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EPIGRAFE

“Porque ter a mente boa ndo é o bastante; o principal é aplica-la bem. As maiores
almas séo capazes tanto das maiores virtudes quando dos maiores vicios, e aqueles
gue marcham lentamente podem avangar muito mais, se seguirem o caminho certo,
do que os que correm, porém dele se afastam.

Descartes, Discurso sobre o Método, Parte | (1637).



O vinho é constituido de humor liquido e luz.

Galileu Galilei



RESUMO

Pesquisas comprovam que o vinho, quando consumido em quantidade moderada,
contribui para a saude do organismo atuando principalmente contra as doencas
cardiovasculares e prevenindo varios tipos de cancer. Apesar de serem encontrados
na literatura estudos desenvolvidos com vinhos produzidos no Brasil, sdo escassos
resultados com vinhos produzidos na regido sudoeste do Parang, a qual vem se
destacando na producdo de vinhos coloniais. Neste contexto, este trabalho teve
como objetivo determinar o teor de compostos fendlicos totais pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau, atividade antioxidante utilizando trés métodos
distintos, sequestro do radical DPPH, captura do radical ABTS e reduc¢ao do ferro
(FRAP), bem como a identificacdo dos principais compostos fendlicos utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de vinhos produzidos nas cidades de
Mariépolis e Salgado Filho — Parana, no ano de 2011. Os vinhos analisados foram
produzidos a partir da uva Bordd e todos os ensaios foram realizados em triplicata..
Os resultados encontrados para os compostos fendlicos nos vinhos artesanais
produzidos em Mariépolis e Salgado Filho (PR), pelo método colorimétrico e
atividades antioxidantes nao diferiram estatisticamente entre si. Os compostos
fendlicos totais apresentaram um valor médio de 1,83 g EAG L™. Os valores de
atividade antioxidante para as amostras produzidas nas cidades de Mari6polis e
Salgado Filho foram respectivamente de, de atividade antioxidante de: 7,5 mmol de
Trolox L™ e 5,96 mmol de Trolox L™ para sequiestro do radical DDPH; 11,00 mmol de
Trolox L™ e 9,02 mmol de Trolox L™para sequestro de ABTS; 6,3 mmol e 5,57 mmol
de Fe? L™ para FRAP. . As amostras de vinho foram submetidas & cromatografia
liquida de alta eficiéncia, CLAE, e foram identificados os mesmos compostos para
ambas as amostras, sendo eles: acido galico, acido vanilico, acido cafeico, acido
cumarico, e ainda o trans-resveratrol Os resultados obtidos indicaram elevado teor
de compostos fendlicos e atividade antioxidante, justificando assim o estudo de
caracterizagdo quimica e biolégica dos derivados da uva, o que pode contribuir e

agregar valor ao produto local.

Palavras chave: vinho, atividade antioxidante, compostos fendlicos, CLAE.



ABSTRACT

Research has shown that wine, when consumed in moderate amounts, contributes to
the health of the body acting mainly against cardiovascular disease and preventing
various types of cancer. Although they are found in the literature developed with
wines produced in Brazil, there are few results with wines produced in the
southwestern region of Parana, which has been excelling in the production of wines
colonial. In this context, this study aimed to determine the content of phenolic
compounds by the colorimetric method of Folin-Ciocalteau, antioxidant activity using
three different methods, sequestration DPPH, ABTS radical capture and reduction of
iron (FRAP) as well as identification of the main phenolic compounds using high
performance liquid chromatography (HPLC) of wines produced in the cities of
Mariépolis and Salgado Filho - Parana, in the year 2011. Analyzed wines were
produced from grapes Bordd and all assays were performed in triplicate. The results
for the phenolic compounds in wines produced in artisanal Mariépolis and Salgado
Filho (PR), the colorimetric method and antioxidant activities did not differ statistically.
The phenolic compounds showed an average value of 1.83 g EAG L™*. The
antioxidant activity values for samples produced in the cities of Mariopolis and
Salgado Filho were respectively, for antioxidant activity: 7.5 mmol of Trolox L™ and
5.96 mmol L™ for Trolox sequestration radical DDPH; 11.00 mmol L™ Trolox and
Trolox 9.02 mmoles of L™ for sequestration ABTS, 6.3 mmol and 5.57 mmol Fe?* L*
to FRAP. The wine samples were subjected to high performance liquid
chromatography, HPLC, and the same compounds have been identified for both
samples, namely: gallic acid, vanillic acid, caffeic acid, coumaric acid, and further
trans-resveratrol. The results indicate a high content of phenolic compounds and
antioxidant activity, thus justifying the study of chemical and biological

characterization of the grape, which can contribute and add value to local produce.

Keywords: wine, antioxidant activity, phenolic compounds, HPLC.
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1 INTRODUCAO

A partir dos anos 80, houve um aumento consideravel na procura por alimentos
naturais que proporcionem uma melhor qualidade de vida (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004). Este crescente interesse tem impulsionado pesquisas
voltadas para o descobrimento de compostos bioativos, 0s quais se encontram
presentes em alimentos naturais (MELLO, 2009; SAUTTER et al., 2005)

Nos ultimos anos os compostos que apresentam atividade antioxidante tem
recebido atencdo especial por apresentarem capacidade de sequestrar os radicais
livres, que sdo responsaveis por diversos danos a saude (OLDONI, 2007). Além
disso, estudos demonstram que o consumo diario de substancias antioxidantes pode
proteger o organismo contra 0S processos oxidativos que naturalmente ocorrem,
estando relacionados processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo além
de desencadear doencas (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Dentre esses compostos se destacam o0s compostos fendlicos, que
apresentam capacidade de sequestrar radicais livres e quelar ions metalicos que
catalisam reacdes de oxidacdo (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Pesquisas comprovam que o vinho, quando consumido em quantidade
moderada, contribui para a saude do organismo aumentando a qualidade e o tempo
de vida, atuando principalmente contra as doencas cardiovasculares e prevenindo
varios tipos de céncer (SAUTTER et al., 2005). Devido as suas inumeras
propriedades biolégicas e nutricionais, 0s vinhos e sucos de uva atualmente tém
conquistado o mercado brasileiro (PINTO et al., 2011).

