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Resumo
Titulo: Analise de compostos fenolicos de 10 variedades de uva

Os compostos fenodlicos representam um dos principais grupos de metabdlitos secundarios.
Devido a sua diversidade quimica, apresentam uma variedade de fungdes nas plantas como,
por exemplo, prote¢do contra a radiagdo ultravioleta, herbivoros e patogenos e atracdo de
polinizadores ou dispersores de frutos e sementes. Para o homem, os compostos fenolicos sao
utilizados como corantes ¢ flavorizantes de alimentos e, devido as suas propriedades
farmacoldgicas, principalmente a atividade antioxidante, estdo associados a varios efeitos
benéficos a saude, tais como retardo da senilidade, prevencao e terapia de doengas
cardiovasculares e alguns cinceres. As uvas sdo consideradas uma das principais fontes de
compostos fendlicos e, tanto o fruto quanto os seus produtos sdo consumidos no Brasil e no
mundo. Considerando a diversidade de compostos fendlicos e a distribuicdo diferenciada
destes nas partes da uva, este trabalho teve como objetivos a extracdo, identificagdo e
quantificagdo das principais classes de compostos fendlicos da casca e da polpa de 10
variedades de uva. O contetdo de fenois, flavanodis e antocianinas totais foi determinado,
respectivamente, segundo os métodos espectrofotométricos Folin-Ciocalteu, DMACA e
comparacgao de pH. O conteudo de fenois totais variou entre 142.75 + 1.86 e 483.39 + 5.90
mg.L" na casca e de 86.50 + 0.54 a 146.32 + 9.97 mg.L"' na polpa. A quantidade de flavanois
totais variou de 3.68 + 0.03 a 6.92 + 0.26 rng.L'1 na casca e entre 0.90 + 0.00 e 1.36 + 0.00
mg.L™! na polpa. O contetido de antocianinas totais variou entre 7.00 + 0.99 ¢ 406.56 + 39.50
mg.L"! na casca e de 2.88 + 0.28 a 46.36 + 1.89 mg.L"' na polpa. A concentracio de
compostos fendlicos foi maior na casca do que na polpa. O contetido de fendis e antocianinas
totais variou bastante enquanto o contetdo de flavanois totais foi mais constante. Os flavandis

representaram a menor fracdo de compostos fenolicos.

Palavras-chave: antocianinas; compostos fenolicos; fendis totais; flavandis; uva.



Abstract

Title: Analysis of phenolic compounds of 10 grape varieties

Phenolic compounds represent one of the main groups of secondary metabolites. Due to their
chemical diversity, they have a variety of functions in plants, such as protection against
ultraviolet radiation, herbivores and pathogens, and attraction of pollinators or dispersers of
fruits and seeds. For human, the phenolic compounds are used like food colorings and flavors
and, due to their pharmacological properties, mainly to antioxidant activity, they are
associated with several health benefits, such as delay senility, prevention and therapy of
cardiovascular diseases and of some cancers. The grapes are considered one of the main
source of phenolic compounds and the fruit and its products are consumed in Brazil and
worldwide. Considering the phenolic compounds diversity and their different distribution in
the grape parts, this work had like aims the extraction, identification and quantification of the
main classes of phenolic compounds of 10 grape varieties. The content of total phenols,
flavanols and anthocyanins were determined, respectively, according to the Folin-Ciocalteu,
DMACA and comparison of pH spectrophotometric methods. The content of total phenols
varied from 142.75 + 1.86 to 483.39 + 5.90 mg.L'1 in the peel and from 86.50 + 0.54 to
146.32 + 9.97 mg.L™" in the pulp. The amount of total flavanols varied from 3.68 + 0.03 to
6.92 + 0.26 mg.L" in the peel and from 0.90 + 0.00 to 1.36 + 0.00 mg.L" in the pulp. The
content of total anthocyanins varied from 7.00 + 0.99 to 406.56 + 39.50 mg.L™" in the peel and
from 2.88 + 0.28 to 46.36 + 1.89 mg.L™" in the pulp. The phenolic compounds concentration
was higher in the peel than in the pulp. The total phenols and anthocyanins varied a lot while
the total flavanols were more constant. The flavanols represent the smaller portion of phenolic

compounds.

Key word: anthocyanins; grape; flavanols; phenolic compounds; total phenols.
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1. Introdugéo

Metabolitos secundarios

O metabolismo ¢ o conjunto de reagdes quimicas que ocorre nos organismos vivos
visando a manuten¢cdo dos mesmos. Nas plantas, este pode ser dividido em primario e
secundario. O metabolismo primario compreende atividades que desempenham fungdo
essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiragdo e o transporte de solutos, e envolve
substancias que possuem distribuicdo universal nas plantas como, por exemplo, os
aminoacidos, os nucleotideos, os lipidios, os carboidratos e a clorofila (Simdes et al., 2004;
Morais e Braz-Filho, 2007, Peres, 2011). J4 o metabolismo secundério origina substancias que
ndo sdo necessariamente fundamentais para o desenvolvimento da planta e que apresentam
distribuicdo restrita, mas podem garantir vantagens para a sua sobrevivéncia e para a
perpetuagdo da espécie (Simoes et al., 2004; Morais e Braz-Filho, 2007, Peres, 2011). Desse
modo, metabdlitos secundarios podem atuar na defesa contra o ataque de herbivoros e a
infeccdo por patdogenos, na atragdo (odor, cor ou sabor) de polinizadores e dispersores de
semente, na competicdo entre as plantas (alelopatia) e na simbiose entre as plantas e os
microorganismos (Simdes et al., 2004; Peres, 2011). Além disso, esses produtos também
podem possuir agdo protetora em relacdo a estresses abioticos, tais como aqueles associados
com mudancas de temperatura, luminosidade, conteido de agua e de nutrientes minerais e
exposicao aos raios UV (Simodes et al., 2004; Peres, 2011). Nota-se, portanto, que os
metabolitos secundéarios desempenham papéis extremamente importantes na interagdo das
plantas com o meio ambiente.

