1,9*  209,8+54* 20,2+0,9* 307,3+8,6*  102,3+£3,8* 3,9*%
Sa06 70,9+£3,1*  221,0+6,1*% 21,1£1,2* 312,3+7,5*  105,6+4,1* 4,4*
Sy06 82,6+£3,3*  186,243,4* 18,9+0,6* 287,6+6,2*% 94344 2% 3,5%
CFO07 78,8+3,1*%  184,1£6,2* 16,7£0,7* 279,6+5,8*  83,7+2,1* 3,5%
MO07 96,1+2,4*  165,9+3,5*% 16,5£0,3* 280,9+8,9*  82,8+2,2* 2,9%
Sa07 70,7+£3,1*  231,2£5.2%  20,9+0,9* 322,3+£12.2% 104,2+£2.4* 4,5%
Sy07 96,9+2,6*  197,6+7,1* 18,9+0,8* 312,38, 7* 94,742 4* 3,2%

* diferem significativamente do grupo controle DHE (Teste de Tukey, p < 0,05). Valores expressos em mg L' + desvio padrio. DNA=
grupo controle dieta normal tratado com dgua; DNE= grupo controle dieta normal tratado com etanol 12 %; DHA= grupo controle dieta
hipercolesterolémica tratado com 4agua; DHE= grupo controle dieta hipercolesterolémica tratado com etanol 12 %; CF06= grupo teste
tratado com vinho Cabernet Franc 2006; M06= grupo teste tratado com vinho Merlot 2006; Sa06= grupo teste tratado com vinho
Sangiovese 2006; Sy06= grupo teste tratado com vinho Syrah 2006; CF07= grupo teste tratado com vinho Cabernet Franc 2007; M07=
grupo teste tratado com vinho Merlot 2007; Sa07= grupo teste tratado com vinho Sangiovese 2007; Sy07= grupo teste tratado com vinho

Syrah 2007.
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Verificou-se interagdo entre os fatores safra e variedade em
relacdo aos niveis lipidicos observados (p< 0,05, ANOVA two-way).
Pode-se observar na Tabela 5.3 que os vinhos provenientes da safra
2007 promoveram, de modo geral, um maior aumento dos niveis de
HDL que os vinhos da safra anterior, sendo que as maiores aumentos
foram promovidos pelos vinhos Merlot (65 %) e Syrah (66 %), safra
2007. As diminui¢des dos niveis de colesterol LDL foram mais
relevantes nos grupos tratados com os vinhos Merlot 2007 (51 %),
Cabernet Franc 2007 (46 %) e Syrah 2006 (45 %). Nos grupos tratados
com os vinhos Cabernet Franc e Merlot, ambos provenientes da safra
2007, foram observadas as maiores diminui¢des tanto nos niveis de
colesterol total (39 %) como de triglicerideos (51 %). Esses resultados
sdo importantes uma vez que a hipercolesterolemia ¢ um maior fator de
risco para o desenvolvimento da aterosclerose e estd relacionada com
doengas vasculares oclusivas (Wissler, 1992); assim, a capacidade de
compostos fendlicos de vinhos em inibir a oxidacdo do colesterol LDL ¢
sugerida como um possivel mecanismo que explica o “Paradoxo
francés” (Frankel et al., 1993; Kinsella et al., 1993).

A correlacdo entre os valores de estilbenos e tirosol quantificados
nas amostras de vinhos e os niveis lipidicos foi verificada (p< 0,05) e é
apresentada na Tabela 5.2. Verificou-se que o aumento dos niveis de
colesterol HDL observado nos grupos teste foram positivamente
correlacionados com os niveis dos isdmeros trans (resveratrol e piceid),
com o cis-piceid (R= 0,67), como também com o total de estilbenos (R=
0,68). Os niveis de colesterol LDL foram negativamente correlacionados
com os valores de tirosol (R= -0,49) e dos estilbenos quantificados,
destacando-se a correlacdo com os valores totais de estilbenos e Cis-
piceid (R= -0,89), como também com os isOmeros trans (resveratrol e
piceid).

Uma correlagdo negativa entre o contetido de estilbenos e os
niveis de colesterol total foi verificada nesse estudo, destacando-se as
correlagdes com os conteudos de estilbenos totais (R= -0,79) e cis-piceid
(R=-0,80); o mesmo foi verificado pra os niveis de triglicerideos, sendo
que os contetidos de colesterol total (R= -0,74), cis (R= -0,76) e trans
(R= -0,67) piceid foram os mais fortemente correlacionados com a
diminui¢do da hipertrigliceridemia. O contetido de tirosol também foi
correlacionado negativamente (R= -0,52) com a diminui¢do dos niveis
de colesterol total nos grupos teste. O indice aterogénico foi
negativamente correlacionado com os valores dos etilbenos
quantificados nesse estudo, verificando-se altos indices de correlagdo
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entre o conteudo de estilbenos totais (R=-0,81), cis-piceid (R= -0,80) e
trans-resveratrol (R= -0,75). Cabe destacar a importante correlagdo
encontrada entre a diminui¢cdo dos niveis lipidicos e o conteudo dos
isdbmeros CiS, que sdo reportados por algumas pesquisas possuirem
menor atividade bioldgica que seus isomeros trans (Ribeiro de Lima et
al., 1999; Varache-Lembege et al., 2000; Vitrac et al., 2002).

