RENATA DOS PASSOS MARASCHIN

CARACTERIZACAO QUIMICA DE VINHOS
CABERNET SAUVIGNON
PRODUZIDOS NA SERRA GAUCHA

(Enfase em compostos fendlicos)

Dissertacdo apresentada como
parte dos requisitos para Titulacéo
de Mestrado, junto ao Curso de
Biotecnologia -  Area  de
Concentracdo Agricola e Florestal,
do Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Santa
Catarina.

Orientador: Prof. Marcelo Maraschin
Co-orientador: Prof. Miguel Soriano

Balparda Caro

FLORIANOPOLIS
2003



Maraschin, Renata dos Passos

Caracterizacdo quimica de vinhos Cabernet Sauvignon
produzidos na regido da Serra Galcha, RS. (Enfase em
compostos fendlicos)./Renata dos Passos Maraschin. --
Floriandpolis, 2003.

130p.

Dissertagcédo (Mestrado -- Biotecnologia) — Universidade
Federal de Santa Catarina




Dedico este trabalho ao meu marido,
Marcelo Maraschin. A ele que devo a abertura
dos meus horizontes e o despertar do sol da
ciéncia em minha vida. A ele que me deu a
“chance” que eu precisava para demonstrar e
desenvolver o meu potencial. A ele que acreditou
que eu seria capaz, mesmo quando havia
desanimo de minha parte. A ele que me deu a
honra de seu amor. A ele dedico todos os
sucessos que terei em minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus, acima de qualquer coisa.

Aos meus pais, Pedro Paulo dos Passos e Maurina Silva dos Passos e ao
meu irmao, Rodrigo dos Passos, pelo amor incondicional.

Ao Prof. Dr. Marcelo Maraschin pela orientagdo, confianca e
companheirismo destinados a mim em todos oS momentos.

Ao Prof. Dr. Miguel Soriano Balparda Caro pela co-orientacdo e pela
amizade.

A Angela A. Cimadon, Marcio Bonotto e Carlos Zanus pela amizade e pela
orientacgdo diferenciada.

A Carla lanssen, Luiz Felipe Vendrusculo e Paulo Fernando Dias, pela
amizade e pelas diferentes contribuigcdes.

Agradeco a Bacardi-Martini do Brasil Ltda — Divisdo Casa Vinicola De
Lantier, pelo apoio e confianga cedidos.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo e
divulgacéo deste trabalho.

A CAPES pelo apoio financeiro.



“Para achar agua € preciso
descer terra adentro,
encharcar-se no lodo, mas ha
0os que preferem olhar os
céus, e esperar pela chuva...”
Oduvaldo Vianna Filho em

“Cumplice da Paixao”.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e ennenes i

LISTA DE FIGUR A S . .. e e e e e e e e e e e e e e i
LISTA DE ABREVIATURAS E LISTAS DE SIGLAS......cooii it i

e 1 11V P v

AB STRA CT ..ttt ettt e e e e e et et e e e e ettt a e e e e anrrr e e e e e e e nraeeaaeeaan e Vv
1 INTRODUGAO. .. ...oiiieii e

11 Mercado brasileiro de uva e vinho. Ontem, hoje e perspectivas......... 1
12 Aspectos historicos ligados adescoberta e consumo do vinho tinto...6
1.3 Constituintes fendlicos de vinhos tiNtos...........cccccvvviiiiiiiiiiiiecceeeeen 10
131 Compostos fendlicos totais. ...........ooevvviiiiiiicieee e 14
1.3.2 Antocianinas € antoCianidiNAS...........uuvuereiiiiiiee e eee e 18
1.3.3 Taninos condensados (procianidinas)............cceevvvvviviiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 24
134 Estilbenos (énfase em trans-resveratrol)...........ccccccevvieiiiien, 28
14 Métodos de analise aplicados ao vVinho............cccceevvvviiiiicciiiie e 35
2 JUSTIRIC ATV A e e e e e e eaa s 41
3 OBUIETIVOS. ...ttt ettt et e e e et e e e e e e enrr e e e e e e ennnes 43
3.1 GRIAL .. 43
3.2 ] 0T o 1o 0 1 43
4 MATERIAL E METODOS.......coeiiieiteeteeteeeee et ste e ane e enaneane s 45
4.1 Regibes de coleta de amostras de vinho tinto.............cccoeeeeeeiiiiiiins 45
4.2 Variedades de VINh0S tINTOS..........ouuuiiiiiiiiiiie e e 45
4.3 Extracao, isolamento e purificacdo dos compostos fendlicos........... 45
4.4 Andlise guantitativa dos compostos antoCianiCos.............cceeeeeeveen.n.. 46
4.5 Dosagem de compostos fendlicos totais..........oeveeeeeeeeeeieiiiiccicie e 46
4.6 Analise quantitativa de taninosS............cccoovvviviiiiiiiiiie e 47
4.7 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear °C.................. 49
4.8 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear*H..................... 49
4.9 Andlise estatistica doS dadoS...........ccvvvviieieeieiiiiieee 50



4.10 Espectrometria de massa por desorcao/ionizacdo em matriz organica

assistida por laser — MALDI TOF-MS.........coooiiiiiiiiiieeee 50
5 RESULTADOS E DISCUSSAO..........coiiiieiiiisisieiee e s 52
5.1 Compostos feNOlICOS tOAIS. .....cvvviiieeeee e 52
5.2 ANTOCIANINGS .oeiiiiiiiieee ettt 55
5.3 ProCianidinas..........oooiiiiiiiiiii e 67
54 ESHIDENOS. ... 73
5.5 Andlise espectrométrica por 1H-RMN e C-RMN........cccooeeveerrnnnn. 80
5.6 Analise de metabdlitos secundarios de interesse por MALDI-TOF..86
6 CONCLUSAO. ...ttt ettt e aeneeeees 88

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cviieeeieeeeeeeeeeeeee e, 90



TABELA 1.

TABELA 2.

TABELA 3.

TABELA 4.

TABELA 5.

TABELA 6.

LISTA DE TABELAS

ASPECTOS ESTRUTURAIS DE ANTOCIANIDINAS E
ANTOCIANINAS DE OCORRENCIA FREQUENTE EM VITIS
VINIFERAEEMVINHOS FINOS.......ooi e, 20

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO (MMOL/L) E TEOR DE
ANTOCIANINAS (MG/L) EM VINHOS TINTOS PRODUZIDOS COM
VARIEDADES DISTINTAS SOB DIFERENTES TECNICAS DE
FERMENTAGAO ...t e e e 22

TEOR TOTAL DE ANTOCIANINAS ("M - FRACAO METANOL-HCL
1% FLASH-CROMATOGRAFADA) EM AMOSTRAS DE VINHOS E
SUCOS PRODUZIDOS A PARTIR DE VARIEDADES AMERICANAS
ORIUNDAS DA REGIAO DO VALE DO RIO DO PEIXE-

CONCENTRACAO DE COMPOSTOS TANICOS (mg/L) EM VINHOS
E SUCOS DAS VARIEDADES BORDO E ISABEL, ORIUNDOS DA
REGIAO DO VALE DO RIO DO PEIXE = SC...oovveeeeeeeeeeeeeeeeeeene. 71

DADOS DA LITERATURA DEMONSTRANDO A CONCENTRACAO
DE TRANS-RESVERATROL (mg/L) EM VINHOS TINTOS
PRODUZIDOS EM DIFERENTES PAISES, SEGUNDO O METODO
DE ANALISE EMPREGADO..........cooiiiiieiceeiee e 78

INDICES DE SIMILARIEDADE* DE COMPOSICAO QUIMICA DAS
SAFRAS DE VINHOS C. SAUVIGNON PRODUZIDOS NA SERRA
GAUCHA, DETERMINADOS POR ESPECTROSCOPIA DE *H-RMN,



TABELA 7.

EM RELACAO A SAFRA REFERENCIA ORGANOLETICA

DETECGCAO DA PRESENCA* DE COMPOSTOS DE INTERESSE
POR 'H-RMN EM AMOSTRAS DE VINHOS CABERNET
SAUVIGNON PRODUZIDOS NA SERRA GAUCHA .................... 84



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

FIGURA 9

FIGURA 10

LISTA DE FIGURAS

EVOLUCAO DA COMERCIALIZACAO DE VINHOS TINTOS E
DERIVADOS NO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL, EM
MILHOES DE LITROS, AO LONGO DO PERIODO 1970-1999....4

ESQUEMA DO MECANISMO DE OXIDACAO DAS
ANTOCIANINAS PRESENTES EM VINHOS TINTOS .............. 24

ESTRUTURA BASICA DE PROANTOCIANIDINAS.................. 26

PRINCIPAIS VIAS DA BIOSSINTESE DE METABOLITOS
SECUNDARIOS DE NATUREZA FENOLICA E ESTILBENICA EM
VEGETAIS (PALAZON, 2002), VIA DO ACIDO CHIQUIMICO E
VIA DO N-MALONIL-COA... .ot ettt 31

TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS @/L — METODO
FOLIN-CIOCALTEAU) EM AMOSTRAS DE 15 SAFRAS DE
VINHOS CABERNET SAUVIGNON PRODUZIDOS NA SERRA
GAUCHA (P< 0,05). .uuiiiteee e et et e e e, 53

CONCENTRACAO TOTAL DE ANTOCIANINAS (™M - FRACAO
METANOI-HCI 1%  FLASH-CROMATOGRAFADA) EM
AMOSTRAS DE 15 SAFRAS DE VINHOS CABERNET
SAUVIGNON PRODUZIDOS NA SERRA GAUCHA (p<0,05). ...58

ESQUEMA DO MECANISMO DA CONDENSACAO ENTRE
FLAVONOIDES E ANTOCIANINAS E A OXIDACAO DESTAS
MOLECULAS OCORRIDA DURANTE O ARMAZENAMENTO DE
VINHOS TINTOS (RIBEREAU-GAYON et al.,

PERFIL ESPECTROFOTOMETRICO DE VARREDURA UV-VIS
(200 - 750hm) DA FRACAO METANOL-HCL(1%) FLASH-
CROMATOGRAFADA, DE AMOSTRAS DE 15 SAFRAS DE
VINHOS CABERNET SAUVIGNON, PRODUZIDOS NA SERRA
GAUCH A ... 64

ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS ESPECTROS DE
VARREDURA DAS FRACOES FLASH-CROMATOGRAFADAS
(SOLVENTE MEOH:HCL 1%) DE AMOSTRAS DE VINHOS
CABERNET SAUVIGNON (A) E DENTRO DOS
COMPRIMENTOS DE ONDA 200hM A 350hM (B)..........ccv..... 65

ESPECTROS DE VARREDURA (200hm - 750 hm) DAS
AMOSTRAS DE VINHOS C. SAUVIGNON, SAFRAS 1995



FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

(DILUIDA 3:1) E 1991, DAS FRACOES MEOH-HCL (1%) POS
FLASH-CROMATOGRAFIA.......ceoviiiteeeeeeeeeeeeeeeaee e e 66

CONCENTRACAO TOTAL DE TANINOS EM AMOSTRAS DE 15
SAFRAS DE VINHOS CABERNET SAUVIGNON PRODUZIDOS
NA SERRA GAUCHA
[(GZ 0015 TR 70

CONCENTRACAO DE TRANS-RESVERATROL (mg/L) NA
FRACAO ACETATO DE ETILA OBTIDA POR FLASH-
CROMATOGRAFIA DE AMOSTRAS DE VINHOS CABERNET
SAUVIGNON (SAFRAS 1985-2000), PRODUZIDOS NA SERRA
GAUCHA (P<0,05) ... et e e e e e 75

DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE 'H-RMN * (dppm - 200 MHZ)
DA FRACAO ACETATO DE ETILA FLASH-CROMATOGRAFADA
DE VINHOS CABERNET SAUVIGNON (SAFRAS 1985, 1991 E
1994), PRODUZIDOS NA SERA GAUCHA. * DESLOCAMENTOS
QUIMICOS SAO RELATIVOS A ACETONA-d6 - 2.20 ppm. ......81



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

13C-RMN : Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
'H-RMN : Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
a. C.:antes de Cristo

CCA : Centro de Ciéncias Agrérias

CFM : Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas

CLAE : Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

COSY: COrrelated SpectroscopY

COX: Ciclooxigenase

EM : Espectrometria de Massa

EtOAc : Acetato de Etila

H»S0O, : Acido Sulfirico

HCI : Acido Cloridrico

HPLC: High Performance Liquid Chromatography

LDL : Low Density Lipoprotein

MALDI TOF-MS: Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight
— Mass Spectrometry

MAS: Magic angle spin

MeOH : Metanol

N2 : Nitrogénio gasoso

NaOH : Hidroxido de Sédio

NOESY: Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY
TOCSY: TOtal Correlation SpectroscopY

UFRJ : Universidade Federal do Rio de Janeiro

UFSC : Universidade Federal de Santa Catarina

UV-vis. : Ultravioleta visivel



RESUMO

A exploracéo viticola no Brasil € uma atividade bastante antiga, conforme
demonstram os registros de cultivo de uva pelos jesuitas no Estado do Rio
Grande do Sul, no século XVII. A producdo de uvas no Brasil (868.349
ton., Safra 1999) esta localizada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste.
Além disto, um consumo crescente de vinhos tem sido observado. Tal
fato sugere uma forte expansdo deste mercado, o qual devera oferecer
produtos de qualidade superior. De modo a tornar vidvel este ultimo
aspecto, analises qualitativas e quantitativas dos constituintes de produtos
derivados de uva surgem como abordagem de interesse, principalmente
guando se enfoca a avaliagcdo de compostos de reconhecidos efeitos
benéficos sobre a saude humana. Tendo em vista 0s aspectos acima
abordados, este trabalho buscou analisar a composicdo quimica de 15
safras de vinhos da variedade Cabernet Sauvignon, provenientes da
regido da Serra Gaucha, através de técnicas espectroscopicas (U.V/visivel
e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono- *H-RMN, *3C-
RMN), acopladas ou nao a técnicas de cromatografia liquida (CL). As
safras 1986, 1991 e 1995 de vinhos C. Sauvignon apresentaram as
maiores concentragcfes de antocianinas, fendis totais, taninos e t-
resveratrol, em relacdo a média. A andlise das amostras em sistema off-
line por cromatografia liquida e espectrometria de 'H-RMN e *C-RMN
mostrou ser uma estratégia experimental apropriada para efeitos de
estudos comparativos do perfil de constituintes quimicos daquelas
matrizes complexas. Todavia, o monitoramento dos diversos fatores
(a)bidticos que estdo ligados adeterminacdo da composicdo quimica do
vinho mostrou € de significativa importancia para o estabelecimento de
conclusées em estudos de carater comparativo da qualidade de vinhos,
notadamente devido a complexidade de sua acdo. A deteccdo dos
compostos em estudo por MALDI TOF-MS, com injeg¢ao direta de
amostras de vinhos foi inadequada como estratégia experimental.
Comparativamente aos dados encontrados na literatura, as amostras
analisadas apresentaram teores dos compostos em estudo e de interesse
a saude humana superiores a maior parte dos relatos encontrados para
vinhos estrangeiros. Os dados obtidos sugerem a possibilidade de
utilizacdo da abordagem experimental descrita como fator de marketing
daquela bebida, na medida em que ressalta seu conteddo de compostos
de interesse a saude humana, agregando-lhe valor econdmico,
notadamente em funcdo do crescente interesse popular por alimentos e
bebidas funcionais.



ABSTRACT

The exploration winegrowing in Brazil is one activity very amply,
conformity show the register of cultivation of grapes by jesuits on Rio
Grande do Sul state, in century XVII. The production of grapes in Brazil
(868.349 ton., harvest 1999) is location in the regions South, Southeast
and Northeast. Additionality, one crescent consumption of wines have
been observed (Melo, 2000). That fact suggest one strong expansion that
business, which will apply in products of quality superior. Analysis
qualitative e guantitative of compounds by products derivative of grapes
appear how broach of interest, principality when focused the valuation of
compounds appreciative beneficial effects on human health. Because the
aspects up broached, this work searched develop analytical methods by
products derivative of grapes in special, red wines Cabernet Sauvignon,
deriving from south (Serra Gaucha — RS), through spectrometry technics
(UV-vis and nuclear resonance magnetic of hydrogen and carbon - H-
NMR, ¥C-NMR), associate or not with technics of liquid chromatography.
The results showed that the harvest of wine Cabernet Sauvignon 1986,
1991 and 1995 presented the best concentration of pharmacological
interest compounds in relation the mean; The analysis in system off-line
by liquid chromatography and spectrometric H-NMR and **C-NMR
showed that this technique can be one strategic appropriate for effects of
comparative studies  of profile of chemical constituents that complex
matrix; The monitoramento of many factors that is liked determination of
the chemical composition of wine is a significative important condition for
establishment of conclusions in studies of comparative character in wine
quality, essentiality due the complexity of the its action; Comparison with
data from international literature, the red wines C. Sauvignon analyzed
presented tenor of compounds beneficial for human health up the major
part of reports met for foreigner wines; The direct injection of the samples
of wines C. Sauvignon in mass ionization spectrometric assisted by por
laser do don’t showed one adequate strategic for rapid detection of
compounds in study. Nevertheless, the data obtained suggest the
possibility to aggregate valor of products how factor of marketing, due the
high interest popular for functional food and beverages, which bring the
beneficial of vitamins and compounds with therapeutics activities.



1. INTRODUCAO

1.1 Mercado brasileiro de uva e vinho. Ontem, hoje e perspectivas.

A exploracédo viticola no Brasil é uma atividade bastante antiga, conforme
demonstram os registros de cultivo de uva pelos jesuitas no Estado do Rio Grande
do Sul, no século XVII. No Estado de Santa Catarina, o cultivo da videira teve seu
inicio no ano de 1864. Contudo, a introducéo desta atividade no Vale do Rio do
Peixe, principal regido produtora naquele Estado, data do ano de 1913, tendo sido
intensificada a partir de 1930, notadamente pelos colonizadores de origem italiana
gue imigraram do Rio Grande do Sul (Rosier & Losso, 1997).

