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RESUMO

PADILHA, Carla Valéria da Silva. Novas cultivares de uvas
brasileiras plantadas em regido tropical semiarida: caracterizagao
guimica e influéncia da época de colheita na composicdo de uvas
derivados. 2019.133p. Tese (Doutorado em Ciéncias dos Alimentos).
Universidade Federal de Santa Catarina. Florianépolis-SC.

Novas cultivares de uvas adaptadas as diferentes regifes brasileiras, com
elevada produtividade e maior resisténcia as principais doencas que
atacam a cultura da videira foram desenvolvidas pela EMBRAPA visando
0 consumo in natura da uva e também a producdo de derivados. Este
trabalho teve como objetivos a validagdo de um método para
determinacéo rapida de compostos fendlicos em sucos e vinhos tintos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com fase reversa (RP-
HPLC/DAD) utilizando uma nova coluna de resolucdo répida; a
caracterizac8o bioativa e a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro de
novas cultivares de uvas de mesa brasileiras plantadas na regido do Vale
do Submédio Sdo Francisco; a avaliacdo da influéncia da época de
colheita na composicéo da uva e de sucos de uva. A validacdo do método
cromatografico seguiu as recomendacdes do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento do Brasil. Uvas, sucos de uvas e vinhos foram
avaliados quanto ao pH, s6lidos sollveis, acidez titulavel, polifenois
totais, antocianinas monomeéricas totais, compostos fenélicos individuais,
acidos organicos, aclcares e atividade antioxidante in vitro. O método
validado mostrou lineraridade (R > 0,9995), boa precisdo (CV% < 2,78),
recuperacdo (91,8 -105,1%) e limites de deteccédo (0,04 — 0,85 mgL?) e
quantificacdo (0,04 - 1,41 mg L) de acordo com outros métodos
previamente publicados, com o diferencial de possuir um tempo de
corrida de apenas 25 minutos. A aplicabilidade do método validado foi
verificada por meio da caracterizacdo de compostos fendlicos em sucos
de uva e vinhos comerciais de novas variedades brasileiras de uva, onde
0s resultados obtidos diferiram dos produtos estudados de sucos e vinhos
de outras regifes mundiais. Os perfis fenolicos das novas variedades de
uvas de mesa estudadas (BRS Isis e BRS Vitoria) mostraram diferencas
em relacdo a composicdo fendlica, destacando alta concentracdo de
flavanols, flavonols e estilbenos na cultivar BRS Isis e de antocianinas,
flavononas e acidos fendlicos na cultivar BRS Vitéria. Quanto ao
potencial bioativo, as uvas mostraram alta atividade antioxidante,
especialmente a uva BRS Vitoria, em comparacdo a uvas de mesa de
outras regibes do mundo. O cultivo de uva em uma regido de pouca



variabilidade climatica anual como no Vale do Sdo Francisco permite que
a colheita seja programada para qualquer més do ano, este trabalho
evidenciou que as sucessivas colheitas realizadas ao longo do ano sdo
influenciadas por pardmetros climaticos e propiciam uvas e sucos com
diferentes valores e perfis de compostos bioativos e atividade
antioxidante.

Palavras-chave: Uvas de mesa. Sucos de uva. Vitis labrusca L. Hibridos.
Compostos bioativos. Viticultura tropical.



ABSTRACT

PADILHA, Carla Valéria da Silva. New cultivars of Brazilian grapes
planted in a semi-arid tropical region: chemical characterization and
influence of harvest season on the composition of grapes and derived
grapes. 2019.133p. Thesis (Doctorate in Food Science). Federal
University of Santa Catarina. Floriandpolis-SC.

New grape cultivars adapted to the different Brazilian regions, with high
productivity and greater resistance to the main diseases that attack the
grapevine culture were developed by EMBRAPA aiming at the in nature
consumption of the grape and the production of derivatives. The objective
of this work was to validate a method for the rapid determination of
phenolic compounds in juices and red wines by high-performance liquid
chromatography with reverse phase (RP-HPLC / DAD) using a new
column of fast resolution; the bioactive characterization and the
evaluation of the in vitro antioxidant activity of new cultivars of Brazilian
table grapes planted in the region of Vale do Submédio Sdo Francisco;
the evaluation of the influence of the harvest season on the composition
of the grape and grape juice. The validation of the chromatographic
method followed the recommendations of the Brazilian Ministry of
Agriculture, Livestock and Supply. Grapes, grape juices and wines were
evaluated for pH, soluble solids, titratable acidity, total polyphenols, total
monomeric anthocyanins, individual phenolic compounds, organic acids,
sugars and antioxidant activity in vitro. The validated method showed
linerarity (R> 0.9995), good precision (CV% <2.78), recovery (91.8 -
105.1%) and detection limits (0.04-0.85 mg L- 1) and quantification (0.04
- 1.41 mg L-1) according to other previously published methods, with the
differential having a running time of only 25 minutes. The applicability
of the validated method was verified through the characterization of
phenolic compounds in grape juice and commercial wines of new
Brazilian grape varieties, where the results obtained differed the products
studied from juices and wines from other regions of the world. The
phenolic profiles of the new varieties of table grapes studied (BRS Isis
and BRS Vitdria) showed differences in phenolic composition, with a
high concentration of flavanols, flavonols and stilbenes in BRS Isis and
anthocyanins, flavanones and phenolic acids in cultivar BRS Victory. As
for the bioactive potential, the grapes showed high antioxidant activity,
especially the BRS Vitdria grape, in comparison to table grapes from
other regions of the world. Grape cultivation in a region of low annual



climatic variability such as in the Sao Francisco Valley allows the harvest
to be scheduled for any month of the year. This work evidenced that the
successive harvests during the year are influenced by climatic parameters
and provide grapes and juices with different values and profiles of
bioactive compounds and antioxidant activity.

Keywords: Table grapes. Grape juice. Vitis labrusca L. Hybrids.
Bioactive compounds. Tropical viticulture.
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INTRODUCAO

O Brasil se classifica como 0 15° maior produtor mundial de uva,
com uma area colhida de 75 mil hectares e produgdo de 1,6 milhdes de
toneladas desta fruta (IBGE, 2019). O cultivo de uva no pais, tanto para
consumo in natura quanto para processamento, vem crescendo
consideravelmente nos ultimos anos em funcéo da diversidade ambiental
brasileira. Existem areas com viticultura caracteristica de regibes
temperadas e subtropicais, onde a préatica cultural é de uma safra por ano
e reas de viticultura tropical onde é possivel se ter colheitas em todos os
meses do ano (CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011;
PROTAS; et al., 2012).

A producéo de uva brasileira é realizada entre o paralelo 30 °S, no
Estado do Rio Grande do Sul, e o paralelo 8 °S, na regido Nordeste do
pais. No Nordeste o destaque é para a regido do Vale do Submédio Séo
Francisco (VSF), representada principalmente pelos municipios de
Petrolina (Pernambuco) e Juazeiro (Bahia). A alta luminosidade, baixos
indices pluviométricos e baixa umidade relativa do ar sdo fatores
ambientais que caracterizam esta regido cujo clima, segundo classificacdo
Kdppen, é definido como tropical semiarido (TEIXEIRA, 2010). Devido
a associagao entre irrigacdo e o manejo das videiras € possivel a produgdo
de uvas durante o ano inteiro, favorecendo a exportagdo e garantindo
expressao econbmica e social (TEIXEIRA; AZEVEDO, 1996).

Devido ao crescimento da demanda por uvas, a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA), por meio do seu programa de
melhoramento genético da uva, vem desenvolvendo novas cultivares de
uvas adaptadas as diferentes regides brasileiras, com elevada
produtividade e maior resisténcia as principais doengas que atacam a
cultura da videira, tanto para 0 consumo in natura como para a producéo
de sucos de alta qualidade (CAMARGO; MAIA; RITSCHEL, 2010). As
novas variedades de uvas plantadas comercialmente no Vale do
Submédio Sao Francisco sdo “BRS Violeta”, “BRS Cora”, “BRS Magna”
que sdo destinadas para a produgdo de sucos de uva; além da “BRS
Vitoria” e “BRS Isis” destinados ao consumo in natura. Uvas, vinhos e
sucos do VSF tém recebido destaque pela concentracdo bioativa, alta
atividade antioxidante associada a compostos fenolicos (PADILHA etal.,
2016; NATIVIDADE et al., 2013; LIMA et al., 2014; CAMARGO et al.,
2014; LIMA et al., 2015; SILVA et al., 2016) e por promover melhoria
no efeito ergogénico em corredores recreacionais, atividade antioxidante
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in vivo e possivel redugdo de marcadores inflamatérios associados ao seu
consumo (TOALDO et al., 2015; TOSCANO et al., 2015).

Compostos fendlicos sdo importantes metabodlitos vegetais
presente nas uvas e além de atuarem como moléculas biofuncionais estdo
relacionados com as caracteristicas sensoriais e estabilidade quimica dos
produtos derivados, como sucos e vinhos (FARHADI et al., 2016; LIMA
etal., 2014; RECAMALES et al., 2006). A literatura dispde de diversos
protocolos para determinacdo sOimultanea de compostos fendlicos em
uvas, sucos e vinhos. Na maioria dos casos estes compostos sdo
quantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa (CLAE-FR) com deteccdo no ultra violeta, detector de arranjos
de diodo e detector de fluorescéncia (OBON; DIAZ-GARCIA;
CASTELLAR, 2011; NATIVIDADE et al., 2013; SILVA et al., 2016)
utilizando principalmente colunas classicas do tipo RP-Cig (250 x 4.6 mm
com particulas internas de 5 um). Também séo encontrados métodos por
CLAE-FR com detec¢do em ionizacao por eletro spray e espectrometria
de massa (RAMIREZ-LOPEZ et al., 2014), assim como métodos de
determinacdo rdpida por CLAE-FR utilizando colunas de resolucdo
rapida RP-Cis (150 x 4.6 mm - particulas internas de 3 um) e do tipo
Core-Shell RP-Cig (100 x 4.6 mm - particulas internas de 2.6 um)
(MANNS; MANSFIELD, 2012; NATIVIDADE et al., 2013).

Assim, é esperado que a composi¢ao quimica das novas cultivares
de uvas brasileiras plantadas no VSF seja diferenciada, visto que se trata
de uma regido de clima tropical semiarido, caracterizado por altas
temperaturas e luminosidade durante todo o ano. Além disso, sabe-se que
0 conhecimento da composicdo fendlica representa informacédo
importante para a produgéo de vinhos e sucos de uva devido a relacdo que
estas substancias tém com a qualidade dos produtos finais.

Este trabalho apresenta como objetivos: validar uma metodologia
de determinacéo rapida de compostos fenélicos em sucos e vinhos tintos
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com fase reversa (RP-
HPLC/DAD) utilizando uma nova coluna de resolucdo réapida; realizar
caracterizacdo quimica e bioativa das novas variedades brasileiras de uva
de mesa plantadas na regido do Vale do Submédio S&o Francisco,
Nordeste do Brasil; e avaliar da influéncia da época de colheita na
composicao de uvas e sucos de uva.

A presente tese é estruturada em capitulos. O primeiro capitulo é
referente a revisdo bibliografica onde sdo abordados os principais
aspectos da viticultura nacional, com destaque para a regido do Vale do
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Submédio Sao Francisco. A revisdo contempla também a influéncia do
clima no cultivo da videira; as novas cultivares de uvas brasileiras; a
composicdo quimica e atividade antioxidante de uvas, sucos e vinhos; e a
validacdo de métodos cromatograficos. O capitulo dois apresenta a
validacdo da metodologia para analise de compostos fenélicos em sucos
de uva e vinhos usando uma coluna de resolucéo rapida. O capitulo trés
descreve o perfil fenolico e a atividade antioxidante de duas novas
variedades de uvas de mesa cultivadas no VVSF. Por fim, o capitulo quatro
compreende o estudo da influéncia das condicdes climaticas da regido do
VSF na composi¢do quimica de uvas e suco de uva. Neste estudo, foram
avaliadas duas uvas colhidas em quatro diferentes meses do mesmo ano,
bem como o suco elaborado com essas uvas.






CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1.1  CLASSIFICACAO BOTANICA E INFLUENCIA DO CLIMA
NO CULTIVO DE VIDEIRAS

A videira é uma das culturas mais antigas sendo a uva uma das
frutas mais cultivadas em todo o mundo (XU et al., 2010). A videira
pertence a familia Vitaceae que compreende 19 géneros. O género Vitis é
0 Unico que possui frutos comestiveis e 0 mais importante
economicamente. Formado por mais de 60 espécies o género Vitis se
subdivide em dois subgéneros ou se¢des: Muscadinia Planch e Euvitis
Planch. O subgénero Muscadinia é originado do Sudeste dos Estados
Unidos e México e possui trés espécies conhecidas, Vitis rotundifolia
Michaux, Vitis munsoniana Simpson e Vitis popenoi Fennel. No
subgénero Euvitis encontram-se duas espécies de grande importancia para
a agricultura, Vitis vinifera L. e Vitis labrusca L, consumidas de maneira
in natura e também utilizadas para a producéo de vinhos e sucos de uva
(GALET, 1998; GIOVANNINI, 2008).

A espécie Vitis vinifera L. é a principal espécie do género Vitis,
com mais de 17 mil variedades (VIVC, 2017). De origem europeia, as
Vitis vinifera se destacam pela qualidade dos seus frutos, sendo a principal
espécie para 0 consumo in natura e elaboracéo de vinhos finos. Dentre as
principais variedades viniferas utilizadas na elaboracdo de vinhos finos
estdo a Cabernet Sauvignon, Syrah, Merlot, Chenin Blanc e Moscato
Canelli (GIOVANINNI, 2008).

A espécie Vitis labrusca L. é originada da regido sul da América
do Norte. Essas videiras apresentam elevada produtividade e
caracteristicas rasticas, principalmente em relacdo a alta resisténcia as
doencas que ocorrem nas cultivares V. vinifera L., a exemplo do mildio
(Plasmopara viticola) e oidio (Uncinula necator). No Brasil, as
variedades Vitis labrusca sdo amplamente utilizadas para processamento
de sucos, sendo as mais comuns a Isabel, Concord, Niagra e Bordo, no
sul e sudeste do pais por apresentarem melhor adaptacdo ao clima
temperado nessas regides (CAMARGO et al., 2010).

Quanto as condices climaticas para se desenvolver, embora possa
ser considerada uma planta de clima temperado a videira apresenta
elevada capacidade de adaptacdo, encontrando condigdes favoraveis em
quase todas as regifes brasileiras. No entanto, essa amplitude climatica
de cultivo da videira ndo significa que os produtos originados em regides
distintas sejam idénticos no seu valor e qualidade (MOURA,; TEIXEIRA;
SOAREZ, 2009).
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Em relacdo a radiacdo solar a videira € uma planta exigente,
principalmente entre os periodos de floracdo e maturacdo, necessitando
entre 1200 a 1400 horas de sol. Além do efeito direto sobre a fotossintese,
a exposicao da planta a radiacdo solar estimula a brotacdo e a fertilidade
das gemas, e consequentemente o0 aumento da produtividade dos cachos.
Enguanto que a deficiéncia desse elemento climatico pode ser prejudicial
principalmente nos periodos de floracdo e maturacdo dos frutos, pois a
radiacdo solar é fundamental para coloracdo das bagas e acimulo de
acucar, sendo que maior parte do aglcar do fruto é sintetizado nas folhas
pela acdo da luz solar durante o periodo de maturacdo das bagas
(GIOVANINNI, 2008; POMMER, 2003).

Assim como a luminosidade, a temperatura do ar influencia no
crescimento e atividade fotossintética da videira, pois é necesséria para
que os catalizadores (enzimas) das reagBes bioguimicas, que ocorrem
durante a fotossintese, expressem sua atividade maxima. A faixa de
temperatura média considerada ideal para o cultivo da videira situa-se
entre 25 e 30 °C (GIOVANNINI; MANFROI, 2009). Ledo e Soares
(2009), afirmam que acima de 30 °C a atividade fotossintética é reduzida
pela inativacdo térmica de enzimas, dissecacdo de tecido e fechamento
dos estdbmatos das folhas, podendo chegar a zero em temperaturas
préximas a 45 °C.

Por possuir um sistema radicular profundo, a videira possui uma
necessidade hidrica variavel, podendo vegetar em situacdes adversas e se
adaptar em zonas onde a precipitacdo pluviométrica ndo ultrapassa 200
mm anuais até aquelas mais Umidas, com mais de 1000 mm anuais
(PEDRO JR; SENTELHAS, 2003). Porém, em locais onde as
precipitagdes anuais sdo inferiores a 450 mm ou que o regime de chuvas
é mal distribuido, a viticultura deve ser irrigada (GIOVANINNI, 2009).

Os estadios fenoldgicos da videira sdo afetados tanto pela
deficiéncia como pelo excesso hidrico, comprometendo a produtividade
e qualidade das uvas (TEIXEIRA, 2004). Em condicdo de elevada
quantidade de agua disponivel no solo, o crescimento vegetativo é
excessivo e compete com as bagas pelos produtos da fotossintese. Ja o
déficit hidrico pode provocar diversas respostas fisioldgicas nas culturas,
dentre as quais se destacam o fechamento dos estbmatos, a reducdo da
transpiracdo e o crescimento celular. Além disso, quando a deficiéncia
hidrica ocorre durante o periodo inicial de crescimento das bagas pode
ocasionar a redugdo no tamanho dos frutos. Enquanto que se acontece
durante a maturacdo, pode causar o atraso do amadurecimento, afetando
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a coloracdo e favorecendo a queima de frutos pela radiacdo solar (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

A umidade do ar é o fator climatico de maior relagdo com o
surgimento de doengas flngicas em videiras. No entanto, também esta
relacionado a aspectos fisiologicos da planta. Elevada umidade relativa
(UR) do ar proporciona maior vigor dos ramos, acelera a emissdo das
folhas e favorece maior longevidade da planta. Porém, se associada a altas
temperaturas favorece a maior incidéncia de fungos (TEIXEIRA, 2004).
De acordo com Kishino & Caramori (2007), umidade relativa entre 62 -
68% sdo consideradas ideais para o desenvolvimento da videira. UR
acima de 75% associada a altas temperaturas favorece o desenvolvimento
de fungos responsaveis por causar prejuizos no parreiral, a exemplo do
mildio (Plasmopara viticola), ferrugem (Phakopsora euvitis) e podriddes
do cacho (Melanconium fuligineum e Glomerella cingulata). Enquanto
baixa umidade relativa do ar favorece a transpiragdo da planta e a
proliferacdo de acaros e oidio (Uncinula necator).

Outro fator que pode afetar o desenvolvimento da videira é a
velocidade do vento. Os ventos fortes podem causar danos fisicos nas
plantas em formacdo, pela quebra dos ramos novos, além de danos
mecanicos nos frutos. A influéncia do vento sobre a transpiracdo da
cultura esta relacionada ao processo de remocdo do vapor de dgua na
atmosfera, pois o ar acima da cultura vai se tornando gradativamente
saturado com vapor d’agua e se ndo ha reposicdo de ar seco, a
evapotranspiracdo da cultura decresce (TEIXEIRA, 2004). Além da
transpiracdo e do efeito mecanico, o vento é também um dos principais
agentes de disseminacio de fungos (SONEGO; GARRIDO;
GRIGOLETTI JUNIOR, 2005).

1.2 APRODUCAO DE UVANO BRASIL E A PARTICIPACAO DO
VALE DO SUBMEDIO SAO FRANCISCO

Atualmente, o Brasil ocupa a 152 posi¢do no ranking de producéo
de uva mundial, com 1,6 milhdes de toneladas, huma area aproximada de
75 mil hectares (IBGE, 2019) distribuidas em nove regides brasileiras,
sendo agrupadas em zonas de viticultura de clima temperado, clima
subtropical e clima tropical.

Em regides de clima tropical, as temperaturas ambientais séo
elevadas e a videira ndo entra naturalmente no estado de repouso
vegetativo, crescendo continuamente. Nestas condi¢des, com a adequada
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programacdo de podas, irrigacdo e aplicacdo de produtos quimicos, é
possivel promover a producdo de uvas em ciclos consecutivos. Com a
auséncia de repouso invernal ou dorméncia das gemas o ciclo vegetativo
é encurtado, o que possibilita colheitas durante todo o ano e maiores
produtividades (CAMARGO et al., 2011).

Embora a viticultura tropical seja uma atividade recente em nivel
mundial, esta tem alcancado significativa evolucéo tecnoldgica no Brasil,
especialmente no Vale do Submédio S&o Francisco, devido a utilizacdo
de novas cultivares e porta-enxertos, bem como a aplicacdo de técnicas
de manejo apropriadas.

A cadeia produtiva de uva no VSF destina-se a trés mercados
especificos: uva de mesa (finas e comuns), uvas para elaboracéo de vinhos
(finos e comuns) e uvas para producao de sucos, cujo crescimento vem
aumentando nos ultimos anos. A estrutura produtiva da regido compde-
se de pequenos produtores vinculados aos projetos de colonizacdo e
associados em cooperativas, além de médios e grandes produtores que
atuam em escala empresarial.

A relevancia do VSF para a viticultura é atribuida, principalmente,
pelo direcionamento da producdo de uva fina de mesa (Vitis vinifera L.)
para 0 mercado externo. Sob o ponto de vista comercial, a possibilidade
de escalonamento da producdo de uvas nessa regido, permite a
administragdo da oferta, fazendo-a coincidir com as entressafras tanto nas
regides viticolas tradicionais brasileiras, como do exterior, fugindo,
portanto, das limitacdes relacionadas a sazonalidade. Essa caracteristica
¢ a principal responsavel pela insercdo do VSF como responsavel por
95% da exportacdo de uva fina de mesa do Brasil, que em 2016 respondeu
por cerca de 30 mil toneladas e pelo valor aproximado de 64 milhGes de
délares (IBRAF, 2017). Segundo dados do Ministério do
Desenvolvimento, Indistria e Comércio Exterior (MDIC) esta regido
exporta uvas principalmente para os mercados da Europa, Estados Unidos
e Canada.