Segundo Protas, Camargo e Melo (2008) entre algumas caracteristicas da
vitivinicultura brasileira duas se destacam: sua diversidade e complexidade. Existem
diversas vitiviniculturas no Brasil, cultivadas em climas, com tecnologias, processos
e solo diferentes, o que resulta em produtos com caracteristicas diferenciadas. A
principal regido produtora de vinhos do estado do Parand é o Norte, contudo as
outras regides também vém ganhando espagco nesse cenario. Apesar de serem
encontrados na literatura estudos desenvolvidos com vinhos produzidos no Brasil,
Sao escassos resultados com vinhos produzidos na regido sudoeste do Parana, a
qual vem se destacando na produc¢éo de vinhos coloniais.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo determinar o teor de compostos

fendlicos totais, atividade antioxidante utilizando trés métodos distintos: sequestro do
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radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazina (DPPH), 2,2 — azinobis-(3-etillbenzotiazolin-6-
sulfénico) (ABTS) e reducao do ferro (FRAP), bem como identificar os principais
compostos fendlicos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em vinhos

produzidos nas cidades de Mariopolis e Salgado Filho — Parana.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a atividade antioxidante utilizando trés métodos distintos: sequestro do
radical DPPH, captura do radical ABTS e reducdo do ferro (FRAP), o teor de
compostos fendlicos totais pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau e otimizar
metodologia analitica pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para identificar os principais compostos fendlicos encontrados em vinhos
produzidos nas duas cidades que se destacam em producdo no sudoeste do estado

do Parana, safra 2011.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar os vinhos tintos nas cidades de Salgado Filho e Mari6polis, safra de
2011;

Determinar o teor de compostos fendlicos totais pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau;

Avaliar as propriedades antioxidantes utilizando os seguintes métodos
analiticos distintos: sequestro do radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazina (DPPH),
2,2 — azinobis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS); reducdo do ferro
(FRAP);

Otimizar a metodologia analitica para identificar os principais acidos fenoélicos

— galico, vanilico, cafeico, cumarico, ferulico — e o estilbeno trans- resveratrol

utilizando a técnica CLAE.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HISTORIA DO VINHO

De todos os alimentos e bebidas conhecidos até hoje, o vinho talvez seja a
mais rica historicamente e culturalmente (PHILLIPS, 2005). Ndo se sabe ao certo
guando foi descoberto ou a idade certa do vinho, mas pesquisadores datam essa
bebida de aproximadamente sete mil anos (JONHSON, 1989; GALLICE, 2010).
Sabe-se também que as sementes de uvas mais antigas foram encontradas na
Turquia, Libano e Jordania a aproximadamente 8000 a.C. Foram encontradas
também na Russia sementes datadas de 7000 — 5000 a.C (JONHSON, 1989).

Em suma, o vinho tem grande espa¢o na historia, fazendo parte da
agricultura, indastria, do comercio, das regulamentacBes estatais e ainda da
medicina, religido e cultura (PHILLIPS, 2005).

Do ponto de vista econémico desde muito tempo se apresenta importante. Os
paises com maior destaque na producdo de vinhos sao Franca, Italia, Espanha e
Portugal. Paises como Chile e Australia vem ganhando destaque na exportacdo do
produto (PHILLIPS, 2005). Contudo deve-se observar que nos dias de hoje vinhos
sdo produzidos em lugares que antigamente eram inaceitaveis, como por exemplo,
Canada, Estados Unidos e Nova Zelandia (PHILLIPS, 2005).

Desde a antiguidade, o vinho apresenta-se ligado a medicina,
desempenhando sempre um papel principal. Os primeiros praticantes da arte da
cura, chamados muitas vezes de curandeiros ou até mesmo religiosos, utilizavam o
vinho como remédio. Papiros do Egito antigo e tdbuas dos antigos Sumérios (cerca
de 2200 a.C.) ja traziam receitas baseadas em vinho, tornando assim a mais antiga
prescricdo médica documentada (VIDA E SAUDE, 2011; PHILLIPS, 2005).

Desde a antiguidade o vinho passou a fazer parte da dieta alimentar humana,
trazendo junto com resinas de arvores importantes beneficios para a saude, logo
sendo conhecidos como importantes propriedades medicinais e terapéuticas. Ja
nessa época foi sugerido que as sociedades que bebiam vinho eram mais saudaveis
do que aquelas que nao bebiam (PHILLIPS, 2005).

Pode-se dizer que as descobertas de Louis Pasteur (1822-1895) sobre micro-

organismos e o0 processo de fermentacdo, foram o0 grande marco para o
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desenvolvimento da enologia moderna. O século XX presenciou grandes avangos
tecnoldgicos nos vinhedos e nas vinicolas. Nos anos 70, constatou-se que o Novo
Mundo era capaz de competir com as regides classicas Europeias na alta qualidade
de vinhos. Ao mesmo tempo, a producdo em grande escala resultou em queda na
qualidade, mas os anos 80 e 90 trouxeram nNOVOS progressos técnicos e 0 novo
milénio anunciou qualidade e confiabilidade. Nos anos 90, percebeu-se que os bons
vinhos néo resultam apenas de um bom processo de fabricagcdo, mas também de
cuidados com os vinhedos. A poda para garantir safras pequenas, o equilibrio entre
a vinha e seu ambiente e a viticultura aumentam a qualidade do produto final
(JONHSON, 1989; GALLICE, 2010).

3.2 VINHOS E SAUDE

O vinho é resultado de um processo natural de fermentacao e é definido pela
Office International de la Vigne et du vin (OIV) como “bebida resultante da
fermentacdo do mosto (suco) de uvas frescas”.

Segundo Jonhson (1989) a fermentacédo € um processo bioquimico, realizada
por microorganismos que convertem moléculas de carboidratos (agucares) em
alcool, gas carbbnico e energia.

Para Gallice (2010) a producdo de vinhos € um sensivel conjunto de
procedimentos e reacdes que influenciam diretamente sua consisténcia, sabor e
aroma. Os principais processos na producdo de vinhos s&o: maturacao,
esmagamento e desengaco das uvas, adicdo de leveduras ao mosto, maceracao,
fermentacao, clarificacdo, filtracdo, engarrafamento e envelhecimento (GALLICE,
2010; JONHSON, 1989).

