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Esta dissertacdo foi dividida em dois capitulos, considerando o tipo de

amostra e as determinacdes analiticas realizadas.



No Capitulo 1 foram estudadas as cascas e sementes da uva ‘lsabel’,
produzida no municipio de Veranoépolis (RS) em 2011, intitulado: “PERFIL DOS
COMPOSTOS FENOLICOS DAS UVAS DO CULTIVAR ISABEL”.

No Capitulo 2 estudou-se a influéncia sofrida no suco integral, elaborado a
partir do mesmo cultivar, apds aplicacbes de S-ABA, intitulado: “INFLUENCIA
SOBRE A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E A INTENSIDADE CROMATICA DO
SUCO DE UVA ‘ISABEL’ APOS TRATAMENTOS EXOGENOS COM ACIDO
ABSCISICO”.

Os compostos fenolicos, alvo do estudo, foram separados, considerando-se

a divisao por classes:

— Antocianinas

Flava-3-ols e
Proantocianidinas

e Flavonoides

Compostos
fendlicos

— Flavonols

Acidos
Hidroxicinamicos

— Nao-flavonoides

Esses foram caracterizados por cromatografia liquida acoplada ao detector de
arranjo de diodos e a espectrometria de massas (CLAE-DAD-EM/EM do inglés
HPLC-PDA-ESI-MS/MS), com a confirmagado genética do cultivar realizada por
microsatélite, através de fragmentos das videiras das uvas analisadas. O estudo foi
feito, para caracterizar o perfil das uvas ‘Isabel’, visto que ndo foi encontrado na
literatura fingerprint de fenolicos similar, exceto pela caracterizagdo de vinhos
elaborados a partir deste cultivar, em estudo anterior do Grupo, em colaboracdo com
a UCLM da Espanha.

Ja, no segundo Capitulo foram estudadas amostras de suco de uva integral
do cultivar Isabel, elaboradas por uvas produzidas no municipio de Maringa-PR. As
uvas, utilizadas para a producao dos sucos, passaram por diferentes tratamentos,
em distintos intervalos de aplicacdo do regulador de crescimento acido abscisico (S-

ABA), visando o aumento dos compostos fenolicos, e consequente aumento na



coloragao das bagas e do suco integral da uva ‘Isabel’, que naturalmente apresenta
pouca cor. A produgdo se deu em diferentes épocas, durante quatro safras
consecutivas: safra regular de 2011, safra regular e fora de época de 2012 e safra
fora de época de 2013. Estas amostras foram produzidas pela doutoranda em
Agronomia da UEL - Lilian Yukari Yamamoto. Este foi um trabalho em Colaboragéo
entre a UEL-Agronomia, UEL-Quimica e UCLM-Alimentos, em que ela estudou em
sua Tese a influencia sofrida pelos compostos fenolicos pela aplicagdo do S-ABA.
Aqui neste trabalho, avaliou-se a influencia produzida pelo S-ABA na intensidade

cromatica e na capacidade antioxidante do suco de uva ‘Isabel’.
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BOVOLENTA, Yuri Renan. Uva ‘Isabel’: perfil fenolico de cascas e sementes e
influéncia sob a capacidade antioxidante e cor do suco ap06s aplicacdo do
acido abscisico. 2015. 88 fls. Dissertacdo de Mestrado em Quimica — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO GERAL