A producado de uvas no Brasil (868.349 ton., Safra 1999) esta localizada
nas regides Sul, Sudeste e Nordeste. Constitui-se em atividade consolidada, com
importancia sécio-econémica nos Estados do Rio Grande do Sul, que apresenta
participacdo majoritaria em area colhida com 58,14% (safra 1999), seguido por
Sao Paulo (18,77%), Parana (9,17%), Santa Catarina (4,97%), Pernambuco
(4,76%), Bahia (2,89%) e Minas Gerais (1,30%). Cerca de 56,13% da producéo
nacional de uvas é destinada aelaboracédo de vinhos, sucos, destilados e outros
derivados, perfazendo um total de 549.306 toneladas daquela fruta (safra 2000).
Além dos Estados tradicionalmente produtores de uva, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Goias e Ceara despontam como potenciais produtores de uvas de mesa
(Melo, 2002).

A producédo de vinhos e derivados ocorre em doze regides viti-vinicolas,

com maior concentragao no Estado do Rio Grande do Sul, onde s&o elaborados



anualmente 300 milhdes de litros de vinho e mosto, em média,, representando
90% da producao nacional. Cerca de 20% da producdo de uvas provém de
variedades viniferas e 80% de variedades americanas e hibridas (Melo, 2002).

O Brasil apresenta uma caracteristica incomum quanto aestrutura produtiva
e mercadoldgica no setor vinicola. Enquanto em outros paises somente sao
admitidos produtos originarios de variedades de uvas finas (Vitis vinifera), no Brasil,
além destes, existem no mercado produtos de variedades americanas e hibridas
(V. labrusca e V. bouquirna), os quais representam 80% do volume total de
producéo (Protas, et al. 2002).

Segundo o cadastro viticola do RS de 2001, a maior regido produtora de
uvas do Rio Grande do Sul, a regido de Caxias do Sul, situa-se na Serra Gaucha
e compreende os municipios de Antdnio Prado, Bento Gongalves, Boa Vista do
Sul, Coronel Pilar, Cotipora, Fagundes Varela, Farroupilha, Flores da Cunha,
Garibaldi, Monte Belo do Sul, Nova Padua, Nova Roma do Sul, Pinto Bandeira,
Santa Tereza, Sdo Marcos, Veranopolis e Vila Flores. As propriedades na regiao
da Serra Gaucha sao tipicamente pequenas, com 15 hectares de area total
média, empregando essencialmente a mao-de-obra familiar. A regido de
Campanha Central no Rio Grande do Sul apresenta um perfil de propriedade
viticola que difere daquele observado na Serra Gaucha, caracterizando-se por
uma exploracdo empresarial em grandes areas e uso intensivo da mecanizacéo.
A uva produzida nesta regido é destinada a elaboracdo de vinhos finos e
representa 13% da producdo de uvas viniferas do Estado - média entre os anos

de 1995/1997 - (Melo, 2000).



A evolucdo da comercializacdo de vinhos, suco de uva e derivados no
Estado do Rio Grande do Sul, para o periodo de 1970 a 1999, é apresentada na
Figura 1. Observa-se que houve crescimento na comercializacédo de vinhos de
consumo corrente até 1990/94, com queda no ultimo ano. O crescimento dos
vinhos finos, por sua vez, mostrou-se acentuado até 1985/89, permanecendo
praticamente constante nos periodos seguintes (Melo, 2000).

O consumo brasileiro per capita/ano de vinhos apresentou uma tendéncia de
reducdo nos ultimos anos e, atualmente, situa-se em 1,89 litro. Contrariamente, o
consumo de suco de uva aumentou significativamente, passando de 0,15 L em
1995 para os atuais 0,33 L (Melo, 2000).

A populacéo brasileira esta consumindo mais vinho de melhor qualidade,
devido a profundas alteracdes estruturais no parque vinicola brasileiro, fruto de
esfor¢cos que permitiram um grau de evolucéo satisfatorio em relagcéo & exigéncias
do mercado nacional. Aspectos como qualidade e preco sao, atualmente,
compativeis com a dimensdo do mercado e com as exigéncias da maioria dos
consumidores (Lapolli et al.,1995). Entretanto, mesmo empenhando todos os
esforcos, a producado nacional de vinhos finos ndo supre a demanda interna. Em
1999, o Brasil consumiu cerca de 10 milhdes de caixas de vinhos finos, das quais 7
milhdes eram de produtos nacionais, sendo o restante (41,5% do total, ~ 26
milhdes de litros) importado. Em busca de mais espago nesse mercado promissor,
0s produtores brasileiros descobriram que a melhor maneira de conseguir
qualidade com produtividade esta na base da vinicultura: os vinhedos (Apostando

..., 2002)
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Figura 1. Evolugcdo da comercializacdo de vinhos tintos e derivados no
Estado do Rio Grande do Sul, em milhdes de litros, ao longo do periodo 1970-1999

(Melo, 2000).

O nivel tecnolégico atingido pelo setor agro-industrial nacional para vinhos
finos é comparavel ao existente nos paises de avancada vitivinicultura. Todavia,
contraditoriamente, mesmo utilizando tecnologias avancadas de vinificacdo, as
cantinas ndo tém conseguido atingir os niveis de qualidade e produtividade
esperados. Em decorréncia disto, como estratégia para se alcancar este objetivo,
decidiu-se por investir no cultivo da videira com maior tecnificacdo, o que ja é

realidade em algumas vinicolas do Sul do pais. Todavia, 0 mesmo ndo se pode



dizer para a tecnologia empregada na elaboracdo de vinhos de consumo corrente.
Como consequéncia disso, os vinhos finos nacionais sdo considerados de boa
gualidade, enquanto os vinhos de consumo corrente apresentam qualidade regular.
Para estes ultimos, ha maior necessidade de investimentos em tecnologia de
producdo, tanto da matéria-prima quanto no processamento (Melo, 2000).

Embora a regido Sul seja a principal area vitivinicola do Brasil, outras
regides tém investido nesta area. E o caso da regido pernambucana do Vale do
Séao Francisco que tem recebido atencéo de alguns dos maiores produtores de
vinhos do Sul.

No mercado internacional vitivinicola, o Brasil se caracteriza como um pais
importador, especialmente de vinhos finos e uvas passas. Até meados da década
de 80, as exportacdes eram insignificantes, todavia, ja a partir da década de 1970,
0 suco de uvas brasileiro passou a ingressar no mercado externo com participagao
sempre crescente (Melo, 2002b). Um dos aspectos mais criticos acompetitividade
do setor vitivinicola nacional estd4 na tributagdo que incide sobre os produtos.
Diversos estudos tém mostrado que, enquanto no Brasil o conjunto de impostos
incidentes sobre o vinho supera a 40% do preco ao consumidor, nos principais
paises concorrentes como Argentina, Uruguai e Chile, este valor gira em torno de
20%. Com estas cargas tributarias a onerar os custos de producao, além de outros
fatores também de ordem politica (cotas com imposto de importacéo diferenciados
para o Chile, isencéo de tributacdo para paises do Mercosul, entre outros), criou-
se um cenario onde o Brasil possui baixa capacidade competitiva, tanto para
vender o produto nacional no exterior, quanto para manter-se competitivo no

préprio mercado interno (Protas, et al. 2002)



Embora o segmento do mercado de vinhos tintos finos pareca ser
promissor, 0s investimentos nesta area devem ser cautelosos, visto que na
década passada investiu-se muito na producdo de vinho branco, que acreditava-
se ser 0 produto que obteria maior aceitacdo no Brasil, principalmente devido ao
clima do pais. Contudo, apdés a descoberta e a divulgacdo das propriedades
terapéuticas do vinho tinto em momentos mais recentes, este passou a ser mais
consumido, levando centenas de produtores ao replantio de grandes areas, desta
vez com variedades tintas.

Segundo Protas et al. (2002), uma das caracteristicas marcantes do setor
vitivinicultor brasileiro € a sua diversidades e complexidade, havendo diversas
vitiviniculturas no pais, cada uma com sua realidade -climatica, fundiaria,
tecnoldgica, humana e mercadoldgica. Entretanto, para qualquer uma delas, o que
se esboca neste inicio de século XXl é a competicdo acirrada nos mercados

interno e externo, exigindo grande esforco de organizacao e politica setorial.

1.2 Aspectos histéricos ligados a descoberta e consumo do vinho.

N&o se pode apontar precisamente o local e a época em que o vinho foi
feito pela primeira vez. H4 2 milhdes de anos, ja coexistiam as uvas e o homem
gue as podia colher. Os arqueologistas aceitam o aciUmulo de sementes de uvas
como evidéncia probabilistica da elaboracdo de vinhos por populacdes primitivas,
sendo que escavagfes em Catal Huyluk (talvez a primeira das cidades da
humanidade) na Turquia, em Damasco na Siria, em Byblos no Libano e na

Jordania revelaram a ocorréncia de sementes de uvas em locais ocupados por



povos da ldade da Pedra (Periodo Neolitico B, cerca de 8000 a.C.). As mais
antigas sementes de uvas cultivadas foram descobertas na Georgia (Russia) e
datam de 7000 - 5000 a.C. A idade destas amostras coincide com a mudanca de
habito dos povos de culturas avancadas da Europa e do Oriente Préximo de uma
vida ndbmade para uma vida sedentéria, dando inicio aos primeiros cultivos
(Johnson, 1989; Monografia... 2002).

Ha inameras histérias sobre onde teria comecado a producédo de vinhos e a
primeira delas é descrita no Velho Testamento. O capitulo 9 do Génesis diz que
Noé, apos ter desembarcado os animais, plantou um vinhedo do qual fez vinho,
bebeu e se embriagou (Passos, et al., 2001). A mais citada de todas as lendas
sobre a descoberta do vinho € uma versao persa que fala sobre Jamshid, um rei
persa semi-mitoldgico. Na corte de Jamshid, as uvas eram mantidas em jarras
para serem comidas fora da estacdo. Certa vez, uma das jarras estava cheia de
sSuco e as uvas espumavam e exalavam um cheiro estranho, sendo deixadas de
lado por serem impréprias ao consumo e consideradas como um possivel veneno.
Uma donzela do harém tentou suicidio ingerindo o referido veneno, todavia, ao
invés da morte, ela encontrou alegria e um repousante sono, tendo posteriormente
narrado o ocorrido ao rei que ordenou que uma grande quantidade de vinho fosse
feita e toda a corte bebeu-a (Johnson, 1989; Monografia..., 2002).

O amor dos gregos pelos vinhos pode ser avaliado pelos "Simpdsios"”, cujo
significado literal € "bebendo junto”. Eram reunides (dai o significado atual) em
salas especiais onde as pessoas bebiam vinhos, reclinados confortavelmente em
divds, e onde conversas se desenrolavam num ambiente de alegre convivio.

Embora muitos Simpdsios fossem sérios e frequentados por homens nobres e



sabios, havia outros que se desenvolviam em clima de festa, com jovens
dancarinas ao som de flautas. Entre as muitas evidéncias da sabedoria grega para
0 uso do vinho merecem destaque 0s escritos atribuidos a Eubulus, por volta de
375 a.C. : "Eu preparo trés tacas para o moderado: uma para a saude, que ele
sorvera primeiro, a segunda para 0 amor e 0 prazer e a terceira para 0 sono.
Quando essa taca acabou, os convidados sabios vao para casa. A quarta taca € a
menos demorada, mas € a da violéncia; a quinta é a do tumulto, a sexta da orgia,
a sétima a do olho roxo, a oitava é a do policial, a nona da ranzinzice e a décima a
da loucura e da quebradeira dos moéveis” (Monografia..., 2002).

O vinho chegou no Sul da Itélia através dos gregos, aproximadamente no
ano de 800 a.C. Quanto ao paladar, os romanos tinham predilecdo pelo vinho
doce, dai fazerem a colheita 0 mais tardiamente possivel, ou, conforme a técnica
grega, colhiam o fruto um pouco imaturo e deixavam-no ao sol para secar e
concentrar os agucares, originando os vinhos denominados "Passum™ (Johnson,
1989; Monografia, 2002).

Da Europa , através das expedicdes colonizadoras, as vinhas chegaram a
outros continentes, se aclimataram e passaram a fornecer bons vinhos,
especialmente nas Américas do Norte (Estados Unidos) e do Sul (Argentina, Chile
e Brasil) e na Africa (Africa do Sul). De forma especifica, a uva foi trazida para as
Américas por Cristovdo Colombo, na sua segunda viagem & Antilhas em 1493, e
se espalhou para o México, Sul dos Estados Unidos e & colbnias espanholas da
América do Sul. Posteriormente, mudas de videiras foram trazidas da llha da
Madeira ao Brasil, em 1532, por Martim Afonso de Souza, e plantadas por Bras

Cubas, inicialmente no litoral paulista e depois, em 1551, na regido de Tatuapé.



Os relatos na literatura informam que as civilizacdes mais antigas ja haviam
observado as propriedades profilaticas e terapéuticas do vinho. O primeiro registro
escrito do uso medicinal do vinho data de mais de 2000 anos a.C. e foi encontrado
na cidade de Nippur, no antigo Egito. O referido escrito encontra-se atualmente no
museu da Universidade da Pennsylvania — EUA e relata que na Suméria, proximo
aBabilbnia, ungientos eram misturados com vinho para tratar doencas da pele.
Papiros egipcios de cerca de 1500 a.C. também descrevem o uso do vinho como
tratamento primario para a asma, constipagéo, epilepsia, indigestao, ictericia e
depressao (Passos et al., 2001).

O uso medicinal do vinho foi largamente empregado pelos gregos.
Hipocrates (460-370 a.C.) fez varios relatos em sua Historia da Medicina sobre as
propriedades terapéuticas daquela bebida, usada como suplemento dietético na
caquexia, diurético, purgativo, antitérmico, anti-séptico, em emplastos e ainda
contra a depressdo durante a convalescenca (Passos et al., 2001). Mais
recentemente, tem sido constatado que a maioria dos compostos aos quais sao
atribuidas as possiveis acbes terapéuticas do vinho pertencem a classe dos
polifendis (Passos et al., 2001).

Galeno (131-201 d.C.), o famoso grego médico dos gladiadores e,
posteriormente meédico particular do imperador Marco Aurélio, escreveu um
tratado denominado "De antidotos" sobre o uso de preparacfes abase de vinho e
ervas, usadas como antidotos de venenos (Monografia, 2002).

Finalmente, € importante mencionar as descobertas na area da

microbiologia e fermentacao feitas por Louis de Pasteur (1822-1895) e publicadas



na sua obra "Etudes sur le Vin". Essas descobertas constituem o marco
fundamental para o desenvolvimento da enologia moderna.

A partir do século XX, a elaboracdo de vinhos tomou novos rumos devido
aos avancos tecnoldgicos na viticultura e enologia, decorrentes de conquistas na
area do melhoramento genético de variedades de uvas e de cepas de leveduras
selecionadas, da mecanizacdo da colheita e da utlizacdo da técnica de
fermentacdo "a frio" na elaboracdo dos vinhos brancos, por exemplo (Johnson,
1989; Monografia, 2002)

Ainda que pese 0 romantismo de muitos que consideram os vinhos dos
séculos passados como mais artesanais, 0s vinhos deste século tém, certamente,
niveis de qualidade e tecnologia superiores em relacdo aqueles de épocas

passadas, o que se pode comprovar através de sua degustacao.

1.3 Constituintes Fendlicos de Vinhos Tintos

Uma série de classes de compostos quimicos vém sendo estudadas no que
se refere aos seus efeitos sobre a qualidade do vinho. Como exemplo disto,
andlises quali/quantitativas de taninos, acuUcares, &cidos organicos e seus
derivados ésteres, polifendis e uma série de pigmentos antocianicos e derivados
tem sido alvo de investigacoes, através de diversas técnicas analiticas. Esta linha
de estudo apresenta importancia significativa a nivel tecnolégico, por permitir uma
analise consistente e uma evolu¢do na qualidade dos vinhos (Johnson, 1994).
Neste contexto, e considerando a ampla gama de compostos presentes nos
vinhos, a identificacdo e quantificacdo de um composto especifico tem sido usada

como estratégia de avaliacdo do nivel qualitativo destas bebidas. Sua importancia



tecnologica reside no fato de que o processo de avaliacdo do produto €
simplificado, na medida em que utiliza técnicas analiticas especificas, gerando
resultados mais confiaveis e com menor consumo de tempo e de recursos
financeiros.

Dentre as diversas classes de compostos presentes no vinho, as
antocianinas, os polifendis e os taninos tém despertado grande interesse devido
ao seu potencial como agentes anti-oxidantes, anti-inflamatérios e anti-tumorais
(Siemann & Creasy, 1992; Jeandet, et al., 1997; Frémont, 2000). Como exemplo
disto, alguns dos compostos fendlicos presentes nos vinhos tintos sdo apontados
como responsaveis em parte pelo “Paradoxo Francés”. a aparente
incompatibilidade entre uma dieta rica em gorduras e a baixa incidéncia de
doencas cardiovasculares do povo francés, comparado & popula¢cdes nérdicas.
Neste sentido, ha relatos de estudos epidemioldgicos e evidéncias confirmadas
em pesquisas in vitro e in vivo de que a ingestao regular de frutas e verduras ricas
em compostos polifendlicos, assim com de vinhos, pode reduzir o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Hertog et al., 1993, Vinson et al.,
1995). Essas evidéncias tém sugerido que as doencas causadas pelas reagcdes
oxidativas em sistemas bioldégicos podem ser retardadas pela ingestdo de
antioxidantes naturais encontrados na dieta, principalmente de compostos
fendlicos. Muitos destes compostos antioxidantes atuam seletivamente em
peqguenas concentracdes na inibicdo da oxidacdo do LDL (do inglés: low density
lipoproteins) ( Frankel et al., 1993).

Sob a denominacdo de compostos fendlicos sdo englobadas diversas

substancias com caracteristicas estruturais quimicas heterogéneas, apresentando



em comum um anel aromatico com um ou mais grupamentos hidroxila como
substituintes. Tais compostos ocorrem em maiores concentracdes na pelicula dos
frutos, sendo liberados durante o esmagamento da uva. Estas substancias
possuem uma grande importancia na enologia, proporcionando aos vinhos a sua
cor e em grande parte seu sabor e sendo também marcadores quimicos da
evolucdo desta bebida. Uma das principais caracteristicas que estes compostos
proporcionam esta no sabor dos vinhos tintos ou, mais precisamente, na diferencga
de sabor entre os vinhos brancos e tintos, a qual deve-se maiormente aos
compostos fenolicos (Peynaud, 1984).