Os elementos quimicos do vinho sdo todos encontrados dentro ou na casca
da uva. A polpa da uva contém agua, acUcar e pectina; a casca fornece o tanino, o
fermento e o pigmento aos vinhos tintos e rosé. Durante o processo, 0 que acontece
€ 0 acucar sendo transformado em alcool e em dioxido de carbono. Porém a uva
nao fermenta espontaneamente e a intervencdo do homem € necessaria para
esmaga - la e controlar a temperatura. O vinho deve ficar protegido do ar e guardado
em barris, tanques ou garrafas para impedir que se transforme em vinagre. O sabor

e qualidade do vinho é resultado principalmente do tipo de uva utilizada, é também
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influenciado pelo solo em que a videira é plantada e indiscutivelmente muitas
caracteristicas como aspecto, aroma e sabor s&o resultantes da vinificagao.
Contudo, 90% da qualidade do vinho estd associada a uva (PHILLPS, 2005;
GALLICE, 2010).

Estudos indicam que existe uma correlagao inversa entre consumo moderado
de vinhos tintos e doengas cardiovasculares. O vinho desperta interesse dos
cientistas por apresentar uma vasta gama de substancias (aproximadamente 500)
até agora identificadas, destacando a presenca de oxidantes, redutores e
catalisadores, bem como compostos fendlicos, taninos e antocianinas, podendo
estes intervir no sabor, textura e cor. E ainda pode-se dizer que os vinhos sao ricos
em compostos com grande atividade antioxidante. Estudos clinicos e in vitro
mostram multiplos efeitos biologicos relacionados aos compostos fendlicos da dieta,
tais como: atividades antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana e
anticarcinogénica, sendo que a ingestédo de 25 a 50 mg de compostos fendlicos por
dia pode proporcionar menor risco de doencas do coracdo (ABE et al., 2007,
GALLICE, 2010; CABRITA; SILVA; LAUREANO, 2003; JANG et al., 1997).

Como descreve Penna e Hecktheuer (2004) os europeus utilizam o vinho
como uma complementacdo alimentar, pois este contém carboidratos, vitaminas e
minerais, provenientes da uva. Além da agua (80 a 85% do volume), a bebida ainda
fornece ao organismo energia na forma de acgulcares, como glicose e frutose. Entre
0S minerais, destacam-se o potassio, o cobre, o zinco, o flior, o magnésio, o
aluminio, o iodo, o boro e o silicio que, mesmo em quantidades pequenas, Sao
indispensaveis para que o organismo execute bem todas suas funcdes. Além destes
constituintes, o vinho também pode conter algumas vitaminas, como, por exemplo, a
biotina, o acido pantoténico, a niacina, a tiamina e o acido ascorbico.

As uvas sao consideradas uma das maiores fontes de compostos fendélicos
quando comparadas a outras frutas e vegetais, porém a grande diversidade entre as
cultivares resulta em uvas com diferentes caracteristicas, tanto de sabor quanto de
coloragdo, o que certamente esta associado com o conteudo e o perfil dos fendlicos.
Por ser a matéria-prima para a producéo de vinhos e sucos, é importante conhecer
os teores de compostos fendlicos das uvas, pois estes podem influenciar a
gualidade dos produtos finais (ABE et al., 2007).

Em 1989, um estudo da Organizacdo Mundial de Saude mostrou correlacdo

significante entre consumo de gorduras saturadas e mortalidade por doenca



16

aterosclerotica coronéaria (DAC). A Unica discrepancia era representada pela Franca,
onde, apesar do elevado consumo de laticinios, a proporcdo de DAC era
relativamente baixa. O fato foi atribuido ao consumo regular de vinho tinto nesse
pais, consumidos regularmente durante as refeicbes, que aumentam o HDL
(lipoproteina de alta densidade), diminuindo com isso o LDL (lipoproteina de baixa
densidade) no sangue. Esse curioso dado estatistico ficou conhecido como
“Paradoxo Francés” (ABE et al., 2007; CERQUEIRA; GENNARI; OHARA, 2007).

3.3 VITIVINICULTURA

Dados histéricos apontam que as primeiras videiras foram trazidas para o
Brasil, mais precisamente na entdo Capitania de Sao Vicente, hoje estado de Séo
Paulo. Logo, a vitivinicultura foi levada para outras regides do pais (MELLO, 2009).

A vitivinicultura atualmente € uma atividade importante para a
sustentabilidade da pequena propriedade rural no Brasil. Nos Ultimos anos tem se
tornado importante fonte na geracdo de empregos, em grandes empreendimentos
para producdo de uvas para consumo in natura e uvas para o processamento de
vinhos e sucos (MELLO, 2012).

Segundo a Unido Brasileira de Vitivinicultura, o consumo de vinho no Brasil
vem aumentando consideravelmente. Em 2009 foram produzidos no Brasil um total
de 1.345.719 toneladas de uva. Em 2011 a producdo de uvas destinadas ao
processamento aumento cerca de 50%, isso devido ao fato de as condicdes
climaticas nesse ano serem extremamente favoraveis, o restante da producéo foi
destinada ao mercado de uva in natura (MELLO, 2012).

Como mostra dados estatisticos do IBGE, sobre a producdo de uvas no ano
de 2011, houve um crescimento de aproximadamente 13% na producdo de uvas,
sendo que o maior aumento na producdo aconteceu no estado de Pernambuco
(24%). O Parana e Santa Catarina também entraram nos estados em que foi
observado um aumento na producdo. Ja na Bahia houve reducdo de 21% na
producdo de uvas. Nos estados de S&o de Paulo e Minas Gerais pode-se observar
um pequeno declinio também na produgéo.

No Brasil, o Rio Grande do Sul representa a maior produtora de uvas e vinhos

do pais, concentrando mais de 90% da producédo vinicola. A maior parte dessas
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vinicolas esta localizada na Serra Gaulcha, regido de montanha ao norte no estado,
onde se destacam as cidades de Bento Gongalves, Garibaldi e Caxias do Sul,
seguidas de Flores da Cunha, Farroupilha e Canela, e o restante esta localizado em
Erechim, no noroeste do estado (MELLO, 2009).

No fim do século XX, o mundo tinha mais de oito milhdes de hectares de
vinhas e produzia quase 300 milhdes de hectolitros de vinho. Do Chile a Africa do
Sul, Nova Zelandia e China, os melhores vinhos atualmente sdo produzidos na
regiao global (GALLICE, 2010).

3.3.1 Vitivinicultura no Sudoeste do Parana

A viticultura, na Regido Sudoeste do Parana, teve inicio junto com a
colonizagéo, quando imigrantes vindos do estado do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina ocuparam as terras disponiveis, formaram familias e desenvolveram seus
costumes, entre eles, a cultura da videira e a fabricacdo do vinho e outros derivados
de uva. No entanto, somente a partir da década de 1990 que essa pratica se
transformou em uma alternativa de renda e foco de investimentos produtivos
(ZARTH et al., 2011).