Atualmente a producdo de vinho no  VSF ¢ realizada
principalmente utilizando uvas Vitis vinifera L. Sdo produzidos, em
média, 4 milhdes de litros de vinhos por ano, onde 2,8 milhdes de litros
(70%) séo vinhos espumantes, 1,16 milhdes de litros de vinhos tintos
(29%) e 40 mil litros de vinhos brancos (1%) (PEREIRA et al., 2016).

Nos ultimos anos, os produtores do VSF tem investido em grande
escala na produgdo comercial de suco de uva. A area comercialmente
plantada para elaboraco de suco no VSF € composta por variedades
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pertencentes as novas cultivares brasileiras de uva para producéo de suco,
sendo representada pelas cultivares “Isabel Precoce” (Vitis labrusca), e os
hibridos, “BRS Cora”, “BRS Violeta” e BRS Magna (LIMA et al., 2014;
PADILHA et al, 2017), com volume de suco produzido de
aproximadamente 10 milhdes de litros por ano.

13 NOVAS CULTIVARES BRASILEIRAS DE UVAS
PLANTADAS NO VALE DO SUBMEDIO SAO FRANCISCO

Devido ao crescimento da demanda por uvas, a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) criou o programa de
melhoramento genético da uva, e assim vem desenvolvendo nos Gltimos
anos novas cultivares de uvas adaptadas as diferentes regides brasileiras,
com elevada produtividade e maior resisténcia as principais doencas que
atacam a cultura da videira (CAMARGO et al., 2010).

As novas variedades de uvas plantadas comercialmente no Vale do
Submédio Sao Francisco sdo “Isabel Precoce” (V. labrusca), e os hibridos
(V. vinifera x V. labrusca) “BRS Violeta”, “BRS Cora”, “BRS Magna” —
para a produgdo de sucos de uva; além dos hibridos (V. vinifera x V.
labrusca) BRS Vitdria e BRS Isis para 0 consumo in natura.

A cultivar ‘Isabel Precoce’ (Figura 1 A) é uma mutagdo somatica
espontanea que apresenta as caracteristicas gerais da cultivar ‘Isabel’ em
relacdo ao comportamento agronémico, producdo e qualidade do fruto.
No entanto, diferencia-se da cultivar Isabel devido a reducdo no ciclo
vegetativo entre a floracdo e a colheita, antecipada em cerca de 35 dias.
Possui produtividade na faixa de 25 a 30 t/ha/safra; cacho em formato
cilindro-cbnico, pesando em média 110 g; baga de cor preta, com em
média 17,2 cm de didmetro x 18,7 cm de comprimento e uvas com cerca
de 18 a 20 °Brix (CAMARGO, 2004). Sua precocidade é vista como uma
opcéo para a ampliacdo do periodo de producédo e processamento de suco
e vinho de mesa. Por este motivo, o cultivo de Isabel Precoce aumentou
nas regides produtoras, tornando-se base para a produgdo de vinho em
Goiés e de suco em Mato Grosso e no Vale do Submédio S&o Francisco
(BOLIANI; FRACARO; CORREA, 2008), sendo a principal cultivar
utilizada na elaboragao de sucos de uvas na regido do VSF (LIMA et al.,
2014).

A cultivar hibrida ‘BRS Violeta’ (Figura 1 B) ¢ uma cultivar de
uva tinta, lancada pela Embrapa em 2005 e obtida a partir de cruzamento
'‘BRS Rubea' x 'lAC 1398-21'". Apresentou boa adaptagdo a regido Sul do
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Brasil, sob condic@es de clima temperado e subtropical, como também,
em regides tropicais. Produz aproximadamente 25 a 30 toneladas de uva
por hectare/safra. Seu cacho é de tamanho médio, pesando em torno de
150 g, possui formato cilindrico, bagas esféricas com coloracdo preto-
azulada, casca espessa e resistente, polpa colorida, sabor que remete a
framboesa e sementes normais (CAMARGO; MAIA; NACHTIGAL,
2005).

A cultivar hibrida “BRS Cora” (Figura 1 C) foi obtida a partir do
cruzamento ‘Muscat Belly A x H. 65.9.14°. E uma cultivar de uva tinta,
langada em 2004 como alternativa de uva tintureira para a elaboracéo de
suco em regides tropicais. Seu cacho tem tamanho médio, pesando em
torno de 150 g, formato cilindro-conico. Sua baga apresenta tamanho
médio, eliptica larga, cor preto-azulada, casca espessa e resistente, polpa
incolor, ligeiramente firme, e sabor que remete a framboesa. Em plena
maturacdo, apresenta agradavel sabor, tipico das labruscas e mosto
intensamente colorido, com teor aproximado de s6lidos sollveis entre 18
e 20 °Brix, acidez total ao redor de 0,75 g de acido tartarico 100 mL™ e
pH na faixa de 3,45. Por originar sucos de coloracéo intensa, é utilizada
para a melhoria da coloracdo de sucos de uvas deficientes nesse atributo
(CAMARGO; MAIA, 2004), a exemplo do que ocorre no Vale do
Submédio S&o Francisco, onde a BRS Cora é utilizada em cortes com a
cultivar Isabel Precoce na elaboracdo de sucos de uva. (LIMA et al.,
2014).

Figura 1. Novas cultivares de uvas utilizadas na elaboracéo de suco de
uva. (A) Isabel Precoce; (B) BRS Violeta; (C) BRS Cora; (D) BRS
Magna.

(A) © D)
~
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Fonte: EMBRAPA (2017).

A cultivar hibrida ‘BRS Magna’ (Figura 1 D) ¢ resultante do
cruzamento ‘BRS Rubea’ x IAC 1398-21 (‘Travit’). Lancada em 2012
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como uma alternativa para melhoria da cor, dogura e sabor de sucos de
uva, a BRS Magna apresenta ampla adaptacdo climatica, sendo
recomendada para cultivo em regides de clima tropical e temperado.
Produz aproximadamente 25 a 30 toneladas de uva por hectare. Seus
cachos sdo médios, em torno de 200 g, compostos por bagas pequenas (18
mm x 20 mm), esféricas, de coloracdo preto-azulada, cascas de espessura
média, polpas apresentando pigmentacdo antocianica de intensidade
fraca, macia, sabor que remete a framboesa e sementes normais
(RITSCHEL et al., 2012).

Atualmente na regido do VSF sédo plantados aproximadamente 250
hectares com as uvas Isabel Precoce, BRS Violeta, BRS Cora e BRS
Magna, respectivamente.

As cultivares ‘BRS Vitoria’ e ‘BRS Isis’ (Figura 2) foram obtidas
pelo cruzamento das cultivares BRS Linda x CNPUV 681-29 [‘Arkansas
1976 x CNPUV 147-3’ (‘Niagara Branca’ x ‘Vénus’)] sdo cultivares sem
sementes desenvolvidas para o consumo in natura (MAIA et al., 2012;
RITSCHEL et al., 2013).

Figura 2. Novas cultivares de uvas de mesa sem sementes. (A) BRS
Vitoria e (B) BRS Isis.

8

Fonte: EMBRAPA (2017)

A cultivar BRS Vitéria é uma uva negra (preta-azulada), com alta
fertilidade de gemas (até 40 toneladas/ha/ano), cachos levemente
compactos, bagas esféricas e pequenas (em média 17 x 19 mm) e casca
grossa, responsavel por conferir a uva uma leve crocancia. Apresenta um
ciclo de 90 a 135 dias e alta resisténcia a mildio. Embora desenvolvida
em 2007, somente no ano de 2014 foi iniciado o cultivo comercial desta
cultivar na regido do Vale do S&o Francisco (MAIA et al., 2012).
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A ‘BRS Isis’ ¢ uma cultivar de ciclo tardio (da brotagao ao final da
maturacdo), cuja duracdo pode variar entre 116 e 126 dias, em regides de
clima tropical semiarido (Vale do Submédio Séo Francisco) até 135 e 145
dias, em regibes de clima tropical Umido (noroeste paulista). A
produtividade média é de 26 t/ha/safra. Seus cachos sdo de tamanho
médio, com peso médio de 375 g. As bagas sdo grandes (18,5 x 28,5 mm),
de cor vermelha, sabor neutro agradavel e sem sementes. Apresenta
resisténcia ao mildio, principal doenca da videira no Brasil (RITSCHEL
etal., 2013).

1.4 COMPOSICAO DA UVA, SUCO DE UVA E VINHO

A baga de uva é composta de casca, polpa e semente. A casca cobre
a baga, representa de 6 e 12% do peso total da uva e é composta de seis a
dez camadas de células recoberta externamente por um revestimento fino
de cera chamado cuticula. A cuticula é responsavel por tornar a baga
impermeéavel protegendo as celulas contra o efeito do calor e da umidade
e também evitar a penetracdo de microrganismos patogénicos. Os
principais componentes da casca sdo: matéria corante (antocianinas),
taninos, substancias aromaticas e minerais (DHARMADHIKARI, 1994).
Abaixo da camada de casca encontra-se a polpa que compde a maior parte
do volume de baga (85-92%). A polpa possui grandes vactolos contidos
de suco celular que sdo liberados quando as bagas sdo esmagadas,
constituindo o mosto. A polpa é rica, principalmente, em agua, acucares,
acidos, minerais e substancias pécticas (AQUARONE, 2001;
DHARMADHIKARI, 1994). As sementes estdo localizadas no centro da
polpa. Cada baga contém de duas a quatro sementes que variam de
tamanho e formato de acordo com a variedade de uva e que representam
de 2 a 5% do peso da uva. A composicdo de sementes de uva €
basicamente fibra, dleos essenciais, proteinas, compostos fendlicos
complexos como aclcares, minerais e taninos (AQUARONE, 2001;
CAMPOS et al., 2008).

1.4.1 Acidos organicos e aguicares

Acidos organicos e aclcares sdo metabdlitos primérios
importantes para o crescimento e desenvolvimento da videira e da uva.
Os &cidos organicos sdo produzidos nas folhas da videira e nas bagas da
uva e comegam a se acumular nos estadios iniciais de desenvolvimento
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do fruto. Os aclcares sdo produzidos nas folhas e transportados para a
baga onde se acumulam ao longo do tempo. Ap6s o periodo de mudanca
de cor das bagas as concentracdes de aclcares aumentam
consideravelmente na baga, enquanto que as dos acidos comecam a
diminuir, com excecédo de &cido tartarico, que permanece relativamente
constante ao longo de amadurecimento (RIBEREAU-GAYON et al.,
2003).

Nas uvas predominam os 4&cidos tartarico e malico, que
representam aproximadamente 90% da acidez, enquanto que os acidos
succinico, citrico, acético, ascorbico e outros estdo presentes em menores
quantidades (LIANG et al., 2011; EYDURAN et al., 2015). O perfil e
concentracdo destes compostos sdo importantes parametros para o
processamento e composicdo quimica de sucos de uva e vinhos, pois
acidos reduzem o pH destes produtos e consequentemente aumentam a
estabilidade da cor, uma vez que as antocianinas mantém a coloragéo
vermelha em pH baixo, além de assegurar o equilibrio gustativo entre o
gosto &cido e doce (ALl et al., 2010; SINGLETON, 1987).

Em relacdo & capacidade bioativa de &cidos orgénicos, Tang et al.
(2013) mencionam que alguns &cidos (acidos citrico e malico)
apresentaram efeitos protetores do miocérdio e atuaram sobre lesdes de
isquemia, sendo destacada a importancia da insercéo destes compostos na
dieta de pacientes em tratamento da doenca isquémica.

A glicose e frutose sdo os principais aclicares presentes nas uvas e
sucos e geralmente encontram-se em proporc¢des semelhantes (razéo 1:1)
no periodo de maturacdo da uva. No entanto, em sucos elaborados com
uvas em estagio de maturacdo avangado encontra-se maior proporcéao de
frutose (DHARMADHIKARI, 1994). Derivados da uva podem ainda
apresentar outros aglcares provenientes da hidrdlise de polissacarideos
da uva por agdo de enzimas pectinases, como a ramnose (ARNOUS;
MEYER, 2010) e outros agUcares em pequenas guantidades como a
maltose (MORVAI; MOLNAR-PERL, 1992).

A concentracdo de aglcares na uva e produtos derivados depende
da espécie, variedade, maturidade e sanidade do fruto. Um fator
determinante para o acimulo de aglcar na baga é o total de horas de
insolacdo ao qual a planta foi submetida durante o periodo vegetativo
(POMMER, 2003). Assim, uvas cultivadas em regifes de clima tropical
apresentam maiores teores de aglcar conforme apresentado em estudos
realizados na regido do Vale do Submédio S8o Francisco (RIBEIRO;
LIMA; ALVES, 2012; LIMAetal., 2014; SILVAetal., 2016; PADILHA
et al.,, 2017). Os agUcares contribuem para a tipicidade e qualidade



36

sensorial do suco de uva, estando relacionados ao aumento da volatilidade
de compostos aromaticos no suco e em vinhos (JACKSON, 2008).

1.4.2 Compostos fendlicos

Os beneficios para a salde inerentes ao consumo uva, de suco de
uva e vinho sdo explicados pela presenca dos compostos fenélicos. Os
fendlicos constituem um dos mais numerosos e amplamente distribuidos
grupos de produtos naturais no reino vegetal, incluindo ndo s6 uma ampla
variedade de moléculas com uma estrutura de polifendis (isto é, varios
grupos hidroxila em anéis aromaticos) mas também moléculas com um
anel fendlico, tais como &cidos fendlicos e alcoois fendlicos (TSAO,
2010).

Na uva, os fendlicos estdo localizados na casca, polpa e semente e
sdo divididos como ndo flavonoides (fendis simples; &cidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, fenois volateis e estilbenos) e
flavonoides (flavonas, flavondis, flavanonas, flavan-3-ol e antocianinas).
Compostos ndo flavonoides sdo encontrados em uvas e derivados em
baixas concentragdes, com exce¢do dos &cidos hidroxicindmicos. J& os
flavonoides constituem uma porcao significativa do material fenélico em
uvas , sendo definidos como compostos polifendlicos C6-C3-C6, nos
quais dois anéis de benzeno hidroxilados, A e B, sdo ligados por uma
cadeia de trés carbonos que faz parte de um anel C heterociclico (Figura
3). De acordo com o estado de oxidacdo do anel C, estes compostos sdo
divididos em classes estruturais que incluem flavonadis, flavan-3-ols (que
incluem simples flavan-3-0ls e suas formas poliméricas
proantocianidinas) e antocianinas (CASTELLARIN et al., 2012;
KENNEDY; SAUCIER; GLORIES, 2006).

Figura 3. Estrutura do anel flavonoide e numeracao.

Fonte: Teixeira et al. (2013).
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Uvas e produtos derivados, como sucos e vinhos, estdo entre os
produtos com maior apelo funcional em virtude da grande quantidade de
fendlicos e alto potencial antioxidante (MAJO et al., 2008; MACHADO
et al., 2011; PADILHA et al., 2016; PINHO et al., 2012). Essas
caracteristicas sdo influenciadas por inimeros fatores, como método de
cultivo, variedade e maturacdo da uva, condi¢des edafoclimaticas e
condicOes de processamento (DHARMADHIKARI, 1994; GRANATO
et al.,, 2015; MARGRAF et al., 2016; RECAMALES et al., 2006). No
entanto, vale ressaltar que cada composto fendlico possui um poder
antioxidante diferente em fun¢éo da sua estrutura quimica, o que significa
que os compostos fendlicos presentes em maiores concentragdes em uma
amostra ndo necessariamente possuem maior potencial antioxidante
(ALONSO et al., 2002).

De acordo com Hogan et al. (2009), 100 g de uva fresca contém de
63 a 182 mg de compostos fendlicos, sendo os flavonoides responsaveis
por 65 a 76% desses constituintes. Nas uvas vermelhas as antocianinas
sdo o0 maior grupo de flavonoides. A maior parte dos fenodlicos
antioxidantes estdo distribuidos na casca e semente das uvas. A casca
concentra grande quantidade de antocianinas, catequinas e resveratrol,
enquanto as procianidinas sdo0 em maior concentracdo nas sementes
(CARERI et al., 2003; KAMMERER et al., 2004).

A concentracdo de antocianinas esta associada as caracteristicas
genéticas das uvas, mas também séo influenciados por fatores externos
como condicBes climaticas, temperatura, luz e praticas culturais (HE;
GIUSTI, 2010). A concentracdo total de antocianinas em diferentes
cultivares de uvas V. viniferas reportado na literatura foi de: Jean (1359,6
mg kg?), Alfrocheiro (1827,6 mg kg?), Syrah (2297,6 mg kg?), Tinta
Roriz (2603,0 mg kg™) e Touriga Nacional (5336,3mg kg?) (SILVA;
QUEIROZ, 2016); Rufete (557,4 mg kgt), Tempranillo (1240,4 mg kg!)
(ALCALDE-EON et al.,2014).

O perfil de antocianinas de vinhos e sucos de uva varia de acordo
com a cultivar utilizada bem como com a técnica de processamento
(FULEKI; RICARDO-DA-SILVA, 2003). Os valores das antocianinas
totais quantificadas em sucos de uvas de varias regides viticolas variaram
de 5,9 a 268,85 mg L, respectivamente (LIMA et al., 2014; GRANATO
etal., 2015;SILVA et al., 2016). Em vinhos, esses valores variam de 12,9
a 344,70 mg L (GRIS et al., 2013; MULERO, PARDO; ZAFRILLA,
2010; PLAVSA et al., 2012).

Geralmente, os flavanois predominam nas uvas principalmente na
forma livre representados por (+) - catequina, (-) - epicatequina, e
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galocatequinas, sendo a catequina o principal flavanol encontrado em
uvas Vitis labruscas (JACKSON, 2008; PRIEUR et al., 1994). Mattivi et
al. (2009) mencionaram a epigalocatequina galato como um dos
principais flavanois monomericos presentes em extratos de cascas de uvas
Vitis vinifera como Cabernet Sauvignon, Merlot, Syrah, Pinot Noir,
Teroldego e Marzemino. Estudos demonstraram associacao positiva entre
o consumo flavanois e a reducdo de doencas cronicas (GOLLUCKE;
SOUZA; TAVARES, 2008; MANACH et al., 2005).

Em relacdo aos &cidos fenolicos, de maneira geral, nas uvas e
derivados Vitis labrusca L. h4a predominancia dos &cidos p-cumarico,
cafeico e galico, enquanto nas uvas Vitis viniferas os &cidos caftarico e
cutarico estdo presentes em maior concentracdo (GRIS et al., 2013;
MONTEALEGRE et al., 2006; NATIVIDADE et al., 2013; NIXDORF;
HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010).

Em relagdo aos estilbenos, o resveratrol (3-4’-5-hidroxiestilbeno)
é encontrado em diferentes concentragGes na casca da uva, sementes,
caule, broto, peciolo, raiz e folha. Pode ser encontrado na forma de
isbmeros (cis ou trans-resveratrol), assim como na forma glicosilada
(WANG et al., 2016). Dani et al. (2007) obtiveram concentragdes de
trans-resveratrol varaindo de 0,08 a 0,21mg L™ em sucos de uva da
cultivar Bordo produzidos com uvas cultivadas em sistema
convenncional e orgénico, respectivamente. Lima et al. (2014), avaliando
sucos de uva produzidos com novas cultivares de uvas plantadas na regido
do Vale do Submédio Sao Francisco, encontraram valores de 0,40 al1,10
mg L de trans-resveratrol. Em suco de uva organico, biodinamico e
convencional produzido no Brasil e na Europa, Granato et al. (2015)
reportaram valores de 1,08 a 2,67 mg L™ para o trans-resveratrol em
sucos de uva. Em estudos realizados em vinhos, os valores de trans-
resveratrol variaram de 0,49 a 6,57 mg L' Em vinhos Syrah produzidos
em diferentes regides do estado de Santa Catarina-SC (SARTOR et al.,
2017); 0,33 a 3,0 mg L* para vinhos tintos de diferentes cultivares
plantadas no VSF (PADILHA et al., 2017); e 1,02-4,30 mg L™ vinhos da
Argentina e Chile (GRANATO et al., 2011).

1.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE UVAS, SUCOS DE UVAS E
VINHOS

As espécies reativas de oxigénio (EROs), também chamadas de
radicais livres, sdo moléculas liberadas pelo metabolismo do corpo que
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apresentam um ou mais elétrons desemparelhados em sua Orbita
externa. Esta configuracdo faz das espécies reativas moléculas
altamente instaveis, de meia-vida curta e quimicamente muito reativas.
O mecanismo de geragdo das EROs ocorre geralmente no citoplasma,
nas mitocéndrias ou membranas celulares, devido a fatores endégenos
(respiracdo aerobia, inflamacdo) ou exdgenas (radiacdo ultravioleta,
radiagdo gama, medicamentos, dieta) (GREEN, BRAND, MURPHY,
2004; HALLIWELL, 2006).

As principais espécies reativas de oxigénio distribuem-se entre
radicalares - anido superoxido (02" ), hidroxilo (HO'), hidroperoxilo
(HOO) e 0 perdxilo (ROO) - e ndo radicalares - peroxido de hidrogénio
(H202), oxigénio singleto (02) e o 4acido hipocloroso (HCIO)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

O efeito benéfico dos radicais livres ocorre em baixas
concentra¢Bes envolvendo fungbes biolégicas como por exemplo na
resposta imune a infecgdes. Nessas situagdes, ocorre um alto consumo
de oxigénio que é entdo convertido em anion superdxido e usado para
eliminar bactérias e particulas engolfadas em um processo chamado
fagocitose (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Ja os efeitos nocivos
sobre os sistemas bioldgicos tém sido relacionados a um grande nimero
de doencas como aterosclerose (AL-AUBAIDY; JELINEK, 2014) e
doenca de Alzheimer (ROSINI et al., 2014).

A producdo continua de radicais livres durante 0s processos
metabdlicos leva ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa
para limitar os niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos. O
mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo induzido por radicais
livres envolve (1) os mecanismos preventivos, (2) mecanismos de
reparacdo, (3) mecanismos fisicos de defesa e (4) defesas antioxidantes
(SIES, 1993).