Segundo Rhodes (1994), no livro de Simdes et al. (2004), o aparecimento de
metabolitos secundéarios ¢ determinado por necessidades ecoldgicas e possibilidades
biossintéticas, caracterizando um complexo mecanismo de co-evolugdo entre as plantas e os
organismos que interagem com elas. Esse processo estd relacionado a enorme riqueza e
diversidade de produtos secundarios, o que tem estimulado o interesse de pesquisadores em
todo o mundo e de varios campos da ciéncia, mas principalmente das areas quimica e
bioldgica, em estuda-los, desde o isolamento e identificacdo da substancia até a descoberta de
seu papel na planta e sua possivel utilidade para o homem (Simdes et al., 2004; Morais e
Braz-Filho, 2007).

O potencial quimico das plantas atrai também o interesse das industrias pelos produtos
secundarios, tais como as alimenticias, agroquimicas, farmacéuticas e de cosméticos, que
utilizam, respectivamente, esses compostos como fonte de flavorizantes e corantes,

herbicidas, farmacos e perfumes (Morais e Braz-Filho, 2007).



No meio cientifico, os metabolitos secundarios podem ser utilizados ainda como
marcadores para estudos taxonomicos (Quimiossistematica), para investiga¢do de processos
evolutivos (Evolugdo Quimica) e para compreensao da convivéncia no sistema ambiental
(Ecologia Quimica) dos organismos vivos (Morais e Braz-Filho, 2007).

A diversidade da flora brasileira e dos produtos secundarios ja descobertos justificam a
relevancia desse tipo de atividade de pesquisa no Brasil, destacando as plantas nativas como
fonte promissora e renovavel de novas moléculas potencialmente tteis ao homem (Simdes et

al., 2004; Morais e Braz-Filho, 2007).

Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos representam uma das principais classes de metabolitos
secundarios, com mais de 10000 substancias e sao sintetizados pela via do acido chiquimico
e/ou pela via do acido mevaldnico (Gershenzon, 2004). Tais compostos possuem em comum
pelo menos um grupo fenol (hidroxila funcional ligada a um anel aromatico) em sua estrutura
quimica. Formam um grupo quimicamente heterogéneo que inclui uma grande diversidade de
substancias classificadas quanto a estrutura quimica, simples ou complexa, e quanto a
distribuicao no reino vegetal, restrita ou ampla, sendo que a maioria dos compostos fenolicos
simples possui distribuicdo restrita (Simdes et al., 2004).

Quanto a estrutura quimica, as classes de compostos fenolicos sdo diferenciadas pelo
nimero de anéis aromaticos da cadeia e pelo nimero de carbonos ligados a esta. Assim,
fenois simples, acidos fendlicos e os fenilpropandides sdo exemplos de compostos fendlicos
mais simples e estilbenos, flavonodides, ligninas e taninos de compostos fendlicos mais
complexos. Cada classe apresenta variacdo intrinseca devido a ligagdo de diferentes
substituintes a estrutura basica, principalmente de hidroxilas e metoxilas. Ainda, polifenol ¢ o
nome utilizado para referir-se aos compostos fendlicos que possuem mais de um grupo
hidroxila no anel aromatico.

E preciso ressaltar ainda que os compostos fendlicos podem ser encontrados na forma
livre, sendo denominados genericamente de agliconas, embora a maioria deles esteja ligada a
uma ou mais unidades de acucar, formando o que se denomina heterosideos. Por serem
aromaticos, esses compostos apresentam intensa absorcao na regido do UV e, por serem
fenolicos, sdo muito reativos quimicamente, o que deve ser considerado quando do seu
isolamento dos vegetais (Simdes et al., 2004).

Devido a sua diversidade quimica, os compostos fendlicos possuem praticamente

todas as fungdes nas plantas citadas anteriormente para os metabodlitos secundarios em geral



(Simdes et al., 2004). Estudos epidemiologicos, clinicos e in vitro mostram multiplos efeitos
biologicos relacionados aos compostos fenolicos da dieta alimentar, tais como: atividades
antioxidante, antiinflamatodria, antimicrobiana e anticarcinogénica (Abe et al., 2007).

Dentre as principais classes de compostos fendlicos, os flavondides constituem a
maior delas, com mais de 4200 compostos (Simdes et al., 2004). Possuem estrutura molecular
basica composta por dois anéis aromaticos ligados entre si por uma cadeia de trés carbonos,
totalizando 15 atomos de carbono que apresentam-se, frequentemente, hidroxilados e/ou
conjugados com moléculas de agucar. Podem ser classificados em diferentes grupos e as
principais classes sdo, em ordem crescente de complexidade da molécula: flavonas, flavonois,
chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, isoflavonodides.

As fungdes dos flavonoides para as plantas sdo, entre outras: prote¢ao contra a
incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra herbivoros e patdgenos, atracdo de
polinizadores e alelopatia. E entre as propriedades farmacoldgicas que eles podem
desempenhar destacam-se as atividades antiinflamatoria e antioxidante (Simdes et al., 2004;

Lopes et al., 2000).

Compostos fenolicos em alimentos e bebidas

Os compostos fenolicos contribuem para o sabor, aroma, adstringéncia e coloracao de
diversos vegetais, sendo que as principais fontes desses compostos na dieta sdo: limao,
laranja, tangerina, cereja, uva, ameixa, péra, magd, mamao, pimenta verde, brocolis, repolho
roxo, tomate, cebola e alho (Angelo e Jorge, 2007).