Segundo o IBGE, a regido do estado do Parana que vem se destacando na
producdo de vinhos € a regido sudoeste. Atualmente € composta por mais de 1300
viticultores, onde cultivam anualmente 1100 ha de uva, cerca de 300 produtores
produzem 1.500.000 L/ano de vinho em pequenas e médias cantinas. Além da
producdo de vinho no sudoeste do estado do Parana, tem havido o aumento na
producdo e consumo de suco de uva nos ultimos anos, passando de 150 mL per
capita em 1995 para 480 mL em 1998, situando-se em 390 mL per capita, em 2003
(SANTANA et al., 2008).

Porém o produto local ainda ndo é tdo valorizado. Segundo Souto et al.,
(2001) vinhos de diversos paises apresentaram valores médios de resveratrol de:
Canada, 0,77 mg.L™?, EUA, 0,998 mg.L™?, Grécia, 0,873 mg.L™, Japdo, 0,157 mg.L’
! Portugal, 1,00 mg.L?, Chile e Argentina, 1,21 mg.L" , enquanto os vinhos
produzidos na serra gaticha mostraram teores médios de 1,78 mg.L™, confirmando a
presenca de elevada atividade antioxidante nos vinhos produzidos no Rio Grande do
Sul.
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Estudos tEm sido realizados com o objetivo de determinar a atividade
antioxidante de vinhos e sucos de uva (DAVALOS; BARTOLOME; GOMEZ-
CORDOVES., 2005; SANCHEZ-MORENO, 2003; DANI; OLIBONI; VANDERLINDE,
2007; MULERQO, et al., 2011), no entanto, no Brasil existem poucos estudos sobre o
conteudo de resveratrol e atividade antioxidante de sucos e vinhos, principalmente
daqueles produzidos nos estados do Parand e Santa Catarina, o qual demostra

importancia deste estudo para a caracterizacdo do produto local.

3.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Como cita Gallice (2010) “os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas
que apresentam hidroxilas e anéis aromaticos, na forma simples ou de polimeros, o0
que Ihes confere uma estrutura antioxidante”. Eles estdo presentes em grande
escala na natureza e Sao responsaveis geralmente pelas propriedades
organolépticas e coloracdo de muitas frutas e flores, podendo ainda contribuir com
propriedades benéficas para o organismo humano. Pode-se dizer que a qualidade de
alguns alimentos, principalmente bebidas alcodlicas e sucos, tem relacdo direta com
a presenca de algumas substancias fendlicas em sua composicdo (ROSSATO et al.,
2000; CERQUEIRA; GENNARI; OHARA, 2007).

Os compostos fendlicos sdo heterogénios e apresentam em sua estrutura
varios grupos benzénicos caracteristicos, substituidos por grupos hidroxilas (Figura
1) (SOARES, 2008). O composto mais comum € o fenol simples que é o resultado
da descarboxilacdo de acidos fendlicos (SOARES, 2008). As propriedades
bioldgicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a atividade antioxidante
que cada fenol exerce sobre determinado meio. A atividade dos antioxidantes
depende de sua estrutura quimica, podendo ser determinada pela agdo da molécula
como agente redutor (velocidade de inativacdo do radical livre, reatividade com
outros antioxidantes e potencial de quelacdo de metais) (MAMEDE; PASTORE,
2004).
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Figura 1 — Férmula estrutural do fenol

As plantas sintetizam centenas de compostos fendlicos, que possuem
variadas estruturas e funcdes Os compostos fenolicos sdo classificados como
flavonoides e nao-flavonoides. Do primeiro grupo fazem parte os flavonois
(catequina, epicatequina e epigalocatequina), nao-flavonoideis (caempferol,
quercetina e miricetina) e antocianinas, e ao segundo grupo pertencem o0s acidos
fendlicos, hidroxibenzoéicos e hidroxicinamicos. Além destes compostos, pode-se
encontrar também o resveratrol pertencente a classe dos estilbenos (ABE et al.,
2007). Os compostos fendlicos podem ser encontrados nos vegetais na forma
complexa ligados a acucares (glicosilados) e proteinas, ou na forma isolada
(agliconas) (GALLICE, 2010; CERQUEIRA; GENNARI; OHARA, 2007; ABE et al.,
2007).

A uva é uma fruta que apresenta muitas classes de compostos fendlicos,
sendo que os principais sao os grupos dos flavonoides (antocianinas e flavandis), os
estilbenos (resveratrol), os &cidos fendlicos (derivados dos &cidos cinamicos e
benzéicos) e uma larga variedade de taninos (MALACRIDA; MOTTA, 2004). Dentre
todos os compostos fendlicos das uvas, o resveratrol tem atraido atencédo especial
nas Ultimas décadas em resultados a estudos epidemiolégicos que mostram
correlacéo inversa entre o0 consumo moderado de vinho e doencas cardiovasculares.
Os estudos com resveratrol tiveram inicio a partir de investigacfes relacionadas a
dieta francesa chamada de ‘Paradoxo Francés’ (ABE et al., 2007).

Segundo Soares (2008), “os compostos fenélicos agem como antioxidantes
nao somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também por
causa de seus radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacao de varios

ingredientes do alimento, particularmente de acidos graxos e 6leos”.

3.4.1 Flavonoides
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A palavra flavonoide € originada do latim flavus, que significa amarelo, e era
designada inicialmente somente para compostos que apresentassem coloracao
amarela. Atualmente sabe-se que 0s grupos pertencentes a essa classe incluem
compostos de varias coloragbes ou até mesmo incolores. Estes compostos
absorvem radiacfes na regido do ultravioleta e do visivel desempenhando assim o
papel de defesa nas plantas contra as radiacbes solares, podendo também
apresentar uma barreira quimica contra micro-organismos (PETERSON; DWYER,
1998; RICE-EVANS, 2004).

Os flavonoides sdo os compostos mais abundantes na dieta humana por
serem encontrados em grande variedade e frutas, hortalicas, cha preto, vinho, suco
de uva, pdlen, propolis, entre outros. Calcula-se que existem cerca de 5000
flavonoides com estruturas diferentes, mas que apresentam como estrutura basica o
nucleo flavanico, (Figura 2) (BEHLING, 2007; OLDONI, 2010).

Figura 2 - Estrutura genérica de uma molécula de flavonoide.