O tipo e o teor dos compostos fendlicos totais podem variar segundo uma
série de fatores, sendo que estes podem ser classificados como permanentes e
nao permanentes. Dentro dos fatores permanentes encontram-se aqueles
denominados impostos e ndo impostos. Os fatores permanentes impostos sao, por
exemplo, o clima e o solo, enquanto os fatores ndo impostos sédo representados
pelo material vegetal (espécies e variedades) e o sistema de conducdo da
parreira, por exemplo. Incluidos nos fatores ndo permanentes, estdo as técnicas
de manejo do vinhedo e as praticas enoldgicas (Fernandez, 2002).

As condi¢Bes climaticas durante o periodo de amadurecimento e colheita
dos frutos, além do fator casta (Bourzeix et al., 1983; Jordao, 1997; Golberg et al.,
1998), sdo de suma importancia no que concerne a biossintese de compostos
fendlicos nas videiras (Bisson, 1980; Roggero et al., 1986; Venencie et al., 1997).
Assim, altos indices de precipitacdo pluviométrica e a alta umidade relativa do ar,
acompanhados por pequena insolacédo sdo condi¢des positivas para a ocorréncia

de doencas criptogamicas de natureza fungicas, fato que, por vezes, atua como



estimulo asintese dos compostos em estudo. Além disto, a incidéncia elevada de
luz ultravioleta sobre os tecidos de frutos promove uma maior producédo destes
metabolitos, devido aativagdo dos genes responséveis pela sua rota de sintese
(Schultz, 2002).

Outros aspectos relevantes influenciam em maior ou menor grau o
contetdo final dos compostos fendlicos nos vinhos, tais como as praticas de
manejo dos vinhedos e as enoldgicas. No primeiro caso, dado ao fato de que a
empresa produtora adquire a matéria-prima de diversas fontes, torna-se dificil
determinar a extensédo do efeito deste fator sobre os dados obtidos, devido &
possiveis variagbes de manejo entre os vinhedos. Dentre as praticas enoldgicas, 0
tempo de maceracdo das uvas assume importancia porque afeta diretamente o
processo de extracdo dos compostos de interesse. De modo geral, este periodo
varia de 3 a 5 dias, de acordo com a qualidade sanitaria e enolbgica da uva,
maiormente o teor de antocianinas neste Uultimo caso. A temperatura de
fermentacado e o tipo e a frequéncia das remontagens também constituem-se em
agentes determinantes de variacéo do teor de fendis totais nos vinhos. Em geral, a
remontagem ¢é feita cerca de 3 vezes ao dia, dependendo da tecnologia envolvida
na producao do vinho. Por ultimo, a relacdo bagaco/mosto utilizada é considerada
significativa para a composicao fendlica dos vinhos, sendo o principal fator
determinante da qualidade polifendlica daquela bebida (Guerra, 2002). De fato, a
guantidade de peliculas em contato com o mosto tem uma relacéo direta com a
guantidade de antocianinas e outros polifendis naquele meio, enquanto a

presenca de engagos e sementes esta maiormente ligada apresenca de taninos.



A fim de proporcionar maior entendimento, este trabalho divide a analise
guali/quantitativa dos compostos fendlicos nas amostras de vinhos Cabernet
Sauvignon em 4 grandes classes, a saber: compostos fendlicos totais,
antocianinas e antocianidinas, taninos ou proantocianidinas e estilbenos (neste

caso, particularmente, ir4 estudar-se somente o composto trans-resveratrol).

1.3.1 Compostos fendlicos totais.

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de moléculas com uma
grande diversidade estrutural, caracterizando-se por apresentar um anel aromatico
no qual ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila.

Estes compostos sdo produtos do metabolismo secundario e estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal e nos microorganismos. Os animais, em
principio, sdo incapazes de sintetizar o anel aromatico, de modo que o0s
compostos fendlicos produzidos em pequenas quantidades em seu metabolismo
utilizam o anel benzénico de substancias presentes na dieta alimentar (Carvalho et
al, 1999).

Nos vegetais, a sintese dos compostos fendlicos ocorre através de duas
rotas biogenéticas, a saber: pela via do acido chiquimico, a partir de carboidratos
(eritrose-4-fosfato e fosfoenolpiruvato), ou pela via do acetato-polimalato, que
inicia com a acetil-coenzima A e a malonil-coenzima A. A origem biogenética
determina o padrdo de substituicio do composto fendlico resultante, sendo que
pela via do acido chiquimico obtém-se compostos com grupos hidroxilas em

posicdo orto, os quais sdo formados a partir do acido cindmico. Por outro lado, a



via do acetato-polimalato origina compostos com grupos hidroxilas dispostos em
posicao meta (Geissman e Crout, 1969).

A maior parte dos compostos fendlicos ndo é encontrada no estado livre na
natureza, mas sob a forma de ésteres ou de heterosideos, sendo, portanto,
soluveis em agua e em solventes organicos polares. Além disto, possuem, em
geral, caracteristicas acidas, podendo ser isolados através de sua solubilidade em
solugbes fracamente basicas como, por exemplo, em solucdo de carbonato de
sédio (Carvalho et al, 1999).

Os compostos fenodlicos fazem parte do metabolismo secundario das
plantas, ocorrendo em maiores concentragdes principalmente nos tecidos de
sementes e cascas das frutas e dos caules e ramos. Geralmente, estes
metabdlitos possuem func¢des de defesa da planta ao ataque de fungos, bactérias,
herbivoros e contra danos mecanicos. Em ecologia quimica é ressaltada, por
exemplo, a participacdo da hidroquinona, do acido elagico e dos ésteres do acido
galico em mecanismos de defesa de plantas, sendo que alguns destes compostos
tém sido relatados como marcantes supressores do apetite de insetos
(deterrentes), além de atuarem em outros processos de inter-relacdo envolvendo
animais e vegetais. De fato, alguns compostos fendlicos sao responsaveis pela
coloracdo de flores e frutos, variando sua cor do azul ao vermelho, e
desempenhando importante funcdo atrativa de animais polinizadores (insetos e
aves, por exemplo) e dispersores de sementes. (Carvalhoet al, 1999).

Dentre as espécies vegetais que produzem compostos fendlicos, a videira
(Vitis spp.) destaca-se em fungcdo dos altos teores destes metabdlitos presentes

nos tecidos dos frutos, folhas e sementes, bem como pela variabilidade de



estruturas quimicas encontradas. Nas ultimas décadas, um numero crescente de
estudos tém enfocado os aspectos quali/quantitativos dos compostos fendlicos em
biomassas de diversas espécies e variedades de videiras e de seus produtos,
como em vinhos e sucos (Maraschin, 2002a).

As uvas de variedades tintas caracterizam-se por apresentar teores
elevados de compostos fendlicos nos tecidos de pelicula dos frutos e sementes,
comparativamente & variedades brancas e rosadas. O tipo, a concentracdo e as
peculiaridades da estrutura quimica destas moléculas dependem de uma série de
fatores como, por exemplo, da variedade de uva, do sistema de manejo do pomar,
das condi¢cBes edafo-climéticas, do estagio de maturacdo da fruta e da duracdo do
periodo de armazenamento em pos-colheita (Fernandéz, 2002).

No contexto tecnoldgico, o perfil de composicao fendlica da uva constitui-se
em fator determinante de caracteristicas qualitativas de vinhos e sucos de uva,
podendo ser utilizado como um parametro de monitoramento do processo de
producéo, ou ainda em estudos de controle de qualidade daquelas bebidas. Esta
abordagem é de interesse devido asignificativa liberacédo de substancias fendlicas
das cascas e sementes durante 0 esmagamento da uva e ao longo do processo
de fermentagcédo do mosto para a producao de vinhos. Assim, depreende-se que 0
conteudo total de compostos fendlicos em vinhos € influenciado de forma direta
por fatores (a)bidticos, durante as fases de pré- e pds-colheita das uvas (clima,
solo e manejo, por exemplo) e também pelas condicdes de vinificacdo, de
envelhecimento e de armazenamento.

A extragdo dos compostos fendlicos das partes solidas e sua difusdo no

mosto, no curso da vinificagdo, variam principalmente em funcdo do tempo. As



remontagens favorecem as retiradas destes compostos, por promoverem um
maior contato do bagaco com o mosto e com o etanol presente no meio
fermentativo. Além disto, o contato mecéanico entre o bagag¢o aumenta a ruptura de
membranas celulares, fazendo com que haja a liberacédo do conteudo intracelular
e promovendo a extracdo dos compostos ali presentes (Ribéreau-Gayon, et al.,
1972, Guerra, 2002).

A andlise destes compostos em vinhos e outras matrizes complexas tem
sido realizada, classicamente, através de processos cromatograficos em sistema
de camada delgada (CCD), utilizando-se como fase estacionaria celulose, gel de
silica, ou poliamida. Em andlises mais detalhadas, a cromatografia gasosa (CG) e
a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (FR-CLAE) tém sido
escolhidas como métodos preferenciais (Carvalho, et al., 1999). Diversos sistemas
de detecgcdo (UV-vis, fluorimetria e espectrometria de massa, e.g.) para 0sS
compostos fenolicos e seus derivados tém sido acoplados acromatografia liquida,
fato que tem gerado alguma controvérsia no que se refere aos valores de
concentracdo observados em diferentes laboratérios (Carvalho, et al, 1999). De
modo geral, no entanto, h4& uma predominancia de sistemas de deteccao
baseados na espectrofotometria UV-vis.

Estudos demonstram que os compostos fendlicos estdo presentes em
concentracdes que variam de 1 a 4% engacos, 1 a 2% na casca, de 5 a 8% nas
sementes e de 0,1 a 0,3% em vinhos tintos (Amerine & Joslyn, 1987).

Devido & suas propriedades enoldgicas e farmacoldgicas importantes para
a manutencdo da qualidade e do consumo de vinho, estes compostos foram

analisados neste trabalho utilizando-se para isso um método simples proposto por



Randhir et al., (2002), o qual usa o reagente de Folin-Ciocalteau e a deteccéo e
guantificacdo por espectrofotometria. Esta abordagem visa proporcionar a
industria vitivinicola um método rapido, de baixo custo e preciso de monitoramento

da concentracdo destes compostos.

1.3.2 Antocianinas e Antocianidinas

As antocianinas estdo incluidas no grupo de pigmentos de ocorréncia
natural, entre os flavondides, sendo denominadas enocianinas quando sua
ocorréncia se da nos tecidos de peliculas de uvas. Sao responsaveis pela
coloracdo azul, vermelha, violeta e purpura dos tecidos de diversas espécies do
reino vegetal, sendo que todas as antocianinas tém em sua estrutura basica o ion
4’ — hidroxiflavilium. A remocgé&o da porgao glicosilada da estrutura molecular das
antocianinas por hidrolise 4cida ou enzimatica gera a aglicona correspondente,
denominada genericamente de antocianidina (Jackman, 1987). As antocianidinas
diferem entre si pelo nimero de grupos hidroxilas presentes na molécula e no grau
de metilacdo desses grupos.

As antocianidinas, sendo instaveis e muito menos solUveis que as
antocianinas, ndo se acumulam na planta (Harborne, 1967). Assim, os pigmentos
gue ocorrem nos tecidos de flores e frutos estdo na forma glicosilada, com os
acucares conferindo solubilidade e estabilidade & antocianidinas (Timberlake et
al., 1966).

Nas antocianinas, a natureza e o numero de unidades de acucares, bem

como o de acidos ligados na posicdo 3 e 6 dos agucares, conferem as diferencas



estruturais e funcionais a estes compostos. Adicionalmente, as antocianinas
podem ocorrer sob a forma simples ou conjugada, formando oligbmeros.

Na tabela 1, sdo mostrados alguns aspectos estruturais de antocianidinas
(aglicona) e antocianinas de maior abundancia em espécies do género Vitis e mais
freqientemente encontradas em vinhos.

Segundo Geissman et al. (1962), as antocianinas séo caracterizadas
estruturalmente por possuirem um esqueleto carbénico Gs-C3-Cs, €, em funcéo
disto, podem estar associadas a compostos flavondides nao-antocianicos,
fendmeno este relacionado a alteracédo da coloracdo dos vinhos ao longo de seu
armazenamento. Por outro lado, Brouilard (1982), afirma que apesar de possuirem
a mesma origem biossintética de outros flavondides naturais (fenilpropandides), as
antocianinas diferem destes por absorverem fortemente na regido visivel do
espectro.

Os grupos metoxila e hidroxila, juntamente com os substituintes glicosil e de
natureza acida, tém efeitos importantes na cor e na estabilidade das antocianinas.
A mesma antocianina podera apresentar cores distintas, dependendo do pH, da
concentracdo da solucédo e da presenca de copigmentos, por exemplo. Com o
aumento do numero de hidroxilas, a coloracdo das antocianinas muda de rosa
para azul, enquanto a presenca de grupo metoxila em substituicdo a hidroxila
reverte este efeito (Mazza e Brouillard, 1987).

A cor caracteristica das uvas tintas é fortemente influenciada pelos
constituintes quimicos dos tecidos de pelicula e polpa, notadamente aqueles
oriundos do metabolismo secundario, i.e., flavondéides, flavondis e antocianinas,

por exemplo. De forma similar, a coloracdo dos produtos derivados destas



biomassas (vinhos e sucos, e.g.) sera funcdo do conteudo daqueles compostos,
bem como das préaticas enolégicas empregadas, da temperatura e do tempo de
armazenamento (Gomez-Plaza, et al., 2000) e da exposicdo ao oxigénio, por
exemplo (Pontallier & Ribéreau-Gayon, 1983).

Tabela 1. Aspectos estruturais de antocianidinas e antocianinas de

ocorréncia frequiente em Vitis vinifera e em vinhos finos.

Nomes R3 R4 Rs
Cianidina OH OH

Peonidina OCHs OH

Delfinidina OH OH OH
Petunidina OCHs OH OH
Malvidina OCHs OH OH
Derivados antocianicos Estrutura

Monoglucosideo R = glucose (unida na posicao 1 da glucose)
Diglucosideo R; e Rz = glucose (unida na posi¢éo 1 da glucose)

Fonte: Amerine et al., (1974).



De forma especifica, as antocianinas sdo os pigmentos responsaveis pela
coloragdo vermelha dos vinhos tintos, onde seu conteudo varia de 200 a 500 mg/L
nos vinhos jovens. A diversidade de estruturas quimicas destas substancias
encontradas nas uvas e nos vinhos é significativa, porém o monoglucosideo de
malvidol € o principal pigmento em variedades de Vitis vinifera, enquanto o
diglucosideo de malvidol é especifico de certas variedades americanas e hibridas
(Peynaud, 1984).

Durante a conservacdo e o0 envelhecimento dos vinhos tintos, a
concentragdo de antocianinas mostra uma tendéncia de reducdo, sendo a
deglicosilacdo destes compostos o primeiro evento que concorre para sua
instabilizacdo e degradacdo. Além disto, a reacao destes pigmentos de forma
progressiva com compostos de natureza fendlica, particularmente os flavondides
(Jurd, 1969; Somers, 1971), contribui para a diminuicdo de sua concentracao no
estado livre. Estes fenbmenos sdo responsaveis, em alguma extensao, pelas
mudancas de coloracéo entre o vermelho-azulado de vinhos jovens para marrom-
avermelhado de vinhos maduros, assim como o decréscimo da adstringéncia do
vinho, observado durante o envelhecimento (Haslam, 1980).

Netzel et al., (2003) demonstraram em seu trabalho o potencial antioxidante
dos vinhos tintos correlacionando este potencial com o conteldo de antocianinas,
extraidas durante o processo de fermentacdo através de diferentes técnicas de
elaboracédo, sendo elas: a presenca de casca durante a fermentagdo, 0 aumento
da temperatura de 30°C para 65 C com agitacéo continua, e ambas as técnicas

combinadas. Neste trabalho, foram analisadas trés variedades de uva, sendo elas:



Spatburgunder (Pinot Noir),

Lemberger e Cabernet Franc. Os resultados

demonstram que a presenca da casca durante a fermentacdo e o aumento da

temperatura favoreceram a extragcdo e o poder antioxidante das antocianinas,

como pode ser visto na tabela 2.

Tabela 2. Capacidade antioxidante in vitro (mmol/L) e teor de antocianinas

(mg/L) em vinhos tintos produzidos com variedades distintas sob diferentes

técnicas de fermentacao.

Vinhos Técnica de vinificagao Capacidade Antocianinas
antioxidante (mmol/L) (mg/L)*

Fermentacdo com casca 10.1 322.1

Agitacéo e alta
Pinot Noir temperatura 13.6 515.8
Ambas 17.9 532.8
Fermentacdo com casca 14.1 525.3

Lemberger Agitacdo e alta
temperatura 16.4 599.6
Ambas 194 630.9
Fermentacdo com casca 9.3 282.9

Cabernet Agitacéo e alta
Franc temperatura 11.0 300.2
Ambas 11.9 323.7

* antocianinas: delfinidina-3-glucosidica, cianidina-3-glucosidica, petunidina-3-

glucosidica, peonidina-3-glucosidica, malvidina-3-glucosidica.
Fonte: Netzel et al., 2003 (adaptado).




Em estudo feito por Saint-Cricqg et al. (1999), fora comprovado o poder
antioxidante das antocianinas presentes em uvas e vinhos. Neste estudo, 0s
autores dividem o vinho em cinco fragcdes dealcoolizadas, sendo estas: Taninos-
polissacaridicos e sais de taninos, taninos condensados, proantocianidinas e
catequinas, complexos entre taninos e antocianinas e antocianinas livres. No
primeiro estagio do trabalho, foi possivel constatar que as antocianinas livres
apresentaram a maior capacidade em combater os radicais livres (~91%) gerados
pela irradiacdo solar em células animais usadas como modelo experimental. Os
autores concluiram que as antocianinas livres apresentam-se como a fracdo mais
potente dos polifendis encontrados no vinho no que se refere asua capacidade de
combater os radicais livres. No entanto, ndo descartam o fato de que estas
moléculas apresentam sinergismo com outros polifendis encontrados naquela
bebida, potencializando ainda mais os efeitos benéficos do vinho no combate aos
radicais livres. Além disto, os autores inferem que a acao antioxidante deve-se em
parte a estrutura das antocianinas, como pode ser visto na Figura 2- (Saint-Cricq
de Gaulejac et al., 1999). O trabalho feito por Saint-Cricq de Gaulejac et al. (1999)
demonstrou a importancia das antocianinas em vinhos tintos para as propriedades
terapéuticas e profilaticas atribuidas aos vinhos e correlacionadas ao “Paradoxo

Francés”.