As uvas do cultivar Isabel (V. labrusca) sdo as produzidas em maior quantidade no
Brasil. Apesar desta representativa produc¢ao, a sua composicéo fendlica ainda nao
foi totalmente descrita na literatura. Desta forma, um dos objetivos deste estudo foi
encontrar um perfil dos compostos fendlicos - flavonoides (antocianinas, flavondis e
flavan-3-ols) e nao flavonoides (acidos hidroxicinamicos) das cascas e sementes da
uva ‘Isabel’ por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
DAD-EM/EM do inglés HPLC-PDA-ESI-MS/MS). O perfil cromatografico mostrou o
predominio das antocianinas do tipo malvidina neste cultivar. Dentre os flavonais, a
quercetina foi encontrada em maior proporgéo. Dos flavan-3-ols, a (+)-catequina se
destacou pelas maiores quantidades e, o acido caftarico foi predominante dentre os
acidos hidroxicinamicos. E esperado que o conhecimento da composicdo fendlica
das uvas ‘Isabel’ auxilie no desenvolvimento de tecnologias inovadoras no
processamento de seus derivados. O suco de uva é o derivado que tem se
destacado pelo alto crescimento no consumo, impulsionado pelo estilo de vida mais
saudaveis. Por sua boa adaptacido ao solo e clima do sul do Brasil, apresentando
alta resisténcia a doengas fungicas, o cultivar Isabel representa a base produtiva do
suco de uva nacional. Apesar desta alta produtividade, as bagas deste cultivar
apresentam tonalidade violeta clara e pigmentacido heterogénea, o que afeta
diretamente a aceitacdo do suco pelo mercado, exigindo cortes com outras
variedades tintureiras. Portanto, o outro objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia
sobre a capacidade antioxidante e a intensidade cromatica do suco integral,
produzido a partir de uvas ‘Isabel’, submetidas a aplicagbes do acido abscisico (S-
ABA) em diferentes estadios de maturacdo e distintos intervalos. A capacidade
antioxidante do suco de uva avaliado nao foi afetada pelas aplicagbes do S-ABA,
independente do tratamento. A intensidade cromatica apresentou aumento apds a
aplicagdo do S-ABA, especialmente na aplicacdo efetuada em duas etapas - a 12
aos 7 dias antes da maturacao(véraison) e a 22 aos 10 dias antes da colheita. Assim,
a aplicagdo do S-ABA mostrou ser uma alternativa tecnologica viavel com objetivo
de intensificar a cor do suco de uva ‘Isabel’ sem, contudo comprometer a sua
capacidade antioxidante.

Palavras-Chave: suco de uva, V. labrusca, S-ABA, CLAE-EM/EM, antocianinas.
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BOVOLENTA, Yuri Renan. Grape 'Isabel': skins and seeds phenolic profile and
the influence on juice antioxidant capacity and color of grapes treated with
abscisic acid application. 2015. 88 p. Master Degree Dissertation (Master in
Chemistry) — State University of Londrina. 2015.

ABSTRACT

Isabel grape cultivar (V. labrusca) is produced in large amounts in Brazil. Although
their representative production their phenolic composition has not been fully
described in literature. In this way, one of the objectives of this study was to find the
phenolic compounds profile including - flavonoids (anthocyanins, flavonols, and
flavan-3-ols) and non-flavonoids (hydroxycinnamic acids) of 'Isabel' grape skins and
seeds by liquid chromatography coupled with mass spectrometry (HPLC-PDA-ESI-
MS/MS). Chromatographic profile showed predominance of malvidin anthocyanins
type in this cultivar. Among the flavonols, quercetin is found in greatest proportion. Of
flavan-3-ols, the (+) - catechin is highlighted by its large amount, and the caftaric acid
was predominant among hydroxycinnamic acids. We hope that ‘Isabel' grapes
phenolic composition knowledge can assist in innovative technologies for derivatives
development and processing. Grape juice is the derivative that highlighted by its high
growth in consumption, driven by a healthier style of life. Isabel cultivar is well
adapted to the soil and climate in southern Brazil, with high resistance to fungi
diseases, being the base of national grape juice production. Although this high
productivity, berries of this cultivar have a light violet color tone and heterogeneous
pigmentation, which directly affects juice acceptance by the market, requiring blends
with other coloring varieties. Therefore, another objective of this study was to
evaluate the influence on antioxidant capacity and chromatic intensity of integral juice
elaborated with 'Isabel' grape, submitted to abscisic acid (S-ABA) applications in
different maturity stages in different intervals. Antioxidant capacity of the evaluated
grape juice was not affected by S-ABA applications, regardless of treatment. Color
intensity showed an increase after S-ABA application, especially in two steps
application - the 1! in 7 days before maturation (véraison) and the 2" 10 days prior
to harvest. Thus, S-ABA application proved to be a viable technological alternative in
order to enhance the color of 'Isabel' grape juice without however compromising their
antioxidant capacity.