As diferentes classes dos flavonoides estdo relacionadas com as
caracteristicas do anel C como a presenca ou auséncia do anel central, hidroxilas ou
duplas ligacdes ligadas a este (OLDONI, 2010). Os principais flavonoides

encontrados na natureza sao: antocianidina, flavonodis, flavonas e as flavanonas.

3.4.2 Acidos Fenodlicos

Como destaca Stalikas (2007) “o termo acido fendlico € denominado aos
fenodis que apresentam acidos carboxilicos”. Estes sao divididos em dois grupos que
apresentam estruturas diferentes, s&o eles o0s hidroxibenzoicos e o0s

hidroxicinamicos. Apesar de apresentarem estruturas semelhantes, estas se
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diferenciam pelo nimero e posicdo da hidroxila no anel aromético (STALIKAS,
2007).

3.4.2.1 Acido hidroxibenzodico e hidroxicinamicos

Os acidos pertencentes ao grupo do &acido hidrobenzoico e do &acido
hidroxicindmico tem origem nas estruturas gerais expostas nas figuras 3 e 4 (As
letras R significam o grupo OH substituinte).

H

R COOH

Figura 4 - estrutura geral dos acidos hidroxicinamicos

No grupo dos acidos hidroxibenzéicos (Figura 3), compostos que possuem
grupo carboxilico ligado ao anel aroméatico, destacam-se os acidos protocatecuico,
vanilico, siringico, salicilico, elagico e gdlico. Esses dois grupos de acidos fendlicos
tém apresentado propriedades antioxidantes (HARBORNE, 1973). Embora outras
caracteristicas também contribuam para a atividade antioxidante dos &cidos
fendlicos e seus ésteres, esta €, geralmente, determinada pelo niamero de hidroxilas
presentes na molécula (RAJALAKSMI; NARASIMHAN, 1995).

Os derivados do &cido hidroxicindmico sdo compostos fendlicos que possuem
um anel aromatico com uma cadeia carbénica, constituida por trés carbonos ligada
ao anel. Os acidos p-cumarico, ferulico, caféico e sinaptico sdo os hidroxicinamicos
mais comuns na natureza. Estes acidos existem nas plantas, geralmente na forma

de ésteres, como por exemplo o acido clorogénico. Também s&o encontrados na
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forma de glicosideos ou ligados a proteinas e a outros polimeros da parede celular
e, as vezes se apresentam, como &cidos livres (BELITZ; GROSCH, 1988; DURAN ;
PADILLA, 1993; HARBORNE, 1973).

3.4.3 Grupo dos estilbenos — trans-resveratrol

O resveratrol é o estilbeno prioritario e que se apresenta em maiores
concentragdes em uvas tintas e seus derivados, como o vinho e suco (MONAGAS et
al., 2005). O resveratrol ocorre em duas formas isoméricas (trans e cis), o trans
resveratrol ou 3,5,4'-trihidroxistilbeno (Figura 5) € a forma mais abundante e esta
localizado principalmente na casca das uvas (WANG et al., 2002). Como descreve
VACCARI et al., 2009:

A atividade antioxidante do trans-resveratrol esta relacionada com sua
estrutura quimica, especialmente o ndimero e o0 arranjo dos grupos
hidroxilas livres nos anéis arométicos. Influem também o seu tamanho,
massa e forma, assim como sua estereoquimica. Sua fung¢é@o “protetora”
esta relacionada com a doacdo de hidrogénios das hidroxilas para os

radicais livres.

OH
HO ‘ e O

OH

Figura 5 - Estrutura quimica do trans-resveratrol

O trans-resveratrol €, um componente sintetizado pela videira em resposta a
uma situacao de estresse, como o ataque de alguns micro-organismos patogénicos.
O trans-resveratrol é encontrado nos vinhos tintos em concentra¢cdes muito variadas.
Essa substancia antioxidante concentra-se nas ceélulas da pelicula da uva, por isso
seu teor é maior nos vinhos tintos (VACCARI, 2009; SAUTTER et al., 2007).

No gréo de uva, a sintese de resveratrol € principalmente iniciada na casca e
€ ausente ou em baixissima concentracdo na polpa da fruta (JEANDET et al.,1991;
KALLITHRAKA et al., 2005). A concentragdo de resveratrol aumenta durante a
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fermentacdo em presenca da casca, mas esta quantidade é dependente da
variedade da uva e das condicbes enologicas de processamento (OKUDA,
YOKOTSUKA, 1996; LAMUELA-RAVENTOS et al.,, 1995; KALLITHRAKA et al.,
2005). A extracdo do resveratrol da casca pode ser facilitada com o etanol produzido
durante o processo de fermentacdo (THRELFALL et al., 1999).

O trans-resveratrol tem mostrado importantes propriedades biologicas entre
elas: antimicrobiana, antifingica e antioxidante, além de inibir a oxidacao lipidica,
diminuir a mortalidade por doencas cardiovasculares em populagcbes que
apresentam um consumo moderado e regular de vinho e capacidade protetora
contra o cancer, devido a sua acao antioxidante, antimutagénica e anti-inflamatoria
(VACCARI et al., 2007; SAUTTER et al., 2007).

3.5 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagéo, por
meio de varios mecanismos, como a inibicdo de radicais livres e complexacdo de
metais (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Uma definicdo de antioxidante foi descrita
por Halliwel (1996), como: "qualquer substancia que diminui ou previne
significativamente a oxidacdo de outra substancia, sempre que presente em menor
concentracdo quando comparada a substancia oxidavel de interesse”.

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em
alimentos, devem ser seguros para a saude. Alguns dos antioxidantes sintéticos
mais importantes sao hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT)
e entre o0s naturais destacam-se acido ascoérbico, vitamina E e [-caroteno
(HALLIWEL et al., 1996).

Estudos tém demonstrado que o consumo de antioxidantes na dieta diaria
pode produzir uma acdo protetora efetiva contra 0s processos oxidativos que
naturalmente ocorrem no organismo. Estas substancias também estdo ligadas com
processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo (DEGASPARI, 2004).

Atualmente o interesse em encontrar antioxidantes naturais para o0 emprego
em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, tem aumentado

consideravelmente, com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tém
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sido restringidos devido ao seu potencial de carcinogénese, bem como pela
comprovacao de diversos outros males (DEGASPARI, 2004).