Figura 2. Esquema do mecanismo de oxidagdo das antocianinas presentes

em vinhos tintos (Netzel, et al., 2003).

1.3.3 Taninos condensados (proantocianidinas)

O termo “taninos” tem sido empregado classicamente para designar
substancias de origem vegetal utilizadas para processos de curticdo do couro de
animais. Taninos sdo compostos facilmente encontrados em plantas e alimentos
provenientes destas, em particular frutas, sementes, cereais e diferentes bebidas
(vinhos, chés, chocolates e cidras, e.g. - Santos-Buelga & Scalbert, 2000). Bate-
Smith e Swain definiram taninos como compostos fendlicos solaveis em agua, de
alto peso molecular (entre 500 e 3000 Daltons), que reagem & reacoes fendlicas
usuais, e que apresentam propriedades especiais como, por exemplo, a habilidade
de precipitar alcaldides, gelatina e outras proteinas em solugédo (Haslam, 1989).

A proantocianidina corresponde atualmente a designacédo atual dada aos
taninos condensados. A relevancia da presenca destes nos produtos de origem

vegetal tem merecido destague nos ultimos anos ndao somente devido & suas



caracteristicas enoldgicas, mas também pelo seus potenciais efeitos beneficios a
salude humana. Estes compostos assumem um importante papel no que se refere
& caracteristicas gustativas dos vinhos, assim como na cor e sabor destes devido
asua associacdo com as antocianinas. (Michaud et al., 1971; Czochanska et al.,
1979; Lee e Jaworki, 1989; Prieur et al., 1994; De Freitas, 1995; Dallas et al., 1996
a, b; Moutounet et al., 1996).

Estruturalmente, as proantocianidinas sdo polimeros de unidades
elementares de flavan-3-ols. As unidades de flavan-3-ols tem o esqueleto basico
flavonoide (Cs-C3-Cg), conforme mostrado na Figura 3. Suas propriedades
guimicas como quelante de metais, capacidade de complexacdo com
macromoléculas podem ser observadas durante a clarificacdo e estabilizacdo do
vinho, bem como durante o envelhecimento do mesmo (Riou, et al., 2002)

Além dos taninos condensados (proantocianidinas), podem ainda ocorrer na
natureza os taninos hidrolizaveis, caracterizados por serem, como 0 proprio nome
indica, facilmente hidrolizaveis (Barquette e Trione, 1998). Contudo, apesar da
existéncia de dois grupos de compostos tanicos, somente o0s taninos condensados
ocorrem realmente nas uvas e nos seus derivados. No caso das variedades de
Vitis vinifera L., os principais elementos sdo formas monoméricas de (+)-
catequina e (-)-epicatequina e ainda oligbmeros e polimeros destes (Bourziex et
al., 1986; Ricardo da Silva et al., 1991b; Cheynier et al., 1992; Prieur et al., 1994;

Souquet et al., 1996).
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Figura 3. Estrutura basica de proantocianidinas: R1 e R2 = H,

propelargonidinas; R1=H, R2=0H, proantocianidinas; R1, R2=0H, prodelfinidinas.

Recentemente, as proantocianidinas tém despertado um interesse maior na
comunidade cientifica em virtude de lhe serem atribuidas algumas propriedades
nutricionais e farmacologicas, tais como a ag¢do vasoprotetora e antiagregante
plaquetaria (Bisset et al., 1991; Duarte, 1999), acdo antioxidante (Teissedre et al.,
1995; Riedl| et al.,, 1998; Miyamoto et al., 1998; Leigthon et al., 1998; Duarte,
1999), acdo anti-hepatotoxica (Cheng et al., 1993; Melzer et al., 1991), atividade
anti-tumoral (Duarte, 1999; Bomser et al., 1993), atividade anti-viral (Masquelier e
Michaud, 1979; Takechi et al., 1985) e protecdo em relacdo a aterosclerose
(Michaud e Masquelier, 1973; Frankel et al., 1992; Teissedre et al., 1996), entre
outras.

Acredita-se que as atividades farmacolégicas dos taninos devem-se, ao

menos em parte, a trés caracteristicas gerais que sdo comuns em maior ou menor



grau aos dois grupos de taninos, isto €, condensados e hidrolizaveis. Estas
caracteristicas sao a capacidade de complexacdo com ions metalicos (Kennedy &
Powell, 1985; Marmolle, et al., 1997; Powell & Rate, 1987; Scalbert, et al., 2000;
Cook, et al.,, 1995; Hurrell, et al., 1998; South, et al.,, 1997), a atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres (Kehrer & Smith, 1994; Gutteridge
& Halliwell, 1994; Jovanovic, et al., 1998; Rice-Evans, et al., 1996; Saint-Cricq de
Gaulejac, et al., 1999; Ricardo da Silva, et al., 1991c) e a habilidade de complexar-
se com outras macromoléculas tais como proteinas e polissacarideos (Santos &
Mello, 1999; Butler & Rogler, 1992; Hagerman & Butler, 1980 e 1981; Charlton, et
al., 1996; Luck, et al., 1994; Haslam, 1998).

Embora os resultados obtidos em testes farmacologicos em relacdo &
proantocianidinas sejam animadores, duvidas a respeito da biodisponibilidade
destes compostos tém sido levantadas (Jorddo, 2002).

Existem diferentes métodos de dosagem de taninos, os quais baseiam-se
nas propriedades destes compostos como quelantes de metais e indutores de
precipitacdo de proteinas, bem como em suas caracteristicas quimicas, isto €, a
presenca de grupamentos hidroxilas. Neste contexto, ensaios como o0 de
desoxiribose determinam a reatividade de taninos através de suas hidroxilas
(Hagerman et al., 1998), enquanto experimentos com a metmioglobina analisam o
potencial antioxidante destes compostos (Miller, et al., 1993). Métodos de
guantificacdo de taninos em vinhos tém sido pouco explorados, sendo usualmente
trabalhosos e de alto custo, visto utilizar técnicas de alto refinamento. Tal condi¢édo
€ limitante a analise destes compostos de forma rotineira pelas industrias

vitivinicola, devido ao alto custo de equipamentos e de pessoal especializado. Em



funcdo disso, este trabalho analisa a concentracdo de compostos tanicos em
amostras de vinhos utilizando um método de facil manipulacdo, com reduzido
dispéndio de tempo e baixo custo para a quantificacdo destes compostos. Esta
abordagem experimental podera viabilizar, em momentos subsequentes, a
implantagcdo de rotinas de analises em escala adequada ademanda da industria
viti-vinicola, agregando tecnologia e contribuindo para o aumento da qualidade do

produto final.

1.3.4 Estilbenos (énfase em trans-resveratrol)

Uma das classes de compostos fendlicos mais amplamente estudada é a
dos estilbenos, que sdo metabdlitos encontrados em um grande numero de
espécies vegetais. Nos Ultimos anos, muita atencdo tem sido dada a estes
compostos em decorréncia de suas funcdes bioldgicas em plantas e, mais
recentemente, na saude humana (Koop, 1998; Dodrydneva et al., 1999). Diversos
estilbenos simples e conjugados (glicosilados, sulfatados, prenilados, e.g.) tém
sido isolados a partir de uma variedade de espécies vegetais (Langkace & Pryce,
1976; Waterhouse & Lamuela-Raventos, 1994; Dercks, et al., 1995).

Aproximadamente 200 tipos de compostos fendlicos do tipo estilbénico sao
conhecidos atualmente. Estes polifendis tém sido encontrados em grande namero
em espécies vegetais arbdéreas (Pinus e Eucaliptus, e.g.), localizando-se
principalmente na medula do tronco. Sdo amplamente distribuidos em plantas
superiores (Gorham, 1989), na forma monomérica e como dimeros, trimeros e
estilbenos poliméricos, sendo denominados nesta forma de viniferinas. Estilbenos

sao sintetizados, como € mostrado na Figura 4 por duas principais vias: a via do



acido chiquimico e a via do malonil-CoA, por uma extensa faixa de espécies de
plantas das familias Dipterocarpaceae, Cyperaceae, Gnetaceae, Pinaceae,
Leguminosae, Myrtaceae, Moraceae, Fagaceae, Liliaceae e Vitaceae, sendo
comumente encontrados em raizes, cascas, rizomas e folhas. Entretanto, os
estilbenos parecem ser mais abundantes em plantas que néo fazem parte da dieta
humana, ou em tecidos ndo comestiveis de espécies geralmente consumidas
pelas populacdes. Assim, dentre as maiores fontes de estilbenos na alimentacdo
humana mencionam-se as uvas e seus produtos derivados e 0 amendoim
(Cassidy, 2000).

O composto denominado resveratrol tem gerado maior interesse apos ser
relatado sua ocorréncia em mais de 70 espécies vegetais, incluindo amora,
amendoim, uvas, coniferas (Hemingway, R. W., 1981). Este polifenol tem sido
isolado de tecidos vegetais em duas formas isoméricas: cis e trans, sendo esta
tltima de maior interesse devido ao seu amplo espectro de atividades biolégicas.
Em espécies lenhosas, este composto tem sido identificado como o constituinte
estilbénico majoritario em tecidos lignificados de caule (Pool et al.,, 1981), com
importante funcdo de conservacao da madeira (Hemingway, 1981). A despeito de
sua ampla ocorréncia nas espécies vegetais, as videiras (Vitis spp) sao
particularmente de interesse como fonte deste composto, devido a alta
concentragcdo encontrada em seus tecidos. Sua biossintese tem lugar
principalmente em tecido foliar (Gorham, 1989), sendo transportado acasca dos
frutos (Creasy & Coffee, 1988; Jeandet, et al.,1991) em resposta a estresses

ambientais causados por agentes abioticos (metais pesados, radiacdo U.V e



extremos de temperatura ou luz), ou bioticos infeccdo fungica (Jeandet, et al.,
1997).

A producao de t-resveratrol por uvas € positivamente correlacionada com a
resisténcia das videiras & doencas criptogamicas (Langcake, 1981; Barlass, et
al., 1987, Dercks & Creasy, 1989), sendo este polifenol considerado um bom
marcador bioquimico para a resisténcia ao mofo cinza - Botrytis cinerea (Jeandet
et al., 1992).

Estudos tém demonstrado que o t-resveratrol € sintetizado em resposta a
infeccdo patogénica do fungo Botrytis cinerea (Langkace & Pryce, 1976; Langcake
& Pryce, 1977; Langcake, 1981; Barlass, et al., 1987; Creasy & Coffee, 1988;
Dercks & Creasy, 1989; Jeandet, et al.,1991; Jeandet et al., 1992; Korhammer et
al., 1995) sendo que o grau de infestacdo do patdgeno devera ser de, no maximo,
10%. Sob condi¢cdes mais severas de infestacdo, aquele polifenol é degradado
pelo metabolismo fangico, maiormente por via enzimatica - lacase (Sbaghi, et al.,
1996). Entretanto, os vinhos feitos a partir de uvas com algum grau de infestacao
por B. cinerea, i.e £ 10%, usualmente possuem teores superiores de resveratrol
(Jeandet, et al.,1991). Sua sintese pode também ser induzida nos tecidos vegetais
por fatores abidticos de natureza quimica (aplicacdo de herbicidas e fungicidas
(Macheix, et al., 1990), oligossacarinas e acido galacturénico (Blaich & Bachmann,
1980) e fisica, como a exposi¢ao aluz ultravioleta (Langkace & Pryce, 1976; Pool
et al., 1981; Blaich etal., 1982; Jeandet, et al.,1991), por exemplo.

Na medicina popular sédo encontrados registros de uso de plantas (Chung,

et al., 1992) que contém estilbenos como compostos ativos. Como exemplo, cita-



se Poligonum cuspidatum e Veratum formosanum cujas raizes e rizomas,
respectivamente, sdo utilizados na tradicional medicina chinesa para o tratamento
de varios indisposic¢les, i.e, distarbios hepéticos, renais, cardiacos e circulatorios
(Nonomura, et al.,, 1963; Kubo, et al., 1981). De fato, entre os estilbenos
monoméricos, o0 composto t-resveratrol tem sido identificado como o mais ativo e 0

mais estudado sobre os aspectos fisioldégicos e farmacologicos.
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Figura 4. Principais vias da biossintese de metabdlitos secundarios de
natureza fendlica e estilbénica em vegetais (Palazéon, 2002), via do acido

chiguimico e via do n-Malonil-CoA.

Diversas citagbes na literatura (Renaud, et al., 1992; Gehm, et al., 1997,

Cassidy, et al., 2000) indicam ser o t-resveratrol o composto responsavel pelo



Paradoxo Francés. De fato, até 1992, pouco interesse havia neste composto no
qgue se refere aos seus efeitos em processos bioquimicos e farmacolégicos de
mamiferos, ou ainda na ciéncia médica, a despeito do fato de ser este polifenol um
componente da medicina popular oriental (Nonomura, et al., 1963; Kubo, et al.,
1981), como descrito previamente. Todavia, naquele ano, Siemann e Creasy
(1992) reportaram a presenca de t-resveratrol em vinhos tintos. Além disto, deu-se
atencao ao fato de que diversos alimentos que continham aquele polifenol faziam
parte da dieta dos povos do mediterraneo, onde havia-se observado o fenbmeno
do “Paradoxo Francés”. Contudo, o0s maiores avangos em estudos das
propriedades farmacoldgicas deste composto ocorreram quando sua obtencao por
sintese quimica tornou-se possivel, bem como em funcdo dos avancos nas
técnicas analiticas, notadamente de natureza cromatogréfica e espectrométrica.

Vérios estudos tém demonstrado que o t-resveratrol € um antioxidante
efetivo (Frankel, 1993; Chanvitayapongs, et al., 1997; Belguendouz, et al., 1998;
Rotonto, et al., 1998). Este composto inibe a peroxidacdo de lipoproteinas de
baixa densidade — LDL, previne a citotoxicidade da oxidacdo do LDL e protege as
células contra a peroxidacdo dos lipideos. Isto pode ser devido & suas
propriedades hidrofilicas e lipofilicas. Esta caracteristica confere a este composto
uma maior protecdo antioxidante efetiva em comparacdo & vitaminas C e E
(Chanvitayapongs, et al., 1997).

Sua acao antiinflamatéria (Jang, et al., 1997) parece ser maior ou similar a
de anti-inflamatorios classicos como a fenilbutazona e a indometacina, sendo

relacionada a inibicdo das ciclooxigenases (COX - enzimas mediadoras do

processo inflamatorio). Além disto, a similaridade estrutural entre estrogénios nao



esterdides, incluindo os estilbenos, como o dietilestilbestrol, tem promovido
investigacdes sobre o potencial do resveratrol como um fito-estrogeno (Passos, et
al., 2001; Gehm, et al., 1997).

O efeito quimioprotetor do t-resveratrol contra o cancer tem sido relatado.
Este composto inibe os eventos celulares associados a iniciacdo, promog¢ao e
progressao de tumores, atuando através de inibicdo da enzima ciclooxigenase e
estimulando a quinona redutase, uma enzima relacionada a vias de detoxificagao
de agentes cancerigenos (Jang, et al., 1997). Além disso, diversos estudos
indicam que os polifendis presentes nas uvas e nos vinhos estimulam a
vasodilatagdo endotelial, reduzem a oxidagdo do LDL (low-density lipoprotein)
humano, inibem a agregacao plaquetaria (Dodrydneva, et al., 1999) e alteram a
sintese de eicosandides pro-aterosclerogénia, um processo que possui um papel
crucial no desenvolvimento de patologias em decorréncia da aterosclerose.

De fato, alguns estudos tém mostrado que o consumo regular e moderado
de vinhos tintos resulta numa protec¢édo & doencas do sistema cardiovascular. Os
efeitos quimioprotetores da saude humana tém sido atribuidos a um conjunto de
compostos presentes nos vinhos tintos, principalmente aqueles pertencentes a
classe das antocianinas, polifendis e taninos, devido a atividade antioxidante
destas substancias (Passos et al., 2001). Quando administrado a ratos (2mg/kg),
t-resveratrol foi absorvido, resultando uma concentracdo plasmatica de 0,175mg/L,
15 min apos sua administracdo (Juan, et al., 1999). Foi observado que aquele

composto tende a se acumular nos tecidos hepaticos e renais. Seus derivados b-

glicosidicos séo resistentes ahidrolise enzimética nos tecidos pancreaticos e sua



conjugacao com moléculas de glucose pode aumentar sua absorcédo pelo intestino
delgado (Hollman, 1997). Além disso, microorganismos presentes no célon
também poderao realizar a quebra da molécula, liberando a molécula de glucose e
promovendo a formacdo da aglicona (Cassidy, 2000). Nos ultimos anos, e em
consequéncia dos resultados positivos obtidos em diversos estudos de atividade
bioquimica e farmacoldgica, uma intensa analise do conteido deste metabdlito
secundario vem sendo realizada em diversas matrizes biol6gicas complexas, isto
€, vinhos e sucos de uva (Passos, et al., 1999; Maraschin, et al., 2001; Maraschin,
et al., 2002a,b; lanssen et al., 2002), uma vez que este composto tem sido
considerado como responséavel, em certa medida, pelos efeitos preventivos do
vinho sobre doencas degenerativas (Jeandet et al., 1994).

A facil obtencdo de polifendis de natureza estilbénica, como é o caso do
resveratrol, € um ponto positivo e que concorre para a sua utilizacdo. Sua
producdo é facilmente induzida em videiras submetidas a estresses, sendo as
maiores concentra¢des encontradas nos tecidos da pelicula do fruto. Além disto,
uma série de trabalhos vém sendo realizados buscando desenvolver métodos que
permitam otimizar sua obtencdo de maneira natural (engenharia genética) ou
sintética. Isso faz com que um possivel medicamento produzido com resveratrol
possa ser barato e, portanto, acessivel & populacdes menos favorecidas. De fato,
esta abordagem jA é uma realidade em paises do primeiro mundo, onde o
resveratrol € comercializado sob a forma de comprimidos como antioxidante e
complemento alimentar (Nicholson, et al., 1995). Mais recentemente no Brasil, em
iniciativa pioneira e baseada na interacdo empresa-universidade, um produto a

base de t-resveratrol de natureza fitoterapica e de complemento alimentar foi



desenvolvido pela Universidade Federal de Santa Catarina, junto ao Laboratério

de Morfogénese e Bioquimica Vegetal.