Os antioxidantes sdo substancias que em baixas concentracdes
séo capazes de prevenir ou retardar a oxidacdo de substratos oxidaveis.
Os antioxidantes podem ser do tipo enzimaticos (ex.: superdxido
desmutase, glutationa peroxidase, catalase) ou ndo enzimaticos (acido
ascorbico, tocoferol, glutationa, carotenoides, flavonoies, etc) e atuam
(i) prevenindo a oxidagdo, (ii) suprimindo a formacdo de espécies
reativas através da reducdo do H>0, em O, e H,0O e do perdxido lipidico
(LOOQO¢) a hidréxido lipidico (LOOH) ou (iii) por a¢do queladora de ions
metalicos como ferro e cobre (VALKO et al., 2007).

Uvas, vinhos e sucos de uva sdo importantes fontes antioxidantes
naturais, estando essa importancia relacionada principalmente a
presenca de compostos fendlicos (LEEUW et al., 2014; TOALDO et
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al., 2015; PADILHA et al., 2016; SAMOTICHA; WOJDYLO; GOLIS,
2017).

Em uvas, a atividade antioxidante aumenta com a maturacao
como consequéncia do aumento na concentracdo de compostos
fendlicos, principalmente na casca. CondicOes de estresse também
estimulam a biossintese de fenoélicos, podendo repercutir na atividade
antioxidante de tecidos vegetais (GARRIDO et al., 2016). Outros
fatores que afetam a atividade antioxidante incluem condiges
climaticas (temperatura, intensidade de luz), tipo de solo e praticas
culturais (RASTIJA; SRECNIK; MEDIC-SARIC, 2009; TEIXEIRA et
al., 2013; WANG; SUN; CHANG, 2015). Em sucos de uva, técnicas de
processo como temperatura e tempo de macera¢do e uso de enzimas
influenciam a composicdo fendlica e consequentemente a atividade
antioxidante (CAPANOGLU et al., 2013; LIMA et al., 2015).

Uma grande variedade de métodos in vitro é utilizada para avaliar
a capacidade de eliminacdo de radicais e atividade antioxidante de sucos
de uva e vinhos, tais como DPPH (1,1-diphenyl- 2-picrylhydrazyl), ABTS
(2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) e H.0, (Hydrogen Peroxide Scavenging Activity). No entanto, é
importante destacar que o resultado das medi¢Ges da atividade
antioxidante depende da técnica utilizada (CAMARGO et al., 2014;
GRANATO, KATAYAMA, CASTRO, 2011; GARAGUSO; NARDINI,
2015; LIMA et al., 2014; PADILHA et al., 2017). Além disso, estudos de
atividade antioxidante realizados em uvas e derivados devem seguir a
recomendacdo da Organizacdo Internacional da Uva e Vinho (OIV)
indica a utilizacdo do método de captura de radicais livres com o 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (OIV, 2011).

A propriedade antioxidante de vinhos e sucos de uva esta ligada a
qualidade dos compostos fenolicos da uva, e a uva é uma das frutas com
maiores concentragdes de compostos fendlicos, principalmente os
flavonoides (antocianinas, flavanéis e flavondis), os estilbenos
(resveratrol), os acidos fenolicos (derivados dos acidos cinamicos e
benzébicos) e uma larga variedade de taninos (GRANATO et al., 2015).

Granato et al. (2015) ao caracterizarem sucos de uva de diferentes
regides de origem, espécies, cultivares, sistemas de cultivo e condictes
de processo reportaram valores de até 27 mM TEAC L™ para atividade
antioxidante medida por métodos de capturas de radicais (ABTS e
DPPH). Ja Padilha et al. (2017), estudando a capacidade de amostras de
sucos de uva provenientes da regido do Vale do S&o Francisco em
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eliminar o peréxido de hidrogénio (H20-) encontraram valores de 61,39
a69,54 mM TEAC L.

A atividade antioxidante, medida pelos métodos ABTS e DPPH,
de vinhos tintos brasileiros varia de 1,2 mM TEAC L, em vinhos
elaborados na regido Sul, a 30,7 mM TEAC L, em vinhos elaborados na
regido Nordeste do pais (GRIS et al., 2012; PADILHA et al., 2016).

1.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) -
PARAMETROS ANALITICOS DE VALIDACAO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC, do
inglés high-performance liquid chromatography) é uma técnica analitica
de separacdo de componentes de uma matriz, na qual a separacdo depende
da distribuigdo molecular dos componentes da matriz em duas fases: fase
moével (FM), que neste tipo de cromatografia € um liquido e a fase
estacionaria (FE), que compreende uma coluna de separagdo, onde por
meio da aplicacdo de pressbes elevadas forga-se a passagem do solvente
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2014; HARRIS, 2012).

Um sistema CLAE consiste em: um sistema de distribuicdo da fase
mével (reservatdrio dos reagentes e sistema de bombear), um injetor que
pode ser automatico ou ndo, a coluna onde se da a separacdo dos analitos,
e, opcionalmente um forno para poder controlar a temperatura da coluna,
além do detector e do sistema de aquisicdo e tratamento de dados
(HARRIS, 2012) . Adicionalmente, os sistemas mais recentes de CLAE
contém também um sistema de desgaseificacdo para remover gases
dissolvidos nos solventes e que podem afetar o desempenho da separagdo
dos componentes.

Em andlise de alimentos, com os constantes avangos tecnoldgicos
na producdo, processamento, embalagem e armazenamento, €
fundamental que os dados analiticos obtidos sejam confidveis, pois
resultados ndo confidveis podem levar a falsas interpretacdes e prejuizos
financeiros (PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2007). Como garantia
de que um método analitico a ser desenvolvido fornece informagoes
confidveis e passiveis de interpretacdo, ele deve se submeter a uma
avaliacdo denominada validagao.

A validagdo analitica é o processo de determinacdo de pardmetros
de desempenho e confirmagdo de que um método atende requisitos de
performance  necessdrios a sua aplicagio (MAGNUSSON;
ORNEMARK, 2014), tendo como objetivo garantir que todas as medidas
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futuras de analise de rotina sejam suficientes para encontrar um valor
verdadeiro para a medida da substancia presente. A validacdo deve ser
realizada quando um método for desenvolvido, modificado ou quando for
adaptado para outra amostra (GONZALEZ; HERRADOR, 2007).

A validacdo de métodos de analise de alimentos pode ser realizada
utilizando diferentes guias e protocolos estabelecidos por 6rgdos
nacionais ou internacionais. No Brasil, os principais documentos de
referéncia sdo a RDC N° 166, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria-ANVISA (BRASIL, 2017), o DOQ-CGCRE-008 - Orientacdes
sobre validacdo de métodos de ensaios quimicos (INMETRO, 2016) e a
Instrucdo Normativa 24 de 2009, do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (BRASIL, 2009). Além desses, sdo aceitos nacional e
internacionalmente os protocolos EURACHEM (2014), 1SO, AOAC
(1998) e IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Para a realizacdo da validacdo € necessario definir quais
parametros de desempenho serdo avaliados e isso dependera de fatores
como: 0 propdsito para o qual 0 método se destina, a técnica escolhida e
o protocolo de validagdo. E importante destacar que os principais
protocolos de validacdo de métodos ndo estdo harmonizados. No entanto,
o0s parametros de desempenho normalmente avaliados sdo: especificidade
e seletividade, precisdo, exatiddo, linearidade, limiares analiticos (limite
de detecdo e limite de quantificacdo) e robustez.

1.6.1 Especificidade e seletividade

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento da
deteccdo. Método especifico é aquele que produz resposta para apenas um
analito em meio de outros componentes, enquanto que um método
seletivo produz respostas para varios analitos, distinguindo-os uns dos
outros além de quantifica-los. O teste de especificidade pode ser
realizado ao comparar as medidas de uma amostra fortificada e ndo
fortificada que contenha os possiveis interferentes com uma solucgéo da
amostra padrdo. A avaliacdo da seletividade é feita pela analise das
amostras e materiais de referéncia pelo método em estudo e outros
métodos validados, demonstrando a habilidade do método em estudo
(EURACHEM, 2014; BRASIL, 2009; INMETRO, 2016).
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1.6.2 Precisao e exatidao

Os erros de uma medida analitica sdo determinados pelos
parametros precisdo e exatiddo. Um método preciso é aquele que
apresenta concordancia entre os resultados de uma série de medidas de
uma mesma amostra. Sendo estas analisadas no mesmo dia, pelo mesmo
analista e no mesmo laboratério (repetibilidade); em dias diferentes, com
analistas diferentes (precisdo intermediaria); ou até em laboratorios
diferentes (reprodutibilidade). A precisao é expressa em termos de desvio
padrdo ou coeficiente de variagdo (EURACHEM, 2014; INMETRO,
2016).

A exatiddo de um método é definida como sendo a concordancia
entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo
de um método sdo, entre outros: materiais de referéncia, comparagéo de
métodos, ensaios de recuperagdo e adi¢do de padrdo (INMETRO, 2016).

1.6.3 Linearidade

A linearidade demonstra que os resultados obtidos de sinal
analitico estdo diretamente proporcionais & concentracdo do analito na
amostra em uma faixa de concentragdo especifica (INMETRO, 2016).
Geralmente a linearidade é avaliada graficamente, utilizando curvas de
calibracdo com um minimo de cinco pontos, sendo utilizado o valor do
coeficiente de correlagdo linear (R?), para avaliar o grau de linearidade
dos pontos experimentais, que deve ser proximo de 0,999, de forma a
garantir o ajuste dos dados. A confirmagdo da linearidade deve ser
realizada pela analise dos residuos que ocorre por teste estatistico
determinado pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO)
(EURACHEM, 2014; GONZALEZ; HERRADOR, 2007).

1.6.4 Limiares analiticos

O limite de deteccdo (LOD, do inglés limit of detection) é menor
quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado,
com precisdo aceitdvel em funcao do ruido do equipamento (BRASIL,
2017). O LOD é determinado utilizando solucGes de concentragdes
conhecidas decrescente do analito, até o menor nivel detectado.



44

O limite de quantificacdo (LOQ, do inglés limit of quantification)
é a menor concentracdo de identificacdo do analito na amostra que pode
ser quantificado com precisdo e exatidao aceitavel (BRASIL, 2017). Na
pratica, corresponde normalmente ao padrdo de calibracdo de menor
concentracdo (excluindo o branco). Este limite, ap6s ter sido determinado,
deve ser testado para averiguar se a exatidao e a precisdo conseguidas sdo
satisfatorias. Pode ser avaliado pelo método de relagdo sinal/ruido,
percepcdo visual, estimativa a partir da cura analitica, estimativa pelo
desvio padrdo do branco, etc (BRASIL, 2017).

1.6.5 Robustez

A robustez de um método analitico € a capacidade do método em
ndo ser afetado por pequenas variagdes nos pardmetros de execugdo do
método. A robustez fornece uma indicacdo da confianga do método
durante uma aplicacéo rotineira. O método € considerado robusto quando
se verifica, utilizando do estudo da robustez, que a resposta do
procedimento analitico ndo é influenciada ou é pouco influenciada por
pequenas variagdes das condigdes experimentais. Do contrério, 0 método
é ndo robusto e inadequado para as analises de rotina (EURACHEM,
2014). A robustez ¢ um parametro opcional dentro dos estudos de
validag&o, muitas vezes estando mais associado a estudos de otimizagao.
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RESUMO

Um método para determinacdo répida de compostos fenolicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC),
utilizando uma nova coluna de resolugéo rapida, foi validado e utilizado
para caracterizar produtos comerciais produzidos com novas variedades
brasileiras de uva do Nordeste do Brasil. A atividade antioxidante in vitro
também foi medida. O método apresentou linearidade (R> 0,9995), boa
precisdo (CV% <2,78), recuperacdo (91,8 - 105,1%) e limites de detec¢do
(0,04 - 0,85 mg L-1) e quantificacdo (0,04 - 1,41 mg L) de acordo com
outros métodos previamente publicados com a diferenca de um tempo de
execucdo de apenas 25 minutos. Os resultados obtidos na caracterizacdo
das amostras diferiram para sucos e vinhos de outras regiGes do mundo,
principalmente devido aos altos valores de (-) - epigalocatequina e acido
trans-cafarico. Os produtos analisados apresentaram alta atividade
antioxidante, principalmente as amostras de vinhos com valores
superiores aos de vinhos de diferentes regides do mundo.

Palavras-chave: compostos bioativos, atividade antioxidante, Vitis
labrusca L., espécies reativas de oxigénio.
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2.1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo importantes metabdlitos vegetais
presentes nas uvas e derivados, como 0 vinho e 0s sucos. Essas
substancias estdo relacionadas a caracteristicas sensoriais, estabilidade
guimica e associadas a diversos beneficios para a salide dos consumidores
desses produtos (GARRIDO; BORGES, 2013; CAMARGO et al., 2014;
TOALDO et al., 2015). Em termos de quantidade, os principais fenolicos
presentes nos vinhos e sucos pertencem as familias de flavanois,
antocianinas e acidos fenélicos (LEEUW et al., 2014; LIMA et al., 2014;
GRANATO etal., 2015).

Os principais flavandis encontrados em vinhos e sucos de uva sdo
catequina, epicatequina, epigalocatequina e procianidinas B1, B2 e B3.
Estes compostos estdo associados ao paladar e a varias propriedades
bioativas como atividade antioxidante in vitro e in vivo, atividade
antimicrobiana e anti-inflamatéria (SCOLA et al., 2010; LEEUW et al.,
2014; GRANATO et al., 2016). As antocianinas sdo as principais
substancias responsaveis pela cor nos sucos de uva e vinhos, sendo as
principais a malvidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
pelargonidina, cujas variedades Vitis vinifera L. e Vitis labrusca L.
predominam nas formas de 3-monoglucosideo e 3,5-diglucosideo,
respectivamente  (NIXDORF; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010;
GARRIDO; BORGES, 2013; LAMBRI et al., 2015). Em produtos feitos
de variedades hibridas (Vitis vinifera L. x Vitis labrusca L.) a presenca de
antocianinas ocorre em uma mistura de mono e diglicosideos (LIMA et
al., 2014; GRANATO et al., 2015). Os &cidos fenodlicos séo divididos em
hidroxibenzéico (HBA) e hidroxicindmico (HCA). Os principais acidos
HBA presentes nos sucos e vinhos sdo o protocatéico, vanilico, galico e
siringico, e os principais HCA sdo p-cumarico, cafeico, fertlico, caférico,
cutarico e fertarico (GARRIDO;BORGES, 2013; LEEUW et al., 2014;
TOALDO et al., 2015; GRNATO et al., 2016).

O Vale do Submédio do Sdo Francisco (VSF), localizado no
nordeste do Brasil, é uma regido brasileira que tem investido na producdo
de sucos de uva com novas variedades brasileiras desenvolvidas para
produzir sucos de alta qualidade, como a "Isabel Precoce™ (Vitis labrusca
L.) e os hibridos (Vitis vinifera L. x Vitis labrusca L.) "BRS Violeta",
"BRS Cora" e "BRS Magna" (LIMA et al., 2014), onde atualmente cinco
empresas produzem cerca de 1,5 milhdo de litros / ano de sucos
comerciais com essas variedades. O suco de uva nesta regido tem se
destacado pela significativa concentragdo de compostos bioativos, alta
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atividade antioxidante associada a compostos fendlicos, melhorando o
efeito ergogénico em corredores recreacionais, atividade antioxidante in
vivo e possivel reducdo de marcadores inflamatérios associados ao seu
consumo (NATIVIDADE et al., 2013; LIMA et al., 2014; CAMARGO
et al., 2014; LIMA et al., 2015; SILVA et al., 2015; TOSCANO et al.,
2015). Considerando que o Brasil é um grande consumidor de vinhos de
Vitis labrusca L. e hibridos, trés empresas do VVSF comecaram a produzir
vinhos com as novas variedades brasileiras. Até o0 momento ndo foram
encontradas informacfes sobre a composicdo fendlica e potencial
bioativo dos produtos desta regido.

Nos ultimos anos, métodos para determinacéo rapida de compostos
fendlicos em suco de uva e vinho foram publicados. Na maioria dos
estudos, esses compostos sdo analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia de Fase Reversa (CLAE-FR) usando um tipo de coluna
RP-C18 Core-Shell ou resolugdo rapida (RR) para separar compostos
(MANNS; MANSFIELD, 2012; DIAS, DAVID; DAVID, 2016;
FONTANA, ANTONIOLLI; BOTTINI, 2016). Entretanto, ndo foram
encontrados estudos descrevendo um método para determinacdo de
compostos fenodlicos em vinhos e sucos de uva utilizando uma coluna do
tipo RP RP-C18 (100 x 4,6, 3,5 um), sendo necessario realizar trabalhos
para implementar este tipo de coluna em andlise nestas matrizes como
sendo uma opcao para analises rapidas. A rapida separacéo de compostos
em colunas de fase reversa diminui o tempo de execuc¢do dos métodos, 0
uso de solventes e lampadas de detectores de ultravioleta (UV),
fotodiodos (DAD) e fluorescéncia (FD), minimizando o desgaste em
varios componentes do sistema de HPLC.

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi validar uma
metodologia para determinacao rapida de flavandis, antocianinas e acidos
fendlicos em suco de uva e vinho por RP-HPLC / DAD utilizando uma
nova coluna do tipo RR RP-C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 um) e depois aplicar
0 método validado para caracterizar amostras de suco de uva e vinhos
comerciais produzidos com as novas variedades brasileiras de uva. Além
disso, a atividade in vitro dos compostos estudados foi medida.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Padrdes e reagentes

Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico),
2,2’-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) (ABTS) e 2,2-
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difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). O reagente Folin-Ciocalteu, alcool etilico, acido
fosférico, fosfato de monopotassio e persulfato de potassio foram obtidos
da Merck (Darmstadt, Alemanha). O metanol foi fornecido por J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA). Agua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, EUA) foi usada para preparar todas as solugdes.
Os padrdes incluiram acido galico, acido siringico, acido p-cumarico,
acido cafeico e acido trans-cafarico, (+) - catequina, (-) - epicatequina
galato, (-) - epigalocatequina, procianidina B1 e B2, cianidina 3,5-
diglicosideo, malvidina 3, 5-diglicosideo, pelargonidina 3,5-diglicosideo
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Malvidina 3-O-glicosideo e
peonidina 3-O-glicosideo de Extrasintes (Genay, Franca).

2.2.2 Amostras

Para validar o metodo, foram analisadas amostras comerciais de
suco de uva e vinho de novas cultivares de uvas brasileiras do VSF. A
caracterizacdo das amostras foi realizada pelo método previamente
validado, onde foram coletados 8 produtos comerciais de industrias local.
Para cada amostra foram adquiridas 3 garrafas de diferentes lotes,
totalizando 24 amostras. Os produtos comerciais correspondem a 5
rétulos de suco de uva, codificados como GJA, GJB, GJC, GID e GJE e
3 de vinhos tintos, codificados como WF, WG, WH.

De acordo com as informagdes das inddstrias, 0s sucos de uva
foram elaborados com as uvas: Isabel Precoce e BRS Cora (amostras GJA
e GJB); Isabel Precoce e BRS Magna (amostra GJC) e Isabel Precoce e
BRS Violeta (amostras GJD e GJE). As uvas utilizadas na elaboracéo dos
vinhos foram: Isabel Precoce e BRS Cora (amostras WF e WG) e Isabel
Precoce e Bordd (amostra WH). Andlises classicas de pH, solidos
sollveis e acidez titulavel foram realizadas para amostras de suco de uva.
Valores variaram de 3,07 a 3,58 (pH); 16,3 a 21,9 ° Brix (sélidos
soluveis); e 5,8 a 8,6 g L-1 de equivalente tartarico (acidez titulavel). As
amostras de vinho variaram de 3,51-3,89 (pH) e 5,0-8,1 g L de
equivalente tartarico (acidez titulavel), respectivamente.

2.2.3 Instrumentos e condigdes

As anélises foram realizadas utilizando um sistema Agilent
1260 Infinity LC (Santa Clara - EUA) equipado com bomba de solvente
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guaternario modelo G1311C e degaseificador, compartimento de coluna
termostatizado (G1316A), amostrador automatico (G1329B) e detector
de arranjo de diodos - DAD (G1315D). A coleta de dados e analises foram
realizadas utilizando o software OpenLAB CDS ChemStation Edition
(Agilent Technologies, Santa Clara - EUA).

As condicBes cromatograficas utilizadas foram adaptadas da
metodologia anteriormente descrita por Manns & Mansfield (2012). A
deteccdo dos compostos foi realizada a 220 nm para (+) - catequina, (-) -
epigalocatequina, (-) — epicatequina galato, procianidina Bl e
procianidina B2; 280 nm para acido galico e acido siringico; 320 nm para
acido cafarico, &cido cafeico e acido p-cumarico; e 520 nm para malvidina
3,5-diglicosideo, cianidina 3,5-diglicosideo, pelargonidina  3,5-
diglicosideo, peonidina 3-O-glicosideo e malvidina 3-O-glicosideo.

Os cromatogramas obtidos para as solugdes padrdo dos 15
compostos fendlicos estudados e seus respectivos tempos de retencao sdo
apresentados na Figura 1. A coluna utilizada foi uma Zorbax Eclipse Plus
RP-C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 um) (coluna de rapida resolugéo) e a pre-
coluna foi Zorbax C18 (12,6 x 4,6 mm, 5 um), ambas fabricadas pela
Zorbax (EUA). A temperatura do forno foi mantida a 35 °C, o volume de
injecdo foi de 20 pL (suco de uva / vinho previamente diluido 500 pL +
1000 pL na fase A e filtracio em membrana de 0,45 um (Chromafil®
Xtra, Macherey-Nagel - Alemanha)) a vazdo foi de 0,8 mL min~ 1. O
gradiente utilizado na separacéo foi 0-5 min: 5% B; 5-14 min: 23% de B;
14-22 min; 26% de B; 22-25 min: 80% B, em que o solvente A foi uma
solucédo 0,1M de acido fosforico (pH 2,0) e o solvente B foi acidificado
com metanol com H3PO4 a 0,5%.

2.2.4 Validacédo do método

Os pardmetros de validacdo, segundo o guia de validagdo e
controle de qualidade analitico publicado no Ministério da Agricultura do
Brasil (BRASIL, 2011), utilizando ensaios com solugdes padronizadas,
amostras em branco e amostras enriquecidas, foram: linearidade,
especificidade, precisdo e exatiddo da curva de calibracdo, recuperacao e
limites de deteccdo e quantificacdo.
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2.2.4.1 Linearidade

Um método de calibracdo com padréo externo foi aplicado. Cinco
solucbes com diferentes concentracfes de compostos fendlicos foram
preparadas por dilui¢bes consecutivas na fase mével A a partir de uma
solucdo estoque. Curvas de calibragdo para concentragéo versus taxa de
resposta foram plotadas para cada analito determinado a partir da analise
de regressdo usando o método dos minimos quadrados.