3.5.1 Métodos de analise de atividade antioxidante

Muitas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, permitindo assim uma selecéo rapida de substancias que tem uma capacidade
biolégica potencial. Nao existe apenas um método preciso para uma determinada
substéancia, isso ocorre pelo fato de que existe uma grande variedade de radicais
livres e varias formas de acdo no organismo. Portanto, quanto mais métodos forem
utilizados para caracterizar e quantificar uma substancia melhor, pois cada técnica
apresenta uma matriz com reacdes e principios diferentes, podendo assim agir de
forma diferenciada para cada substancia (ALVES et al., 2010; MELO, 2010).

Dentre os métodos mais utilizados trés se destacam neste trabalho: sequestro
do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH¢), poder antioxidante de redug¢ao
do Ferro (FRAP) e captura do radical livre ABTS™.

O método de DPPH consiste em inibir os radicais DPPH, baseando-se na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). Pode-se verificar através da estrutura do DPPH (Figura 6)
gque o composto pode aceitar um elétron ou radical hidrogénio para entdo se
transformar em uma molécula estavel. O DPPH apresenta uma absorcéo
caracteristica no comprimento de onde de 517 nm, e em solugdo organica possui
uma coloragdo violenta intensa. A partir da reducdo do radical DPPH por um
antioxidante, seu elétron se torna emparelhado, diminuindo assim sua absortividade,
transformando-se de uma colora¢éo violeta para amarela. O DPPH é uma radical
gue néo reage com flavonoides que nao apresentam grupos — OH no anel B, bem
como acidos aromaticos contendo apenas um grupo — OH (ROGINSKI ; LISSI,
2005).
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Figura 6 - Estrutura quimica do radical DPPH e reagéo de estabilizagdo com um antioxidante.
Fonte: Moon e Shibamoto (2009).

J4 o método de captura do radical ABTS™ reage com qualquer composto

aromatico hidroxilado, podendo reagir com grupos — OH que nao contribuem com a

atividade antioxidante. E um composto que reage em solucdo aquosa. O radical

ABTS™ apresenta uma cor esverdeada e é formado pela reducdo do ABTS pelo

persulfato de potassio. Ao reagir com 0s antioxidantes presentes na amostra, 0

radical vai descolorindo e esse decaimento de coloracdo é medido pela absorbancia

a 734 nm (Figura 7) (Re et al., 1999).
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Figura 7 - Formagao do radical estavel com persulfato de potassio e reacdo com antioxidante.
Fonte: Moon e Shibamoto (2009);

O método de atividade antioxidante FRAP consiste na reducdo do complexo
ferritripiridiltriazina (Fe** - TPTZ) a ferroso tripiridiltriazina (Fe** TPTZ), em meio
acido, pelos agentes antioxidantes naturais presentes, neste caso no vinho (Figura
7). Esta reducdo pode ser acompanhada pela coloracdo azul intensa apresentada
pelo complexo de Fe?*, com absorcdo na regido de 593 nm (Figura 8).
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Figura 8 - Reducao do complexo TPTZ com Fe3+.
Fonte: Rufino et al. (2006).

O fator limitante deste método € que nem todos os antioxidantes presentes
em uma matriz complexa reduzem o ferro, assim como nem todo redutor do Fe**
Fe?* é antioxidante. Porém, este método é muito utilizado em conjunto com outros

ensaios para analises de plantas e alimentos (PINELI, 2009).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de vinhos tintos seco, variedade Vitis Labrusca (cultivar Bordd),
foram coletadas nas cidades de Mariopolis e Salgado Filho, ambas localizadas na
regido sudoeste do Parana. Em cada vinicola, foram coletadas trés amostras de um
mesmo lote, estes representativos da producdo do ano de 2011. As garrafas foram
armazenadas no escuro e abertas imediatamente antes das andlises, garantindo a

integridade das amostras. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.2 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de compostos fendlicos foi determinado pelo método colorimétrico
de Folin-Ciocalteau (SINGLETON et al., 1999). Este método envolve a oxidacao de
fendis por um reagente amarelo heteropoliacido de fosfomolibdato e fosfotungsténio
(reagente de Folin-Ciocalteau), e a medida colorimétrica de um complexo azul Mo-W
que se forma na reacdo em meio alcalino (SINGLETON; ROSSI, 1965). Para a
determinacao de fendlicos totais, uma aliquota de 0,5 mL de amostra previamente
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diluida foi misturada com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:10. Apés 5
minutos de repouso da mistura, foram adicionados 2,0 mL de Na,COjz; 4%. As
solugcbes incubadas em local escuro, a temperatura ambiente e apds 2 horas
absorbancia foi medida a 740nm. Os resultados do teor dos de compostos fendlicos
totais sdo expressos em grama de equivalente de &cido galico por litro de amostra (g
EAG L™). A curva padrdo analitica foi construida contendo na faixa de 10 a 100 mg

L™ de acido galico.

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.3.1 Atividade Antioxidante pelo Sequestro do Radical DPPHe

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH- foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. com algumas modificagdes. A
mistura da reacdo foi constituida pela adicdo de 0,5 mL das amostras diluidas 100
vezes, 3 mL de etanol absoluto e 0,3 mL da solucdo do radical DPPH 0,5 mM em
etanol absoluto, apés 45 minutos de reacdo em temperatura ambiente e ao abrigo
da luz, foi realizada leitura em espectrofotdmetro a 517 nm. Para o controle negativo
foi substituido o volume da amostra por igual volume do solvente. Preparou-se o
branco substituindo o volume da solucdo de DPPH por igual volume de etanol. Para
o calculo da capacidade antioxidante das amostras foi preparada uma curva padrao
analitica utilizando o antioxidante sintético Trolox como padrao de referéncia nas
concentracdes 15 a 100 pmol L. Os resultados da atividade antioxidante foram

expressos em mmol L.

4.3.2 Atividade antioxidante através da captura do radical livre ABTSe+

Para esta metodologia utilizou-se o método descrito por Re et al., (1999) com
algumas modificacbes. A formacao do radical ABTS™ foi obtida a partir da reacéo de
7 mM de ABTS com 140 mM de persulfato de potassio, incubada a temperatura
ambiente na auséncia de luz num periodo de 16 horas. Apos esse tempo diluiu-se a

solugcdo em etanol até obter uma absorbancia de 0,700 £ 0,200 em 734 nm. Foram



29

adicionados 30 pL de amostra para 3 mL da solucdo contendo o radical. A
absorbancia foi determinada em espectrofotémetro, a 734 nm apds 6 minutos de
reacdo. Para a construcdo da curva padrao utilizou-se o antioxidante sintético Trolox
nas concentracdes de 100 a 2000 pmol L™. Os resultados da atividade antioxidante

foram expressos em mmol de Trolox por litro de amostra.