1.4 Métodos de Analise Aplicados aos Vinhos

Nas ultimas décadas, a identificacdo e a quantificacdo de antocianinas,
polifendis e taninos em produtos derivados de uva tém sido feita por diversas
técnicas cromatograficas, com destaque para a cromatografia em camada delgada
(Langcake & Price, 1976; Sardi et al.,, 2000) cromatografia liquida de alta
performance - CLAE (Siemann & Creasy, 1992; Pezet et al. 1994; Jeandet et al.,
1994, Jeandet et al 1997) e a cromatografia gasosa - CG (Revel et al., 1996),
acopladas ou ndo aespectrometria de massa - EM. Além da EM, outras sistemas
de deteccédo tais como a espectrofotometria UV-vis, a fluorimetria e a deteccéo
eletroquimica vém sendo utilizadas com limites de deteccdo caracteristicos da
ordem de ng/L (Frémont, 2000). Mais recentemente, a analise dos isbmeros de
resveratrol, por exemplo, em amostras de vinho foi realizada através da
eletroforese capilar com bom nivel de resolugdo e sem a necessidade de pré-
tratamento das amostras. Este método mostrou-se bastante rapido (< 15 min.),
porém com pequena sensibilidade - 300 ng/L - (Chu et al., 1998). Numa estratégia
de andlise distinta, a separacao dos isbmeros de resveratrol em amostras de vinho
foi realizada através da CLAE e a identificacdo inequivoca destes por ‘H-

ressonancia magnética nuclear ¢H-RMN). Os resultados demonstraram que a



forma cis do resveratrol e alguns de seus derivados glicosilados foram
predominantes no inicio do processo de fermentacdo do mosto, enquanto ao final
deste processo o isbmero trans (aglicona) ocorreu em maior concentracao (Mattivi
etal., 1995).

Ao longo da ultima década, uma série de estudos vém sendo conduzidos
utilizando-se a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), por exemplo, em
biomedicina (metabolismo de drogas, processos toxicoldgicos e doencas
metabdlicas) e na identificacdo de produtos naturais (lactose, glucose, cafeina, t-
resveratrol; criptolepicarbolina e 2-hidroxiandrosta-1,4-dieno-3,16 diona), com
requerimentos minimos de quantidade de amostra - da ordem de nL ou hL
(Nicholson, et al., 1995; Passos et al., 2001a). Além disto, o tempo necessario
para a obtencdo de um espectro de *H-RMN de uma amostra é bastante reduzido
(da ordem de segundos), de modo que estas caracteristicas, tomadas em
conjunto, evidenciam o alto potencial de uso desta técnica em estudos com
material de natureza bioldgica (Lacey et al., 1999).

A importancia da espectroscopia de RMN de alta resolugcdo em estudos de
amostras liquidas e solidas, nas diversas areas de investigacdo, tem crescido
continuamente devido ao r4pido desenvolvimento instrumental e de programas de
gerenciamento (softwares) nos ultimos anos. Seu potencial como técnica analitica
tem sido demonstrado em muitos estudos enfocando aplicacBes clinicas e no
metabolismo de células vegetais, através de diferentes abordagens experimentais
— COSY, TOCSY, DOSY, MAS e ROESY, por exemplo - em sistemas liquidos e

solidos (Schripsema & Verpoorte, 1991).



Mais recentemente, com a introducdo da versatil e potente técnica de
desorcao/ionizacdo a laser de amostras adsorvidas em matriz [matrix-assisted
laser desorption/ionization — MALDI] (Karas et al.,, 1985; Karas & Hillenkamp,
1988; Overberg et al., 1990) o desenvolvimento e a otimizac&do de espectrometros
de tempo de voo tem sido estimulado. Isto se deve ao fato de que a
espectrometria de massa requer que o composto a ser analisado encontre-se sob
a forma de ion em fase gasosa, dentro do sistema de vacuo do espectrometro.
Esta condicdo pode ser facilmente alcangada para moléculas pequenas, através
das técnicas classicas de ionizacdo (sublimacdo ou desorcdo térmica, e.g.),
todavia, € bastante dificil no caso de biopolimeros com pressdo de vapor muito
baixa, essencialmente. Este problema foi parcialmente resolvido com a
descoberta das técnicas de ionizacdo por MALDI, para a producdo de ions em
fase gasosa de macromoléculas. Em MALDI, a amostra € combinada com uma
matriz (acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico, e.g.) e depositada sobre um suporte
(probe) onde sofre um processo de desidratacdo, gerando a formacdo de uma
disperséo cristalina e heterogénea. Subsequientemente, este material é irradiado
com um pulso de laser (10 ns, e.g.) em um comprimento de onda absorvido pela
matriz ( = 337 hm, e.g.), mas preferencialmente ndo absorvido pelos compostos
em analise, volatilizando assim a amostra e produzido os ions em fase gasosa que
sdo entdo analisados pelo espectrdmetro de massa. O processo de adsorcéao €
bastante brando, com a energia do feixe de laser sendo absorvida principalmente
pelos componentes da matriz em relagdo aos constituintes da amostra. Neste

processo, 0s ions moleculares sdo formados pela adicdo de uma ou mais cargas



aos compostos, através da ligagcdo de protons ou ions alcalinos (modo de
operacao de ion positivo), enquanto no modo de operacdo de ion negativo, 0s
compostos adquirem carga pela abstracdo de prétons. A interface de MALDI
parece ser bastante adequada aanalise de misturas complexas, uma vez que 0S
ions gerados possuem predominantemente uma carga elétrica apenas. Os
espectrometristas de massa podem manipular o processo de desorcao/ionizacao
para aumentar a producdo de ions da amostra e também para controlar a
fragmentacado induzida no processo. Além disto, utilizando-se diferentes matrizes,
alterando-se o solvente e modificando-se a irradiacdo de laser durante a analise,
€ possivel a obtencdo de um espectro para a maioria das amostras. Um outro
aspecto importante desta técnica diz respeito a velocidade de aquisicdo do
espectro, sendo que menos de um milisegundo é requerido para cada espectro de
MALDI (Smith, 1996; Talbo & Wade, 1996).

Atualmente, MALDI é uma das técnicas de ionizacdo mais importantes para
compostos nao volateis de alto peso molecular. Esta interface tem sido largamente
utilizada na analise por EM de biomoléculas nédo volateis tais como peptideos,
proteinas, oligonucleotideos e oligossacarideos, bem como polimeros sintéticos
de alto peso molecular, em estudos de polidispersao, distribuicdo de grupos
terminais e espacamento de oligdbmeros (Muddiman et al., 1997; Zenobi &
Knochenmuss, 1998). De fato, uma série de exemplos demonstram a viabilidade
da utilizacdo desta interface em espectrometria de massa, em diversas areas de
aplicacdo, incluindo a analises quantitativas do metabolismo de drogas in vitro e in
vivo em matrizes bioldgicas (Muddiman et al., 1995, 1996 e 1997) e metabdlitos

secundarios vegetais (Maraschin et al., 1999). A quantificacdo simultanea de



ciclosporina A (CsA) e seu principal metabdlito (AM1) em amostras de sangue
obtidas de pacientes transplantados foi realizada usando espectrometro de massa
de tempo de voo (EM/TDV) e interface de desorcdo/ionizacdo a laser das
amostras adsorvidas a matriz (MALDI), em dois experimentos independentes
(Muddiman et al., 1994 e 1995). Os limites de detecc¢éo (LD) e de quantificacao
(LQ) foram de 10 e 33 ng/mL, respectivamente e os coeficientes de variacédo
situaram-se entre 4 e 8%. Os resultados obtidos apresentaram uma boa
correlacdo com dados obtidos previamente em sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia para ambos os compostos. Numa abordagem instrumental
similar, a identificacdo e quantificacdo simultdnea do composto bioativo
Tacrolimus e seus metabdlitos hepéaticos em babuinos evidenciou uma alta
sensibilidade do método e tolerancia a contaminacdo, com uma pequena
fragmentacdo dos compostos de interesse. Esta estratégia tem permitido uma facil
identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos produzidos in vitro, sem a
necessidade de um extensivo trabalho de preparo de amostras. A utilizagdo da
interface de MALDI viabilizou a identificacdo, em experimento de curso de tempo,
de sete metabdlitos de Tacrolimus: demetilado, di-demetilado, hidroxilado,
dihidroxilado, demetilado hidroxilado, di-hidrodiol, e di-demetilado hidroxilado
(Gusev et al., 1996).

A identificacdo do esterdide pregnanico velutinol A (m/z 362) foi
realizada utilizando-se EM/TDV/MALDI, em fracdes obtidas a partir da extracéo
com fluido supercritico (EFS) de biomassa de culturas celulares (1g — peso seco)
de Mandevilla velutina. Além disto, esta abordagem permitiu a identificacdo de um

derivado metilado deste esterdide ainda nao descrito. Analisando-se estes dados



em conjunto, constata-se a potencialidade desta abordagem como ferramenta de
identificacdo de metabdlitos secundarios vegetais de interesse farmacol6gico, bem
como a possibilidade de sua utilizagdo em processos de selecao precoce de
linhagens celulares de alto potencial produtivo de metabdlitos, em funcdo da

pequena quantidade de material amostral requerido (Maraschin et al., 1999).



2. JUSTIFICATIVA

A cultura da videira (Vitis spp.) esta implantada ha muitos anos nos Estados
do Sul e Centro-Sul do Brasil. No ano de 1993, a area ocupada pela cultura no
pais abrangia 60.200 ha, havendo maior concentracdo nos Estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, com 77% da area plantada no pais. Estes dois Estados
respondem por cerca de 95% da producao nacional de vinhos, um mercado que
se encontra em franca expanséao (Melo, 2000).

Em funcdo do exposto, observa-se que a producdo de vinhos e derivados
de uva no Estado RS é de grande importancia sécio-econémica. Além disto, um
consumo crescente de vinhos tem sido observado (Melo, 2000). Tal fato sugere
uma forte expanséo deste mercado, o qual deveréa oferecer produtos de qualidade
superior. De modo a tornar viavel este Ultimo aspecto, analises qualitativas e
guantitativas dos constituintes de produtos derivados de uva surgem como
abordagem de interesse, principalmente quando se enfoca a avaliagdo de
compostos de reconhecidos efeitos benéficos sobre a saude humana, conforme
acima descrito. Como consequéncia, poder-se-a criar um conceito de produto a
nivel de mercado, com qualidade e caracteristicas diferenciadas. Esta linha de
estudo permitira, como resultado direto e a curto prazo, a possibilidade de se
agregar valor aos produtos ja comercializados, i.e. vinhos, através da analise de
seu potencial como agentes de valor profilatico e/ou terapéutico em saude
humana.

Nos ultimos anos, poucos trabalhos tém sido realizados com o intuito de

avaliar quantitativa/qualitativa os polifenéis, as antocianinas e 0s compostos



tanicos em derivados de uva, isto €, vinhos e sucos, produzidos a partir de
matéria-prima oriunda de regides tradicionalmente produtoras do Sul do Brasil
(Polenta, 1996, Passos et al., 1999; Alves, 2000; Maraschin et al., 2000,
Maraschin et al., 2001). Assim, a identificacdo e a analise quantitativa destes
compostos em vinhos produzidos nos Estados do RS e SC é de interesse,
notadamente pelas condicfes climaticas que predispdem a sua sintese, bem
como por seus efeitos benéficos a salde humana, conforme acima descrito. Tal
abordagem, por certo, agregara valor aos produtos comercializados, permitindo a
criacdo de um conceito de produto, com caracteristicas diferenciadas a nivel de

mercado.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Avaliacdo da composi¢cdo de vinhos de uvas da variedade Cabernet
Sauvignon, oriundos de regides tradicionalmente produtoras do Estado
do Rio do Grande do Sul (Serra Gaucha), notadamente no que se refere

aos conteudos de polifendis, antocianinas e taninos.

3.2 Especificos:

Quantificacdo de antocianinas, polifendis, taninos e t-resveratrol em
amostras de vinhos de 15 safras de vinho Cabernet Sauvignon, a saber:
1985, 1986, 1987, 1988, 1989, 1990, 1991, 1992, 1993, 1994, 1995,
1996, 1997, 1999 e 2000;

Andlise comparativa do perfil de composi¢do quimica das amostras em
estudo via cromatografia liquida, ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (*H-RMN) e carbono (*})C-RMN) e anélise estatistica
multivariada;

Determinacdo do perfil espectrofotométrico de varredura (UV-vis) da
fracdo metandlica flash-cromatografada, para fins de estudos

comparativos de composicao quimica entre safras;



- Avaliar a possibilidade de deteccdo dos metabdlitos secundarios em
estudo por injecao direta das amostras em espectrometro de massa de
tempo de v6o, equipado com interface de desorcaol/ionizacdo a laser
(MALDI TOF-MS);

- Classificagdo das safras em estudos segundo os teores de metabdlitos
secundarios de interesse em relacdo & safras referéncia: safra de 1991
(padrao enoldgico) e a safra de 1995 (padrdo composi¢cao quimica)

- Avaliacdo comparativa dos teores de metabdlitos secundarios de
interesse entre as safras em estudo, safras referéncia (1991 e 1995) e

dados da literatura.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reqifes de coleta de amostras de vinho tinto: Com o intuito de
restringir a origem da matéria-prima (uva) utilizada na elaboragcdo dos vinhos ao
Estado do Rio Grande do Sul, as amostras desta bebida foram coletadas
diretamente junto aempresa produtora, a saber Casa Vinicola De Lantier (Divisdo
Bacardi-Martini do Brasil), localizada na Serra Gaucha (Garibaldi — RS). Por
solicitacdo do fornecedor das amostras, os homes dos produtos comerciais foram
mantidos em sigilo, sendo que a manipulacao destes materiais foi feita através de

sua codificacao.

4.2 Variedades de vinhos tintos: Os estudos consideraram a analise dos

compostos de interesse a partir de amostras de vinhos da variedade vinifera
Cabernet Sauvignon safras: 1985, 1986, 1987, 1988, 1989, 1990, 1991, 1992,

1993, 1994, 1995, 1996, 1997, 1999 e 2000.

4.3 Extracdo, isolamento e purificacdo dos compostos fenélicos e

antocianicos: A 300 mL de cada amostra foi adicionado igual volume de acetato
de etila (EtOAc), incubando-se a mistura por 24h no escuro. A fase organica foi
coletada em funil de separacédo e o EtOAc removido por evaporacao sob vacuo
(55-60°C). O residuo foi dissolvido em metanol/cloroférmio 1:1 (10 ml),
centrifugado (2.8 Krpm/10 min) e flash-cromatografado em suporte de silica gel

(20 mL), como previamente descrito (Maraschin et al., 2001). As fracbes (60 mL)



eluidas com EtOAc e metanol acidificado [MeOH-HCI 1%] foram coletadas (3mL)
para analise dos compostos de interesse, respectivamente polifendis e

antocianinas.

4.4. Andlise quantitativa dos compostos antocianicos: As fracdes

MeOH-HCI (1%) de cada amostra, purificadas por meio de flash-cromatografia (ver
item 4.3), foram filtradas em funil de vidro sinterizado e submetidos a analise
guantitativa dos compostos antocianicos. O conteudo de antocianinas foi
determinado a partir da leitura da absorbéancia das solu¢cdes amostrais a 460, 525
e 750 hm, conforme descrito por Madhavi et al., (1996) em espectrofotometro
Shimadzu UV 1203 A concentragdo de antocianinas foi calculada usando o

coeficiente de extincdo molar €) de 3.01 x 10* sugerido por Callebaut et al.,

(1990).

45 Dosagem de compostos fendlicos totais: A determinacdo do

contetdo de fendis totais nas amostras em estudo foi realizada conforme o
método descrito por Randhir et al.,, (2002), utilizando-se o reativo de Folin-
Ciocalteau. A saber, a 1 mL de amostra adicionaram-se 5 mL de etanol a 95%.
1mL desta solucéo foi retirada e acrescida de 1 mL de etanol a 95%, 5 mL de
agua destilada e 0.5 mL do reativo de Folin-Ciocalteau. A solucdo foi
homogeneizada em agitador vortex e permaneceu em repouso durante 5 minutos.
ApOs este periodo, adicionou-se 1 mL de carbonato de sodio (5%, p/v), seguida de

nova agitacao e repouso por 60 minutos. A absorbancia da solucéo foi lida em



espectrofotbmetro Shimadzu UV 1203 no comprimento de onda de 725 hm. Para
efeitos de andlise estatistica, trés repeticbes/amostra foram utilizadas em um
sistema de leitura sequencial, sendo a concentracdo final do composto de
interesse o valor médio obtido para cada amostra. Os valores médios de
concentracdo de compostos fendlicos foram analisados comparativamente através
do teste de t-student, com o auxilio do programa estatistico GraphPad Prism
(versdo 2.0). A curva de calibracéo foi preparada utilizando-se concentracdes de
acido galico, um polifenol de ocorréncia natural, entre 0 e 100 ng/0.1mL. Devido a
heterogeneidade estrutural dos compostos fendlicos, os resultados foram

expressos em gramas de equivalentes de acido galico (Blanco et al., 1998).

4.6 Andlise quantitativa de taninos: O processo de extragdo e

guantificacdo de taninos em vinhos baseou-se em suas propriedades de
precipitacdo de proteinas como no caso da gelatina. Como substancia padrao
para obtencao da curva padréo utilizou-se o acido tanico (4 - 16mg/L). Foi seguida
a metodologia descrita por Valdés et al., (2000), adaptando-se para as amostras
de vinhos. Esta metodologia apresenta duas etapas, sendo a primeira a
guantificacdo de compostos fendlicos totais e a segunda etapa a de quantificacéo
dos compostos fendlicos residuais depois do sequestro dos taninos por gelatina,
conforme descrito a seguir:

- Primeira etapa: Mediu-se 4 mL de amostra e transferiu-se a um recipiente
aforado de 250 mL com tampa; adicionou-se agua destilada até a medida de 250

mL. Desta solucao retiraram-se aliquotas de 5 mL, transferindo-as para recipientes



aforados de 25 mL, onde foram adicionados 4 mL de agua destilada. O branco
desta etapa constitui-se de 5 mL de 4gua destilada em um recipiente de 25 mL.