Figura 1. Cromatogramas dos compostos fendlicos e seus
respectivos tempos de retencdo (RT). 1: &cido galico (RT: 3,89); 2:
procianidina B1 (RT: 6,81); 3: (-) - epigalocatequina (RT: 7,31); 4. (+) -
catequina (RT: 7,65); 5. Procianidina B2 (RT: 8,26); 6. acido t- caftarico
(RT: 7.13); 7. acido siringico (RT: 10,48); 8. acido p-cumarico (RT:
13,08); 9. écido cafeico (RT: 9,46); 10. (-) — epicatequina galato (RT:
14,07); 11. Cianidina 3,5-diglicosideo (RT: 9,28); 12. Pelargonidina 3,5-
diglicosideo (RT: 10,47); 13. Malvidina 3, 5-diglicésideo (RT: 12,34);
14. Peonidina 3-O-glicosideo (RT: 18,34); 15. Malvidina 3-O-glicosideo
(RT: 19,12).
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2.2.4.2 Especificidade

Para avaliar a especificidade do método, foram injetadas amostras
de vinho tinto e suco de uva. Os picos obtidos no cromatograma para 0s
compostos examinados foram submetidos ao teste de limiar para avaliar
a pureza do pico, estabelecendo o limite do fator de pureza > 990 (fator
de correspondéncia), com o software OpenLAB CDS 3D UV (Agilent
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Technologies, EUA). O fator de correspondéncia representa o grau de
similaridade entre os espectros. A comparacao de dois espectros fornece
o fator de correspondéncia, que foi definido como:

Fator de correspondéncia

i 103><{2ny—(@)}2
o P 2

Os valores x e y sdo a absorbancia medida no primeiro e segundo
espectro, respectivamente, no mesmo comprimento de onda; n é o nimero
de pontos de dados e X a soma dos dados. Geralmente, valores acima de
990 indicam que os espectros sdo semelhantes. Valores entre 900 e 990
indicam alguma semelhanca, e abaixo de 900 indicam que 0s espectros
sdo diferentes (AGILENT, 2008).

2.2.4.3 Precisdo e recuperagédo

A precisdo foi avaliada pelo coeficiente de varia¢do (CV%) obtido
a partir dos resultados de seis injegdes de suco de uva / vinho enriquecidos
pela adigdo de padrbes externos dos compostos estudados. O estudo da
recuperacdo foi realizado adicionando a mesma amostra de suco de uva /
vinho com solugbes padrdo dentro da faixa de concentracdes. A
recuperacdo foi calculada comparando os valores obtidos para cada
composto em relacéo ao valor inicial contido na amostra.

2.2.4.4 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O LD e LQ foram obtidos considerando o método descrito por
Hubaux & Vos (1970). Trés padrbes foram preparados em concentragdes
préximas ao LD estimado e analisados em triplicata. Uma curva analitica
foi construida pela plotagem dos valores obtidos a partir da analise dos
padrGes versus 0s valores reais, obtendo-se a inclinacdo da curva,
intercepto e coeficiente de correlagdo. O desvio padréo residual (RSD) foi
calculado comparando os valores obtidos na anélise dos valores reais. LD
e LQ foram estabelecidos como 3 e 10 vezes o RSD, respectivamente,
adicionados com o intercepto da curva.
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2.25 Composicdo bioativa: fendlicos totais e antocianinas
monoméricas totais

O teor total de compostos fenélicos do vinho tinto e do suco de uva
foi determinado em 765 nm apds a reacdo com o reagente de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965). O acido galico foi utilizado como
padrdo e as concentracdes fendlicas nas amostras de vinho e suco foram
expressas em mg de equivalentes de acido galico (GAE) / L de vinho /
suco de uva.

O teor total de antocianinas monoméricas foi determinado pelo
método diferencial de pH descrito por Giusti & Wrolstad (2001). As
amostras foram diluidas com solucées tampéo de KCI 0,025 M (pH 1,0)
e CH3COONa 0,4 M (pH 4,5) e medidas de absorbancia foram realizadas
a 520 e 700 nm, respectivamente. A concentragdo de antocianinas
monoméricas totais foi expressa como equivalentes de malvidina-3-
glicosideo em mg L™.

2.2.6 Atividade antioxidante

Os ensaios antioxidantes in vitro foram realizados para determinar
a capacidade de captura de radicais livres utilizando o radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) (KIM et al., 2002) e radical ABTS (acido 2,2'-
azinobis- (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico))) (RE et al., 1999) e pelo
método peroxido de hidrogénio (RUCH et al., 1989). Todas as analises
foram realizadas em triplicata. Um padrao analitico (Trolox) foi utilizado
para construir as curvas de calibracdo (0,2 a 2,0 mM L-1). Os resultados
foram expressos como equivalentes Trolox por litro de produto (mM
TEAC LY).

ABTS: O radical ABTS (1 mM) foi formado pela reacéo de 7 mM
de ABTS em persulfato de potéssio a 140 mM na auséncia de luz durante
16 h. A soluc&o foi ento diluida em etanol até uma absorbancia de 0,700
+ 0,05. A atividade de eliminagdo do radical ABTS das amostras foi
determinada utilizando a taxa de decaimento na absorbancia a 734 nm,
determinada no tempo t = 0 min e no tempo t = 6 min apos a adigao das
amostras.

DPPH: a atividade antioxidante das amostras pelo método DPPH

foi determinada pela taxa de decaimento na absorbancia a 517 nm. A
solucéo do radical DPPH (1 mM) foi preparada em etanol e diluida para
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uma absorbancia de 0,900 + 0,05. A absorbancia da solucdo de DPPH foi
determinada no tempo t =0 min e 30 min apds a adicdo da amostra.

Atividade de Captura de Perdxido de Hidrogénio (H202): Uma
solucdo de 0,4 mol L* de peroxido de hidrogénio foi preparada em
tampdo fosfato (pH 7,4) e sua concentracdo foi determinada
espectrofotometricamente a partir da absor¢do a 230 nm. As amostras de
suco de uva e vinho tinto (0,4 mL) foram misturadas com solucéo de
peroxido de hidrogénio (0,6 mL) e o volume final foi completado para 3
mL com o tampao fosfato. O valor de absorbancia da mistura reacional
foi registado a 230 nm e determinado 10 minutos mais tarde contra uma
solucdo em branco contendo o tampéo fosfato. A atividade de eliminagéo
foi calculada com a equacéo:

Atividade de captura do H,0, (%) = [(ABS controle — ABS amostra) /
(ABS Controle)] x 100

Onde: ABS Controle é a absorbancia do radical H,O, + tampéo
fosfato e ABS Amostra € a absorbancia do H,O, + amostra ou Trolox.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS
versdo 17.0 para Windows (SPSS, Chicago, EUA). Os resultados obtidos
na caracterizacdo das amostras foram previamente avaliados em termos
de normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e posteriormente submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey com probabilidade de
erro de 5% (GRANATO, CALADO, JARVIS, 2014).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Validagédo do método

Antes da validacdo do método, diferentes gradientes de eluicdo
foram estudados para obter as melhores condi¢des para a separacdo dos
compostos na coluna utilizada.
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2.3.1.1 Linearidade e especificidade

Os valores obtidos para o coeficiente de correlagdo (R) e fator de
pureza dos picos sdo mostrados na Tabela 1. Os valores R para os 15
compostos fendlicos analisados variaram de 0,9995 a 1,0000 e
demonstraram boas curvas de linearidade e calibracdo. Segundo Brasil
(2011) os valores de R para curvas de calibragdo devem ser maiores que
0,99, o que confirma que a linearidade obtida neste trabalho para a
resposta a padrdes externos é adequada para a finalidade pretendida.

A especificidade é a capacidade de um método medir exatamente
uma substancia na presen¢a de outros componentes que possam estar
presentes na amostra, tais como impurezas, produtos de degradacdo e
outros componentes da matriz (EUROCHEM, 2014). Neste método, a
especificidade foi avaliada com o uso do teste de limiar utilizando o fator
de pureza espectral (match factor) para os compostos estudados em
matrizes reais, como mostrado na Figura 2 para um pico de
epigalocatequina em suco de uva.

Os valores obtidos para o fator de pureza foram > 990 para acido
siringico, acido cafeico, acido cumérico, &cido caftarico, catequina,
epicatequina galato, epigalocatequina, procianidina B2 e peonidina 3-
glicosideo (Tabela 1) e indicam que os picos obtidos para estes compostos
s&o puros. Para a procianidina B1 e malvidina 3,5-diglicosideo os valores
do fator de pureza foram 955 e 909, respectivamente, e indicam que existe
uma boa possibilidade de os picos obtidos para estes compostos serem
puros. Os compostos &cido gélico e malvidina 3-glicosideo obtiveram
fatores de pureza menores que 900, 0 que sugere a possibilidade de existir
interferéncia de outras substancias no mesmo tempo de retencéo.

Os resultados obtidos para a especificidade foram considerados
adequados para os fins propostos, uma vez que na maioria dos picos
obtidos para 0os compostos estudados obtiveram boa pureza espectral.
Destaca-se também a boa separacéo obtida para anélise simultanea dos 15
compostos fendlicos estudados numa corrida Gnica de 25 minutos.

O método utilizado neste trabalho foi considerado rapido uma vez
que em métodos de determinagdes de compostos fenolicos em sucos de
uva e vinhos por RP-HPLC utilizando colunas classicas tipo RP-Cig (250
X 4.6 mm, 5 um) os tempos de corrida variam de 43 a 86 min (GOMEZ-
ALONSO, GARCIA-ROMERO, HERMOSIN-GUTIERREZ, 2007;
OBON, DIAZ-GARCIA, CASTELLAR, 2011; RAMIREZ-LOPEZ et
al., 2014). E em métodos utilizando colunas RR (150 x 4.6 mm, 3 um) e
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Core-Shell (100 x 4.6 mm, 2.6 um) os tempos de corrida variaram de 14
a 55 minutos (TAROLA, MILANO, GIANETTA, 2007; NATIVIDADE
et al., 2013; MANNS; MANFIELD, 2012).

Figura 2. Teste de limiar para verificacdo da pureza espectral do pico de
() - epigalocatequina (DAD 220 nm) em uma corrida de suco de uva.
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2.3.1.2 Precisdo e recuperagao

Os valores obtidos para a precisdo (CV%) dos compostos
analisados variaram de 0.09 a 2.78 para 0s sucos de uva e 0.11 a 0.66 para
vinho tinto. Os valores de CVV% obtidos para os 15 compostos fendlicos
estudados foram menores que o limite méximo de 20% recomendado pela
legislacdo brasileira para as faixas de concentracéo estudadas (BRASIL,
2011).

Os resultados obtidos para o percentual de recuperacdo dos
compostos (RC%) nas amostras fortificadas estdo apresentados na Figura
3. Os valores de RC% variaram entre 94.8 e 105.1 para matriz suco de
uva e 91.8 e 104.5 para os vinhos tintos. Estes valores estdo de acordo
com os limites aceitaveis pela legislacdo brasileira que é de 90 a 107%
(Brasil, 2011), e também foram semelhantes aos obtidos em diversos
estudos que validaram metodologias para determinagdo de compostos
fendlicos em vinhos e sucos de uva por RP-HPLC com deteccdo no
ultravioleta (UV), arranjos diodos (DAD), fluorescéncia (FD) e espectro
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de massas (MS) (TAROLA, MILANO, GIANETTA, 2007;
NATIVIDADE et al., 2013; DIAS, DAVID; DAVID, 2016).

Figura 3. Percentual de recuperacdo individual obtido para as seis
repeticbes de amostras de sucos de uva e vinho tinto analisadas em
condicGes de reprodutibilidade 1. Acido galico; 2. Acido siringico; 3.
Acido p-cumarico; 4. Acido cafeico; 5. Acido t-caftarico; 6. (+) -
Catequina; 7. (-) — Epicatequina galato; 8. (-) - Epigalocatequina; 9.
Procianidina B1; 10. Procianidina B2; 11. Cianidina 3,5-diglicosideo; 12.
Malvidina 3,5-diglicosideo; 13. Pelargonidina 3,5-diglicosideo; 14.
Peonidina 3-O-glicosideo; 15. Malvidina 3-O-glicosideo.
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2.3.1.3 Limite de deteccéo e limite de quantificacdo

Para obter os valores LD e LQ, os valores de desvio padrdo dos
residuos (RSD) foram multiplicados por 3 e 10, respectivamente, e
adicionados a intercepgdo da curva proxima ao LD estimado (HUBAUX;
VOS, 1970).

Para os 15 compostos fenolicos estudados, o LD e LQ variaram de
0,04a0,85mg L*e0,04a141 mgL? respectivamente (Tabela 1). Os
valores de LD e LQ obtidos neste estudo estdo de acordo com os
encontrados em outros estudos de validacdo para analise de compostos
fendlicos em sucos e vinhos por HPLC-UV (TAROLA, MILANO,
GIANETTA, 2007), HPLC-DAD (MANNS; MANSFIELD, 2011),
HPLC-DAD-FD (NATIVIDADE et al., 2013; SILVA et al., 2015) e
HPLC-DAD-MS (DAVID; DAVID, 2016), demonstrando que o método
estudado apresenta boa sensibilidade para quantificar esses compostos.
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Os termos limite de quantificacdo (LQ) e limite de detec¢do (LD) séo
usados para demonstrar a capacidade do método de quantificar / detectar
baixas concentragdes de uma substdncia (EURACHEM, 2014). Os
valores de LD e LQ obtidos na validacdo deste método sdo considerados
adequados para a finalidade pretendida, uma vez que eram menores que
os valores minimos normalmente relatados na literatura para
caracterizacdo de amostras de vinho e suco de uva (LIMA et al., 2014;
LEEUW et al., 2014; TOALDO et al., 2015; GRANATO et al., 2015).

2.3.2 Caracterizacdo de produtos comerciais produzidos com as
novas variedades brasileiras de uva

2.3.2.1 Teor de fenodlicos totais e antocianinas monoméricas totais

Os resultados da determinacdo do teor de fendlicos totais em
vinhos tintos e suco de uva produzidos com as novas cultivares brasileiras
pelo método de Folin-Ciocalteu séo apresentados na Tabela 2. O teor total
de fendlicos variou de 2135 a 2647 mg L™ para os sucos de uvas e de
2003 a 4036 mg L* para os vinhos tintos.

Os valores de fenolicos totais obtidos neste estudo estéo de acordo
com os citados no trabalho que avaliou 62 amostras de sucos de uva
organicos e convencionais (Vitis labrusca L.) originarios do sul do Brasil,
cujos valores variaram de 1351 a 2712 mg L (MAGRAF et al., 2016).
Para vinhos tintos, os resultados sdo consistentes com os relatados na
literatura para vinhos tintos comerciais de diferentes regies do mundo
(faixa de 282-3476 mg L) (LEEUW et al., 2014).

Os valores obtidos para as antocianinas monoméricas totais pelo
método do pH-diferencial também sdo mostrados na Tabela 2. Para 0s
sucos de uva os valores variaram de 88,4 a 370,8 mg L*. Para os vinhos
tintos, os valores das antocianinas monomeéricas variaram de 59,2 a 284,6
mg L1. As concentrag@es totais de antocianinas monoméricas obtidas nos
sucos estdo de acordo com o relatado na literatura para o suco de uva
comercial produzido a partir de cultivares de Vitis labrusca L. em
diferentes regides do Brasil, cujos valores variaram de 74 a 424 mg L
(MARGRAF et al., 2016). Para os vinhos, os valores sdo consistentes
com os relatados por Lima et al. (2011) para cultivar Bord6 (Vitis
labrusca L.) originaria do Sul do estado do Paran4, sul do Brasil.
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2.3.2.2 Acidos fendlicos

Os resultados obtidos para os acidos fenélicos sdo apresentados na
Tabela 2. O total de acidos fendlicos quantificados variou de 247,1 a
410,1 mg L™ para os sucos de uva, e de 41,3 a228,7 mg L para os vinhos.
Em relacdo aos acidos fenolicos individuais, o acido caftarico foi o
principal composto presente, com valores variando de 233,9 a 365,5 mg
L nas amostras de sucos de uva e de 6,6 a 167,4 mg L™ nos vinhos.

Outros estudos que caracterizaram acidos fendlicos em sucos de
uva e vinhos tintos de cultivares V. labrusca também mencionaram o
acido caftarico como sendo o principal acido fendlico presente
(NIXDORF; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010; TOALDO et al., 2015;
MAGRO et al, 2016).

De acordo com Penna & Daut (2001) o acido caftarico é facilmente
oxidavel durante as etapas de vinificagdo, principalmente nas
fermentac6es, o que poderia explicar os menores valores encontrados nas
amostras de vinhos em comparag¢do com 0s sucos de uva.

Os valores de &cido caftarico obtido nas amostras de vinho
estudadas (6,6 a 167 mg L) estdo de acordo com os mencionados por
Nixdorf & Hermosin-Gutiérrez (2010) para vinhos da variedade Isabel
(Vitis labrusca) produzidos no Sul do Brasil e com a faixa encontrada em
vinhos (Vitis vinifera L.) de diversas cultivares classicas como Cabernet
Sauvignon, Merlot, Malbec e Pinot Noir elaborados em diversos paises
tradicionais na producédo de vinhos como Franca, Argentina, Chile, Italia
e Estados Unidos, cujo os valores variam de 23,1 a 105,6 mg L* (LEEUW
etal., 2014).

As amostras de suco de uva apresentaram valores de &cido
caftarico (233,9 a 365,5 mg L) superiores aos reportados na literatura
para diversas amostras de sucos de uva (Vitis labrusca L. e Vitis vinifera
L.) convencionais, organicos e biodinamicos, originados do Sul e Sudeste
do Brasil, Espanha e outros paises da Europa, cujo os valores médios
variaram de 6,0 a 222,9 mg L' (MORENO-MONTORO et al., 2014;
GRANATO et al., 2015; TOALDO et al., 2015; MAGRO et al., 2015),
sugerindo que este composto possa ser um importante marcador quimico
para 0s sucos de uva das novas variedades brasileiras produzidos no Vale
do Submédio S&o Francisco, Nordeste do Brasil. Ressalta-se ainda que
em estudos que caracterizaram compostos fendlicos em sucos de uva
produzidos no Nordeste do Brasil ndo foi avaliado a presenga do &cido
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caftarico (NATIVIDADE et al., 2013; LIMA et al., 2014; LIMA et al.,
2015; SILVA et al., 2015).

Para os acidos hidroxibenzoicos, galico e siringico, os valores
médios nas amostras de sucos variam entre 3,6 a 16,7e 1,1a5,6 mg L,
respectivamente. Nos vinhos os valores variaram de 1,1 a 2,1 e 169 a
26,4 mg L para os éacidos siringico e galico, respectivamente. Para os
acidos hidroxicinamicos, caféico e p-cumarico, os valores médios nos
sucos de uva variaramentre 3,1a 14,9 e 2,2 a 10 mg L, respectivamente.
Nos vinhos os valores médios para os acidos cafeico e p-cumarico
variaram entre 3,6 a 18,8 e 2,6 a 15,8 mg L, respectivamente.

Os valores obtidos para os &cidos galico, siringico, p-cumarico e
cafeico nas amostras de sucos de uva e vinhos estudadas estéo de acordo
com os mencionados em diversas caracterizagcbes de sucos de uva e
vinhos elaborados com variedades Vitis labrusca cléssicas como Isabel,
Bordd e Concord (NIXDORF; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010; LIMA
etal., 2011; MAGRO et al., 2016; TOALDO et al., 2015; MARGRAF et
al., 2016) e com os valores anteriormente mencionados para sucos das
novas variedades brasileiras de uva plantadas no Nordeste do Brasil
(LIMA et al., 2014; SILVA et al., 2015).

2.3.2.3 Flavonois

Os flavandis totais quantificados variaram de 256,8 a 410,1 mg L~
1 'em suco de uva e 187,9 a 309,1 mg L em vinho tinto (Tabela 2). Entre
0s principais compostos quantificados individualmente, a
epigalocatequina foi encontrada em concentragGes que variaram de 275,1
a368,2mg L' e 128,5a217,7 mg L para amostras em suco de uva e
vinho tinto, respectivamente.

A epigallocatechin (PubChem CID: 72277) é um composto pouco
estudado na uva e em produtos derivados, sendo normalmente
caracterizado em cha verde (Camellia sinensis L.) (EI-Shahawi et al.,
2012). Em produtos derivados da uva normalmente se quantifica a
epigalocatequina galato, entretanto, a epigalocatequina é mencionada por
Mattivi, Vrhovsek, Masuero & Trainotti (2009) como sendo um dos
principais flavanois monoméricos presentes em extratos de casca de uvas
Vitis vinifera L. como Cabernet Sauvignon, Merlot, Syrah, Pinot Noir,
Teroldego e Marzemino.

Os valores de epigalocatequina obtidos nas amostras de vinhos e e
sucos de uva comerciais do VSF foram considerados altos pois
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representaram entre 5,37 e 14,27% dos seus contetidos fendlicos totais,
respectivamente, evidenciando gque este composto pode se tratar de um
importante marcador quimico que caracterize os produtos desta regido.

Os valores de procianidina B2 nos sucos de uva variaram de 5,8 a
17,0 mg L%, e entre 23,6 a 29,3 mg L* nos vinhos. Em relacdo a
procianidina B1 os valores nas amostras de suco de uva (5.8 a17 mg L)
foram menores que nos vinhos (23,6 a 29,3 mg L). Para catequina 0s
valores obtidos variaram de 7,4 a 15 mg L e 9,8 a 24,5 mg L? nas
amostras de sucos de uva e vinhos, respectivamente. Em relacdo a
epicatequina galato os valores variaram de néo detectado a 3,3 mg L™ em
todas as amostras estudadas.