4.3.3 Atividade Antioxidante pelo método de reducao do Ferro FRAP

Esta metodologia seguiu o descrito por Benziel e Strain (1996) com algumas
modificacdes. O reagente FRAP foi preparado por meio da mistura de 25 mL de uma
solugdo de tampéo acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL da solu¢do TPTZ (10 mM
TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 mL de FeCl; (20 mM) em solu¢cdo aquosa. Adicionou-se
uma aliquota de 100 uL da amostra previamente diluida a 3 mL do reagente FRAP e
incubou-se a 37°C em banho-maria por 30 minutos. A absorbancia foi medida apés
esse tempo € o espectrofotbmetro zerado com a solucdo FRAP. Fez-se a curva de
calibracdo com sulfato ferroso nas concentragdes 100 — 2000 pmol L?, e os

resultados foram expressos em mmol de Fe?" por litro da amostra.

4.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS UTILIZANDO CLAE

Os compostos fendlicos: acido cafeico, acido ferdllico, acido galico, acido
vanilico, &cido cumarico e o estilbeno trans-resveratrol foram extraidos da amostra
utilizando a particao liquido-liquido e na sequencia, identificados por CLAE.

A extracao liquido-liquido foi realizada de acordo com o descrito por Porgah
e Buyuktuncel (2012), com algumas modificacdes. Acidificou-se 4 mL da amostra, a
pH 2, com uma solugdo de &cido cloridrico 3 mol L™, na sequencia adicionou-se 4
mL do solvente acetato de etila, este conjunto foi agitado em vortex por 1 minuto e
em seguida centrifugado por 5 minutos em 5000 rpm. O sobrenadante foi retirado e
0 processo de extracao repetido trés vezes. O sobrenadante resultante do processo
foi evaporado em um evaporador rotativo e o residuo seco dissolvido em 750uL de
metanol e 250 pL de agua.

Para analise por CLAE foi injetado um volume de 10 pL em um cromatégrafo

liguido acoplado a um detector de fluorescéncia com Aem 374 Nnm e Aex 330 Nm para
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deteccdo do trans-resveratrol, sendo os demais compostos identificados pelo
espectro de absorcdo na regidao ultravioleta, utilizando os recursos do detector de
arranjo de fotodiodos. A coluna analitica utilizada foi de fase reversa C-18 (250 mm x
4,6 mm, 5 ym) Varian, mantida a 30°C. A fase movel utilizada foi uma mistura de
metanol (solvente B) e agua (solvente A), ambos acidificados com acido acético a
0,1%, com eluicdo em modo gradiente. O gradiente iniciou com 5% de B até 7% de
B em 7 minutos, 20% de B em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 90% de B em
50 minutos e 5% de B em 55 minutos, mantendo esta concentracdo por mais 10
minutos, numa vazao de 1 mL por minuto. Neste trabalho, foram utilizados padrbes
auténticos de &cido ferulico, acido galico, acido vanilico, acido cafeico, &cido

cumarico e trans-resveratrol.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente o conjunto de dados foi submetido & analise de homgeneidade de
variancia, pelo teste de Levene e analise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.
O conjunto de dados foi submetido a anélise de variancia (ANOVA) e para o teste de
contraste entre as medias, foi utilizado o teste de Tukey, utilizando o programa
Assistat 6.0. As andlises estatisticas foram feitas empregando-se o nivel de
significancia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendlicos totais ndo foi estatisticamente diferente entre

as amostras analisadas (Tabela 1), apresentando um valor médio de 1,83 g EAG L™

Tabela 1 — Teor de compostos fendlicos em amostras de vinhos tintos.

Amostras de vinhos (Ano 2011) Fendlicos totais (g EAG L™)*
Mariopolis 2,07 £ 0,272
Salgado Filho 1,60 + 0,06°

* grama equivalente em acido galico por litro de amostra.
**médias com letras iguais, na mesma coluna, néo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).
***0s nimeros indicados depois das médias denotam o desvio padréo entre as réplicas.
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Estudos realizados por Gallice et al., (2011), com amostras de vinhos tintos
da regido Sul do Brasil, demonstraram valores de compostos fendélicos que variaram
de 0,97 a 2,91 g EAG L, com valor médio de 1,91 g EAG.L™" . Mamede e Pastore
(2004) encontraram teores de fendlicos variando de 1 a 4 g de EAG L™ para vinhos
tintos de diversas nacionalidades. Freitas (2006) encontrou valores que variaram de
0,49a 1,72 gde EAG L™

Porgali e Bilyuktuncel (2011) em estudos com vinhos nativos da Turquia
encontraram valores de fenélicos totais que variaram de 1,83 a 3,4 g EAG L™. Dias e
Menegon (2012) encontraram valores para amostras de vinhos tintos, cabernet
Sauvignon, que variaram de 1,65 a 1,90 g EAG L™.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os descritos na literatura,
contudo a quantidade de compostos fendlicos totais pode diferir de uma amostra
para outra em consequéncia da caracteristica dos vinhos, variedade da uva, fatores
ambientais dos vinhedos, bem como técnicas de processamento, producdo e

maturacdo dos vinhos (LI et al., 2009)

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a determinacgdo da atividade antioxidante, foram utilizados trés métodos
distintos de andlise, com principios reacionais distintos para a caracterizacao das
amostras. Foi possivel concluir que ndo houve variacéo estatisticamente significativa
entre as amostras para nenhum dos métodos utilizados (Tabela 2).

Os resultados encontrados para as atividades antioxidantes corroboram com

0s encontrados na literatura

Tabela 2 — Atividades antioxidantes de vinhos pelos métodos de DPPH, ABTSe«+ e
FRAP

Amostras de

DPPH (mmol de

ABTS (mmol de

FRAP (mmol de Fe’

vinhos (2011) Trolox L™ Trolox L™ LY
Maridpolis 75+1,0% 11,00 + 0,592 6,32 + 0,942
Salgado Filho 5,96 + 0,063% 9,02 +5,3?2 5,57 + 0,142

*médias com letras iguais, ha mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).
**0s numeros indicados depois das médias denotam o desvio padréo entre as réplicas.
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Seruga et al. (2010) em estudos com vinhos (variedade vitis Vinifera) de
regides distintas da Croé&cia, encontraram valores de atividade antioxidante de 7,9 a
24,2 mmol de Trolox L™ para ABTS e de 9,2 a 37,8 mmol de Trolox por L™ de DPPH.
Gris (2011) et al. analisaram a capacidade antioxidante de vinhos pelo método ABTS
e DPPH (variedade vitis Vinifera) da regidao de Sao Joaquim, no sul do Brasil, entre
0s anos de 2006 e 2007, encontrando valores que variam de 11,2 a 23,17 mmol de
Trolox por L™.