- Segunda etapa: 20 mL de amostra foram coletados e transferidos para um
recipiente aforado de 250 mL com tampa, seguido da adicdo de 80 mL de agua
destilada, 50 mL de solucéo de gelatina a 25%, 100 mL de solugcao saturada de
cloreto de sodio acidificado (1%) e10 g de Caolin. O meio de reacdo permaneceu
em agitacdo por 30 minutos e em repouso por no minimo 5 min., sendo
subsequientemente filtrado em funil de vidro sinterizado. Aliquotas de 10
mL/amostra foram coletadas do filtrado e transferidas para um recipiente de 50
mL, completando-se com agua destilada. Apés a diluicdo, 5 mL foram transferidos
para um recipiente de 25 mL; adicionando-se 4 mL de agua destilada. O branco
desta etapa consistiu-se de 100 mL de agua destilada, 50 mL de solu¢do de
gelatina a 25%; 100 mL de solugdo saturada de cloreto de sodio acidificado
(1%);10 g de Caolin em um erlenmyer de 250 mL, passando pelos mesmos
procedimentos das amostras.

A cada recipiente aforado de 25 mL, com as respectivas amostras da
primeira e da segunda etapa, brancos e padrdes, adicionaram-se 2 mL do reativo
de Folin-Ciocalteau, agitou-se, e deixou-se repousar por 5 minutos. Logo apés,
adicionou-se 1 mL de carbonato de sodio a 20%, agitou-se, completou-se com
agua destilada, homogenizou-se e filtrou-se novamente. ApGs transcorridos 2

minutos a absorbancia destas solu¢des foi lida a 700 nm.

4.7 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de *3C: Para

efeitos de obtencéo dos espectros de **C-RMN das amostras, aliquotas (3 mL)



das fracbes EtOAc flash-cromatografada foram concentradas sob fluxo de
nitrogénio para remog¢é&o do solvente organico. As amostras foram ressuspensas
em 750 nL de acetona-ds e 0s espectros de ressonancia magnética nuclear de
13C foram obtidos em condicdo padrdo, em equipamento Bruker AC 200 - 4,7
tesla, (Maraschin et al., 2001). Os dados de deslocamentos quimicos (dypm) foram
coletados e submetidos a analise multivarida conforme  descrito

subseqgientemente (item 4.9).

4.8 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de *H: Para

efeitos de comprovacédo da ocorréncia dos compostos de interesse (t-resveratrol,
quercitina, acidos cindmico, malico, ferdlico, galico e cafeico), nas fragbes em
estudo, aliquotas (3 mL) dos extratos EtOAc das amostras foram concentradas
sob fluxo de N, para remocdo do solvente organico. As amostras foram
ressuspensas em 750 ni de acetona-dg € 0s espectros de ressonancia magnética
nuclear de *H foram obtidos em condicdo padrdo, em equipamento Bruker AC
200, operando em freqUéncia de ressonancia de 200 MHz, tempo de relaxacao de
3s, pulso de irradiacdo de 45°, 16 varreduras, tempo de aquisicdo de 0,6 s e
temperatura de 25°C (Maraschin et al., 2000). Os dados de deslocamentos
quimicos @ppm) foram coletados e submetidos a andlise multivarida conforme

descrito no item 4.9.

4.9 Analise estatistica dos dados: Os dados de concentracdo dos

compostos de interesse foram analisados estatisticamente através do programa



PrismGraph (verséo 2.0), para determinacao dos valores meédios, desvio padréao e
teste de separacdo de médias (t-student, p< 0,05). Os perfis espectrais de 'H- e
13C-RMN de cada amostra foram submetidos a um sistema de analise multivariada
(cluster analysis), onde foram determinados os coeficientes de similaridade e
dissimilaridade das amostras, utilizando-se o software NTSys (v. 2.0), conforme
descrito previamente (Maraschin et al., 2002b). Para fins de calculos estatisticos,
adotou-se uma diferenca maxima entre os deslocamentos quimicos dos nucleos
de carbono e hidrogénio de 0,04 ppm e 0,02086 ppm, respectivamente. Para
efeito de controle, as amostras das safras 1991 e 1995 foram escolhidas como
safras de referéncia, para fins de analises comparativas, no que concerne &
caracteristicas organoléticas e de conteudo de compostos de interesse asaude

humana, respectivamente.

4.10 Espectrometria _de massa por desorcdo/ionizacdo em matriz

organica assistida por laser — MALDI TOF-MS: Os compostos de interesse

isolados por cromatografia liquida e as fragcdes dos solventes acetato de etila e
metanol:HCL (1%) foram concentradas sob fluxo de nitrogénio. As amostras
concentradas foram solubilizadas em volume minimo de MeOH, centrifugadas e
analisadas por MALDI TOF-MS para confirmacdo inequivoca da identidade dos
compostos. Os espectros de massa das fragdes foram obtidos em espectrometro
de tempo de vbo (PerSeptive Biosystems Voyager), equipado com uma fonte de

laser (387 hm), com uma voltagem de aceleracdo de particulas de 28 kV. As

amostras foram misturadas a matriz organica (10 mg de &acido a-ciano-4-



hidroxicinamico, solubilizado em 1 ml de solucdo 1% de &acido
trifluoracético:agua:acetonitrila — 1:4:5), aplicando-se 1 m desta mistura ao suporte
de amostras. Os materiais foram mantidos a temperatura ambiente para
evaporacdo dos solventes, efetuando-se as analises espectrométricas

subsequentemente (Maraschin etal., 2001).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais ndo sofreram grandes variagcdes de
concentracdo no decorrer das 15 safras analisadas, como mostra a figura 5. A
analise dos dados de conteudo destes metabdlitos secundarios ao longo das 15
safras de vinhos C. Sauvignon demonstrou um valor médio geral de 3,65g/L e uma
amplitude de distribuicdo de valores de 3,14g/L (safra 1986) a 4,18g/L (safra
1999), semelhante aobservada na literatura (Shahidi e Nacz, 1995; Blanco et al.,
1998) para vinhos tintos de procedéncias e castas diversas. O teste t-student
revelou a ndo existéncia de diferencas significativas entre os valores médios
encontrados para cada safra, comparativamente a media geral. O célculo do
desvio padrao e do coeficiente de variacdo dos experimentos indicou valores de
0,28 e 7,7%, respectivamente, os quais foram considerados bastante satisfatorios
para o método de quantificacdo adotado.

Os compostos fendlicos podem variar segundo uma série de fatores,
conforme discutido no item introdugéo. No entanto, deve-se ressaltar que o fator
casta esta intimamente ligado a concentracdo destes compostos, devido
principalmente aresisténcia que estes compostos conferem & videiras contra a

acao de fatores de estresse (a)biotico.



safras

Figura 5 . Teor de compostos fendlicos totais (g/L — método Folin-
Ciocalteau) em amostras de 15 safras de vinhos Cabernet Sauvignon produzidos

na Serra Gaucha (p< 0,05).

Estudos similares avaliaram o teor de compostos fenélicos em 60 amostras
de vinhos varietais de origem francesa (Teissedre & Landrault, 2000) e espanhola
(5 amostras, Lopez et al.,, 2001), utilizando o método de Folin-Ciocalteau.
Concentracoes de 2,0 g/L, 2,6 g/L, 2,27 g/L e 0,24 g/L foram observadas para os
vinhos franceses Merlot, Cabernet Sauvignon, Syrah e Chardonnay,
respectivamente. Os vinhos espanhais, por sua vez, apresentaram valores médios
de 2,0 g/L e, em todos 0s casos, nota-se que a concentracao total de compostos

fendlicos foi inferior aguela encontrada para as amostras de vinhos C. Sauvignon
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em estudo, revelando uma caracteristica de superioridade de producdo daqueles
metabdlitos secundarios dos vinhedos cultivados na regido da Serra Gaucha,
independente da safra considerada (1985 ® 2000). De modo geral, taxas
elevadas de biossintese/acimulo destes metabdlitos secundarios séo
correlacionadas com uma maior probabilidade de ocorréncia de moléstias
criptogamicas, determinada por condi¢des de elevada precipitagdo pluviométrica,
alta umidade relativa e altas temperaturas, como freqlientemente observado ao
longo do periodo de maturagdo das uvas na regido serrana do RS. Contudo, e
devido a grande variedade e complexidade de fatores que influenciam a
concentracdo de compostos fendlicos na uva e nos vinhos, houve,
consequentemente, uma clara dificuldade no estabelecimento dos parametros que
mais efetivamente modulam os processos determinantes de variacdes do teor
destes compostos para as amostras em estudo. No entanto, investigacdes tém
sido realizadas para melhor elucidar este aspecto, as quais sugerem a existéncia
de uma condicdo derivada do somatério de fatores (a)bidticos, cuja natureza e
modo de agdo mostram-se complexos em sua analise (Fernandéz, 2002). No que
concerne & amostras em estudo, infelizmente, uma anélise mais detalhada do
efeito das praticas enolégicas empregadas para a obtencdo das safras ndo se
mostrou possivel, haja vista a impossibilidade de localizacdo dos dados junto a
empresa. Este aspecto assume importancia devido & inumeras diferencas
encontradas a cada safra, no que concerne & praticas envolvidas desde o manejo
do vinhedo ao engarrafamento, ndo sendo possivel considerar um procedimento

padrdo adotado na elaboracdo dos vinhos. Estas diferencas nas praticas



enologicas aplicadas a cada safra devem-se ao fato de que, a cada ano, o
vinhedo, e mais especificadamente, a uva, apresentam caracteristicas distintas,
devido ndo apenas as praticas de manejo do pomar empregadas ao longo de todo
0 ano anterior asafra, mas também & condi¢cbes climaticas e, principalmente, &

condicdes fitossanitarias das uvas no momento da colheita.

5.2 Antocianinas

A evolucéo da cor durante a vinificagcdo e o envelhecimento do vinho tém
sido atribuido & progressivas mudancas de natureza quali/quantitativa dos
compostos fenodlicos extraidos das uvas. Neste contexto, as antocianinas
extraidas dos tecidos das uvas parecem ser 0S principais compostos
determinantes da cor vermelha-parpura dos vinhos jovens e estdo
progressivamente envolvidos em mecanismos que levam a formacdo de
moléculas de pigmentos mais estaveis. Esta alteracdes de natureza quimica-
estrutural das antocianinas contribuem para a alteracdo da coloracédo dos vinhos
com maior tempo de envelhecimento, os quais apresentam uma cor vermelha
intensa tipica (Vivar-Quintana et al., 2002).

O conteudo de compostos antocianicos encontrados nas amostras das 15
safras de vinhos C. Sauvignon em estudo apresentou grandes variacoes,
conforme mostrado na figura 6. Os valores desta variavel apresentaram uma

amplitude de distribuicdo entre 135,45nM (safra 1995) e 55,06nM (safra 1988),

com média geral de 83,43mM (@41,12 mg/L em equivalentes de malvidina-3-



glucosideo) e desvio padréao de 23 pontos. A amplitude dos valores observados foi
considerada de particular interesse devido aos inUmeros fatores ecolégicos que
podem influenciar o conteddo de antocianinas totais, notadamente de natureza
climatica (nimero de horas de sol, irradiacdo e precipitacdo pluviométrica),
durante a fase de maturagéo dos frutos. De fato, a ocorréncia de variagdes nos
parametros climaticos da Serra Gaucha é fenbmeno comumente observado ao
longo das safras, implicando em alteragdes de conteido de compostos de
importancia enoldégica como 0s pigmentos antocianicos.

Em estudo recente, valores de concentracdo de antocianinas em fracOes
organicas de vinhos tintos varietais, determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, apresentaram uma amplitude de 0,3 mg/g a 81,7 mg/g, indicando uma
discrepancia entre os valores extremos de aproximadamente 272 ordens de
magnitude (Shrikhande, 2000). Estes resultados estdo em conformidade ao
observado no presente estudo e reforcam o fato de que a formulacdo de
conclusbes em carater definitivo em estudos comparativos do teor destes
pigmentos entre biomassas deve ser feita de forma cautelosa, notadamente
guando os métodos de extracdo e dosagem sao distintos.

Comparativamente a safra de 1991 (referéncia organolética), as amostras
dos anos de 1985, 1987, 1988, 1989, 1990, 1992, 1993 e 2000 apresentaram
menores teores de antocianinas, sendo que todas as safras apresentaram
conteudos inferiores a safra 1995 (referéncia composicdo quimica).
Enologicamente, as antocianinas sao importantes principalmente por estas

conferirem coloragdo aos vinhos tintos, enquanto farmacologicamente estes



Concentracéo de antocianinas (uM)

compostos sdo de grande valor devido & suas propriedades antioxidantes (Saint-

Cricq de Gaulejac et al., 1999).
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Figura 6. Concentragao total de antocianinas ("M - fracdo metanol-HCI 1%

flash-cromatografada) em amostras de 15 safras de vinhos Cabernet Sauvignon

produzidos na Serra Gaucha (p<0,05).

Da analise da figura 6, pode-se depreender que as cinco ultimas safras em
estudo apresentaram valores de concentracdes de antocianinas superiores a
média e ao controle organolético, com excecédo feita asafra de 2000, fato que se
deve, em parte, amenor intensidade de oxireducdo destes compostos nos vinhos

mais jovens, comparativamente aqueles de safras mais antigas (Ribéreau-Gayon,

média geral



et al., 1972), o que faz com que o conteudo de antocianinas totais livres diminua
nestes ultimos devido asua precipitacao

Em momentos pos-colheita e durante a fase de vinificacdo, um dos fatores
determinantes de alteracdes de conteudo destes pigmentos € a duracdo do
periodo fermentativo. Durante o0s primeiros momentos da maceracdo e
fermentacdo do mosto, a intensidade de cor daquela biomassa aumenta devido a
extracdo/dissolucdo das antocianinas. A partir do 6°-8 dia, coincidindo com o final
do periodo de fermentacdo ativa, observa-se a reducdo da cor do mosto,
principalmente devido arefixacdo destes compostos sobre a superficie celular das
leveduras e igualmente sobre os materiais sélidos da uva - bagaco (Ribéreau-
Gayon, et al., 1972). Sabendo-se disto, nos ultimos anos, algumas vinicolas tém
demonstrado uma maior preocupagao com o monitoramento e a dosagem deste
compostos durante a fermentacdo. Com esta medida, é possivel interromper a
fermentacdo no momento em que comeca a decair o conteudo de antocianinas.
Para as amostras em estudo, o monitoramento do contetido destes compostos foi
realizado ao longo da vinificagdo em todas as safras, de modo que o contetdo de
antocianinas totais extraido foi 0 maximo alcancado (Zanus, 2003 - comunicacao
pessoal).

A reducéo da concentracdo de antocianinas nas amostras com maior idade
decorre da acdo de dois principais fatores: o primeiro deles esta ligado aforma
como se procedia a fermentacdo. Nos anos anteriores a safra de 1995, era
comum a fermentac&do natural dos mostos, ou seja, 0 mosto transformava-se em
vinho naturalmente, ndo havendo a adicdo de leveduras. Isto, de certa forma,

aumentava o tempo de fermentacdo e reduzia a eficiéncia do processo extrativo



daqueles pigmentos, o que explica, em alguma extensédo, os menores valores de
concentragdo encontrados nas amostras de safras anteriores a 1995. O segundo
aspecto reside no fato de que estas moléculas formam copolimeros com taninos
condensados e flavonas durante a conservacao e o envelhecimento dos vinhos
tintos, como demonstrado na figura 7 (Jurd, 1967; Liao et al., 1992; Santos-Buelga
et al., 1995; Fscribano-Bailon et al., 1996; Ribéreau-Gayon, 1973; 1974). Segundo
Somers (1971), este fenbmeno conduz aformacdo dos verdadeiros “pigmentos
dos vinhos”, cuja estrutura quimica tem no componente antocianico o elemento
responsavel pela cor (Ribéreau-Gayon et al., 1972). Por ultimo, Hrazdina & Borzell
(1971), ressaltam a possibilidade da reagdo das antocianinas com um nucleo
floroglucinol, gerando um pigmento amarelo (xantila), o qual podera intervir na cor
dos vinhos mais envelhecidos.

A gqualidade da uva que se emprega na vinificacdo também é um fator
significativo do conteudo de pigmentos antocianicos nos vinhos. Entende-se que
uvas que apresentarem bagas grandes, as quais possuem grande quantidade de
agua, produzirdo vinhos com baixos teores de antocianinas e demais compostos
fendlicos, devido ao aumento da relacdo mosto/bagaco. Com maiores volumes de
mosto e pouco bagago, os compostos fendlicos, e especialmente as antocianinas,
poderao ser mais diluidos, determinando uma reducao da coloracéo do vinho, um
efeito ndo desejado para as variedades tintas como C. Sauvignon, por exemplo
(Ribéreau-Gayon et al., 1972).

Em estudos recentes (Passos et al., 2001b e Silva et al.,2001) foram
guantificados o contetdo de antocianinas totais em vinhos e sucos produzidos na

regido do Vale do Rio do Peixe - SC, a partir de variedades americanas (Bordo,



Isabel e Concord — tabela 3), utiizando a mesma metodologia empregada no
presente trabalho (Madhavi et al.,, 1996). Comparativamente ao teor médio de
concentracdo dos pigmentos antocianicos, as & amostras de vinhos C. Sauvignon
mostraram-se inferiores em 2,46 ordens de magnitude em relacdo & variedades
americanas, um resultado esperado devido & diferencas genéticas entre as
variedades produtoras. De fato, usualmente as variedades labruscas tintas (Vitis
labrusca = Bordo e Isabel) apresentam concentracdes de antocianinas superiores
& viniferas (Vitis vinifera = C. Sauvignon), sendo por isto denominadas
variedades tintéreas. De outra forma, o conteddo de pigmentos antocianicos nos
vinhos C. Sauvignon em estudo superou a media observada nos sucos das
variedades americanas (tabela 3), sendo estas discrepancias explicadas
principalmente em fungcdo dos métodos de processamento utilizados na
elaboracdo daquelas bebidas. Neste contexto, durante a vinificagdo, a maceragao
e a fermentacdo do mosto contribuem de forma significativa para a extracao de
antocianinas das peliculas das uvas através do aumento da superficie de extracdo
dos tecidos (maceracao) e da producéo de etanol (fermentacéo), um solvente com
grande afinidade pelos compostos antocianicos (Maraschin et al. 2002c).
Adicionalmente, € preciso considerar que as diferencas entre os dados
observados advém, em alguma extenséo, das regides de origem das biomassas

(Serra Gaucha-RS e Vale do Rio do Peixe-SC), cujas caracteristicas edafo-

climéticas Ihes séo peculiares, e dos sistemas de manejo dos vinhedos.