Os valores encontrados neste estudo para procianidina B1 e B2,
catequina e epicatequina galato estdo de acordo com a faixa de valores
mencionada em diversos trabalhos que caracterizaram sucos de uva e
vinhos tintos elaborados com cultivares Vitis labrusca classicas como
Isabel, Bordd e Concord no Sul e Sudeste do Brasil (LIMA et al., 2011,
GRANATO et al., 2015; TOALDO et al., 2015); estando também acordo
com os valores anteriormente mencionados para sucos de uva das novas
variedades de uvas brasileiras plantadas no Nordeste do Brasil (LIMA et
al., 2014; SILVA et al., 2015).

2.3.2.4 Antocianinas individuais

O total de antocianinas individuas quantificadas por HPLC variou
de 8,9 a 203,5 mg L nas amostras de vinhos e sucos de uva analisadas
(Tabela 2). Dentre as antocianinas estudadas as principais encontradas,
em ordem decrescente, foram a malvidina 3,5-diglicosideo, malvidina-3-
O-glicosideo e cianidina 3,5-diglicosideo, que apresentaram perfil
heterogéneo nos produtos comerciais estudados, conforme anteriormente
observado por Lima et al., (2014) para sucos das novas variedades
brasileiras de uva.

Para a malvidina 3,5-diglicosideo os valores variaram de 8,9 a
136,5 mg L' e <LD a 53,7 mg L nas amostras de sucos e vinhos,
respectivamente. A malvidina-3-O-glicosideo apresentou valores que
variaram de 3,3 a 36,8 € 2,4 a 7,7 mg L™ nas amostras de suco de uva e
vinho, respectivamente. Para a cianidina 3,5-diglicosideo nos sucos de
uva e vinhos a faixa de valores encontrada variou de <LD a 25,1 ¢ 0,8
al3,2 mg L1, respectivamente.
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Os valores obtidos para antocianinas nos sucos de uva e vinhos
comerciais estudados estdo de acordo com a faixa de valores encontrada
para vinhos e sucos produzidos com cultivares V. labrusca e hibridos
originados do Brasil (NIXDORF; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010;
LAGO-VANZELA et al., 2013; LIMA et al., 2015; GRANATO et al.,
2015).

2.3.2.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante in vitro dos sucos de uva e vinhos foi
medida pelos métodos de sequestro de radicais livres (DPPH e ABTS) e
espécies reativas de oxigénio (H20-), ambos expressos como equivalentes
ao Trolox em milimols por litro de amostra (mM TEAC L) (Figura 4).

Nas amostras de suco de uva a atividade antioxidante (AOX)
medida por DPPH e ABTS variou de 10,03 a 14,38 ¢ 12,47 a 18,13 mM
TEAC L1, respectivamente. Nos vinhos tintos os valores variaram entre
10,89 a 18,28 e 17,65 a 29,21 mM TEAC L para DPPH e ABTS,
respectivamente.

Os valores de AOX, obtidos por DPPH e ABTS, nas amostras de
suco de uva estudadas estdo de acordo com diversos trabalhos que
caracterizaram sucos de uva de diferentes regides de origem, espécies,
cultivares, sistemas de cultivo e condi¢Bes de processo, onde os valores
de AOX normalmente chegam até 27 mM TEAC L (GRANATO et al.,
2016). Com excec0es para sucos das novas variedades brasileiras de uva
plantadas no Nordeste do Brasil e sucos (Vitis labrusca L.) originados de
Santa Catarina — Sul do Brasil onde sdo mencionados valores de até 54,19
mM TEAC L* para DPPH e ABTS (LIMA et al., 2014; TOALDO et al.,
2015).

Em relacdo as amostras de vinhos estudadas os valores de AOX
foram considerados altos, pois o maior valor de AOX (DPPH e ABTS)
encontrado na literatura foi de 23,17 mM TEAC L em vinhos Vitis
vinifera L. de Santa Catarina, Sul do Brasil, pelo método com ABTS
(GRIS et al., 2011). Em trabalho realizado por Leeuw et al. (2014) foram
avaliadas 38 amostras de vinhos de cultivares classicas como Cabernet
Suvignon, Merlot, Syrah, Pinot Noir e Malbec de paises como Franca,
Italia, Estados Unidos, Chile, Australia e Argentina, onde os valores de
AOX variaram de 3,71 a 7,67 mM TEAC L pelo método com DPPH.
Em vinhos da cultivar Isabel (Vitis labrusca L.) produzidos nos estados
do Parana e Rio Grande do Sul, Sul do Brasil, os valores de AOX
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variaram 2,6 a 6,3 mM TEAC L medidos com DPPH (NIXDORF;
HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010), destacando as altas atividades
antioxidantes obtidas nos vinhos comerciais analisados no presente
estudo.

Uma grande variedade de métodos de medicdo da atividade
antioxidante in vitro tem sido utilizado para caracterizagdo de sucos de
uva e vinhos. Além do DPPH e ABTS, métodos como Oxygen Radical
Absorbance Capacity (ORAC), ThioBarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS) e Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) tem sido
amplamente utilizados (GRANATO et al., 2011; GRIS et al., 2011;
LIMA et al.,, 2014; GRANATO et al., 2016). Poucos trabalhos
encontrados na literatura mediram a atividade antioxidante de produtos
derivados da uva por meio do método de sequestro de perdxido de
hidrogénio.

Figura 4. Valores médios da atividade antioxidante de sucos de uva e
vinhos produzidos a partir de novas cultivares de uva brasileiras plantadas
no Vale do Submedio Sao Francisco, Brasil. Médias seguidas das mesmas
letras as amostras ndo diferem de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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A capacidade das amostras estudadas nesta pesquisa em eliminar
0 perdxido de hidrogénio (H20,) esta apresentada na Figura 4. A
atividade sequestradora do peroxido de hidrogénio variou entre 66,81 a
88,52 e 61,39 a 69,54 mM TEAC L* nas amostras de vinhos e sucos de
uva, respectivamente.

Camargo et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante de
residuos do processamento de sucos de uva (BRS Cora e Isabel Precoce)
e vinhos (Syrah e Tempranillo) originados do Vale do Submédio Séao
Francisco, Nordeste do Brasil, utilizando o método de sequestro de H20-
e encontraram valores variando entre 143 a 167 e 43,2 a 75,8 mM TEAC
kg-1 de massa seca para residuos de sucos de uva e vinhos,
respectivamente.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) incluem radicais como
superoxide anion (O2™), hydroxyl radical (HO") and perhydroxyl radical
(HOO") and non-radical hydrogen peroxide (H20.), e estdo associadas a
diversos mecanismos patologicos que contribuem com doencas como
diabetes, cancer, doengas neurodegenerativas e cardiovasculares
(ROLEIRA et al., 2015). E amplamente conhecido que alimentos ricos
em compostos fendlicos, como sucos de uva e vinhos, normalmente estdo
associados a prevencao de diversas doengas em seres humanos onde a
atividade antioxidante estd relacionada a mecanismos de protecéo,
inclusive atuando na inibicdo de ROS (OROIAN; ESCRICHE, 2015;
ROLEIRA et al., 2015). Com base no exposto, existe a necessidade de
realizacdo de maiores estudos que correlacionem a atividade antioxidante
in vitro pelo método de sequestro do radical HO2 em sucos de uva e vinho
com eventuais mecanismos de protecdo a salide de consumidores.

A atividade antioxidante H>O, dos sucos e vinhos estudados foi
considerada alta, sugerindo que produtos elaborados com as novas
variedades brasileiras de uva do nordeste do Brasil possam ter uma grande
habilidade na inibi¢do de ROS.

2.4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos para os parametros de validacdo
avaliados, o método de determinacéo rapida de 15 compostos fenolicos
em vinhos e sucos por RP-HPLC-DAD utilizando uma nova coluna de
resolucdo rapida do tipo RP-Cis (100x4.6mm, 3.5pum) Se mostrou
adequado para ser utilizado em pesquisas com essas matrizes. O método
apresentou linearidade, precisdo, recuperacdo e limites de detecgdo e
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quantificacdo de acordo com outros métodos anteriormente publicados
para a determinacdo de compostos fenolicos por RP-HPLC, com o
diferencial de possuir um tempo de corrida de apenas 25 minutos.

A aplicabilidade do método validado foi verificada por meio da
caracterizacdo de compostos fendlicos em sucos de uva e vinhos
comerciais de novas variedades brasileiras de uva, onde os resultados
obtidos diferiu os produtos estudados de sucos e vinhos de outras regides
mundiais, principalmente por apresentarem altos valores de (-)-
epigalocatequina e acido trans-caftarico.

Em relagdo ao potencial bioativo, as amostras analisadas
apresentaram alta atividade antioxidante, com destaque para as amostras
de vinhos tintos cujo os valores encontrados foram maiores que em vinhos
diversas regides mundiais. A atividade antioxidante H,O. dos sucos €
vinhos estudados foi considerada alta, sugerindo que produtos elaborados
com as novas variedades brasileiras de uva do nordeste do Brasil possam
ter uma grande habilidade na inibicéo de ROS.
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CAPITULO 3 - NOVAS VARIEDADES BRASILEIRAS DE UVAS
DE MESA (BRS ISIS E BRS VITORIA) CULTIVADAS NO
NORDESTE DO BRASIL: COMPOSICAO BIOATIVAE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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RESUMO

Este trabalho representa o primeiro estudo de caracterizagdo de
compostos fendlicos individuais e potencial antioxidante em novas uvas
brasileiras sem sementes (BRS Isis e BRS Vitoria) cultivadas na regido
do Vale do Sao Francisco, Nordeste do Brasil. A composicdo fendlica foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
detector de arranjo de diodos (RP-HPLC / DAD). A atividade
antioxidante foi estimada por métodos de sequestro radicais livres. Um
total de 27 compostos fendlicos foram quantificados, incluindo 8
antocianinas, 6 flavandis, 3 flavonois, 2 flavanonas, 6 &cidos fendlicos e
2 estilbenos. Para a cultivar BRS Isis flavanols, os flavondis e os
estilbenos foram as classes predominantes. A cultivar BRS Vitéria se
destacou pela alta concentracdo de antocianinas, flavononas e &cidos
fendlicos. Assim, dados obtidos sobre a composi¢éo fendlica de BRS Isis
e BRS Vitoria indicaram que estas cultivares sdo bem situadas, baseadas
nos teores dos compostos fendlicos, quando comparadas a variedades
mundialmente conhecidas. As uvas apresentaram alta atividade
antioxidante, especialmente a uva BRS Vitdria, em comparagao com uvas
de mesa de outras regides do mundo. Esses dados representam
informacBes que podem ser Uteis para avaliar essas variedades como
fontes de compostos bioativos.

Palavras-chave: uvas de mesa sem sementes, flavanéis, acidos
fendlicos, antocianinas, RP-HPLC / DAD
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3.1 INTRODUCAO

A uva é uma das principais culturas do mundo, com uma producéo
anual de mais de 75 milhdes de toneladas, das quais cerca de 35% sdo
utilizadas para consumo in natura (OIV, 2016). A producdo de uvas de
mesa inclui uvas viniferas, labruscas e hibridos podendo ter ou néo ter
sementes (PROTAS; CAMARGO, 2011).

O Brasil ocupa a quarta posi¢cdo mundial na produgdo de uvas de
mesa, com uma area colhida de 80 mil hectares e uma producéo estimada
em um milhdo de toneladas, destacando-se como um dos principais
exportadores dessa fruta para o0 mercado internacional (MDCI, 2017). A
regido do Vale do Submédio S&o Francisco (VSF), localizada ho Nordeste
do Brasil, se destaca como a Unica regido brasileira que possui
certificacdo de indicacdo de procedéncia para uva de mesa, sendo
responsavel por 95% da uva de mesa exportada pelo Brasil (MAPA,
2017). Os principais mercados compradores e consumidores da uva de
mesa do VSF séo Estados Unidos, Canadé e a Europa (MDIC, 2019). Na
regido do VSF a colheita da uva pode acontecer em todos 0s meses do
ano, devido a alta temperatura média anual, intensa radiacdo solar e
disponibilidade de agua para a irrigacdo (TONIETTO; PEREIRA, 2011).
Com isso, os produtores aproveitam as melhores janelas de exportacdo
para realizar suas colheitas e abastecer o mercado mundial na entressafra
de paises tradicionais na producéo de uva de mesa como o Chile.

As principais cultivares comerciais de uva de mesa plantadas no
VSF sdo as Vitis vinifera Thompson Seedless, Crimson Seedless, Italia
(Muscat), Superior Seedless (Sugraone) e Red Globe. No entanto, essas
cultivares apresentam dificuldades de adaptacéo as condic6es tropicais do
Vale do Submédio Sdo Francisco, apresentando baixa produtividade e
irregularidade em safras consecutivas, baixa fertilidade de gemas,
desgrane elevado, susceptibilidade a doencas e dificuldade na obtencéo
de coloracdo adequada nas bagas (LEAO; SOAREZ; RODRIGUES,
2009). Devido a essas dificuldades, produtores locais tém optado pelo
cultivo de novas variedades de uvas de mesa desenvolvidas em outros
paises como Arra 15®, Midnight Beauty®, Sable Seedless® e Scarllota
Seedless®, resultando no custo de producédo devido aos royalties pagos
pelos produtores para produgao e comercializacdo dessas uvas.

As dificuldades encontradas com as cultivares protegidas,
desenvolvidas com melhoramento genético, e a demanda do mercado por
novos produtos levaram a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA) a investir no desenvolvimento de novas variedades



94

brasileiras de uvas adaptadas as condicdes climaticas de regiGes
subtropicais e tropicais, como o VSF. Até abril de 2019, 19 cultivares
uvas hibridas (Vitis vinifera x Vitis labrusca) foram lancadas no Brasil,
das quais 9 sdo uvas de mesa voltadas para o consumo in natura
(EMBRAPA, 2019). Entre as novas variedades de uva desenvolvidas no
Brasil estdo os hibridos ‘BRS Isis’ e ‘BRS Vitéria’ (BRS Linda x CNPUV
681-29 [‘Arkansas 1976 x CNPUV 147-3’ (‘Niagara Branca’ x
‘Vénus’)]), que sdo cultivadas comercialmente na regido do VSF desde o
ano de 2014.

A ‘BRS Isis’ ¢ uma variedade de ciclo tardio (116 a 145 dias), com
produtividade média é de 26 t/ha/safra. Seus cachos sdo de tamanho
médio, suas bagas sdo grandes, de cor vermelha, sabor neutro agradavel
e sem sementes. Apresenta resistente ao mildio, principal doenca da
videira no Brasil (RITSCHEL et al., 2013). A ‘BRS Vitoéria’ ¢ uma uva
negra (preta-azulada), com alta fertilidade de gemas e tolerancia ao mildio
(Plasmopara viticola). Seus cachos sdo levemente compactos, bagas
esféricas e pequenas, sabor que remete a framboesa e casca grossa,
responsavel por conferir a uva uma leve crocancia (MAIA et al., 2014).

Diversos fatores exercem influéncia sob as propriedades fisicas e
composicao quimica de uvas de mesa, entre eles condicdes climaticas,
tipos de solo, praticas culturais e variedade da uva (BAIANO;
TERRACONE, 2011). Dentre os compostos encontrados nas uvas, a
presenca de compostos fendlicos é importante tanto pela qualidade
organoléptica (como cor ou amargor), como também pelos varios efeitos
biologicos benéficos a saude humana, destacadamente a atividade
antioxidante (CARRIERI et al., 2013; FERNANDEZ; BARONA, 2016;
TOALDO et al., 2015 ). Sendo as uvas de mesa sem semente as muito
apreciadas pelos consumidores devido a facilidade no consumo.

O objetivo desse estudo foi caracterizar duas novas variedades
brasileiras de uva de mesa sem semente (Vitis vinifera x Vitis labrusca)
cultivadas no Vale do Submédio S&o Francisco, Nordeste do Brasil, em
relacdo ao perfil fendlicos bioativos e atividade antioxidante in vitro.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Reagentes quimicos, padrdes e solventes

Os reagentes 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), 2,2-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromato-2-acido carboxilico (Trolox) e metanol foram
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adquiridos da Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). O reagente Folin-
Ciocalteu, alcool etilico, acido fosforico, fosfato monopotassico,
perssulfato de potassio, acido acético e acido sulfurico foram adquiridos
da Merck (Darmstadt, Germany). Os padr8es de acido malico, citrico,
succinico, lactico, acético e tartarico foram obtidos da Vetec chemistry
Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Acido galico, &cido siringico, 4cido p-
cumadrico, acido caféico, acido trans-caftarico, acido clorogénico, (+)-
catequina, (-)- epigalocatequina galato, (-)- epigalocatequina,
procianidina B1, procianidina B2, quercetina 3-glicosideo, rutina,
cianidina 3,5-diglicosideo, malvidina 3,5-diglicosideo, pelargonidina 3,5-
diglicosideo, naringenina, hesperidina, glicose e frutose da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Malvidina 3-O-glicosideo, delfinidina 3-
glicosideo, peonidina 3-O-glicosideo, cianidina 3-O-glicosideo,
pelargonidina 3-O-glicosideo, (-)-epicatequina e caempferol-3-O-
glicosideo obtidos da Extrasyntese (Genay, France). Trans-Resveratrol e
cis-Resveratrol foram obtidos da Cayman Chemical Company (Michigan,
EUA).

3.2.2 Amostras

Duas novas variedades hibridas, BRS Isis (uva vermelha) e BRS
Vitdria (uva preta), desenvolvidas no Brasil e resultantes do cruzamento
entre BRS Linda x CNPUV 681-29 [Arkansas 1976 x CNPUV 147-3 ‘('
White Niagara 'x 'Venus') foram utilizados neste estudo (Figura 1).

As uvas foram obtidas das safras de primeiro semestre de 2016 de
vinhedos comerciais localizado na regido de Petrolina (Pernambuco,
Brasil) que ficaa 9 °23'39''Se 40 ° 30'35 " W e 350 m acima do nivel
do mar. A regido esta localizada na zona do clima tropical semiarido, com
temperatura anual de 26 ° C, altos niveis de radiacdo solar e precipitacdo
total anual de aproximadamente 550 mm concentrada entre novembro e
abril.

As amostras foram coletadas aleatoriamente em seus respectivos
tempos de maturacdo. Cada amostra de uva consistiu de 50 cachos
escolhidos aleatoriamente de 50 diferentes videiras. Apos a transferéncia
para o laboratério, um conjunto de 200 bagas por cultivar foi amostrado
aleatoriamente de diferentes grupos em diferentes niveis (partes superior,
média e inferior de cada grupo).
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Figura 1: Cachos das uvas BRS Isis (A) e BRS Vitoria (B).

(A) (B)

3.2.3 Preparacdo de extratos

Trés repeticdes de aproximadamente 30 g de uvas para cada
amostra foram pesadas e homogeneizadas em um equipamento
Ultraturrax (IKA, Alemanha) por 1 min ap6s a adicdo de 120 ml de
solucdo extratora (50: 48,5: 1,5, metanol: agua: acido acético) seguindo o
método descrito por Barcia et al. (2014) com modifica¢des. Os extratos
foram centrifugados a 3000 g por 5 min em centrifuga EEQ-9004 (Edutec,
Brasil). O sobrenadante foi filtrado (papel de filtro Whatman n ° 1) e
utilizado para analise. Este procedimento foi realizado em triplicata.

3.2.4 Fenolicos totais e atividade antioxidante in vitro

Os extratos obtidos a partir das uvas in natura foram analisados em
espectrofotdmetro UV-Visivel modelo UV 2000A (Instrutherm, Brasil).
Todas as andlises foram realizadas em triplicada.

A concentracéo total de compostos fendlicos nos extratos de uvas
foi estimada pelo método de Folin Ciocalteau (SINGLENTON; ROSSI,
1965). A reacdo foi preparada misturando 100 L de extrato de uva, 7900
pL de agua destilada e 500 pL de Folin-Ciocalteau. Ap6s 3 min, 150 pl
de carbonato de sddio a 20% foram adicionados. A mistura foi incubada
no escuro a temperatura ambiente durante 2 horas. A absorbancia foi
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entdo medida a 765 nm. O acido galico foi utilizado como padrdo e os
resultados foram expressos em mg kg de uvas equivalentes de acido
galico (GAE) usando uma curva de calibracéo na faixa de 0 a 500 mg/L.

A capacidade antioxidante in vitro das amostras de uva foi
determinada pelo método de eliminacdo de radicais livres ABTS (2,20-
azinobis- (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico)) (RE et al., 1999) e DPPH
(2,2 - difenil-1-picrilhidrazil) (KIM et al., 2002). O padrdo analitico
Trolox foi usado para construir as curvas de calibracdo e os resultados
foram expressos como equivalentes de Trolox por kg de uva (mM TEAC
kg?).

Para realizacdo dos métodos de capturas de radicais livres, as
amostras foram diluidas com solucéo extratora até a obtencdo da inibigéo
dos radicais DPPH e ABTS entre 20 e 80%. Solugdes de radicais DPPH
e ABTS a 1 mmol foram preparadas em etanol e diluidas até uma
absorbancia de 0,900 £ 0,050 (A =734 nm) ¢ 0,700 £ 0.050 (A =517 nm),
respectivamente. As absorbancias foram determinadas antes e apds a
adicdo das amostras. No método DPPH, a absorbéncia foi medida nos
tempos t = 0 e t = 30 min apos a adigdo da amostra. No método ABTS, a
absorbéancia foi determinada nos tempos t =0 e t = 6 min ap6s a adi¢ao
da amostra.

3.2.5 Perfil fendlico

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE), Agilent 1260 Infinity LC (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com bomba de solvente
(modelo G1311C), desgaseificador, amostrador automatico (modelo
G1329B), compartimento de coluna termostatizado (modelo G1316A) e
Detector de Arranjo de Diodo (DAD) (modelo G1315D). A separagédo
cromatogréafica dos compostos fenélicos foi realizada em uma coluna
Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 um) e na pré-coluna
Zorbax C18 (12,6 x 4,6 mm, 5 um). A temperatura da coluna foi ajustada
a 35 °C. As aquisicdes de dados foram realizadas usando o software
OpenLAB CDS ChemsStation EditionTM (Agilent Technologies).