Além da importancia econdmica, por serem utilizados como flavorizantes e corantes
de alimentos e bebidas, varios efeitos benéficos a satide tém sido atribuidos aos compostos
fenolicos presentes nas frutas, vegetais, chas e vinhos (Simdes et al., 2004; Abe et al., 2007;
Angelo e Jorge, 2007). Em geral, essas acgdes terapéuticas estdo relacionadas a capacidade
antioxidante dos compostos fenolicos, inclusos na categoria de interruptores de radicais livres.
Este mecanismo de acdo antioxidante auxilia também na conservacao do alimento e, portanto,
melhora a qualidade do mesmo. Exemplos de compostos fendlicos que possuem este

potencial sdo: resveratrol, quercetina, dcido caféico e flavonois (Angelo e Jorge, 2007).

Uva e viticultura

As uvas sdo frutos produzidos por espécies do género Vitis, chamadas popularmente

de videiras ou parreiras e pertencente a familia Vitaceae. Essa familia possui distribui¢ao
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tropical e subtropical, incluindo cerca de 12 géneros e 800 espécies. No Brasil ocorre apenas o
género Cissus, com cerca de 50 espécies. (Souza e Lorenzi, 2008).

A viticultura (ciéncia que estuda a produgdo de uva) ¢ uma atividade mundialmente
importante, compreendendo uma darea de, aproximadamente, 7.300.000 hectares e que
apresentou uma produ¢do de 67,22 milhdes de toneladas, segundo dados da FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) no ano de 2007 (Mello, 2009).

Dados histdricos revelam que a primeira introdugdo da videira no Brasil foi feita pelos
colonizadores portugueses em 1532, através de Martin Afonso de Souza, na entdo Capitania
de S3o Vicente, hoje Estado de Sao Paulo. Deste ponto ¢ através de introdugdes posteriores, a
viticultura expandiu-se para outras regidoes do pais. No entanto, a viticultura tropical brasileira
foi efetivamente desenvolvida a partir da década de 1960 e, iniciativas mais recentes,
permitem que se projete um aumento significativo na atividade vitivinicola nos proximos anos
(Protas et al., 2002).

A viticultura no Brasil ocupa uma area de, aproximadamente, 83.700 hectares e
produz cerca de 1.300.000 toneladas de uva, sendo o Rio Grande do Sul responsavel por
metade dessa producgdo, segundo dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) (Mello, 2011a). Mais da metade da produgdo de uvas, no Brasil, ¢ destinada para o
consumo in natura € a outra parte processada e utilizada como matéria-prima na produgdo de
sucos € vinhos.

Segundo dados da FAO para o ano de 2007, o Brasil ocupou o 17° lugar em area
cultivada com uvas, o 19° em produg¢do, o 11° colocado em quantidade de uvas exportadas, o
7° em valor das exportagdes de uvas e o 10° maior exportador de suco de uvas, em quantidade

e em valor (Mello, 2011b).

Compostos fendlicos em uva

Viérios beneficios a satde estdo associados ao consumo de uva e de seus produtos.
Registros historicos mostram que o uso medicinal do vinho pelo homem tem sido uma préatica
realizada ha mais de 2000 anos (Penna et al., 2004). Hoje, os beneficios estdo relacionados,
principalmente, a prevencdo e a terapia de doencgas cardiovasculares, a prevengdo de varios
tipos de cancer e ao retardo dos sintomas da senilidade (Penna et al., 2004; Souza et al., 2006;
Jornal Hoje, 2011). Os compostos aos quais foram atribuidas essas possiveis agdes
terapéuticas sdo os compostos fenolicos e, dentre eles, vale destacar o resveratrol, apontado

em muitos estudos cientificos como o principal fator de protegdo a saude.
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As uvas sdo consideradas uma das maiores fontes de compostos fenolicos quando
comparadas a outras frutas e vegetais da dieta. Porém, a grande diversidade entre as cultivares
resulta em uvas com diferentes caracteristicas, tanto de sabor quanto de coloragdo, o que
certamente estd associado com o contedo e o perfil de polifenodlicos (Abe et al., 2007).
Assim, os compostos fendlicos sdo os grandes responsaveis pelas diferencas entre uvas e
vinhos tintos e brancos e, portanto, revestem-se de fundamental importancia na qualidade
(cor, corpo e adstringéncia) da uva e de seus produtos (Cabrita ef al., 2003).

Os compostos fendlicos presentes nas uvas sdo, geralmente, polifendis e podem ser
classificados em flavondides e nao-flavonoides. Flavonois, flavandis e antocianinas
pertencem ao primeiro grupo e os acidos fendlicos, os estilbenos (resveratrol) e os fendis
volateis ao segundo (Cabrita et al., 2003; Abe et al, 2007). Esses compostos estdo
distribuidos de maneira diferente (presenca/auséncia e pequena/grande quantidade) nas partes
do fruto: na casca ¢ possivel encontrar todos eles; na polpa sdo encontrados flavanoéis e acidos
fenolicos; e nas sementes somente flavanoéis (Cabrita et al., 2003).

As antocianinas (cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina) sdo
flavonodides amplamente distribuidos na natureza e sdo responsaveis pela maioria das cores
azul e violeta e todas as tonalidades de vermelho presentes em flores, frutos, algumas folhas,
caules e raizes. Em uvas tintas, as antocianinas constituem a maior porcentagem de compostos
fendlicos, representando um constituinte importante para a produgao de vinhos tintos porque
contribuem para os atributos sensoriais e, principalmente, para a coloracdo do vinho. Elas
podem estar presentes na casca e na polpa, no caso das uvas tintureiras, ou apenas na casca €
nas 3 ou 4 primeiras camadas da hipoderme nas uvas tintas. Estruturalmente, sdo glicosideos
que diferenciam-se pelo nimero de grupos hidroxila e/ou metoxila ligados ao anel lateral,
pelo numero e natureza dos agucares ligados a molécula e pelo numero e natureza das cadeias
esterificadas com os agucares. As formas agliconas sdo chamadas de antocianidinas e sdo
instaveis e menos soltiveis em agua.