A capacidade de vinhos tintos em diminuir os niveis lipidicos, a
aterosclerose e também o risco de doengas cardiovasculares pode ser
decorrente das propriedades antioxidantes do resveratrol e de seus
metabolitos, como sugerido por outros pesquisadores (Frankel et al,
1993; Miura et al., 2003; Cho et al., 2008). Mais recentemente estudos
afirmam que fenodis como o tirosol possuem relevante acdo antioxidante,
antiaterosclerotica e cardioprotetora (Dudley et al., 2008; Covas et al.,
2006) contribuindo assim para esses efeitos benéficos promovidos pelo
consumo de vinhos. Em nosso estudo, nds verificamos, de modo geral,
uma correlacdo positiva entre a diminuicdo dos niveis lipidicos
promovida pelo consumo de vinhos pelos animais e os estilbenos e o
tirosol quantificados nas amostras de vinhos, o que vem de encontro
com as pesquisas citadas acima. Mas a forma como esses compostos
agem no organismo ainda ¢ alvo de muitos estudos.O mecanismo pelo
qual o resveratrol reduz os niveis séricos de triglicerideos e colesterol ¢
ainda desconhecido. Uma das hipdteses é que o mecanismo fisioldgico
estd baseado na inibi¢do da oxidacdo do LDL promovida por
substancias fenolicas (Frankel et al., 1993). Berrouguia et al. (2009)
observaram que o resveratrol inibiu a oxidagcdo do LDL e HDL induzida
pela irradiacdo, e esses autores afirmam que esse efeito pode estar
relacionado com a preservagdo das propriedades fisico-quimicas do
HDL e com a integridade de moléculas de proteina, como apoA-1 e
PONI1. Miura et al. (2003) sugerem que a acdo hipocolesterolémica do
resveratrol ¢ atribuida, pelo menos em parte, a0 aumento da excregdo de
ester6is neutros e acidos biliares. Cho et al (2008) sugerem que o
resveratrol indiretamente afeta o processo intravascular de lipoproteinas
pela reducdo de transferéncia de éster de colesterol das HDL para as
VLDL. Além disso, esses autores sugerem que os efeitos do resveratrol
podem ser mediados através da diminuicao da atividade da 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase (HMGR) e pela baixa regulagdo da
expressio do HMGR mRNA, mecanismo esse similar ao da
atorvastatina (Endo, 1992). Segundo Saiko et al. (2008) evidéncias
revelam que o resveratrol interage com diferentes proteinas, incluindo
ciclooxigenases, ribonucleotideo redutases ¢ DNA polimerases. Assim,
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a sua atividade ndo pode ser resumida em a um tinico mecanismo de
acdo, sendo provavelmente resultado de varias agdes complementares de
diferentes vias bioquimicas.

Assim como a maioria dos compostos fendlicos, o mecanismo de
acdo do tirosol na modulagdo dos niveis lipidicos e seu efeito
cardioprotetor ainda sdo desconhecidos. Pesquisas afirmam que o tirosol
provavelmente age de diversas formas no organismo, e uma das
hipéteses de sua agdo é a sua comprovada capacidade antioxidante in
vivo (Dudley et al., 2008). Embora sua estrutura ndo seja de um potente
agente antioxidante (Di Benedetto et al., 2007), a sua agdo no organismo
pode ser ndo devido a sua estrutura, mas ao seu acimulo intracelular,
como sugerem Di Benedetto et al. (2007). Além disso, Masella et al.
(2004) afirmam que biofendis como o tirosol podem oferecer uma
protecdo indireta contra o estresse oxidativo por ativagdo de sistemas de
defesas endogenos, em particular pela preservagdo do conteudo de GSH
intracelular.

4 CONCLUSAO

Os resultados das analises dos estilbenos monomeros e tirosol em
vinhos de quatro diferentes variedades, de duas safras consecutivas,
provenientes da regido de Sdo Joaquim, revelaram o potencial dessa
regido do Brasil em produzir vinhos com significativos contetidos de
desses compostos, destacando-se o vinho da variedade Merlot. O
consumo desses vinhos por animais submetidos a uma dieta
hipercolesterolémica foi capaz de aumentar dos niveis de FRAP,
diminuir os niveis de TBARS e de PC, além de diminuir a atividade das
enzimas SOD e CAT. Verificou-se também que o consumo desses
vinhos reduziu significativamente a hipercolesterolemia e a
hipertrigliceridemia, como também diminuiu o indice aterogénico e
aumentou significativamente os valores de colesterol HDL nos animais
(p< 0,05). Alta correlagao foi verificada entre os marcadores da
atividade antioxidante in vivo e os niveis de lipideos com o conteudo
dos estilbenos e do tirosol, destacando-se as significativas correla¢des
com os valores de estilbenos totais € com os isdmeros Cis, demonstrando
uma importante atividade biologica desses compostos.
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
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Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica
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