O método de Padilha et al. (2017), com adaptacGes descritas por
Dutra et al. (2018), foi utilizado para quantificar os compostos fendlicos.
Os extratos de uva foram filtrados em filtros de polipropileno de 0,45 um
(Chromafil® Xtra, Macherey-Nagel - Alemanha) e depois injetados (20
uL). As fases moveis foram compostas por agua acidificada com acido
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fosforico 0,1 M (pH = 2,0, fase A) e metanol acidificado com acido
fosforico a 0,5% (fase B); foi utilizado um fluxo de 0,8 mL.mint. A
eluicdo foi completada em 33 minutos utilizando um gradiente: 0-5 min:
5% de B; 5-14 min: 23% de B; 14-30 min: 50% de B; 30-33 min: 80% B
(retorno das condicdes iniciais).

3.2.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software SPSS for Windows,
Evaluation Edition - 17.0.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Perfil fendlico

O perfil fendlico das novas cultivares brasileiras de uvas de mesa
estdo apresentados na Tabela 1.

A concentracdo de fendlicos totais nas amostras estudadas variou
de 132 a 1123 e 399 a 1497 mg kg* para as uvas BRS Isis e BRS Vitoria,
respectivamente (Tabela 1). E conhecido que a concentragéo de fendlicos
das uvas depende de diversos fatores, entre eles, em fungdo da variedade
(ORAK, 2007; DU et al., 2012). De maneira geral, uvas tintas muito
pigmentadas, como ocorre com a cultivar BRS Vitoria, contém cascas
extremamente ricas em antocianinas (BAIANO et al., 2011,
KATALINIC et al., 2010).

A concentracdo fenolica das novas variedades brasileiras de uvas
de mesa estéa de acordo com os valores observados em diversas variedades
produzidas na China (1158 a 1321 mg 100g™) (DU et al., 2012), Italia (81
a 355 mg kg?!) (CARRIERI et al., 2013) e Tunisia (0,73 a 80,93 mg kg!)
(HARBI et al., 2013).

Como observado nas Tabelas 1, 27 compostos fendlicos
pertencentes a familia dos flavondides, acidos fendlicos e estilbenos
foram quantificados. As cultivares BRS Isis e BRS Vitoria apresentaram
diferentes perfis fendlicos e concentragdes de cada composto nas
diferentes safras.
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Para os flavondides analisados nas amostras estudadas foram
quanttificadas 7 antocianinas, 6 flavonois, 3 flavanois e 1 flavonona. A
soma total dos flavondides, acidos fendlicos e estilbenos quantificados
por HPLC representou entre 30,8 € 59,8% e 18,2 e 58,63 % dos fendlicos
das uvas BRS Isis e BRS Vitoria, respectivamente, o que sugere uma
caracterizacdo expressiva do contelido bioativo destas novas variedades.

3.3.2.1 Flavanols

O perfil de flavanols das uvas BRS Isis e BRS Vitéria colhidas em
duas safras estd apresentado na Tabela 1. O total de flavandis
quantificados nas safras estudadas variou de 2,94 a 153,37 mg kg para a
cv. BRS Isis e 8,46 a 35,48 mg kg* para a cv. BRS Vitdria, nas safras de
2016 e 2018. As uvas colhidas na safra 2016 apresentaram maior
concentracao de flavanols em comparacdo com as uvas colhidas na safra
2018. A “BRS Isis” se destacou quanto ao teor de epicatequina, catequina
e procianidina B2 (88,44, 32,03 e 18,52 mg kg*, respectivamente),
enquanto a cv. BRS Vitoria se destacou no teor de procianidina Bl e
catequina (11,59 e 11,16 mg kg, respectivamente).

Os valores obtidos de catequina e epicatequina na cv. BRS Isis
representam aproximadamente 2,85 e 7,87% da concentracdo compostos
fendlicos totais nesta uva colhida em 2016, respectivamente. Carrieri et
al. (2013), em estudo com 12 cultivares de uvas de mesa plantadas na
Italia, inclusive as classicas Crimson e Red Globe, mostraram que 0s
valores de catequina e epicatequina em relacdo a concentracdo dos
compostos fenolicos totais variaram de 1,47 a 7,26% e 0,15 a 1,14%,
respectivamente. Com isso, considera-se que a cultivar BRS Isis se
destaca em relagdo a cultivares de uvas tradicionais (V. vinifera) com alto
valor de catequina e epicatequina. Diversos estudos tem evidenciado que
flavanéis como catequina, epicatequina e procianidinas estdo
relacionados com diversos efeitos benéficos a salde o que destaca a
importancia de se caracterizar estes compostos em novas variedades de
uvas de mesa.

3.3.2.2 Antocianinas

Em uvas hibridas o perfil antociénico pode se dar por mistura de
mono e diglicosideos de malvidina. Com isso, foram quantificadas sete
antocianinas, sendo cinco na forma monomérica (malvidina 3-O-
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glicosideo, cianidina 3-O-glicosideo, delfinidina 3-O-glicosideo,
peonidina 3-O-glicosideo e pelargonidina 3-O-glicosideo) e duas
antocianinas na forma glicosilada (malvidina 3,5-diglicosideo e cianidina
3,5-diglicosideo) (Tabela 1).

Apesar das diferencas observadas na concentracdo de cada
antocianina, as amostras analisadas apresentaram um perfil similar, sendo
que as uvas colhidas na safra 2018 apresentaram maior concentracdo de
antocianinas em comparacgdo com as uvas colhidas na safra 2016.

O perfil de antocianinas foi predominante de formas diglicosiladas,
representando entre 71% (safra 2016) e 73% (safra 2018) para a BRS Isis
e 64 % (safra 2016) e 38% (safra 2018) para a BRS Vitéria do total de
antocianinas quantificadas. Malvidina 3,5-diglicosideo foi a antocianina
encontrada em maior concentracao, onde os valores variaram de 14,90 a
26,64 mg kg para a BRS Isis e de 19,58 a 54,80 mg kg™ para a BRS
Vitdria. Esses resultados evidenciam a predominéncia de caracteristicas
de Vitis labrusca L nas novas variedades brasileiras de uva de mesa. De
acordo com Ribereau-Gayon et al. (2003) no cruzamento entre espécies
Vitis labrusca L. x Vitis vinifera L. para obtencdo de hibridos, a V.
labrusca exerce o carater dominante no perfil antocianico, o que explica
a predominancia da malvidina 3,5 diglicosideo.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os
relatados por diversos autores para uvas Vitis labrusca L.e hibridos
utilizadas na elaboragdo de sucos e vinhos, nas quais predomina
antocianinas na forma diglicosideo (BARCIA et al., 2014,
NATIVIDADE et al., 2013; TOALDO et al., 2015). Em uvas tintas
classicas de mesa, comercializadas no mercado internacional, como a
Crimsom, Red Globe, Flame e Napoleon, predominam a presenca de
peonidina 3-glicosideo > cianidina 3-glicosideo > malvidina 3-glicosideo
com valores variando de 6,6 a 65,4 mg kg (CANTOS et al., 2002).
Entretanto se destaca que estas variedades sdo todas Vitis vinifera L.

A concentracdo e o perfil antocianico de uvas de mesa sdo
importantes por contribuirem para caracteristicas sensoriais como a cor,
que é um dos principais atributos de aceitagdo de uvas de mesa por
consumidores (MASCARENHAS et al., 2010). Além de possuirem
diversas atividades biol6gicas in vivo e in vitro, como atividade
antioxidante (BASKAN et al., 2015), anti-inflamatéria (KUNTZ et al.,
2014), doencas cardiovasculares (JENNINGS et al., 2012), obesidade
(BENN et al., 2014) e atuarem protegendo o organismo contra os efeitos
do cancer (SIGNORELLI et al., 2015).
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Tabela 1. Concentracdo (mg kg' de uva) de compostos fendlicos
quantificados em uvas de mesa sem sementes.

| i Safra 2016 Safra 2018
Flavonoides BRS lsis BRS Vitéria BRS Isis BRS Vitoria
Flavanols
(+)-Catequina 32,03+0,82 11,16+0,32 2,94+0,24 ND
(-)-Epicatequina 88,44 + 0,21 428+1,14 ND ND
(-)- Epicatequina galato 2,70+£0,14 2,97 £0,19 ND 474 +0,33
(-)-Epigalocatequina galato 1,45 0,22 1,55+0,14 ND 1,15+0,20
Procianidina B1 10,23+0,73 1159+0,44 ND 0,98+0,11
Procianidina B2 18,52+0,91 3,93+0,14 ND 1,59+0,22
> flavanols 153,37 +3,03 3548+237 294+024 8,46+0,86
Antocianinas
Malvidina 3-O-glicosideo 2,11 +£0,00 3,80+0,02 627+254 38,28+4,58
Cianidina 3-O-glicosideo 1,25+0,01 256+002 148+0,18 13,84+1,95
Delfinidina 3-O-glicosideo 1,32£0,02 1,74+£0,01 1,08+0,08 14,72+1,29
Peonidina 3-O-gllicosideo 0,67 £0,01 1,80+001 1,81+0,05 10,60+1,73
Pelargonidina 3-O-glicosideo 1,00 £0,02 151+001 206+0,06 19,24+247
Malvidina 3,5-diglicosideo 1490+0,08 19,58+0,01 26,64+091 54,80+6,67
Cianidina 3,5-digllicosideo 1,00 £0,00 0,70+0,01 ND 3,49+0,81
Pelargonidina 3,5-diglicosideo ND ND ND ND
> antocianinas 22,25+0,14 31,69+0,09 39,34+382 15497+195
Flavonols
Rutina 0,69 +£0,17 1,29 £0,02 ND ND
Quecetina 3-glicosideo 1865+4,15 865+0,15 132+005 198+0,37
Caempferol 3-O-glicosideo 1,49+0,43 0,63+0,01 0,22+001 051+0,17
> flavonols 20,83+4,75 10,57+0,18 1,54 +0,06 2,49 + 0,54
Flavononas
Hesperidina ND ND ND ND
Naringenina 0,95+0,16 9,54+0,40 ND 6,96 £ 1,02
> flavononas 095+0,16 9,54+0,40 - 6,96 £ 1,02
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Tabela 1. (Continuagdo)

Safra 2016 Safra 2018
Flavonoides BRSIsis  BRS Vitéria BRS Isis BRS
Vitdria

Acidos fendlicos
Acido galico 1,87 +0,24 0,89 + 0,03 ND ND
Acido siringico ND ND ND ND
Acido p-cumarico ND ND ND ND
Acido caféico ND ND ND 0,97 +0,16
Acido trans-Caftarico 13220267i 169,00+ 7,63 33,68+1,54 292'%%i
Acido clorogénico 5,34 £0,62 12,73 £0,63 1,44+022 281+0.21
ZA'cidosfeno'licos 145,27 + 35,12+1,76 33,14 +

23,13 182,71 £8,29 2,42
Estilbenos
trans-Resveratrol 3,12+0,68 1,45+ 0,03 ND ND
cis-Resveratrol 0,37 +0,00 0,70 +0,01 ND ND
> estilbenos 3,49 £ 0,68 2,15+0,04 - -
Fendlicos totais (mg 11227 + 132,0 = 3990 £
kg'1 de uva) 48,36 1497,0 £22,71 12,87 66,62

3.3.3.3Flavonols

O total de flavonols quantificado na cv. BRS lIsis variou de 1,54 a

20,83 mg kg de uva fresca e de 2,49 a 10,57 mg kg™ de uva fresca na
cv. BRS Vitdria (Tabela 1), sendo superior nas uvas colhidas na safra
2016. A quercetina 3-glicosideo foi o flavonol mais abundante nas uvas
frescas estudadas, chegando a representar 89% e 82% do total de
flavonodis quantificados nas uvas BRS Isis e BRS Vitoria,
respectivamente. O perfil de flavonols é fortemente dependente da
variedade de uva, mas em geral quercetina-3-O-glicosideo é o composto
predominante (SAMOTICHA et al., 2017; SERRATOSA et al., 2014;
ZHU; ZHANG; LU, 2012).

3.3.3.4 Flavanonas

A hesperidina ndo foi detectada em nenhuma das amostras
estudadas. Os valores médios de naringenina variou de ND a 0,95 mg kg
! na BRS Isis e de 6,96 a a 9,54 mg kg* na BRS Vitdria (Tabela 1).
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Estudos de caracterizacdo de flavononas em uvas sdo escassos na
literatura, no entanto esses compostos sdo vastamente quantificados em
frutas citricas. Os valores de naringenin encontrados na cv. BRS Vitéria
foram maiores que o reportado por Nogata et al. (2006) em laranja (cv.
Morita Navel). Em sucos citricos sdo mencionados valores que chegam
17,75 (ug mL). Com base nisto, evidencia-se a importancia de se estudar
melhor este composto em uvas e derivados.

A naringenina ¢ uma flavonona encontrada principalmente em
toranja e laranja (ERLUND, 2004). Estudos mostraram que a naringenina
possui efeitos protetores contra a peroxidacao lipidica, possuindo efeito
antioxidante (CAVIA-SAIZ et al., 2010; SHIMODA et al., 2010) e anti-
inflamatério (BODET et al., 2008). A naringenina também tem sido
apontada como um composto com propriedades Uteis ao tratamento e
prevengdo do cancer (PERIYASAMY et al., 2015), doencas
cardiovasculares (CHANET et al., 2012), osteoporose (JIANNONG et
al., 2015) e doenga de Alzeihmer (GHOFRANI et al., 2015).

3.3.3.5 Acidos fenolicos

Os valores obtidos para acidos fendlicos estdo apresentados na
Tabela 1. O total de acidos quantificados variou de 35,12 a 145,27 mg kg
! para a cultivar BRS Isis e de 33,14 a 182,71 mg kg* para a cultivar BRS
Vitéria. Os acidos siringico e p-cumarico ndo foram detectados nas
cultivares estudadas. O acido fendlico encontrado em maior concentracdo
foi o cido caftarico, com valores médios entre 33,68 a 138,06 mg kg* na
cv. BRS Isis e entre 29,36 a 169,09 mg kg™ na cv. BRS Vitdria. Outros
estudos que caracterizaram acidos fenélicos em uvas de mesa (LAGO-
VANZELA etal., 2011), sucos de uvas (MAGRO et al., 2016; PADILHA
etal., 2017) e vinhos (LEEUW et al., 2014) mencionaram o acido trans-
caftarico como o cido fendlico predominante nestes produtos.

3.3.3.6 Estilbenos

Neste trabalho foram quantificados o trans e o cis-resveratrol
(Tabela 1). A concentracéo total do resveratrol variou de ND a 2,15 mg
kg™ para a cv. BRS Vitdria e de ND a 3,49 mg kg™ para a cv. BRS Isis.
O trans-resveratrol foi encontrado em maior quantidade nas uvas colhidas
na safra de 2016, com valores médios de 3,12 mg kg na cultivar BRS
Isis e 1,45 mg kg™ na cultivar BRS Vitéria.
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Valores de trans-resveratrol na ordem de 3,91 mg kg™ também é
mencionado na casca da uva de mesa BRS Morena (LAGO-VANZELA
etal., 2011), uma das novas variedades brasileiras.

A quantificacdo do resveratrol tem se tornado um parametro
qualitativo importante para uvas de mesa, devido aos varios efeitos
benéficos para a salide humana que tem sido descrito para esse composto.
Dentre eles, destacam-se: atividade anticancerigena, cardioprotecéo,
atividade antioxidante, inibicéo de plaquetas e atividade anti-inflamatoria
(BAVARESCO et al., 2012).

3.3.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante in vitro das uvas (Figura 2), medida por
métodos de sequestro de radicais livres com DPPH e ABTS, foi expressa
em equivalentes em milimols de Trolox por quilograma de uva (mM
TEAC kg?).

Figura 2. Capacidade antioxidante das uvas BRS Isis e BRS Vitoria
avaliadas pelos métodos DPPH e ABTS (mM Trolox (TEAC) kg* de
uva).
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Para 0 DPPH se obteve os valores médios de 4,86 a 5,17 mM
TEAC kg* na uva BRS Isis e de 6,90 a 10,10 mM TEAC kg na uva
BRS Vitdria. No método com ABTS a atividade antioxidante média
variou de 6,13 a 7,97 mM TEAC kg para BRS Isis e 8,8 a 16,27 mM
TEAC kg para a BRS Vitdria. Estes valores foram considerados altos,
pois Samoticha, Wojdyto e Golis (2017), estudando cultivares hibridas
vermelhas plantadas na Polénia, encontraram valores variando de 12 a
38 UM TEAC 100 g de matéria seca. Eyduran et al. (2015), em estudo
com novas cultivares de uvas de mesa plantadas na Turkia, obtiveram
valores de 3, 60 a 9,09 umol TEAC g

3.4 CONCLUSAO

As novas cultivares brasileiras de uvas de mesa estudadas (BRS
Isis e BRS Vitoria) apresentam teores bioativos atrativos quando
comparadas as cultivares classicas mundiais. Por serem cultivares
hibridos, contém compostos bioativos que ndo sdo encontrados em
cultivares classicas (V. vinifera), como as antocianinas diglicosiladas.
Além disso, essas uvas representam uma alternativa para a diversificacdo
de cultivares e estdo disponiveis gratuitamente para a producio de uvas
de mesa.
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RESUMO

Os parametros tecnoldgicos e polifendlicos de uvas para processamento
de suco, obtidos a partir da colheita sucessiva, foram estudados na
vitivinicultura semidrida tropical. As uvas vermelhas “BRS Violeta” e
“Isabel Precoce” foram colhidas no mesmo ano e analisadas com base em
uma abordagem multivariada que incluiu variacGes climaticas. As uvas
foram marcadas por variagcdes nos compostos flavondides,
particularmente antocianinas. As temperaturas, radiacdo global,
velocidade do ar e taxas de evapotranspiracdo foram associadas com
maior acimulo de compostos bioativos em uvas e sucos. As temperaturas
em fevereiro foram associadas a maior atividade antioxidante das cascas
de uva, enquanto as maiores amplitudes térmicas em agosto e novembro
favoreceram o acimulo de antocianinas em até 564 mg kg*. Flavandis e
procianidinas foram mais abundantes nas sementes quando a amplitude
térmica maxima foi de 13,8 ° C. Estes resultados apontam informacdes
Uteis sobre periodos apropriados para a colheita de uvas com alto
conteldo bioativo em éreas tropicais.

Palavras-chave: Vale do Sdo Francisco; condi¢es climaticas; uvas
brasileiras; perfil polifendlico; atividade antioxidante.
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4.1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de frutas do mundo e a uva
é a quarta fruta mais produzida no pais (OCDE-FAOQ, 2015). Embora o
cultivo da uva no Brasil seja recente quando comparado aos paises
produtores tradicionais, ha um potencial diversificado na viticultura
devido as diferentes condicdes ambientais do pais, cujas areas de
producdo da uva sdo caracterizadas por diferentes tipos de clima, como
clima temperado, subtropical e tropical (CAMARGO, TONIETTO,
HOFFMANN, 2011). Nas regiGes sul e sudestes do pais, caracterizadas
por climas temperado e subtropical, se tem apenas uma safra de uva por
ano, assim como ocorre nas tradicionais regides produtoras de uva do
mundo. Por outro lado, a viticultura tropical semiarida praticada na regido
do Vale do Submédio Sao Francisco (VSF), localizada no nordeste do
pais, possibilita que a colheita das uvas seja realizada em todos 0s meses
do ano (CAMARGO, TONIETTO, HOFFMANN, 2011; TONIETTO,
RUIZ, GOMEZ-MIGUEL, 2012).

O VSF esta localizado entre os paralelos8e 9°Se40a42°We é
caracterizado por condicdes climaticas Unicas com baixas taxas de
precipitacdo anual (cerca de 540 mm por ano) concentradas entre
novembro e abril, ar relativamente seco (67% umidade), alta insolacao
com valores mais elevados no periodo de agosto a novembro (8,7 horas
por dia) e temperatura média anual de 26 °C com minima de abril a
setembro (18,2 - 22,2 °C) e maxima de outubro a marco (29,6 - 34 °C)
(TEIXEIRA, 2010). Estas condices sdo responsaveis pela diferenciacdo
no comportamento fisiolégico da videira, pois a auséncia de baixas
temperaturas e a constante exposi¢do ao sol fazem com que a planta se
desenvolva durante todo o ano, o que possibilita a poda de producéo que,
junto com a irrigacdo do rio Sdo Francisco, permite planejamento da
colheita da uva ao longo do ano (TEIXEIRA et al., 2013; PADILHA et
al., 2017). Além da producdo de uvas de mesa e vinhos finos (Vitis
vinifera L.) na regido, variedades hibridas de uvas e Vitis labrusca L. séo
cultivadas para a produgéo de sucos de uva de alta qualidade (COELHO
etal., 2018, DUTRA et al., 2018).

A potencialidade de uma regido para a adaptacdo e producédo da
videira é fortemente dependente do clima que interage com outros
componentes do meio ambiente, como variedade de uva, solo e técnicas
agrondmicas (SILVA et al., 2019). Recentemente muitos esforcos tém
sido concentrados na combinacéo de praticas ambientais e de viticultura



116

para melhorar a qualidade e o potencial bioativo das uvas produzidas,
sendo importantes para conseguir derivados de uva de alta qualidade e
sustentabilidade, bem como para identificar terroirs e estabelecer
melhores praticas agricolas. Estudos anteriores que tratavam do manejo
da uva e sua contribuicdo para a qualidade ou para as caracteristicas
fitoquimicas de sucos de uva e vinhos usavam principalmente uvas de
uma Unica colheita anual devido as caracteristicas climaticas das regides
(XU etal., 2011; ACUNA-AVILA et al., 2016; SARTOR et al., 2017).