Granato et al. (2011) estudando vinhos da variedade Vitis vinifera (Merlot,
Malbec, Pinot Noir, Cabernet e Sauvignon e Syrah) de trés paises da America do Sul
- Chile, Argentina e Brasil - encontraram valores de atividade antioxidante pelo
método de DPPH que corroboram com os encontrados nesse trabalho.

Foi possivel observar que as amostras possuem uma elevada atividade
antioxidante quando comparadas com outras amostras de vinhos analisadas e
descritas na literatura. Para o método de atividade antioxidante pela reducédo do
ferro (FRAP) nao foi possivel encontrar estudos na literatura, justificando assim a

importancia da realizacdo deste estudo.

5.4 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS UTILIZANDO CLAE

Utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), os
principais acidos fendlicos e o estilbeno trans-resveratrol foram identificados por
comparacao dos tempos de retencao, similaridade espectral e cocromatografia entre
padrdes auténticos e as amostras.

Os acidos fendlicos, galico e vanilico, foram identificados utilizando o
detector arranjo de diodos trabalhando no comprimento de onda de 280 nm,
enquanto os &cidos caféico, cumarico, e ferrulico absorvem fortemente a radiacéo
ultravioleta em 320 nm (Figura 9 a). Para a identificacdo do estilbeno trans-
resveratrol foi utilizado o detector de fluorescéncia (9 b) pelo fato deste ser mais

sensivel que os outros detectores para este composto nas amostras analisadas.
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Figura 9 - Cromatograma obtidos para os padrdes. (a) Detector arranjo de diodos 1 - 4cido
gélico, 2- acido vanilico, 3 - 4cido caféico, 4 — 4cido cumaério, 5 — 4cido ferrulico 6 - trans-
resveratrol e b) detector de fluorescéncia 6 - trans-resveratrol

Para ambas as cidades foram identificados os mesmos compostos fendlicos,
sendo eles: acido galico, acido vanilico, acido cafeico, acido cumarico (Figuras 10 e

11), e ainda o trans-resveratrol.
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Figura 10 - Cromatograma da amostra de vinho da cidade de Mariépolis: 1 - gélico, 2 - vanilico,
3 - cafeico, 4 - cumarico, 5 - trans-resveratrol.
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Figura 11 - Cromatograma da amostra de vinho produzido na cidade de Salgado Filho: 1 —
acido galico, 2 — acido vanilico, 3 — acido cafeico, 4 — &cido cumarico, 5 - trans-resveratrol.

Para o trans-resveratrol foi realizada sobreposi¢cdo com o padrdo no detector
de fluorescéncia, onde se observa um pequeno pico em ambas as cidades (Figuras
12 e 13). Foi possivel concluir que apenas o acido ferralico ndo foi encontrado nas

amostras de vinhos tintos para as cidades analisadas.
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Figura 12 - Cromatograma da amostra de vinho da cidade de Salgado Filho sobreposto com o
Mix de padrdes dos compostos fendlicos no detector de fluorescéncia: 1 - trans-resveratrol.
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Figura 13 - Cromatograma da amostra de vinho da cidade de Mariopolis sobreposto com o Mix
de padrdes dos compostos fenolicos no detector de fluorescéncia: 1 - trans-resveratrol.

As amostras foram analisadas em triplicata e na sequencia o0s
cromatogramas obtidos, representativos de cada cidade, foram sobrepostos (Figuras

14 e 15). Foi possivel observar um perfil quimico semelhante entre as replicatas,
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mas que variou entre as cidades. Esta variacdo no perfil quimico é indicativa da
diferenca de composicao quimica dos vinhos em fun¢éo do local de producao.
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Figura 14 — Sobreposi¢cédo dos cromatogramas das amostras de vinho de Salgado Filho
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Figura 15 - Sobreposicdo dos cromatograma das amostras de vinho de Mariépolis

Muitos estudos sdo encontrados na literatura com o intuito de identificar e
quantificar compostos fendlicos utilizando CLAE. Alafion et al. (2011) e Porgali e
Blyuktuncel (2011) além de encontrar os mesmos compostos identificados neste

trabalho, identificaram também: rutina, acido siringico, quercetina, kaempferol, acido
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elagico e catequina. Gris et al. (2011) em estudo com compostos fendlicos
utilizando CLAE, com vinhos (variedade Vitis Vinifera) da regido de Sao Joaquim, no
sul do Brasil, entre os anos de 2006 e 2007 encontraram também 0s compostos:
catequina, epicatequina e gallocatequina.

Os compostos encontrados por CLAE sdao de suma importancia para as
caracteristicas antioxidantes dos vinhos. Muitos estudos mostram uma correlagédo
entre o contetdo de acidos fendlicos dos vinhos e sua acdo antioxidante (SAUTTER
et al., 2005; GALLICE 2010; DEGASPARI: WASZCZYNSKYJ, 2004 ). Segundo
Sautter et al. (2005) a deteccdo do isbmero trans-resveratrol em vinhos ganhou
muita atencdo e vem sendo estudada intensamente nos ultimos anos, pelo fato de
ele apresentar uma altissima atividade bioldgica, algumas delas de uso terapéutico,

bem como diminuicdo de das doencas cardiovasculares a alguns tipos de cancer.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que vinhos produzidos nas
duas cidades da regido sudoeste do Parana, apresentaram uma elevada atividade
antioxidante, bem com elevado teor de compostos fendlicos, podendo assim ser
considerados biologicamente ativos. Segundo os parametros analisados néo foi
observada diferenca estatistica entre as amostras das cidades, comprovando assim
que h& pouca variagdo da composicao quimica entre elas. Nas amostras de ambas
as cidades foram encontrados alguns acidos fendlicos e o estilbeno trans-
resveratrol, demonstrando o potencial e a alta qualidade dos vinhos produzidos
nessa regido. Todos os resultados obtidos foram satisfatorios, justificando assim o
estudo da caracteriza¢@o quimica e bioldgica para agregar valor ao produto local.
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