Keywords: grape juice, V. labrusca, S-ABA, HPLC-MS/MS, anthocyanins.
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CAPITULO 1

PERFIL DOS COMPOSTOS FENOLICOS DAS UVAS DO CULTIVAR ISABEL

RESUMO

O cultivar Isabel (Vitis labrusca) constitui aproximadamente 50% do montante
nacional de uvas produzidas no Brasil. Apesar da representativa producao, sendo
utilizada na elaboragdo da maior parte dos sucos e vinhos rusticos, e embora seus
compostos fendlicos influenciem diretamente nas propriedades antioxidantes, sua
composi¢cdo ainda nao foi totalmente elucidada e descrita. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi criar um perfil caracteristico de flavonoides (antocianinas, flavonéis
e flavan-3-ols) e de né&o-flavonoides (acidos hidroxicindmicos) das cascas e
sementes da uva ‘Isabel’ por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-DAD-EM/EM do inglés HPLC-PDA-ESI-MS/MS). A certificagdo de
que o cultivar estudado era Isabel, foi feita por identificagdo genética por
microsatélite, através de fragmentos das videiras das uvas analisadas. O perfil
cromatografico dos polifendis propiciou a criagdo de um fingerprint para a uva
‘Isabel’, determinante na verificagdo da autenticidade varietal. As antocianinas do
tipo malvidina, com destaque para a malvidina 3-glicosideo, caracteristica de V.
labruscas, predominam neste cultivar. Na classe dos flavonois, compostos a base de
quercetina como o 3-glicuronideo e 3-glicosideo foram os mais frequentes. Entre os
flavan-3-ols (+)-catequina esteve presente em maiores quantidades. Dos acidos
hidroxicinamicos, o acido caftarico prevalece em relagdo ao cumarico. Como
perspectivas futuras, espera-se que o conhecimento da composicdo fendlica
contribua para desenvolvimentos tecnoldgicos inovadores nos processos e produtos
envolvendo as uvas ‘Isabel’.

Palavras-chave: composicdo de flavonoides, Vitis labrusca, acidos
hidroxicinamicos, taninos, LC-MS.
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CULTIVAR ISABEL GRAPES PHENOLIC COMPOUNDS PROFILE

ABSTRACT

Isabel cultivar (Vitis labrusca) constitutes approximately 50% of Brazilian national
grape production. Although their representative production, for juices and rustic
wines elaboration, which phenolic compounds directly influencing antioxidant
properties, until now their composition has not been fully elucidated and described.
Thus, this study aims to create a characteristic profile of flavonoids (anthocyanins,
flavonols and flavan-3-ols) and non-flavonoids (hydroxycinnamic acids) of skins and
seeds of 'Isabel' grapes by liquid chromatography coupled to mass spectrometry
(HPLC-PDA-ESI-MS/MS). ‘Isabel’ was identified genetically through vines fragments
by microsatellite. Chromatographic polyphenols profile of 'Isabel' grape led to a
fingerprint, able for varietal authenticity recognition. Anthocyanins of malvidin type,
especially the malvidin-3-glucoside, characteristic of non-vinifera grapes,
predominate in this cultivar. Flavonols has quercetin-based compounds such as 3-
glucuronide and 3-glucoside as the most frequent. Of hydroxycinnamic acids, caftaric
acid prevails over coutaric. As future prospects, we expect that phenolic composition
knowledge contribute to processes and products technological innovations involving
'Isabel' grapes.

Keywords: flavonoids composition, Vitis labrusca, hydroxycinnamic acids, tannin,
LC-MS.
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1.1  INTRODUCAO

Atualmente cerca de 81 mil hectares sdo destinados a viticultura no Brasil,
apresentando duas regides com grande destaque: Petrolina (PE) e Juazeiro(BA),
que sao responsaveis por 95% das exportacdes nacionais de uvas finas de mesa e,
o Rio Grande do Sul, que é responsavel por 777 milhdes de quilos de uva
produzidas por ano. Apesar da produgao de suco de uva, vinhos e derivados ocorrer
em diversas regides do pais, o Rio Grande do Sul concentra a maior média de
producdo anual, alcangando a marca de 330 milhdes de litros de vinhos e mostos.
Uma grande estrutura agroindustrial existente neste estado € um dos fatores
responsaveis pela producao favoravel de uva no Rio Grande do Sul. Cerca de 90%
da producado nacional é destinada para elaboracdo de vinhos. A Embrapa vem
testando um total de 28 cultivares de uvas para a produgao de vinho no Brasil,
dentre elas espécies de origem: portuguesa, espanhola, alem3, italiana e francesa
(MAPA, 2014).