Uma maneira de medir a influéncia de fatores exdgenos, como as
condicdes climaticas da regido e os sistemas de cultivo sobre a qualidade
e tipicidade de uvas e derivados de uva, é a utilizacdo de ferramentas
guimiométricas e analise multivariada (GRANATO et al., 2015a). Essas
técnicas permitem a diferenciacdo das regifes de origem em funcédo de
marcadores quimicos como compostos fenolicos ou atividade
antioxidante (GRANATO et al., 2015b; MARGRAF et al., 2016). A
avaliacdo das caracteristicas da uva em relacdo as condicdes climaticas
de uma regido é de grande importancia para a melhoria da qualidade da
bebida obtida a partir desta fruta. Mesmo em regides tropicais, onde ha
pouca variabilidade climética anual, os fatores que influenciam o cultivo
da uva, particularmente a colheita sucessiva, podem ser determinantes da
gualidade das uvas e sucos de uva. No presente estudo, foram avaliados
os efeitos de sucessivos periodos de colheita durante 0 mesmo ano na
gualidade de uvas e sucos de uva de uma viticultura tropical semiarida.
As variedades de uvas vermelhas BRS Violeta (uva hibrida) e Isabel
Precoce (V. labrusca) foram colhidas em quatro meses para estudar o0s
efeitos sobre os parametros fisico-quimicos, acidos organicos, acucares,
composicdo polifendlica e atividade antioxidante. Estas uvas sdo
abundantes na regido do VSF e foram escolhidas por sua importancia para
a producdo de suco de uva. A qualidade dos sucos de uva produzidos em
um processo industrial também foi avaliada. Adicionalmente, os dados
guimicos foram estudados usando técnicas quimiométricas para avaliar a
influéncia de fatores climaticos. Essa abordagem proporcionou a
possibilidade de estudar o potencial bioativo das uvas, bem como as
mudangas quimicas em resposta as condi¢es ambientais, que se aplicam
nas industrias de uva e vinho.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Reagentes e padrdes

Os seguintes reagentes foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha): alcool etilico, acido fosforico e sulfdrico, fosfato
monopotassico, persulfato de potassio, peréxido de hidrogénio e Folin-
Ciocalteu. Sobre os padrGes para curvas de calibracdo, a (-) -
epicatequina, 3-O-glicosideo de caempferol e as antocianinas 3-O-
monoglicosideo (delfinidina, peonidina, cianidina e pelargonidina),
foram obtidos da Extrasyntese (Genay, Franca). Os estilbenos (trans-
resveratrol e cis-resveratrol) foram obtidos da Cayman Chemical
Company (Michigan, EUA). Hesperidina, naringenina, (+) - catequina, (-
) - epigalocatequina, (-) — epigalocatequina galato, procianidina Bl e B2,
rutina, quercetina 3-glicosideo, glicose, frutose, malvidina 3,5-
diglucosideo, cianidina 3,5-diglicosideo, pelargonidina 3,5-diglicosideo,
acido caféico, acido clorogénico, acido trans-cafarico, acido p-cumarico,
acido siringico, acido galico, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchromate-2-
acido carboxilico (Trolox), acido 2-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-
sulfonico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e metanol foram
adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os &cidos organicos
tartarico, malico, latico, citrico e acético foram obtidos da Quimica Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil). A 4gua utilizada para a fase movel foi purificada
através do sistema Milli-Q Water Purifiction (Millipore, Bedford, MA,
EUA).

4. 2.2. Amostras de uva e época de colheita

Duas variedades de uvas foram utilizadas neste estudo: o hibrido
BRS Violeta (BRS Rubea x IAC 1398-21) e Isabel Precoce (V. labrusca),
designadas no estudo como BV e IP, respectivamente. As uvas foram
cultivadas em dois vinhedos comerciais da Fazenda Sasaki - Cooperativa
Agricola Nova Alianca (COANA), localizada em Juazeiro, Bahia, Brasil
(09 © 24'42 "'S e 40 ° 29'55" W, 370 m acima do nivel do mar). A idade
média das plantas foi de 6 anos e as plantas foram enxertadas no porta-
enxerto IAC 766, plantadas no campo com 3,0 e 2,0 m de espagamento
entre linhas e plantas, respectivamente, irrigadas por microaspersao e
conduzidas em sistema latada. Ambas as variedades foram cultivadas
usando as mesmas praticas agrondmicas.
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O vinhedo comercial foi dividido para realizar dois conjuntos de
experimentos com ambas as variedades de uva, a fim de ter duas colheitas
sucessivas em diferentes periodos no mesmo ano. No primeiro vinhedo,
foram realizadas duas podas, em outubro de 2015 e abril de 2016, e a
colheita ocorreu em fevereiro e agosto de 2016. No segundo vinhedo, as
videiras foram podadas em janeiro e julho de 2016, sendo a colheita
realizada em nos meses de maio e novembro de 2016. As datas de colheita
foram determinadas a partir dos parametros de maturacado industrial (pH,
teor de sélidos soluveis, acidez titulavel).

Os dados meteoroldgicos, no periodo correspondente aos ciclos de
avaliacdo, foram fornecidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA Semiarido), obtida a partir da estacdo
meteoroldgica automatica localizada em Juazeiro, Bahia - Brasil. Os
parametros meteoroldgicos coletados foram: temperatura maxima e
minima do ar (°C), radiacéo solar global (MJ m-), umidade relativa (%),
velocidade do vento (m s), precipitagdo (mm) e evapotranspiragéo (mm)
(Tabela 1).

4.2.3. Parametros de maturidade fisica e tecnoldgica

O diametro e o peso médio das amostras de uva foram
determinados usando 150 bagas para cada variedade de uva. Um
paquimetro digital foi usado para determinar o diametro. O peso médio
das bagas foi obtido dividindo a massa total pelo nimero de bagas
pesadas. O mosto resultante do esmagamento das amostras foi analisado
guanto ao teor de solidos sollveis, pH e acidez titulavel (g L? acido
tartarico) de acordo com a Organizacdo Internacional da Vinha e do
Vinho (OIV, 2011). Um refratbmetro digital HI 96801 (Hanna®,
Woonsocket, EUA) foi utilizado para medir o contelido de sélidos
sollveis totais e as medicdes de pH foram realizadas com um
potenciémetro pH Analyzer (Tecnal®, Sao Paulo, Brasil).

4.2.4. Preparagao dos extratos de sementes e casca das uvas

Extratos de semente de uva e casca de uva foram preparados em
triplicata com 50 bagas de cada variedade de uva coletada nos quatro
periodos de colheita. As sementes e cascas foram removidas
manualmente das bagas e os extratos foram preparados separadamente
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por maceracdo manual com 100 mL de uma mistura de metanol: agua:
acido acético (50: 48,5: 1,5, v/ v/ v). Os extratos foram filtrados através
de um filtro de papel Whatman nimero 1 e centrifugados (Edutec®,
Curitiba, Brasil) a 3.000 g por 5 min (BARCIA et al.,, 2014). O
sobrenadante coletado foi utilizado para as determinagdes
espectrofotométricas e cromatograficas.
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4.2.5. Suco de uva

Os sucos de uva foram elaborados na unidade fabril pertencente a
Cooperativa Agricola Nova Alianca (COANA), localizada no Projeto
Irrigacdo Senador Nilo Coelho, Nicleo 02 Lote 551, Petrolina - PE —
Brasil conforme a metodologia descrita por Lima et al. (2014). Para cada
més de colheita, foram processados 3000 kg de uvas, em mistura, na
propor¢do 80% lsabel Precoce e 20% BRS Violeta, resultando em dois
mil litros de suco, obtidos por extracdo a quente com adicdo de pectinase
Endozym® Pectofruit PR (Spindal —Pascal Biotech, Franca) na dose 3,0
mL 100 kg* de uva, numa linha de processo fabricada pela empresa
JAPA® (Rio Grande do Sul, Brasil). Para realizagio das analises foram
coletadas da linha de envase trés garrafas de suco de uva (1L) produzidos
nos diferentes meses de colheita, totalizando 12 garrafas.

4.2.6. Andlises cromatograficas

Um sistema de HPLC Agilent 1260 Infinity de fase reversa (Santa
Clara, CA, EUA) com detector de arranjo de diodos (DAD) e detector de
indice de refracdo (RID) foi usado para determinar os acidos organicos,
acucares e compostos fenélicos. Os dados foram processados usando o
software OpenLAB CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies,
Santa Clara - EUA).

A analise de acidos organicos e aglcares nos sucos de uva foi
realizada utilizando a metodologia descrita por Coelho et al. (2018). A
coluna utilizada foi a de troca i6nica Agilent Hi-Plex H (300 x 7,7 mm)
com particulas internas de 8,0 micrometros protegidas por uma coluna de
protecdo PL Hi-Plex H (5x3 mm) (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EUA). A temperatura do compartimento da coluna foi mantida a
70°C e acelula de fluxo RID a 50°C. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL min-
! com tempo de execucéo de 20 minutos. A fase foi H,SO4 0,004 mol L™
em agua ultrapura.

A analise quantitativa dos compostos fendlicos nos sucos de uva
e extratos de sementes e casca seguiu 0 método de Padilha et al. (2017)
adaptado por Dutra et al. (2018). A coluna e pré-coluna utilizada foram
Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 um) e Zorbax C18
(12,6 x 4,6 mm, 5 um), respectivamente (Zorbax, EUA). Como fases
maveis se utilizou uma solucédo de acido fosférico 0,1 M, pH=2,0 (A) e
metanol acidificado com 0,5% de mistura de HsPO4 (B). O fluxo da fase
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volume de inje¢do foi de 0,8 mL / min a 35 ° C e 20 uL da amostra,
respectivamente. As amostras foram previamente diluidas em fase A e
filtradas em membrana de 0,45 um (Millex Millipore, Barueri, SP,
Brasil). O gradiente utilizado na separacdo foide 0 a5 min: 5% B; 5a 14
min: 23% de B; 14 a 30 min: 50% de B; 30-33 min: 80% B. A detec¢édo
dos compostos foi feita a 220, 280, 320, 360 e 520 nm, e a identificacdo
e quantificagdo por comparacdo com padrdes externos.

4.2.7 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada por meio de quatro diferentes
ensaios: o sequestro de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (KIM,
GUO, PACKER, 2002); sequestro de radicais ABTS (2,20-azinobis- (3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonico)) (RE et al., 1999), método de sequestro de
peroxido de hidrogénio (RUCH, CHENG, KLAUNIG, 1989) e
capacidade de redugéo do Folin-Ciocalteu (FC) (SINGLETON; ROSSI,
1965). . Estas analises foram realizadas utilizando um espectrémetro UV-
Visible UV 2000A (Instrutherm, Brasil).

Para a realizacdo dos métodos, as amostras foram diluidas com
solucdo extratora (semente e extrato de pele) e agua (suco de uva) até
obter a inibicdo dos radicais DPPH e ABTS entre 20 e 80%. Solucdes de
DPPH e ABTS de radical a 1 mmol foram preparadas em etanol e diluidas
para uma absorvéncia de 0,900 £ 0,050 (A = 734 nm) e 0,700 £ 0,050 (A
= 517 nm), respectivamente. As absorbancias foram determinadas antes
e apos a adicdo de amostras usando um espectrofotdmetro. No método
DPPH, a absorbancia foi medida no tempo t =0 e t =30 min apés a adicao
da amostra. No método ABTS, a absorbancia foi determinada no tempo t
=0et=6 min apds a adicdo da amostra. Para avaliar a atividade
antioxidante pelo método de eliminacdo de peréxido de hidrogénio
(H20;), uma solucdo de 0,4 mol L de peréxido de hidrogénio foi
preparada em tampao fosfato (pH 7,4) e sua concentracdo foi determinada
espectrofotometricamente a partir da absorcdo a 230 nm. A solucédo de
perdxido de hidrogénio foi misturada com a amostra e tampé&o fosfato. O
valor de absorbancia da mistura reacional foi determinado 10 minutos
mais tarde contra uma solugdo em branco contendo o tampéo fosfato. Para
avaliar a atividade antioxidante das amostras pelo método de Folin-
Ciocalteu, uma aliguota de 7,9 mL de dgua destilada e 100 uL de amostras
diluidas foram adicionadas a 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Apés
3 min, 1,5 mL de solucdo de carbonato de sddio (20% m / v) foi
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adicionado ao sistema. Este sistema foi incubado no escuro temperatura
ambiente durante 120 min e a absorbancia da mistura foi determinada a
765 nm.

Para os métodos DPPH, ABTS e H;0, os resultados foram
calculados usando uma curva de calibracdo do Trolox (0,2-2,0 MM TEAC
L — 1) e foram expressos como equivalentes de Trolox (uM TE). Para o
método FC, os resultados foram calculados usando uma curva de
calibracéo de 4cido galico (25-500 mg L~ !) e foram expressos em mg de
equivalentes de &cido galico (mg GAE).

4.2.8 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software estatistico
SPSS (versdo 17.0; Chicago, EUA). Estatisticas univariadas por Analise
de Variancia (one-way ANOVA) e teste de Tukey (p <0,05) foram
utilizadas para avaliar as caracteristicas das variedades de uva e sucos de
uva colhidas nos diferentes meses em relagcdo aos parametros fisico,
fisico-quimico e bioativo. A estatistica multivariada foi realizada usando
analise de componentes principais (PCA) com pré-tratamento dos dados
para normalizagdo e escalonamento.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Parametros de maturidade fisica e tecnoldgica

A Tabela 2 mostra as caracteristicas fisico-quimicas das uvas
obtidas nas safras de fevereiro, maio, agosto e novembro do mesmo ano.
Os resultados para o tamanho e peso das bagas mostraram que as uvas
BV apresentaram bagas menores (13,9 a 148 mm e 2,0 a 2,3 g,
respectivamente) quando comparadas as uvas IP (14,2a 16,8 mme 2,3 a
2,9 g, respectivamente) e que ambas tiveram poucas variacGes nesses
parametros em diferentes meses do ano. O pH variou significativamente
de 3,24 a 3,41 na variedade IP e 3,44 a 3,70 na variedade BV e algumas
variacOes foram observadas entre os meses de colheita.

O contetdo de solidos soltveis variou de 18,1 a 23,4 °Brix para
uvas BV e de 18,6 a 23,8 °Brix para uvas IP, enquanto a acidez titulavel
variou de 0,50 a 1,02 (% p/v como &cido tartarico) para as variedades. A
relacdo SST / AT variou de 30,2 a 37,5 para uvas BV e de 23,3 para 31,0
para uvas IP. Estes valores estdo de acordo com a legislagdo brasileira



124

para a colheita de uvas e foram comparativamente maiores na colheita de
uvas em maio.

As uvas colhidas em agosto apresentaram os maiores valores de
acidez titulavel (0,74 e 1,02 g 100 mL™ para BV e IP, respectivamente).
A menor acidez titulavel foi encontrada para as uvas BV colhidas em
fevereiro (0,50 g 100 mL™), enquanto para uvas IP o menor valor foi
encontrado nas amostras colhidas em maio (0,67 g 100 mL™). Em geral,
as amostras obtidas nos ultimos meses do ano (agosto e novembro)
apresentaram valores mais elevados de sélidos solUveis e acidez titulavel.
Isso é consistente com o estudo de Ribeiro et al. (2012) que relataram que
as uvas Isabel Precoce e BRS Magna cultivadas na regido do VSF
apresentaram maior teor de solidos solUveis quando colhidas em
novembro.

4.3.2 Perfil de compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro de
cascas e sementes das uvas

O perfil polifendlico e a atividade antioxidante nos extratos de
casca e semente das uvas BRS Violeta e Isabel Precoce colhidas em
diferentes periodos do mesmo ano sdo mostrados nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente. Flavondis, antocianinas, acidos fendlicos, flavanonas,
estilbenos, catequinas e procianidinas estavam entre as substancias
polifendlicas encontradas nos extratos de uva.

As antocianinas foram quantificadas em extratos de casca, sendo
os polifendis mais abundantes nestas amostras com concentracdes totais
variando de 704,2 a 5643,8 mg kg, sequidos pelos flavondis (20,0 a
1383,2 mg kg) e acidos fendlicos (46,8 a 1076,9 mg kg 1), flavanonas
(16,5 a 480,7 mg kg™), estilbenos (2,9 a 456,9 mg kg?) e flavonois (10,5
a 77,1 mg kg?). Os extratos das sementes apresentaram as maiores
concentracdes de flavandis (2147,3 a 4757,6 mg kg™) e as menores
concentracdes de acidos fendlicos (12,1 a 100,2 mg kg™), flavondis (1,3
a 36,4 mg kg?) e naringenina (3,5 a 7,2 mg kg?) (Tabela 4). A
predominancia de antocianinas nas cascas e de mondmeros e dimeros de
flavanois nos extratos de sementes era esperada, uma vez que esses
polifendis sdo os principais constituintes fendlicos de cascas e sementes
de uva vermelha (LORRAIN et al., 2013).

A atividade antioxidante variou entre as amostras de uva e 0s
meses de colheita e foi dependente do método analitico. Os valores foram
elevados nos extratos de sementes e variaram até 213,89 e 653,32 umol
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TE g quando utilizados os métodos ABTS e H,0, respectivamente. A
capacidade redutora de Folin-Ciocalteu variou de 15,35 a 32,31 mg GAE
g* nessas amostras. A atividade antioxidante das cascas de uva variou até
161,81 no método ABTS e até 1175,1 umol TE g no método H.0,. O
maior valor para a capacidade redutora de extratos de casca de Folin-
Ciocalteu foi de 28,64 mg GAE g'. A alta atividade antioxidante
encontrada nas amostras ao utilizar o método H,O, sugere que tanto as
uvas BV quanto as IP possuem potencial inibitério contra espécies
reativas de oxigénio (ERO). Sabe-se que a capacidade antioxidante esta
relacionada aos mecanismos de protecdo, incluindo a inibicdo das ERO
associadas a diversas condi¢Ges patoldgicas que levam a doencas como
cancer, diabetes e doencas cardiovasculares (PANDEY; RIZVI, 2009;
TOALDO et al., 2016). A alta atividade antioxidante das sementes de uva
¢ explicada principalmente pela predominancia de flavanois e
procianidinas. Esses polifendis exercem uma forte atividade antioxidante
gue é ainda maior que a das antocianinas, que sdo mais abundantes nas
cascas (MUSELIK et al., 2007).

As uvas BV apresentaram composicdo fenodlica semelhante
durante os quatro meses de colheita, 0 que ndo foi o caso da variedade IP.
E importante ressaltar que a BRS Violeta ¢ um hibrido obtido através de
melhoramento genético utilizando varios cruzamentos e pode ter
adquirido maior estabilidade frente as variagdes climaticas. Esta
variedade foi desenvolvida para cultivo em areas tropicais, como o Vale
do Sdo Francisco (CAMARGO, MAIA, NACHTIGAL, 2005). A
variedade Isabel Precoce é uma mutacdo somatica espontanea da
variedade tradicional Isabel (LIMA et al., 2014). Algumas variacdes
foram encontradas para a composicdo fendlica das uvas ao longo das
sucessivas colheitas. Alteracdes especificas nos niveis de concentracéo de
muitos tipos de compostos fendlicos sdo apresentadas abaixo.

4.3.2.1 Acidos fendlicos

A soma dos acidos fendlicos quantificados em cascas de amostras
de IP variou de 46,8 a 1076,9 mg kg™ para as uvas colhidas em maio e
fevereiro, respectivamente (Tabela 3). O periodo de colheita influenciou
(p<0,05) seus niveis em cascas de ambas as variedades, com as maiores
concentracBes observadas em fevereiro e as menores em maio. O acido
trans-cafartaro foi o principal acido fendlico encontrado nas cascas das
uvas IP (39,2-965,9 mg kg') e BV (84,3-385,7 mg kg™), seguido pelo
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acido siringico para a variedade BV (60,4-127,0 mg kg?) e é&cido
clorogénico para a variedade IP (2,6-76,1 mg kg™).

O 4cido fenodlico p-cumarico ndo foi detectado em cascas de uva,
independentemente do periodo de colheita. Estudos com vinhos da regido
do VSF descreveram o trans-cafarico como o acido fenodlico
predominante (PADILHA et al., 2017; DUTRA et al., 2019). Entre os
polifendis ndo flavonoides, os acidos fenolicos sdo o0s principais
compostos em uvas e bebidas de uva (LORRAIN et al., 2013).

As concentracOes de &cidos fendlicos nas sementes variaram de
12,1 a 100,2 mg kg™ nas uvas BV colhidas em fevereiro e novembro,
respectivamente (Tabela 4). Os meses de colheita influenciaram (p<0,05)
suas concentracGes nas sementes de uva, principalmente para as uvas
colhidas em novembro, que apresentaram as maiores concentracdes
desses compostos, com excecdo do acido p-cumarico. O acido siringico
foi o principal &cido fendlico nas amostras e foi encontrado em
concentragBes que variaram de 4,4 a 37,8 mg kg*. As sementes de BV
apresentaram maiores teores de acidos fenélicos quando comparadas com
as sementes da variedade 1P, independentemente do periodo de colheita.

Notavelmente, para a maioria dos compostos, suas concentraces
aumentaram nos ultimos meses do ano (colheitas em agosto e novembro)
e isso foi observado para ambas as variedades de uvas.

4.3.2.2 Estilbenos

Os estilbenos cis e trans-resveratrol foram encontrados apenas nas
cascas de uvas em concentracdes de até 456,9 mg kg em uvas BV
colhidas em maio (Tabela 3). Suas concentracdes variaram muito
(p<0,05) entre os periodos de colheita, sendo 0s maiores niveis
observados em maio e novembro para as variedades BV e IP,
respectivamente.

O isdbmero cis-resveratrol foi detectado apenas no Gltimo més de
colheita em uvas IP. Esses resultados confirmam que ndo apenas a
variedade da uva, mas também fatores exdgenos, como as condigdes
climaticas variaveis dos periodos de colheita, influenciam muito a
composicdo dos estilbenos nas uvas.

Diversos estudos sugeriram que aumentos nas concentracoes
desses polifendis estdo associados a condicdes de estresse na videira
(WANG et al., 2010; ACUNA-AVILA et al., 2016; SARTOR et al.,
2017).
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O cis-resveratrol estava presente em altas concentracdes (331,7 a
439,5 mg kg?) em todas as amostras de BV. Estudos anteriores sobre
sucos produzidos na regido do VSF relataram a prevaléncia desse
composto em uvas BRS Violeta (DUTRA et al., 2018). Sabe-se que o
resveratrol é mais abundante e estdvel na configuracdo trans, pois este é
o principal produto final gerado na biossintese do resveratrol. No entanto,
a isomerizacdo trans-cis ocorre quando o trans-resveratrol é exposto a
radiacdo solar ou ultravioleta (MORENO, CASTRO, FALQUE, 2008).
Isso pode sugerir que as altas concentracbes de cis-resveratrol
encontradas nas amostras podem estar associadas a alta radiacdo (18,9-
26,4 MJ) observada durante os periodos de colheita (Tabela 1).