Tabela 3. Teor total de antocianinas (M - fracdo metanol-HCI 1% flash-

cromatografada) em amostras de vinhos e sucos produzidos a partir de variedades

americanas oriundas da regiao do Vale do Rio do Peixe-SC.

Variedade JProduto JConcentracdo de antocianinas (mM) JReferéncia bibliografica
Bordo Vinho 202 mM Passos, et al., 2001b
Isabel Vinho 208 nM Passos, et al., 2001b
Média 205 nM

Isabel Suco 47,61 niv Silva, et al., 2001
Concord Suco 53,08 nM Silva, et al., 2001
Média 50,34




Flavonol
R =H, catequina
R = OH , leucoantocianidina

CH30

Antocianina

-H +

Oxidacgédo

Figura 7: Esquema do mecanismo que demonstra a condensacéo entre
flavondides e antocianinas e a oxidacdo destas moléculas ocorrida durante o

armazenamento de vinhos tintos (Ribéreau-Gayon et al., 1972).



Numa segunda abordagem metodologica, estudos comparativos entre as
safras tém sido realizados através da técnica de espectrofotometria de UV-vis
(Maraschin, et al., 2000). Esta abordagem pode servir como estudo comparativo
preliminar de composicdo qualitativa entre amostras de vinhos, assumindo-se
como pressuposto metodoldgico o estabelecimento de um espectro de varredura
UV-vis como referéncia (padréo), obtido de uma amostra cuja qualidade é superior
segundo critérios enoldgicos e/ou quimicos. A partir dai, poder-se-4 analisar as
demais amostras quanto a semelhanca do perfil espectrométrico em relagéo
aquele padrdo. Além disto, dentro do perfil espectral, poder-se-a estabelecer uma
regido especifica para analises mais detalhadas. No presente estudo, e para efeito
de analise comparativa das amostras, foram considerados especificamente os
comprimentos de onda de absorcao das antocianinas, isto é, | = 460hm, 525hm e
750hm).

Adicionalmente aquantificacdo de antocianinas na fragdo MeOH-HCI (1%)
das amostras, procedeu-se adeterminacao e analise dos espectros de varredura
(UV-vis, 200hm - 750hm) daquelas amostras, a qual revelou a existéncia de perfis
de composi¢do quimica distintos para as amostras em estudo, conforme mostrado

na figura 8.
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Figura 8. Perfil espectrofotométrico de varredura UV-vis (200 - 750hm) da
fracdo Metanol-HCI(1%) flash-cromatografada, de amostras de 15 safras de
vinhos Cabernet Sauvignon, produzidos na Serra Gaucha.

E interessante ressaltar a maior similaridade dos perfis espectrais na faixa
de comprimentos de onda de 350hm a 750hm. Abaixo de 350hm, contudo, foram
observadas diferencas proeminentes entre 0s espectros das amostras como
mostra a figura 8. Estes resultados podem estar relacionados ao fato de que na
faixa de comprimentos de onda de 200-350hm s&o detectadas as diversas
possibilidades de substituicbes do anel benzénico observadas nos compostos
fendlicos (Silverstein, 1994). Assim, os dados obtidos sugerem que, em alguma
extensdo, a composi¢ao quimica da fracdo metandlica destas amostras € bastante

semelhante na faixa de ocorréncia de sinais de compostos antocianicos, isto é,



entre 350hm e 750nm, sendo que as maiores discrepancias no perfil
composicional das amostras foram ditadas pelos acidos fendlicos simples (200hm-

350nm).

Devido a especificidade de extragcdo de compostos fendlicos simples e
antocianinas, as fracdes metandlicas das amostras de referéncia 1991 e 1995
foram analisadas de forma comparativa, quanto ao seus perfis espectrais de
varredura. A safra 1991 foi amplamente premiada e dentre as 15 safras analisadas
foi a que mais destacou-se segundo 0s endlogos responsaveis (Carlos Zanus e
Angela M. A. Cimadon — comunicacdo pessoal). Os espectros de varredura

obtidos para estas safras sdo mostrados na figura 9.
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Figura 9. Andlise comparativa entre os espectros de varredura das fracdes
flash-cromatografadas (solvente MeOH:HCI 1%) de amostras de vinhos Cabernet

Sauvignon (A) e dentro dos comprimentos de onda 200hm a 350hm (B).



As safras de melhor caracteristica organolética (1991) e de melhor
concentracdo de compostos benéficos a saude (1995), apresentaram diferencas
no perfil espectrofotométrico (absorbancia e comprimento de onda), o que sugere
gue aparentemente ndo existe uma relacdo direta entre o melhor sabor e as

maiores concentra¢des de compostos benéficos asatde humana (figura 10).
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Figura 10. Espectros de varredura (200hm — 750 hm) das amostras de

vinhos C. Sauvignon, safras 1995 (diluida 3:1) e 1991, das fragcbes MeOH-HCI

(1%) pos flash-cromatografia.



5.3 Proantocianidinas

Uma série de fatores podem afetar a concentracdo de compostos fendlicos
presentes nos vinhos, sendo muito deles correlacionados. Dos fatores mais
importantes que afetam a evolucdo dos valores de fendis presentes nas uvas ao
longo da maturacdo destacam-se as condi¢cBes climéticas (Goldberg et al., 1998,
Bisson, 1980; Roggero et al., 1986; Venencie et al., 1997) e a casta (Ribéreau-
Gayon, 1971; Dumarzet et al., 1973; Bourzeix et al., 1986; Romeyer et al., 1986;
Lee e Jaworski, 1989; Dumon et al., 1991; Ricardo da Silva et al., 1991 b, 1992 a,
b; Fernandez de Simon et al., 1992; Fuleki e Ricardo da Silva, 1997; De Freitas,
1995, Bourzeix et al., 1983; Jordao, 1997; Golberg et al., 1998). Além disto, outro
fator significativo sdo as praticas de manejo realizadas na vinha, antes e no
decorrer da maturagcdo das uvas. Assim, alguns trabalhos referem as adubacdes
(Lepadatu et al., 1972; Morris et al., 1983), a forma de conducdo da vinha
(Carbonneau, 1991) e ainda a proépria pratica da desfolha (Ribéreau-Gayon, 1990)
como fatores determinantes da alteracdo de composicdo de metabdlitos
secundarios das uvas e, consequentemente, de seus produtos derivados (vinhos e
sucos, e.g.).

Atualmente, encontra-se estabelecido que as proantocianidinas
apresentam-se essencialmente nas partes ditas sélidas do cacho de uva, como
engacos, gavinhas, sementes e peliculas. Por ordem decrescente de
concentragao destes compostos nos tecidos tem-se as gavinhas, 0s engacos e as

peliculas (Romeyer et al., 1986; Bourzeix et al., 1986; Ricardo da Silva et al., 1991



a; 1992 ab; Hmamouchi et al., 1994; Teissedre et al., 1996; Sun et al., 1998 a).
Sendo assim, as proantocianidinas estardo presentes principalmente em vinhos
onde houve também a maceragdo dos elementos do bagaco (pelicula, engaco e
sementes) durante a vinificacao.

Em vinhos jovens, as proantocianidinas sao encontradas principalmente na
forma de dimeros e trimeros, porém, durante o envelhecimento de vinhos tintos,
as antocianinas e os taninos condensados reagem formando pigmentos de maior
peso molecular e com grau de polimerizacdo de 8 a 10 unidades monoméricas
(Amerine, 1980; Santos-Buelga e Scalbert, 2000). Estes polimeros caracterizam-
se por sua maior complexidade em relagcéo aos polimeros de taninos condensados
encontrados nos tecidos das uvas, sendo menos reativos com proteinas e também
menos adstringentes em relagcdo aos polimeros de taninos de mesmo peso
molecular encontrados em vinhos jovens. Um vinho jovem, devido aos seus
compostos tanicos €, geralmente, no contexto sensorial, mais picante,
adstringente e/ou aspero. Todavia, ao longo do processo de envelhecimento, a
intensidade destas caracteristicas é reduzida e os vinhos tornam-se mais
apreciaveis ao paladar (Kantz e Singleton, 1991). Além disto, ao longo do
processo de envelhecimento dos vinhos, ocorrem modificagdes substanciais na
guantidade total de fenois simples e conjugados (taninos hidrolizaveis, por
exemplo) devido, por exemplo, asua extragdo a partir da madeira dos barris. Ao
longo desta etapa, os compostos fendlicos sado o principal substrato do oxigénio
nesta bebida, sendo o conteudo total destas substancias uma medida da captacao

de oxigénio e da habilidade do vinho em resistir aoxidacao (Polenta, 1996).



De forma similar ao observado em relacdo ao teor de antocianinas, 0s
valores de conteldo de compostos tanicos apresentaram grandes variacdes no
decorrer das 15 safras analisadas, como demonstrado na figura 11. A analise
estatistica dos dados de conteutdo destes metabdlitos secundarios
proantocianidinas demonstrou uma amplitude de distribuicdo de valores entre
17,84mg/L (safra 1987) e 4,22mg/L (safra 1996), com média geral de 9,71mg/L, ao
longo das 15 safras de vinhos Cabernet Sauvignon. O célculo do desvio padréo e
do coeficiente de variagdo dos experimentos indicou valores de 3,4 e 34,54%,
respectivamente, os quais foram considerados bastante satisfatérios para o méetodo
de quantificacdo adotado, visto que este foi adaptado para a andlise de vinhos e
também em funcéo dos diversos fatores que influenciam a composi¢ao quimica dos
vinhos.

Pode-se observar na Figura 11 que as safras 87 e 92 apresentaram 0sS
maiores valores. Estes resultados podem ser explicados, em alguma extenséao,
pela utilizagdo de novas barricas de carvalho no envelhecimento destas safras. As
barricas de carvalho sdo responsaveis pela presenca de taninos pirogalicos ou
hidrolizaveis, sendo que estes também podem ser dosados pelo método escolhido.
Além disto, as barricas de carvalho contribuem para a composi¢cdo dos compostos
aromaticos que farédo parte do “bouquet” de aromas dos vinhos tintos (Diaz-Plaza,

et al., 2002a, 2002b).
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Figura 11. Concentracao total de taninos em amostras de 15 safras de

vinhos Cabernet Sauvignon produzidos na Serra Gaucha (p<0,05).

Estudos feitos com vinhos tintos da regido de Bordeaux (Franca)
demonstraram valores de concentracdo de taninos entre 1,5 e 4g/L (Ribéreau-
Gayon, et al., 1972). Estes dados diferem daqueles observados no presente
trabalho (média = 9,71mg/L), porém esta discrepancia pode ser atribuida, em
alguma extensdo, ao fato de que as regides geograficas sdo diferentes, assim
como a constituicdo do solo, as variedades, as préaticas adotadas na viticultura e
enoldgicas, além dos processos poés-fermentacdo como o0 armazenamento e
envelhecimento destes vinhos em barricas de carvalho. Além disto, os autores
comentam que as técnicas utilizadas para a determinacdo destes compostos sao

antigas e, em funcdo disto, citam a realizagdo de outros estudos que

média geral



proporcionaram melhores resultados, porém néao os apresentam (Ribéreau-Gayon,
et al., 1972). Mais recentemente, Santos-Buelga e Scalbert (2000) descrevem uma
grande amplitude de valores de concentracdo de proantocianidinas em vinhos
tintos (tracos ® 500 mg/L) obtidos por diferentes métodos, os quais assemelham-
se aos resultados encontrados no presente trabalho.

lanssen et al., (2002), utiizando a mesma metodologia descrita neste
trabalho, descreveram a presenca de taninos em vinhos e sucos produzidos a
partir das variedades americanas Bordd e Isabel, oriundas do Vale do Rio do
Peixe (SC), em concentracdes (tabela 4) proximas auelas observadas nos vinhos
tintos provenientes de castas viniferas da Serra Gaucha (C. Sauvignon e Merlot).
Este resultado é de interesse, uma vez que o nivel tecnolégico empregado para a
producédo de sucos e vinhos de variedades americanas (vinhos comuns) no Brasil
€ bastante inferior ao empregado na elaborag&o dos vinhos tintos finos analisados

neste trabalho.

Tabela 4. Concentracdo de compostos tanicos (mg/L) em vinhos e sucos

das variedades Bord6 e Isabel, oriundos da regido do Vale do Rio do Peixe — SC.

Variedade Produto Concentracao (mg/L)
Isabel Suco 10,91 mg/L
Isabel Vinho 5,9 mg/L
Bordd Vinho 3,07 mg/L

Fonte: lanssen, et al., 2002.



Nas safras iniciais, 1985 a 1990 (média = 11,23 mg taninos/L), a
fermentacdo era totalmente realizada em recipientes de ac¢o inox chamados de
fermentinos, onde ndo era possivel controlar o processo como acontece nos
atuais sistemas vinomatik. As remontagens nos fermentinos eram feitas atraves de
bombeamento do mosto, enquanto nas vinomatiks o sistema de remontagem,
além de ser mais eficiente, € menos agressivo no que concerne aextracdo dos
compostos tanicos da biomassa em fermentacdo. Assim, e considerando que apo6s
1990 as vinificagBes passaram a ser realizadas em vinomatiks, foi possivel
detectar a reducédo (média = 8,70 mg/L) do conteudo daqueles metabdlitos nas
amostras analisadas resultante da modificacdo da tecnologia empregada na
vinificacao.

Outros fatores como a presenca de agentes clarificantes como a clara de
ovo, a gelatina, a bentonite s&o utilizados para a precipitagdo de complexos entre
proteinas e taninos, devido estes compostos estarem ligados a turbidez
apresentada pelos vinhos (Krug, 1968). A clara de ovo e a gelatina s&o utilizadas
principalmente para a precipitacdo de compostos fendlicos como taninos e outros
compostos oxidados, enquanto a bentonite é utilizada para precipitar as proteinas
restantes deste processo. Em todas as safras em estudo foram acrescentados
agentes clarificantes. No entanto, novas tecnologias tem sido empregadas nos
ultimos 8 anos, como a utilizacdo de terras filtrantes e de filtros avéacuo, para a

retirada de material em suspenséo (Ribéreau-Gayon et al., 1972).



5.4 Estilbenos

O composto t-resveratrol, citado neste trabalho como referéncia de
compostos estilbénicos, encontra-se em vinhos em duas formas isoméricas cis e
trans. Neste trabalho, enfocou-se somente a forma isomérica trans, porque 0s
relatos de propriedades farmacoldgicas mencionam apenas este isbmero como de
interesse (Jeandet, et al., 1991; Adrian et al., 2000). De fato, até o presente
momento, e para o melhor de nosso conhecimento, o isébmero cis daquele
estibeno parece ndo apresentar atividades farmacolégicas de interesse.

A concentracdo deste composto nos vinhos € funcdo de uma série de
fatores, principalmente devido a estresses ambientais causados por agentes
abidticos como os metais pesados, a radiacao U.V e extremos de temperatura ou
luz , ou bidticos como infecgBes fungicas. Além disto, apos a fabricacdo dos
vinhos, estes podem sofrer oxidacdes durante seu envelhecimento em barricas de
carvalho (0o que neste caso € desejavel) e fotooxidacdo ja4 dentro de suas
embalagens finais, o que deve ser impedido. No caso especifico de t-resveratrol,
sua fotosensibilidade é de interesse porque com a incidéncia de luz sobre 0 mosto
ou o vinho, inclusive durante a analise destes, poderdo ser obtidos valores de
concentracdes variaveis, conforme o cuidado e rigor experimental tomado diante
destas situagdes (Orea et al., 2001). No presente trabalho tomaram-se todas as
precaucdes cabiveis para a analise deste composto fotossensivel.

O conteudo do composto t-resveratrol apresentou-se variavel durante as 15
safras analisadas, como mostra a figura 12. A analise estatistica dos dados de

concentracao de t-resveratrol nas amostras das 15 safras de vinhos C. Sauvignon



revelou uma amplitude de distribuicdo de valores entre 6,52 mg/L (safra 1995) e
2,18mg/L (safra 1985), com média geral de 3,62mg/L, desvio padrdo de 1,4 e
coeficiente de variacdo dos experimentos de 41,79%, respectivamente. O elevado
valor do coeficiente de variacéo é atribuido, em alguma extensédo, ao efeitos dos
diversos fatores (a)bidticos sobre o metabolismo secundério da planta que levam a
producdo/degradacédo deste composto, bem como & possibilidades de variacao
das préticas de manejo da biomassa em pre- e pdés-colheita e & distintas
abordagens de vinificagdo. Do ponto de vista bioquimico e tomados em conjunto
os dados de concentracdo deste estilbeno em relacdo aos dados observados de
conteudo dos demais compostos em estudo, € possivel observar que o teor de t-
resveratrol foi mais fortemente influenciado pela gama de fatores que modulam o
metabolismo vegetal. No contexto da analise orgéanica, contudo, é preciso
considerar que a abordagem comparativa dos resultados deve ter em conta o fato
de que os valores de concentracdo de antocianinas e fenois provém de uma
classe de compostos, implicando em uma menor probabilidade de variacdo de

conteudos, contrariamente ao enfoque dado ao t-resveratrol.
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Figura 12. Concentracao de trans-resveratrol (mg/L) na fracdo acetato de
etila obtida por flash-cromatografia de amostras de vinhos Cabernet Sauvignon

(safras 1985-2000), produzidos na Serra Gaucha (p<0,05).