Os flavandis (catequina, epicatequina e epigalocatequina), presentes principalmente
nas sementes das uvas, sdo os principais compostos fenolicos responsaveis pelo sabor e
adstringéncia de vinhos e sucos de uva. Dentre os flavanois, destacam-se os 3-flavandis e as
proantocianidinas. A (+)-catequina e a (-)-epicatequina sao os 3-flavandis mais encontrados,
sendo o primeiro mais representativo € o principal flavondide em uvas brancas. As
proantocianidinas sdo dimeros, trimeros, oligdmeros ou polimeros de 3-flavanois, sendo que
as encontradas em maior quantidade em uvas e vinhos sdo constituidas por (+)-catequina e (-

)-epicatequina e denominadas procianidinas.
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Os flavondis (quercetina, caemferol e miricetina), embora presentes em menor
quantidade e somente na casca, na forma de glicosideos, possuem importante papel no
desenvolvimento da coloragao do vinho, atuando como co-pigmentos junto as antocianinas.

Os acidos fenodlicos, hidroxibenzodicos e hidroxicinamicos, também usualmente
encontrados em baixas concentragdes, representam um dos principais compostos em uvas
brancas, influenciando o aroma e gosto dos vinhos.

O resveratrol tem atraido atengdo especial nas ultimas décadas em decorréncia de
estudos epidemioldgicos que mostram correlagdo inversa entre o consumo moderado de vinho
e a incidéncia de doengas cardiovasculares. O resveratrol pode ser encontrado em amendoim,
cacau, algumas variedades de chés, porém, a principal fonte sdo as uvas e seus derivados. Sua
biossintese nas plantas ¢ induzida por fatores ambientais como a radiagdo UV e infec¢do por
fungos. (Abe et al., 2007)

Vale destacar que os polifendis encontram-se: na polpa, dissolvidos nos vasos
fibrovasculares e nos vacuolos das células, adsorvidos ou unidos a polissacarideos; na casca,
livres no suco vascular das células, unidos aos polissacarideos da parede celular e as proteinas
constituintes da membrana dos vactiolos; nas sementes, localizados nos tecidos mais externos
(Cabrita et al., 2003).

E interessante ressaltar também que os mesmos polifendis presentes no fruto podem
ser encontrados em outras partes da planta como, por exemplo, nos 6rgaos fotossintéticos ou

nos o0rgaos de transporte (Cabrita et al., 2003).

Determinacio de compostos fendlicos em uva — diferentes metodologias.

Os compostos fenolicos presentes nas uvas foram, em menor ou maior abrangéncia, o
objetivo de varias pesquisas cientificas (Jaworski e Lee, 1987; Oszmianski e Lee, 1990; Baldi
et al., 1995; Arnous et al., 2001; Garcia et al., 2002; Cabrita et al., 2003; Malacrida e Motta,
2005; Freitas, 2006; Abe et al., 2007; Falcao et al., 2007; Cataneo et al., 2008; Soares et al.,
2008).

Como material para extragdo desses compostos, foram utilizados o proprio fruto, o
suco e a geléia de uva, o vinho e o mosto, provenientes de diversas cultivares. Metodologias
variadas, desde as mais simples, como as espectrofotométricas, até as que utilizam as
tecnologias mais avangadas, como o HPLC-MS, foram empregadas.

Geralmente, as pesquisas sdo feitas para os vinhos e, além da determinagdo de fenois,
flavandis e antocianinas totais, ¢ avaliada também a atividade antioxidante e/ou alguma

propriedade fisico-quimica.
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Destaca-se o realizado por Cataneo e colaboradores (2008), que estudaram o contetdo
fenolico e a capacidade antioxidante do residuo agroindustrial da produgdo de vinho, pela
fonte alternativa de compostos fendlicos encontrada, sugerindo perspectiva sustentavel para a
exploracdo desses pelas industrias de fitoterdpicos e de complementos alimentares. E o de
Freitas (2006) que avaliou a qualidade de quatro variedades de vinho tinto de duas safras
provenientes de regides do Rio Grande do Sul, relacionando a evolu¢do dos compostos
fendlicos dos vinhos tintos com a origem geografica e as condi¢des meteorologicas durante a
maturagdo das uvas.

Vale ressaltar também o de Malacrida e Motta (2005) que avaliaram o conteudo de
fenodlicos totais e antocianinas em sucos de uva de diferentes marcas comercializadas em
Minas Gerais e encontraram concentragdes semelhantes as observadas em vinhos tintos,
mostrando vantagens da ingestdo do suco de uva sob a de vinhos, ja que a auséncia de alcool
permite que o produto seja consumido por um maior numero de pessoas, inclusive criangas e
doentes hepaticos. E o de Kuskoski e colaboradores (2006) que investigaram os polifenois, as
antocianinas e a atividade antioxidante de frutos tropicais silvestres e polpas de frutas
congeladas, entre elas a de uva, ja que o interesse de produtores e consumidores pelo produto

esta em expansao.

Justificativa

Considerando a diversidade de compostos fenolicos presentes nas uvas, a variabilidade
encontrada nas cultivares e a distribui¢do diferenciada nas partes da uva, o presente trabalho
teve como objetivo conhecer o teor dos compostos, bem como a distribuigdo dos mesmos no
fruto através da extragdo, identificacdo e quantificagdo das principais classes de compostos
fenolicos da casca e da polpa de dez variedades de uva. Os dados obtidos serdo importantes
para a tomada de decisdes do Programa de Melhoramento Genético de Uva, mantido pela
Embrapa Uva e Vinho, e, posteriormente, para o desenvolvimento de produtos de melhor

qualidade.