4.3.2.3 Flavanois, proantocianidinas, flavonols e flavononas

As concentracdes de flavonoides monomeéricos e seus dimeros
(proantocianidinas) diferiram muito entre as variedades de uvas e
periodos de colheita. As concentracGes de flavandis variaram de 20,0 a
1383,2 mg kg em cascas (Tabela 3) e de 2147,3 a 4757,6 mg kg™ em
sementes (Tabela 4). As uvas colhidas em novembro mostraram 0s mais
altos niveis de flavanois.

Catequina, epicatequina e procianidinas foram os polifendis
predominantes nas sementes e os flavandis mais abundantes nas cascas
de ambas as variedades. Suas concentracbes foram variavelmente
afetadas (p <0,05) ao longo dos periodos de colheita. Outros estudos
também relataram procianidinas, catequina e epicatequina como 0s
principais flavondides presentes nas uvas (GARCIA-JARES et al., 2015;
LIU et al., 2018).

Rutina, quercetina 3-glicosideo e caempferol 3-O-glicosideo
foram os flavondis encontrados nas amostras. Suas concentracGes totais
variaram de 10,5 a 77,1 mg kg' em cascas de uvas IP e BV,
respectivamente, e de 1,3 a 36,4 mg kg em sementes de uvas BV. A
presenca de flavondis e suas concentracdes variaram significativamente
entre as uvas e entre os periodos de colheita. As uvas da BV colhidas em
novembro apresentaram as maiores concentracdes de flavondis, com uma
soma total de 94,5 mg kg, considerando cascas e sementes. Um alto teor
de caempferol foi encontrado na casca (até 46,4 mg kg™), enquanto as
sementes tinham até 27,2 mg kg™ de quercetina nessas amostras.
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Para as uvas IP, observou-se que fevereiro foi o més mais favoravel
para a producdo de flavonois, quando os niveis de quercetina atingiram
64 mg kg* nas cascas e os teores de rutina foram de até 11,3 mg kg™ nas
sementes. Os niveis de concentracdo de flavonois encontrados nas
amostras podem estar relacionados ao estresse causado pela alta radiacao
solar observada na regido estudada. Segundo Flamini et al. (2013), os
flavondis estdo presentes principalmente na casca da uva, atuando
efetivamente como fotoprotetores, absorvendo a radiacdo ultravioleta,
principalmente UV-A e UV-B. Além disso, a quantidade de flavondis
também é influenciada pelo tamanho e espessura da fruta, o que pode
explicar as concentracdes mais elevadas desses polifendis encontrados
para as uvas BV (Tabela 2).

A flavanona naringenina foi identificada em extratos de casca de
ambas as variedades de uva, enquanto esteve quase ausente nas sementes.
Para ambas as uvas BV e IP, as concentragBes de naringenina foram
maiores em relacdo a hesperidina, que nao foi detectada nas sementes.
Para a variedade IP, a hesperidina foi encontrada apenas em uvas colhidas
em agosto (27,2 mg kg). Isso é consistente com o estudo de Dutra et al.
(2018) que relataram concentracdes de hesperidina e narigenina em sucos
de uva e vinhos de até 4,93 e 5,64 mg L-1, respectivamente.

ConcentracOes totais de flavanonas em cascas de uva variaram
entre 16,5 mg kg* em novembro e 480,7 mg kg em agosto. Embora
alguns estudos relatem a atividade antioxidante das flavanonas, este grupo
de compostos fenélicos ndo é comumente estudado em uvas, por serem
mais abundantes em frutas citricas (DOMINGUEZ, 2016).

4.3.2.4 Antocianinas

Cinco antocianinas (3-O-glicosideos e 3,5-diglicosideos) foram
quantificadas nos extratos de casca das uvas estudadas (Tabela 3). A
malvidina, nas formas 3,5-diglicosideo e 3-O-monoglicosideo, foi a
principal antocianina nas uvas BV e IP, e seus niveis representaram até
78,1% e 71,2% do total de antocianinas encontradas nessas uvas,
respectivamente. Pelargonidina diglicosideo néo foi detectada nas
amostras, independentemente do periodo de colheita. Diferencas
estatisticas foram observadas entre os periodos de colheita em relacdo as
antocianinas. As amostras coletadas em agosto apresentaram as maiores
concentra¢Bes de antocianinas em cascas de uvas BV, com concentracéo
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total de 5643,8 mg kg *. Para as amostras de IP, as maiores concentragdes
foram observadas em fevereiro (2303,6 mg kg?). As menores
concentracBes totais de antocianinas foram observadas em novembro
(2439. 4 mg kg para BV) e maio (704,2 mg kg* para IP). Em conjunto,
essas variagdes nas concentracBes de antocianinas indicam grande
influéncia de fatores exdgenos durante os periodos de colheita. Além da
influéncia da variedade de uva. Sabe-se que fatores como alta
luminosidade e temperaturas amenas sdo importantes para a sintese e
acumulo de antocianinas na baga. De fato, temperaturas em torno de 35
°C estdo associadas a dificuldades na sintese de antocianinas pela planta,
bem como a ativacdo de enzimas oxidativas que levam a degradacédo
desses compostos (HE et al., 2010).

Os niveis de concentracdo de todas as antocianinas foram
significativamente menores no Ultimo més de colheita (novembro).
Naquele més, os monoglicésidos malvidina e peonidina ndo foram
detectados nas uvas BV. Além disso, as concentracdes desses compostos
diminuiram em cascas de uvas IP durante os periodos de colheita. Assim,
os resultados apontaram comportamentos especificos dessas uvas em
relagdo as concentragdes e perfis de antocianinas. E importante ressaltar
que naregido do VSF as uvas BRS Violeta e Isabel Precoce sdo utilizadas
na producado de suco de uva pela mistura dessas variedades, sendo que a
primeira é utilizada para proporcionar uma melhor caracteristica de
coloracdo. Os resultados mostraram que a colheita em agosto levou a
obtencdo de uvas mais ricas em antocianinas. Este més apresentou as
menores temperaturas e a menor evapotranspiragdo, o que corrobora a
importancia de temperaturas amenas para a sintese e acumulo de
antocianinas.

4.3.3 Associacao entre colheita sucessiva e composicao polifendlica

Os dados das caracteristicas polifendlicas e antioxidantes das
sementes de uva e cascas foram utilizados para explorar os efeitos dos
periodos de colheita na qualidade da uva e composicao bioativa através
de analise multivariada. A Analise de Componentes Principais (ACP)
para as amostras de cascas de uva (Fig. 1) e de sementes de uva (Fig. 2)
sdo apresentados.

O conjunto de dados das cascas de uva foi representado nos dois
primeiros componentes principais (PC1 x PC2) que explicaram 73,6% da
variabilidade total dos dados.
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O PC1 representou a variabilidade maxima (52,46%) e representou
uma clara separacao de acordo com o0 més de colheita e a composicao dos
polifendis. As uvas colhidas em fevereiro e agosto (PC1> 0) foram
separadas no eixo CP1 das colheitas em maio e novembro (PC1 <0) e
associadas a maioria dos fendlicos individuais. Isso reflete o alto peso
dessas varidveis, periodo de colheita e composicdo fenodlica, na
explicacdo dos dados originais. As principais variaveis de contribuicdo no
primeiro componente principal (loading> 0,70) foram as seguintes: acido
siringico (Sra: 0,985), epigalocatequina galato (EgG: 0,985), cianidina
(CyD: 0,977), acido cafeico (Cfc: 0,974), malvidina 3,5-diglicosideo
(MaD: 0,973), cis-resveratrol (Cres: 0,965), epicatequina (Epc: 0,965),
procianidina B2 (PB2: 0,964), delfinidina 3-O-glicosideo (Del: 0,910),
naringenina (Nar: 0,890), hesperidina (Hes: 0,855), temperatura maxima
(Tmax: 0,747), temperatura média (Tmea: 0,747), temperatura minima
(Tmin: 0,747) e radiagdo global (Grad: 0,747). O PC2 explicou 21,17%
da variabilidade total e as variaveis com maior contribui¢do foram trans-
resveratrol (Tres: 0,804), catequina (Cat: 0,794), umidade relativa (Rhum:
0,776) e atividade antioxidante (ABTS: -0,733).

A analise do PCA dos dados das sementes de uva revelou que

72,3% da variacdo total foi representada pelos dois principais
componentes principais. O PC1 explicou 48,73% da variabilidade dos
dados, engquanto 23,53% foram explicados pelo PC2. As variaveis com
maior contribuicdo (loading> 0,70) no primeiro componente foram
quercetina 3-glicosideo (Que: 0,949), &cido caféico (Cfc: 0,918),
naringenina (Nar: 0,915), 4cido caftérico (Cfa: 0,915), procianidina B1
(PB1: 0,907), acido galico (Gla: 0,887), caempferol 3-O-glicosideo (Kae:
0,813), acido siringico (Sra: 0,783), trans-resveratrol (Tres; 0,748) e
umidade relativa (Rhum: 0,718 ). Estes foram fortemente associados com
as uvas BRS Violeta e Isabel Precoce colhidas em agosto.
Por outro lado, a atividade antioxidante medida pelos métodos DPPH (-
0,854) e Folin Ciocalteu (-0,703) e as temperaturas minima e média
(Tmin e Tmea: -0,761) tiveram forte contribuicdo no PC1, o que significa
que as variaveis foram mais associadas com as uvas IP e BV colhidas em
maio, quando a menor amplitude térmica e a menor radiacdo foram
registradas (Tabela 1). No entanto, a abordagem multivariada revelou
que, de forma variavel, todos os fatores endégenos e exdgenos envolvidos
na composicdo e qualidade da uva podem ser mais ou mMmenos
influenciados pela colheita sucessiva, particularmente devido as
variagdes climéticas que ocorrem durante os meses do ano.
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Figura 1. Andlise de Componentes Principais (PCA) usando os
resultados para compostos fenolicos, atividade antioxidante e parametros
climaticos para cascas de uvas (A) e sementes (B) colhidas nos meses de
fevereiro, maio, agosto e novembro de 2016.
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Peonidina 3-O-glicosideo; MaD-Malvidina 3,5-diglicosideo; CyD-
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Polifentis Total; Tmean - Temperatura Média; Tmax- Temperatura
maxima, Tmin- Temperatura Minima; Tamp - amplitude térmica; Grad-
radiacdo global; RHum - umidade relativa média.

4.3.4 Composicéo fendlica e atividade antioxidante de sucos de uva

O perfil fendlico e a atividade antioxidante dos sucos de uva
elaborados a partir das variedades BRS Violeta e Isabel Precoce sdo
mostrados na Tabela 5. Em geral, observou-se que 0 més de colheita teve
influéncia sobre o teor bioativo dos sucos de uva. Os polifenois
epicatequina, procianidina B2, cianidina 3,5-diglucosideo, acido cafarico
e malvidina glicosideos foram os fenolicos mais abundantes e suas
concentragBes foram afetadas (p <0,05) pelo periodo de colheita. Os
acidos malico e tartarico foram os acidos orgénicos predominantes,



137

enquanto a frutose e a glicose foram os principais aclcares encontrados
nas amostras de suco.

Os sucos produzidos a partir das uvas colhidas em agosto
apresentaram as maiores concentracdes de acidos organicos, o que é
consistente com o aumento da acidez desses sucos. O mesmo foi
observado para as concentracfes de acUcares, compostos fenolicos e
atividade antioxidante que foram significativamente maiores para uvas e
sucos obtidos naquele més. Estes resultados corroboram os resultados da
caracterizacdo quimica das amostras de uva e confirmam que a
composicdo do suco de uva depende da variedade da uva e de suas
condigdes de cultivo. De fato, a qualidade das bebidas a base de uva esta
relacionada as caracteristicas da uva que sdo grandemente influenciadas
por fatores enddgenos e exdgenos (RIZZON, MANFROI,
MENEGUZZO0, 1998).

Neste estudo observamos que, mesmo em uma regido de baixa
variabilidade climéatica anual como a regido do VSF, a colheita sucessiva
durante 0 mesmo ano levou a uvas e sucos com diferentes teores de
compostos bioativos e atividade antioxidante. Os principais marcadores
fendlicos encontrados nas amostras de uva e sucos foram o 4cido trans-
caftarico, procianidina B2, malvidina 3,5-diglicosideo e cis-resveratrol.
Estes também foram relatados em outros sucos de uva produzidos naquela
regido (DUTRA et al., 2018, LIMA et al., 2015). Digno de nota, as
antocianinas malvidina 3,5-diglicosideo e malvidina 3-O-glicosideo tém
sido relatadas como marcadores fendlicos de sucos de uva brasileiros e
europeus, respectivamente (GRANATO et al., 2015a).

Os dados representam os valores médios para cada amostra *
desvio padrdo (n = 3); Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (p <0,05); Acidez titulavel expressa em equivalentes de
acido tartarico; TE, equivalentes Trolox; GAE, equivalentes de &cido
galico; ND, ndo detectado.
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Tabela 5. Parametros fisico-quimicos, acidos organicos, agUcares,
composicdo polifendlica e atividade antioxidante dos sucos de uva das
uvas BRS Violeta e Isabel Precoce.

Periodo de colheita

Parametros Fevereiro Maio Agosto Novembro
Fisico-quimicos
pH 3,4+0,0° 3,5+£0,02 3,4+0,0P 3,3+£0,0°
Solidos soltveis totais (°Brix) 17,7 £0,0¢ 21,3+0,2¢ 239+0,1* 22,0+04°
Acidez titulavel (g 100 mL™?) 0,7 £0,0° 0,8+0,0° 1,1+£0,02 0,8+0,1°
Acidos organicos (g L)
Acido tartarico 3,1+0,12 24+0570 32059 22407242
Acido malico 2,93+0,04¢ 3,17+0,02° 3,9+0,00? 2,8 0,049
Acido citrico 0,26 £0,01> 0,29 +0,00° 0,08+0,07° 0,49 +0,012
Acido succinico 0,50+0,032 054+0,002 0,60+0,01% 0,54+0,00?
Acido acético ND ND ND ND
Acido latico ND ND ND ND
> acido orgdnico
quantificado 6,8+0,2 6,4 £0,59 7,8+0,67 6,0+ 0,29
Acucares (g L)
Maltose 0,10+0,01> 0,09+0,02®> 0,14+0,002 0,1+0,00°
Glicose 71,44 £ 4,76 90,43 +0,43% 96,64 +0,43* 95,01 +£0,33?
Frutose 80,11 +0,28¢ 92,16 +0,00° 98,22 +0,45% 95,24 +0,23"
Ramnose ND ND ND ND
> aglcares quantificados 151,7+5,05 182,7+045 1950+0,88 190,4+0,56
Compostos fendlicos (mg L)
Flavanols
(+)-Catequina 11,3+0,1° 10,3+0,0° 446+0,1% 11,3+2,0b
(-)-Epicatequina 146+02¢  212+00° 498+01° 183+0,7¢
(-)- Epicatequina galato 1,5+0,0 0,8+0,0° 2,3+0,12 ND
(-)- Epigalocatequina galato 4,0+0,1° 5,4 +0,0° 10,4 0,02 5,6+0,1°
Procianidina B1 3,6+0,1° 3,0£0,1° 10,8 £ 0,12 53+0,4°
Procianidina B2 241+1,1¢ 229+0,1¢ 48,0 £0,22 27,3+0,6°
> Flavanols quantificadas 59,1+1,6 156,2+0,2 165,9+0,6 67,8+3,8
Flavonols
Quercetina 3-glicosideo 9,4 +0,02 2,4+0,0° 9,0+0,0° 43+0,3"
Rutina 0,1+0,0° 0,8+0,0° 0,1+0,0° 1,0+0,12
Caempferol 3-O-glicosideo 0,9+0,0¢ ND 1,2 +0,0° 2,0+0,12
Y Flavonols 9,5+0,0 3,2+0,0 9,1+0,0 53104
Flavanonas
Hesperidina ND ND 7,1+0,22 1,6+2,2°
Naringenina 3,0+0,0¢ 52+0,0° 14,3 +0,0% 4,7+0,1°
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Tabela 5. (Continuagéo)

Periodo de colheita

Parametros Fevereiro Maio Agosto Novembro
> Flavanonas quantificadas 3,0+£0,0 52+0,0 21,4+0,2 6,3+2,3
Antocianinas
Cianidina 3,5-diglicosideo 12,8 +0,0¢ 17,7+0,1> 415+0,1* 16,9+0,8°
Malvidina 3,5-diglicosideo 77,7+1,7° 1030+0,3> 2562+1,32 991+3,7°
Pelargonidina 3,5-diglicosideo ND ND ND ND
Peonidina 3-O-glicosideo 9,4+0,1° 3,9+0,0d 12,6 +0,02 6,8 +0,2¢
Malvidina 3-O-glicosideo 61,1+0,7° 269+0,19 996+0,1% 474*16¢
Delfinidina 3-O-glicosideo 6,9+ 0,0 6,2+0,1¢ 19,2 +0,02 6,3 + 0,3
> Antocianinas quantificadas 167925 157,71 0,6 4291+15 176,5+6,6
Acidos fendlicos
Acido galico 8,2 +0,12 54+0,0° 8,1+0,0? 7,0+0,1°
Acido siringico 55+0,1¢ 6,1 +0,1° 12,7+0,02 6,4 +0,1°
Acido p-Cumarico 4,7+0,1b 3,1+0,1b 8,9+0,22 43+0,9P
Acido Caféico 49+0,2¢ 45+0,0° 9,7+0,12 56+0,1°
Acido Caftarico 192,8 + 6,0° 205+ 0,5° 330,9+0,6% 344,1+ 35,32
Acido Clorogénico 17,6 +0,6° 15,9 +0,0° 27,0+0,08 26,3 2,62
> acidos fendlicos 233,7+7,1 240,0+£0,7 397,3+£0,9 393,7+39,1
Estilbenos
trans-Resveratrol 1,8+0,02 0,5+0,% 1,7 £0,0° 0,9 +0,0°
cis-Resveratrol 5,7 +0,4¢ 9,1+1,8 16,8 +0,2 11,3+0,2°
> Estilbenos quantificados 7504 96+18 18,5+0,2 12,2+0,2
Atividade antioxidante (mM
TEAC LY
DPPH (mmol TE L) 7,9 +0,3% 9,8+0,2° 26,2 £2,0° 6,6 +0,2°
ABTS (mmol TE L) 8,0 £0,6° 14,5 +0,4b 27,3+1,32 11,6 £0,2¢
H202 (mmol TE L?) 32,9+£0,3° 52,7 +0,2° 1422+1,3% 515+0,9°
2249,1 + 21469 + 49355 + 1905,3 =
Folin Ciocalteu (mg GAE L) 46,8° 14,20 112,62 147,0¢

4.4 CONCLUSAO

Seguindo estudo anterior, elucidando a qualidade fendlica dos
sucos de uva produzidos em uma regido tropical semiarida (LIMA et al.,
2015), identificamos os efeitos da colheita sucessiva ha composicdo da
uva, influenciada por condicdes climaticas especificas, que tém impacto
na qualidade do suco. A variedade e os fatores climaticos exerceram uma
influéncia significativa na qualidade e composicéo das uvas, conforme
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demonstrado pela analise multivariada. As uvas Isabel Precoce e BRS
Violeta apresentaram perfis polifendlicos semelhantes com atividade
antioxidante comparavel, enquanto as uvas colhidas em fevereiro e agosto
tiveram o maior acimulo de polifendis. Isto foi especialmente observado
para antocianinas e flavandis. As temperaturas, a radiacdo global, a
velocidade do ar e a taxa de evapotranspiracdo foram as principais
variaveis climaticas associadas ao maior acimulo de compostos bioativos
nas amostras, todas influenciando o periodo de colheita. As informacdes
fornecidas neste estudo sobre a relagdo entre a composi¢do bioativa das
variedades de uva e as variacdes climaticas podem auxiliar os produtores
de uva na producgdo de uvas e sucos de uva com alto contetdo bioativo
em areas semiaridas e tropicais.
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CONSIDERACOES FINAIS

As condigdes climaticas da regido do Vale do Sao Francisco, aliada
a irrigacdo, poda, uso de cultivares e porta-enxertos adaptados permitem
que a colheita das uvas seja programada para qualquer més do ano,
influenciando diretamente na qualidade dessa fruta.

A composicdo quimica e bioativa de uvas, sucos e vinhos da regido
do Vale do S&o Francisco foram investigadas com o objetivo de
apresentar o potencial bioativo das novas variedades de uvas plantadas
em uma regido semidrida. Pela primeira vez, foram avaliadas sucessivas
safras de uvas colhidas no mesmo ano e o efeito do clima na qualidade de
uvas e sucos de uvas.

Para tal, inicialmente foi realizada validacdo de método
cromatogréafico para determinacdo de 15 compostos fendlicos em
derivados de uvas por RP-HPLC-DAD utilizando uma nova coluna de
resolucdo rapida. O método apresentou-se linear, preciso e rapido, com
valores de recuperacdo e CV nos intervalos recomendados pelos guias de
validagéo.

Apos a validagdo do método analitico, amostras de uvas e sucos de
uvas puderam ser analisadas para verificar a composicdo fenolica nos
produtos estudados. As uvas analisadas apresentaram teores bioativos
atrativos quando comparadas as cultivares classicas mundiais. Por serem
cultivares hibridos, contém compostos bioativos que nao sdo encontrados
em cultivares classicas (V. vinifera L.), como as antocianinas
diglicosiladas. Além disso, essas uvas representam uma alternativa para
a diversificacdo de cultivares e estdo disponiveis gratuitamente para a
producéo de uvas de mesa.

Neste estudo também ficou evidenciado que mesmo numa regido
de pouca variabilidade climatica anual como no SFV, as sucessivas
colheitas realizadas ao longo do ano sdo influenciadas por parametros
climaticos e propiciam uvas e sucos com diferentes valores e perfis de
compostos bioativos e atividade antioxidante. Fatores como temperaturas,
radiacdo global, velocidade do ar e taxa de evapotranspiragdo foram as
principais variaveis climaticas associadas a um maior acimulo de
compostos bioativos na uva e suco, onde os meses de fevereiro e agosto
foram os meses com melhores resultados em relagéo a estes fotoquimicos.