Durante o processo de vinificacdo, a extensao da maceracédo das peliculas
dos frutos (cascas) e a temperatura da fermentacdo sao considerados fatores
significativos que determinam a concentracdo de estilbenos em vinhos (Pezet e
Cuenat, 1996; Ector et al.,1996; Netzel et al., 2003). De fato, uma concentracéo
elevada de resveratrol em vinhos tintos requer, além dos fatores anteriormente
mencionados, relativamente uma extensa maceracdo das cascas para uma
extracao eficiente (Jeandet, et al., 1995, Pezet & Cuenat, et al., 1996, Lamuela-
Raventos, 1997). Entretanto, as concentragdes presentes também dependem de

outras técnicas enologicos empregadas como, por exemplo, as cepas de



leveduras utilizadas (Vrhovsek et al.,1997), os agentes filtrantes e o tempo
exposto & barricas de carvalho (Jeandet et al., 1995).

A anélise comparativa dos resultados de concentracdo de t-resveratrol (Fig.
13) em relacdo aos valores encontrados na literatura indicou a ocorréncia de
teores geralmente superiores aueles observados em amostras de vinhos tintos
oriundos de paises tradicionalmente produtores (Italia, Franca e EUA). Esses
valores podem variar de acordo com a origem geografica do produto, a cultivar, a
ocorréncia de infeccbes fungicas e das praticas enoldgicas envolvidas no
processo de fabricacdo do produto. Assim, analises comparativas diretas de dados
deverdo considerar as diversas possibilidades de fontes de variagdo experimental
acima mencionadas, de modo a nao gerar conclusdes errbneas. Além disto, deve-
se considerar que a literatura, em alguns casos, traz a concentracéo de resveratrol
total, ou seja, valores relativos ao somatério dos contetdos dos isbmeros cis e
trans, o que ndo acontece no presente trabalho que abordou a dosagem apenas
do composto biologicamente ativo, 0 que ndo acontece com o isdmero cis daquele
polifenol.

Do ponto de vista ecoldgico, os maiores valores de t-resveratrol observados
nas amostras em estudo, comparativamente aos teores observados em vinhos
estrangeiros, podem estar relacionados & condicbes climaticas comumente
encontradas nas regides produtoras de uva gauchas. Estas se caracterizam por
altos indices de precipitacéo pluviométrica e altas temperaturas, durante a fase de
crescimento e amadurecimento dos frutos. A acéo isolada e/ou interativa destes
fatores climéticos € favoravel aincidéncia de doengas fungicas em tecidos de

frutos da videira. Como mecanismo de resposta bioquimica aquele estresse



bidtico, as plantas podem aumentar a sintese de compostos com acao fungicida
elou fungistatica, i.e., fitoalexinas, (Verpoorte, 1998) tais como o t-resveratrol. De
fato, esta abordagem tem sido utilizada em diversos estudos que demonstram a
existéncia de incrementos na taxa de sintese daquele metabdlito secundario,
guando a planta encontra-se exposta a perturbagdes de natureza abidtica ou
bidtica (Dercks & Creasy, 1989; Hain et al., 1990; 1993; Calderdn et al., 1993).
Mais recentemente, a ocorréncia de resveratrol em produtos derivados da
uva e, particularmente, em vinhos foi observada, com valores de concentracéo
variando de 0,45 a 32 mg/L (Siemann & Creasy, 1992; Goldberg, et al., 1996;
Adrian, et al., 2000; Fremont, 2000; lanssen, et al., 2002) . Como regra, 0s vinhos
tintos apresentam teores superiores de t-resveratrol, em relacdo aos vinhos
brancos e rosados, variando segundo a casta de uva empregada. Em vinhos
tintos, a concentracdo de t-resveratrol, varia principalmente de acordo com a
variedade da uva empregada, como pode ser visto na tabela 5. Bavaresco (1993)
e Jeandet et al., (1992) relataram diferencas na producdo de t-resveratrol em
diversas castas, relacionando sua presenca como indicativo de resisténcia das
videiras & infeccdes de microrganismos. De fato, este composto pode ser usado

como marcador bioquimico e taxonémico para este propaosito.



Tabela 5. Dados da literatura demonstrando a concentracdo de trans-

resveratrol (mg/L) em vinhos tintos produzidos em diferentes paises, segundo o

método de analise empregado.

Variedade trans-resveratrol Método de Referéncia
(mg/L) analise bibliografica

Pinot Noir 6,3 FR-HPLC Adrian, et al., 2000

Chianti 1,28 FR-HPLC Goldberg, et al., 1996
Cabernet Sauvignon 2,23 FR-HPLC Goldberg, et al., 1996

Isabel 4,01 UV-vis lanssen, et al., 2002
Bordd 3,61 UV-vis lanssen, et al., 2002
Shiraz 2,26 FR-HPLC Goldberg et al., 1996
Média 3,28 - -

Em vinhos rosados, os niveis estdo na faixa entre 1,38 e 2,93 mg/L

(Lamuela-Raventos, et al., 1995), enquanto para os vinhos brancos, que sao

usualmente feitos sem a presenca das cascas na maceracao, valores inferiores

tém sido observados (0,1mg/L para a variedade Chardonnay e 1,2mg/L para a

variedade Sauvignon Blanc (Romero-Perez et al., 1996), por exemplo. Em sucos

de uvas tintas, teores deste polifenol entre 0,69 e 14,47mg/L (média 4,73mg/L)

tém sido relatados, sendo que para sucos de uvas brancas, valores maximos de

1,44mg/L - média de 0,49mg/L -

séo encontrados (Romero-Perez, 1999). Em

funcao disto, os dados obtidos revelam que as concentragdes deste polifenol nos




vinhos C. Sauvignon em estudo foram superiores, em termos médios, ao
observado na literatura (Tabela 5).

Em uma segunda abordagem experimental, a presenca de t-resveratrol nas
amostras de vinhos Cabernet Sauvignon foi investigada segundo por ‘H-RMN
através da comparacédo dos valores de deslocamentos quimicos daquele polifenol,
0s quais foram obtidos através de espectros do composto de referéncia. Todas as
amostras, com excecdo da amostra da safra de 1985, apresentaram sinais
caracteristicos da presenca de t-resveratrol. No entanto, a ndo deteccdo deste
polifenol na safra de 1985 pode ter ocorrido devido ainterferéncia (sobreposicao)
de sinais de deslocamento quimicos de outros compostos durante o0s
experimentos de RMN.

A concentragdo de um composto deve ser suficiente para gerar uma
adequada relacdo sinal/ruido no espectro. Este aspecto € funcdo do nivel de
sensibilidade do espectrdmetro de ressonancia, mas valores em torno de 0,005
mg/mL tém sido considerados como limites de deteccdo para *H-RMN, em
espectrometros operando em frequéncia de ressonancia de hidrogénio de 300
MHz (Verpoorte & Scripsema, 1994). Resultados prévios da analise de polifendis
(t-resveratrol, e.g.) por 1D-'H-RMN (Maraschin et al., 2000) em vinhos tintos
demonstraram a viabilidade desta estratégia analitica, devido a ocorréncia de
concentracdes superiores ao limite de deteccdo do método. Os dados
demonstraram a particularidade de composicdo das amostras de vinhos tintos,
sugerindo a possibilidade de utilizacdo destas técnicas analiticas no

monitoramento de compostos de interesse.



5.5 Anélises espectrométricas por *H-RMN e *C-RMN

As anélises por espectrometria de H-RMN das amostras em estudo
demonstraram que a composicdo quimica dos vinhos C. Sauvignon nao
apresentou diferencas proeminentes nas safras estudadas, considerando os perfis
espectrais observados. Estudos comparativos preliminares dos deslocamentos
quimicos de *H-RMN dppm — Figura 13) indicaram que as amostras em estudo
apresentaram diferencas minimas no que diz respeito asua composi¢cao quimica,
conforme demonstrado na figura 13.

A analise dos fatores que concorrem para explicar os resultados
observados é dificultada pela diversidade destes e pela factual possibilidade de
ocorréncia de efeitos interativos. Todavia, a abordagem metodoldgica utilizada é
de interesse quando se busca a analise comparativa de safras em relacdo a um
dado padrdo de qualidade enoldgica e/ou quimica superior, podendo servir como
modelo de analise para definicdo de valor do produto.

O conjunto de sinais de deslocamentos quimicos dos espectros de *H-RMN
das amostras foi utilizado para o calculo do indice de similaridade das safras, via
analise estatistica multivariada (luster analysis - Gorham, 1989; Dercks, et al.,
1995; Maraschin, et al. 2002b), tendo a safra 1991 (referéncia organolética) como
controle para efeitos comparativos. As safras 1990 e 1994 apresentaram 0s

maiores valores de indice de similaridade em relacdo ao controle (67,74%),



ppm

contrariamente ao observado para a safra de 1985 (24,19%),

demonstrado na tabela 6.
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Figura 13. Deslocamentos quimicos de *H-RMN ~ (dppm - 200 MHz) da

fracdo acetato de etila flash-cromatografada de vinhos Cabernet Sauvignon

(safras 1985-2000), produzidos na Serra Gaucha. * deslocamentos quimicos séo

relativos a acetona-d6 - 2.20 ppm.



Tabela 6. indices de similaridade* de composi¢cdo quimica das safras de
vinhos C. Sauvignon produzidos na Serra Gaulcha, determinados por

espectroscopia de *H-RMN, em relacdo asafra referéncia organolética (1991).

Safra Similaridade com a safra
1991
1985 24,19 %
1986 33,87 %
1987 40,32 %
1988 53,22 %
1989 38,70 %
1990 67,74%
1992 48,38 %
1993 56,45 %
1994 67,74 %
1995 58,06%
1996 45,16 %
1997 50,00 %
1999 50,00 %
2000 56,45 %

* calculados com o auxilio do programa NTSys 2.0 (para
detalhes ver Material e Métodos).



Em uma segunda abordagem, as amostras de vinhos Cabernet Sauvignon
foram investigadas quanto apresenca de compostos polifendlicos de interesse por
comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de *H-RMN (dppm), OS quais
foram obtidos através de espectros dos compostos de referéncia. Adicionalmente,
e para a comprovacao da ocorréncia de um composto especifico (t-resveratrol, por
exemplo), fez-se a adicdo de microvolumes (~ 10-15nL) de solugdo padrao (5
mg/mL) do composto de interesse & amostras em estudo, seguido da avaliacédo
do aumento da intensidade dos sinais com deslocamentos quimicos especificos.
Esta estratégia metodoldgica permitiu detectar de forma rapida a ocorréncia de
sinais de ressonancia tipicos de compostos tais como t-resveratrol (dy = 6.88 e
6,29 ppm), quercitina (dy = 6,40; 6,41; 6,67 e 12,32 ppm) e de acidos fendlicos
simples como o acido galico (dy = 1,11; 1,14 e 1,43 ppm) e o acido ferulico (dy =
6,48; 7,27 e 7,48 ppm), bem como o acido malico dy = 2,76; 2,80; 2,84; 2,88 e
4,67 ppm). No entanto, por usar-se apenas alguns dos muitos deslocamentos
guimicos encontrados nos padrées, e devido a coincidéncia de alguns
deslocamentos dentre estes, os resultados demonstrados na tabela 7 n&o séo
definitivos, sendo que a funcao destes € apenas mostrar que € viavel a deteccéo
da presenca destes compostos, dentro das limitacdes da técnica.

Assim, mesmo em amostras com resultados negativos quanto aocorréncia
de compostos de interesse, poderdo haver concentracfes satisfatérias destes
compostos. Isto pode ser explicado pelo fenbmeno de interacdo entre os nucleos
dos compostos alvo e de outras moléculas presentes na solugédo. Outro fator de

extrema relevancia € a possibilidade de sobreposicdo dos sinais dos



deslocamentos quimicos. Em funcéo disto, estudos aprofundados sobre este tema

continuarédo a ser realizados pelo grupo onde este trabalho foi desenvolvido.

Tabela 7. Deteccéo da presenca* de compostos de interesse por *H-RMN

em amostras de vinhos Cabernet Sauvignon produzidos na Serra Gaucha

Safras

t-resveratrol

1985

1986

1987

1988

1989

1990

1991

1992

1993

1994

1995

1996

1997

1999

2000

Acido
galico

Acido
ferulico

Acido
malico

Quercitina

* Areas hachuradas significam a presenca do composto, enquanto areas em branco indicam sua

auséncia nas amostras.




As analises de indices de similaridade utilizando os deslocamentos
quimicos dos espectros de *C-RMN das amostras indicaram que a safra 1997
apresentou a maior similaridade (76,92%) em relacdo ao controle, enquanto a
safra 1985 diferiu em maior extensdo daquele (12,82%), similarmente ao
observado nos estudos com 'H-RMN. E interessante ressaltar a discrepancia
entre os resultados obtidos nos calculos dos indices de similaridade através dos
deslocamentos quimicos de *C-RMN e H-RMN, no que se refere & safras cuja
composicdo quimica apresentou maior semelhanca ao controle, 1997 e
1990/1994, respectivamente. Estas diferencas entre os resultados podem ser
atribuidas a diversos fatores de ordem experimental, tais como a sensibilidade do
equipamento acaptacdo das energia de ressonancia dos ntcleos e 3C e 'H, a
sobreposicao de sinais de deslocamentos quimicos, o desdobramento dos sinais,
a interacdo entre as estruturas de compostos e a formacdo de pontes de
hidrogénio entre as moléculas da amostras, os quais podem influenciar nos
resultados tanto na RMN de carbono como na RMN de hidrogénio, fazendo com
os resultados apresentem-se de maneira distinta. Em funcao disto, os resultados
obtidos recomendam a continuidade dos estudos, de modo a possibilitar um
melhor entendimento destes fatores, especialmente quando se busca estabelecer
um método de comparacao dos perfis de composicado quimica via RMN, com o
intuito de estabelecer-se referenciais consistentes em base quimica no que tange
aqualidade dos vinhos. Esta inovacao tecnoldgica, por certo, podera ser utilizada
como instrumento de agregacao de valor aquela bebida. De fato, a versatilidade
da espectrometria de H-RMN faz com que esta ferramenta seja cada dia mais

utilizada para analises qualitativas de constituintes quimicos, em complexas



amostras bioldgicas, devido a extensa gama de compostos que podem ser
investigados em cada espectro. Adicionalmente, o aprofundamento das
investigacdes por RMN permitir4 a elaboragdo de um banco de dados que, num
segundo momento, viabilizara a realizacéo de trabalhos visando a caracterizacéo
daquela bebida através da denominacdo de origem, um aspecto bastante

difundido na Europa e de significativa importancia comercial.

5.7 Analise de metabdlitos secundarios de interesse por MALDI TOF-

MS

A utilizacdo de MALDI TOF-MS tém se mostrado adequada adeterminacéo
do peso molecular de biomoléculas como proteinas, oligossacarideos,
oligonucleotideos, glicoproteinas e flavondides (Sugui, et al.,, 1998). A alta
eficiéncia da deteccdo destes compostos através desta técnica viabiliza a
execucao de rotinas de analises com baixas concentra¢des do analito (fentomoles
- Pfenninger et al.,, 1999), além de permitir a obtencdo de informacdes de
compostos de alto peso molecular e ndo-volateis através da ionizagdo de suas
estruturas. A alta sensibilidade e a rapidez da técnica podem ser importantes
guando se busca detectar metabdlitos secundarios de plantas (que geralmente
apresentam-se em baixas concentracdes), ou novos compostos com potencial
farmacéutico (Maraschin et al., 2001b).

Os experimentos realizados neste trabalho n&o lograram éxito quanto a

deteccdo dos metabdlitos secundarios em estudo, e especialmente de t-



resveratrol, quando da introducéo direta da amostra no espectrémetro de massa.
Este fato pode ter ocorrido devido a inimeros fatores como, por exemplo, a falta
de interacdo entre a amostra e a matriz escolhida, a necessidade de uma etapa de
extracdo dos compostos e/ou pré-tratamento das amostras, ou ainda decorrente
de problemas de estabilidade das amostras no ambiente da matriz. Em
consequéncia disto, estudos envolvendo o pré-tratamento das amostras
encontram-se em andamento pela equipe de trabalho, a fim de promover um
maior entendimento do processo, de modo a permitir o estabelecimento de um
protocolo de trabalho que permita a deteccdo dos compostos naquela matriz
complexa de forma r4pida e com baixo custo operacional. De forma similar ao
observado nos experimentos de RMN, o desenvolvimento de métodos de analise
rapidos e de baixo custo constitui uma abordagem tecnolOgica de interesse
guando se objetiva uma melhor caracterizagdo dos componentes quimicos dos

vinhos, maiormente aqueles de interesse asaude humana.



6. CONCLUSOES

- As safras de vinhos C. Sauvignon 1986, 1991 e 1995 apresentaram as
melhores concentracdes de compostos de interesse farmacologico em
relacéo a média;

- A analise em sistema off-line por cromatografia liquida e espectrometria
de H-RMN e ¥C-RMN (CL-'H-RMN, CL-*C-RMN ) de amostras de
vinhos Cabernet Sauvignon, produzidos no Sul do Brasil, pode ser uma
estratégia apropriada para efeitos de estudos comparativos do perfil de
constituintes quimicos daquelas matrizes complexas;

- As safras 1988, 1990, 1994, 1995 e 2000, apresentaram 0S maiores
valores de similaridade ao controle organolético (1991), conforme
demonstrado por CL-'H-RMN e analise multivariada;

- A deteccdo de compostos de interesse asaide humana por *H-RMN
revelou que as safras 1987, 1988, 1989, 1991, 1993, 1995 e 1997 de
vinhos C. Sauvignon apresentaram um perfil qualitativo superior de
composicdo quimica;

- O monitoramento dos diversos fatores (a)bidticos que estdo ligados a
determinacdo da composicdo quimica do vinho € condicdo de
significativa importancia para o estabelecimento de conclusées em
estudos de carater comparativo da qualidade de vinhos, notadamente

devido acomplexidade de sua acao;



Comparativamente aos dados encontrados na literatura, os vinhos tintos
C. Sauvignon analisados apresentaram teores de compostos benéficos
asaude humana superiores a maior parte dos relatos encontrados para
vinhos estrangeiros;

A injecao direta de amostras de vinhos C. Sauvignon em espectrometro
de massa com ionizacdo assistida por laser ndo se mostrou uma
estratégia adequada adeteccao rapida dos compostos em estudo;

Os dados obtidos sugerem a possibilidade de valorizagdo do produto
como fator de marketing, devido ao grande interesse popular por
alimentos e bebidas funcionais, os quais trazem os beneficios das

vitaminas e compostos com atividades terapéuticas.
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