2. Material e Métodos
2.1. Amostras
As dez variedades de uva estudadas sdo provenientes do banco de germosplasma da
Embrapa Uva e Vinho, localizada em Jales — SP, e foram codificadas de UV1 a UVI10,
preservando o sigilo da empresa. UV2, UV4, UV7 e UVS sdo uvas brancas e as demais sio

uvas tintas, sendo que a UV3, a UV5 e a UV6 foram consideradas uvas tintureiras.
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Desde que chegaram ao Instituto Agrondmico de Campinas, Campinas — SP, os cachos
de uva foram armazenados em freezer a -20°C até a sua manipula¢do. As variedades foram
pesadas congeladas e apresentaram, em média, 1269,40g (£223,17), sendo que foram
processados apenas de 20 a 25%, quantidade suficiente para as andlises realizadas.

A separacdo manual da casca, polpa e semente foi realizada com as uvas ainda
congeladas com o auxilio de bisturi e pinga. A casca e a polpa foram imediatamente colocadas
em recipientes de vidro separados e cobertos com papel aluminio, pesadas e armazenadas em
freezer a -80°C, evitando ao maximo a degrada¢dao do material pela luminosidade e pelo calor.
As sementes, quando presentes, foram descartadas. As amostras congeladas de casca e polpa
foram, entdo, enviadas para a Embrapa Meio Ambiente, localizada em Jaguaritina — SP, para
liofilizacdo e, apds esse procedimento foram novamente pesadas e armazenadas em freezer a -

80°C.

2.2. Extracdo de compostos fenolicos e otimizacdo da metodologia

Para a extragdo de compostos fenolicos, um erlenmeyer, revestido por papel aluminio,
contendo 0.2g da amostra e 20mL de uma solug¢io metanol: acido cloridrico (99.9:0.01 v.v'")
foi mantido sob agitagdo em agitador Fisatom 752 (Fisatom®, Brasil) durante 30 minutos. Os
extratos foram armazenados em freezer a -80°C no escuro. Antes de iniciar as analises, as
amostras foram centrifugadas em centrifuga Hettich Rotina 380R (Hettich Zentrifugen®,
Inglaterra) a 4°C e 11000rpm por 10 minutos. Foi preparado um extrato para cada amostra de
casca e polpa, com excecdo das cascas de uvas tintas, para as quais foram preparados trés
extratos.

A padronizagdo da metodologia para a determinacdo de fenodis, flavanodis e
antocianinas totais foi realizada com uvas comerciais e, depois de testados, os métodos foram
adaptados, de acordo com as caracteristicas das amostras, quanto ao volume utilizado de
extrato e das demais solugdes e ao comprimento de onda empregado para a leitura da
absorbancia. Esta foi realizada em espectrofotometro Hitachi U 2000 Double Beam UV Vis
(Hitachi®, Japdo), utilizando-se cubetas de quartzo de 4 mL. E, com a finalidade de diminuir

os erros estatisticos foram efetuadas trés leituras para cada extrato.

2.3. Determinacdo de fendis totais (FT)

O contetdo de fenois totais foi determinado aplicando-se o método Folin-Ciocalteu,
descrito por Waterman e Mole (1994) e adaptado por Arnous e colaboradores (2001). Em um

béquer, contendo 3160ul de 4gua destilada, foram adicionados 200ul do reagente Folin-
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Ciocalteu, 40ul do extrato e, apos aproximadamente 7 minutos, 600ul de uma solugdo de
Na,CO; (carbonato de s6dio) 20% (m.v'). A mistura foi homogeneizada e mantida a
temperatura ambiente por cerca de 50 minutos para reagir. ApoOs esse tempo, a absorbancia foi
lida a 760nm e a concentragdo de fenois totais estimada a partir de uma curva de calibragao
construida utilizando-se acido galico como padrio (100-1000mg.L" / r*= 0,9869). Os

resultados foram expressos em mg.L™' equivalentes de 4cido galico (EAG).

2.4. Determinacdo de flavandis totais (FA)

O conteudo de flavanoéis totais foi determinado utilizando-se 0 método DMACA (p-
dimetilaminocinmaldeido) (Arnous et al., 2002). Em um tubo de vidro de rosca contendo
3.0mL da solu¢do de DMACA (0.1% em 1N HCI-MeOH), foi adicionado 0,6mL do extrato.
A mistura foi homogeneizada e mantida a temperatura ambiente por cerca de 50 minutos para
reagir. Apos esse tempo, a absorbancia foi lida a 640nm e a concentragdo de flavanois
estimada a partir de uma curva de calibra¢dao construida utilizando-se catequina como padrao
(1-16 mg.L" / r’= 0,9844). Os resultados foram expressos em mg.L™" equivalentes de

catequina (EC).

2.5. Determinacdo de antocianinas totais (AT)

O conteudo de antocianinas totais foi determinado aplicando-se o método da diferenca
de pH (Giusti e Wrosltad, 2001).Uma aliquota do extrato foi diluida de 1 a 12 vezes com
tampao KCl (cloreto de potassio) 0.025M / pH 1.0 diretamente na cubeta. A leitura da
absorbancia foi realizada a 510nm, comprimento considerado de absorbancia maxima para
cianidina-3-glicosideo, e a 700nm, para descontar a turbidez da amostra. As mesmas etapas
descritas foram realizadas utilizando-se o tampao NaCOOH (acetato de s6dio) 0.4M / pH 4.5.