Diversos fatores podem influenciar na qualidade da uva. Logo, cada safra
podera apresentar caracteristicas Unicas, que consequentemente, influenciardo a
bebida elaborada a partir desses frutos. A videira necessita de radiagao solar nos
periodos de floragcdo e maturacdo, o que é tipico do clima brasileiro, apresentando
assim diversas regides produtoras (GIOVANNINI, 2005). O fator mais importante no
desenvolvimento das videiras € a temperatura em que sdo submetidas. Para o
processo de fotossintese as temperaturas adequadas sédo entre 20 e 30°C, sendo
que temperaturas mais elevadas podem levar a uma série de problematicas no
desenvolvimento das plantas (WESTPHALEN, MALUF 2000).

1.1.1 PRODUCAO DE UVA NO BRASIL

As primeiras videiras foram cultivadas no Brasil no século XVI segundo
registros historicos, entretanto a vitivinicultura teve sua ascensao a partir de 1875,
com a colonizacéo italiana no Rio Grande do Sul. No inicio a produgao era destinada
ao consumo da regido, sendo expandida até atingir o mercado nacional. A produgéo

de uvas apresentou um aumento significativo proximo a década de 1930, devido ao
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aumento populacional brasileiro e a criagdo de cooperativas, reduzindo os custos de
fabricagdo de sucos e vinhos. Ao longo de todo esse periodo, o vinho brasileiro era
obtido em sua grande maioria de uvas americanas ou de hibridas de americanas
com Vitis vinifera. A escolha destas espécies se deve a elevada umidade do clima
brasileiro, sendo estas espécies mais robustas e mais resistentes a pragas, dando
origem assim, a uma industria vinicola baseada em uvas diferentes das Vitis
viniferas. A producdo de uva para consumo in natura predomina nos estados de
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso do Sul e Mato
Grosso. Ja a producdo dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina é
destinada quase que em sua totalidade para processamento industrial. O consumo
de uva in natura cresceu de aproximadamente 398.878 toneladas para 598.421
toneladas de 1995 até 2002, sendo que em 2013 a producédo de uvas processadas
apenas pelas empresas do RS foi de 611.300 toneladas, o que mostra o grande
crescimento na producdo de uvas no Brasil, sendo deste total 87,89% de cultivares
americanas/hibridas (BNDS, 2004; IBRAVIN, 2013).

A producgao de suco de uva apresentou um salto muito expressivo. S6 no Rio
Grande do Sul em 2004 foram produzidos 8,79 milhdées de litros, enquanto essa
quantidade passou em 2012 para 53,67 milhdes de litros de suco integral,
reprocessado e adogado (IBRAVIN, 2013).

1.1.2 ‘IsABEL’

Altamente fértii e muito rustica o cultivar ‘Isabel’ proporciona colheitas
abundantes com intervengbes de manejo muito reduzidas. Seu sabor é
caracteristico das V. labruscas, podendo ter diversos destinos como na preparagao
de vinhos, vinagre, suco, doces, geleias e até consumida como uva de mesa.
Atualmente, os cultivares V. labruscas sdo as mais plantadas em Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, apresentando boa tolerancia ao clima tropical do Brasil, sendo
cultivada também em Goias e no Mato Grosso (MELLO, 2013).

O cultivar da uva Isabel (V. labrusca) (Figura 1.1), empregada na elaboragao
de sucos e vinhos, representa a base do desenvolvimento da viticultura brasileira.

Devido a alta resisténcia a fungos, doencas, fertilidade e capacidade produtiva a
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‘Isabel’ foi introduzida nos Estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul, trazida dos
Estados Unidos em 1830 (CAMARGO, 2010). Estudos demostram que a qualidade
dos vinhos esta diretamente relacionada aos compostos fendlicos presentes nos
diferentes estagios de maturagdo das uvas (KENNEDY, MATTHEWS,
WATERHOUSE, 2002; RYAN, REVILLA, 2003), interferindo diretamente na
composicao, na cor e capacidade antioxidante (MARQUEZ, SERRATOSA, MERIDA,
2013). Portanto, considerando a sua importancia, diversas investigagdes tém sido
conduzidas visando estabelecer o perfil dos fendlicos dos cultivares de uvas
viniferas, como Cabernet Sauvignon, Petit Verdot e Syrah (CASTILLO-MUNOZ et
al., 2009; GIL et al., 2013). Apesar das antocianinas serem as mais estudadas (DE
ROSSO et al., 2012; FAVRETTO, FLAMINI, 2000; OIV, SANCHEZ-MORENO et al.,
2003), entretanto, pouco se conhece sobre o perfil dos demais flavonoides e nao-
flavonoides, principalmente das uvas V. labruscas, embora estas sejam a maior
parte das uvas destinadas para processamento no Brasil, 57% de toda producéao
nacional (MELLO, 2013).