A absorbancia foi calculada a partir da seguinte equagao:

A= (ASIOnm - A700nm) pH=1,0 — (ASIOnm - A700nm) pH=4,5

O conteudo de antocianinas foi calculado e representado em mg.L" equivalente de

cianidina-3-glicosideo (ECG) através da formula:
C (mg.L'")=(AxPMx FD x 1000)/ (¢ x 1)

onde: A = absorbancia; PM = peso molecular (449.2); FD = fator de diluicdo; ¢ =

absortividade molar (26900 mol.L™") ¢ 1 = espessura da cubeta (cm).
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2.6. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, com exce¢do daquelas especificadas,
e os resultados foram expressos na forma de média + desvio-padrao (n=3). Foram utilizadas
as analises de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para identificar diferencas significativas
entre as médias, usando o programa Minitab® 16. Diferengas entre as médias no nivel de 5%

(P<0,05) foram consideradas significantes.

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacdo das amostras

A tabela 1 mostra para cada variedade de uva a massa processada, a massa de casca e
polpa fresca, a massa de casca e polpa seca, apds a liofilizacdo, e a quantidade de agua
perdida durante a evaporagdo. A casca e a polpa representaram, em média, 7 ¢ 81% da massa
fresca da uva, respectivamente; o restante diz respeito a semente. A casca apresenta entre 24 e

45% e a polpa de 5 a 23% de umidade.

Tabela 1. Massa (g) de uva processada, massa (g) de casca e polpa fresca e seca, massa (g) de
agua evaporada durante a liofilizagdo.

o Massa CASCA POLPA
Codigo  yva (g)

Massa Massa Massa Massa Massa Massa
Uva  (eascarpolpa oo (9) seca(g) 4gua(g) | fresca(g) seca(g) agua (g)
+semente)
(UAVARS 289,40 15,23 10,05 5,18 254,85 241,20 13,65
uv2 266,00 19,89 13,58 6,31 207,63 179,08 28,55
UV3** 289,52 27,50 16,20 11,30 217,82 183,17 34,65
uv4 255,27 15,85 8,79 7,06 221,75 190,56 31,19
UV5** 272,16 22,69 15,25 7,44 202,63 155,48 47,15
UV6** 272,83 26,04 14,28 11,76 207,86 172,79 35,07
uv7 250,92 13,36 10,12 3,24 215,75 199,66 16,09
uvs 311,56 18,21 12,23 5,98 266,81 248,50 18,31
UVox 213,86 14,89 8,44 6,45 158,02 149,75 8,27
UVv10* 337,38 16,97 11,61 5,36 290,04 262,14 27,90

*: uva tinta. **: uva tintureira.

A tabela 2 reune os dados obtidos para o contetdo de fenodis totais (FT), flavanois
totais (FA) e antocianinas totais (AT) presentes na casca e na polpa das dez variedades de uva.
Para as trés variaveis estudadas (FT, FA e AT), a concentracdo de compostos, apresentada em

-1 . . .
mg.L", foi maior na casca do que na polpa de todas as variedades de uva.
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Tabela 2. Contetido de compostos fenolicos na casca e na polpa das variedades de uva.

Codigo FT (mg.L' EAG) FA (mg.L! EC) AT (mg.L* ECG)
Uva CASCA POLPA CASCA POLPA CASCA POLPA
(UAVAR 155,34 + 3,82 97,37 + 1,94 6,35 + 0,66 0,98 +0,01 27,61 +4,85
(n=3)" (n=3)"% (n=9)*" (n=3)° (n=9)"
uv?2 150,99 + 2,30 87,12 + 0,27 435+0,17 0,91 + 0,00 = -
(n=3)" (n=3)" (n=3)° (n=3)°
UV3** 314,31 + 10,50 132,34 + 5,56 3,69 +0,42 1,24 + 0,04 245,03 + 28,75 | 18,65 +0,45
(0=3)" (n=3)" (n=9)° (0=3)" (n=9)" (0=3)°
uv4 203,82 + 4,59 99,08 + 0,97 6,36 +0,52 0,99 + 0,00 = -
(n=3)" (n=3)" (n=3)*" (n=3)°
UV5** 276,71 + 7,24 101,41 + 3,97 6,62 +0,18 1,01 +0,03 245,03 + 6,54 2,88 + 0,28
(n=3)° (n=3)° (n=9)" (n=3)° (0=9)° (n=3)°
UVve** 483,39 + 5,90 14524 + 4,43 6,01 + 0,06 1,33 +0,03 406,56 + 39,50 | 46,36 + 1,89
(n=3)" (n=3)" (0=9)" (n=3)" (n=9)" (n=3)"
uv7 283,23 +12,39 146,32 + 9,97 6,92 +0,26 1,36 + 0,00 - .
(n=3)° (n=3)" (n=3)" (n=3)"
uvs 142,75 + 1,86 86,50 + 0,54 3,68 +0,03 0,90 + 0,00 = =
(n=3)" (n=3)° (n=3)° (n=3)"
Uvo* 206,46 + 6,79 93,95 +1,08 6,80 +0,18 0,96 + 0,01 7,00 + 0,99 .
(n=3)° (n=3)%* (n=9)* (n=3)"" (n=9)°
uUvi10* 179,74 + 6,26 101,41 + 3,17 6,35+0,51 1,01 +0,02 30,52 +2,81 =
(n=3)° (n=3)° (n=9)" (n=3)° (n=9)"
Média 239,67 + 99,29 109,07 + 23,12 5,71 + 1,28 1,07 +0,17

Os resultados estdo expressos na forma média + desvio-padrdo (n = niimero de repeti¢des). Médias com letras diferentes na mesma
coluna sdo significativamente diferentes (Teste de Tukey, p<0,05). O trago (-) indica que a analise ndo foi realizada para a
variedade. *: uva tinta. **: uva tintureira.

3.2. Contetdo de fendis totais (FT)

A equagdo da reta obtida (Fig.1) a partir da leitura da absorbancia, a 760nm, de
solugdes de acido galico com concentragdo conhecidas, de 100 a 1000 mg. L™, é: y = 0,2145x

- 0,1562 (R = 0,9869).
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Figura 1. Curva padrao de acido galico.

O conteudo de fendis totais (FT) foi determinado para a casca e a polpa de todas as
variedades de uva (Fig.2). A quantidade de FT na casca, em miligramas por litro, variou entre
142.75 + 1.86, na UVS, e 483.39 + 5.90, na UV6, e na polpa, de 86.50 + 0.54, na UVS, a

146.32 + 9.97, na UV7. As uvas brancas tendem a apresentar menor concentracao de FT, em
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miligramas por litro, que as uvas tintas, exceto a UV7 que apresenta 283.23 + 12.39 na casca,
quantidade maior que a média (239.67 + 99.29), e 146.32 + 9.97 na polpa, a maior
concentracdo em polpa dentre todas as variedades (Fig.2). As uvas tintureiras (UV3, UVS5 e
UV6) sdao as que apresentam maior quantidade de FT dentre as uvas tintas, tanto na casca

quanto na polpa (Fig.2).
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Figura 2. Comparagdo entre a quantidade (mg.L"' EAG) de FT na
casca e na polpa das uvas.

O conteudo de fendis totais observado por Soares e col. (2008) para as cascas de uva
Isabel e Nidgara foi, respectivamente, 1026.69 + 88.50 ¢ 1242.78 + 79.02 mg.100g" (n=3),
valores mais baixos que os obtidos para todas variedades deste estudo. O contetido de fenois
totais encontrado por Abe e col. (2007) variou entre 65.0 + 1.0 e 390.0 + 28.0 mg.100g™,
valores muito inferiores aos determinados por Soares e col. (2008) e aos obtidos neste estudo.
Além disso, das sete cultivares estudadas por Abe e col. (2007), a menor quantidade de fendis
totais, cinco vezes mais baixa que a concentragdo obtida para as outras cultivares estudadas,
foi também da cultivar de uvas brancas, o que segundo os autores, ocorre porque as uvas
brancas ndo possuem outros compostos em quantidades relevantes que compensem a auséncia
de antocianinas.

Arnous e col. (2001), que determinaram o contetido de fenolicos totais para dez
variedades de vinhos tintos, observaram concentragdes de 1217 a 3772 mg.L", no minimo 4
vezes mais altas que as encontradas neste estudo. E provavel que isso ocorra porque durante o
processo de vinificacdo esses compostos sdao liberados mais facilmente e também extraidos

das sementes, além da casca e da polpa das uvas.

3.3. Conteudo de flavanois totais (FA)
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A equacgdo da reta (Fig. 3) obtida a partir da leitura da absorbancia, a 640nm, de
solugdes de catequina com concentragdo conhecidas, de 1 a 16mg.L'1, ¢:y=0,2901x - 0,2319

(R>=0,9844).
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Figura 3. Curva padrao de catequina.

O conteudo de flavanois totais (FA) foi determinado tanto para a casca quanto para a
polpa de todas as variedades de uva (Fig.4). A concentracdo de FA ndo variou muito entre as
variedades de uva, sendo que a menor quantidade, em miligramas por litro, tanto na casca
quanto na polpa, foi encontrada na UV8, 3.68 + 0.03 na casca e 0.90 + 0.00 na polpa, e a

maior na UV7, 6.92 + 0.26 na casca e 1.36 + 0.00 na polpa, ambas uvas brancas (Fig.4).
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Figura 4. Comparagio entre a quantidade (mg.L"' EC) de FA na
casca e na polpa das uvas.

O conteudo de flavandis totais encontrado por Abe e col. (2007) variou entre 3.8 + 0.1
e 61.0 + 2.0 mg.100g™”, valores proximos aos observados neste estudo. No entanto, como
salientado pelos autores, no caso do estudo deles, ¢ provavel que estes compostos sejam

constituintes das cascas e sementes, ja que foram utilizados frutos triturados na extracao e,
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apds a remogao das sementes de duas das sete cultivares estudadas, foram encontradas
concentragdes mais baixas, 1.47 mg.100g™", ou ndo foram encontrados flavandis totais, onde
antes haviam 23.3 e 33.0 mg. 100g”, respectivamente. Ainda, Yilmaz e Toledo (2004)
encontraram de 6 a 9 vezes mais flavandis nas sementes do que nas cascas de duas variedades
de Vitis vinifera.

Soares e col. (2008), entretanto, observaram valores mais altos que os deste estudo,
100.04 + 11.57 ¢ 256.31 + 47.35 mg.100g™" (n=3) para as cascas das variedades de uva Isabel
e Nidgara, respectivamente. E Arnous e col. (2001) e Beer e col. (2003), que avaliaram o
conteudo de flavandis totais em vinhos tintos, encontraram, respectivamente, de 347.0 a 664.8
e de 189.0 a 265.0 mg.L'l, concentragdes, no minimo, vinte € sete vezes superiores as
encontradas neste estudo. Desse modo € possivel confirmar o observado por Abe e col. (2007)
de que os flavandis estdo presentes em sementes e cascas, mas muitas vezes mais na primeira,
e podem contribuir melhor como “moléculas bioativas” em vinhos, uma vez que sdo extraidos
durante o processo de vinificagdo.

Ainda, segundo Arnous e col. (2001), que também avaliaram a capacidade
antioxidante das variedades de vinho tinto estudadas por eles, sugerem que o conteudo de
flavanois totais esteja fortemente associado as propriedades antioxidantes dos vinhos,

especialmente a eliminacao de radicais livres de hidroxila.

3.4. Contetido de antocianinas totais (AT)

O conteudo de antocianinas totais (AT) foi determinado para a casca das seis
variedades de uvas tintas e para a polpa de trés delas (UV3, UVS e UV6), consideradas
tintureiras e, portanto, contendo AT também na polpa (Fig.5). Nos testes com casca e polpa de
uvas brancas, as leituras de absorbancia mostraram valores muito baixos, resultando em
conteido de AT negativo. A quantidade de AT, em miligramas por litro, na casca variou
bastante, de 7.00 + 0.99 (n=9) na UV9 a 406.56 + 39.50 (n=9) na UV6, uma uva tintureira
(Fig.5). Entre as uvas tintureiras, a concentracao de AT na polpa também variou; 18.65 + 0.45

(n=3) na UV3, 2.88 + 0.28 (n=3) na UV5 ¢ 46.36 + 1.89 (n=3) na UV6 (Fig.5).
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Figura 5. Comparagdo entre a quantidade (mg.L"' ECG) de AT na
casca e das uvas tintas.

Soares e col. encontraram nas cascas das variedades Isabel e Nidgara, respectivamente,
214.26 + 56.18 e 47.65 + 9.63 mg.lOOg'1 (n=3), valores mais proximos aos observados para
as uvas tintas, ¢ nao tintureiras, deste estudo. A variacao no teor de antocianinas totais em
diferentes variedades de uva também foi relatada por Abe e col. (2007); os valores
encontrados por eles variaram entre 12.8 + 0.1 e 248.0 + 24,0 mg.lOOg'l em sete cultivares de
uva, sendo o teor de antocianinas totais maior nas uvas mais escuras, seguido pelas uvas
rosadas e ausente nas uvas brancas. E provavel que isso esteja relacionado com o que foi
relatado por Pomar e col. (2005), de que a composicdo das antocianinas nas uvas depende
primeiramente de fatores genéticos, porém a distribuicdo destes compostos durante a
maturacdo da uva ¢ influenciada pelas condi¢des climaticas e pelas caracteristicas fisico-
quimicas do solo.

Além disso, Arnous ¢ col. (2001) observaram média de 200.6 mg.L'1 de antocianinas
totais entre as 10 variedades de vinhos tintos analisados, valor menor a média de 298.87
mg.L" encontrada para as trés variedades de uvas tintureiras deste estudo. O potencial de
antocianinas totais apresentado por essas variedades ¢ de extrema relevancia porque, ao
contrario do que foi sugerido por Arnous e col. (2001), Abe e col. (2007), que também
avaliaram a capacidade antioxidante das sete variedades de uvas estudadas por eles,
concluiram que as antocianinas apresentam capacidade antioxidante superior a outros

compostos fenolicos presentes nas uvas.

3.5. Relacdo FA/FT e AT/FT nas cascas de uvas tintas

Os FA compreendem uma pequena parcela dos FT tanto da casca, entre 1.17 e 4.09%,

quanto da polpa, de 0.92 a 1.04%, das variedades de uva (Tab.3). Ja as AT representam entre
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3.39 a 17.77% dos FT da casca das uvas tintas e de 77.96 a 88.55% da casca das uvas
tintureiras. Nestas, as AT compreendem de 2.84 a 31.92% dos FT da polpa (Tab.3).

Tabela 3. Relagdo FA/FT ¢ AT/FT das uvas.

Codigo FA/FT (%) ATIFT (%)
Uva CASCA | POLPA CASCA | POLPA
UV1x 4,09 1,01 17,77 -
uv2 2,88 1,04 - -
UV3» 1,17 0,94 77,96 14,09
uv4 3,12 1,00 - -
UV5» 2,39 1,00 88,55 2,84
UV6* 1,24 0,92 84,11 31,92
uv7 2,44 0,93 - .
uvs 2,58 1,04 ; ;
UVo* 3,30 1,02 3,39 -
UV10* 3,53 1,00 16,98 :

*: uva tinta. **: uva tintureira.

No estudo realizado por Soares e col. (2008) para a casca das variedades de uva tinta
Isabel e Niagara, o conteudo de flavanois totais representa, respectivamente, 9.74 ¢ 20.62%
dos fendis totais, por¢des superiores as encontradas neste estudo, e o de antocianinas totais
compreende 20.87 e 3.83% dos fendis totais, respectivamente, fragdes proximas as observadas
nas variedades de uva tinta do presente estudo.

Segundo Kim e col. (2003), em Morais e col. (2008), o contetido total de compostos
fendlicos pode ser influenciado por fatores como a maturagdo, a espécie ou variedade, praticas
de cultivo, origem geografica, estdgio de crescimento, condi¢des de colheita e
armazenamento. Ainda, os resultados de Abe e col. (2007) sugerem que a varia¢do no perfil
dos compostos fenolicos pode resultar em diferentes atividades bioldgicas e, apesar das
antocianinas e do resveratrol representarem os constituintes potenciais, outros componentes
podem estar agindo sinergisticamente, contribuindo para os efeitos benéficos associados ao

consumo de uvas e seus derivados.

4. Concluséo
A concentracdo de compostos fendlicos ¢ maior na casca do que na polpa de todas as
variedades de uva. E, em geral, as uvas tintas, especialmente as tintureiras, apresentam as
maiores concentracdes de compostos fenolicos, sendo a maioria constituida por antocianinas.
O conteudo de fenois e antocianinas totais variam bastante, tanto na casca quanto na
polpa, entre as variedades de uva, enquanto o conteudo de flavanois totais ¢ mais constante.
Os flavandis representam a menor fracdo de compostos fendlicos tanto na casca quanto na

polpa de todas as variedades de uva.
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As variedades de uvas tintureiras UV3 e UV6 e a de uvas brancas UV7 sdo as mais
interessantes do ponto de vista funcional, ja que apresentaram, tanto na casca quanto na polpa,
maior conteudo de fendis, flavandis e antocianinas totais que as concentragcdes médias obtidas
para todas as variedades estudadas. Tais informacgdes serdo extremamente importantes para a

selecdo de variedades dentro do melhoramento genético na area de viticultura.
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