Figura 1.1 Uva do cultivar Isabel

Fonte: Yamamoto (2014)
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1.1.3 ANTIOXIDANTES

Os compostos bioativos, como os antioxidantes, tém estado em evidéncia nas
pesquisas nos Uultimos anos, pelos beneficios correlacionados a saude. Os
antioxidantes provém de uma familia de diferentes moléculas naturais, que,
presentes em baixas concentragdes, comparativamente as biomoléculas que
supostamente protegeriam o fruto, podem prevenir ou reduzir a extensao do dano
oxidativo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). O dano ou estresse oxidativo &
definido como a diferenga entre a producdo de espécies reativas de oxigénio,
nitrogénio e enxofre e, sua remogao pelo sistema quimico como mecanismo de
defesa antioxidante e reparo enzimatico das biomoléculas lesadas (RAHMAN,
BISWAS, KODE, 2006; VASCONCELOS et al., 2007). As espécies reativas mais
estudadas nos sistemas biolégicos incluem as espécies reativas de oxigénio,
nitrogénio, os radicais derivados de tidis (RS"), cloro, carbono e complexos de metais
de transicdo, principalmente Fe, Cu, Mn e Cr (FINKEL, HOLBROOK, 2000;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

Os antioxidantes de baixa massa molar podem ser sintetizados no proprio
organismo dos individuos ou podem ser ingeridos através da dieta. Esses estao
presentes em numero e concentragdo maiores que os antioxidantes enzimaticos, e
distribuidos em ambientes lipofilicos e hidrofilicos. Nenhum antioxidante, atuando
isoladamente, apresenta todas as propriedades de um bom antioxidante
(VENDEMIALE, GRATTAGLIANO, ALTOMARE, 1999).

Os compostos fendlicos sdo biossintetizados nas uvas, sendo que cada
cultivar apresenta um perfil de composicao distinto, quanto ao tipo e quantidade de
compostos fendlicos presentes. Desta forma, estudar a composicdo como um todo,
permite estabelecer um perfil de identidade também denominado fingerprint, que
permite a verificacdo da autenticidade varietal (CASTILLO-MUNOZ et al., 2007;
RODRIGUEZ-MONTEALEGRE et al., 2006).

Os polifendis podem ser divididos basicamente em dois grupos: flavonoides
(antocianinas, flavan-3-ols e flavonois) e nao flavonoides (hidroxibenzdéicos e acidos

hidroxicinamicos, estilbenos e fendis volateis).
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1.1.4 POLIFENOIS

Os polifenois basicamente dividem-se em dois grupos: flavonoides
(antocianinas, flavan-3-ols e dihidroflavondis) e nao-flavonoides (hidroxibenzédicos e

acidos hidroxicinamicos, estilbenos e fendis volateis) (JACKSON, 1994).
1.1.4.1 Compostos Flavonoides

Os compostos flavonoides (Figura 1.2) sdo compostos fenolicos com uma
estrutura composta por dois anéis aromaticos, ligados por um anel pirano C6-C3-C6
(ZOECKLEIN et al., 1995). De acordo com o grau de oxidagao do anel pirano € que
sao classificados os compostos fenolicos. A coloragdo dos vinhos se deve a
presenca destes compostos, ja que sdo encontrados em todos os tecidos da uva
(semente, casca e polpa). Os flavonoides sdo encontrados também polimerizados
com agucares, nao flavonoides e até mesmo com outros flavonoides. Os mais
expressivos sdo as antocianinas, os flavano-3-ols e as proantocianidinas, devendo a
coloragao caracteristica dos vinhos em sua maior parte a estes compostos
(CABRITA, RICARDO-DA-SILVA, LAUREANO, 2004).

Figura 1.2 Estruturas basicas dos compostos da classe dos fIavon0|des
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Fonte: Margo, Poppi, Scarminio (2008)

1.1.4.1.1 Antocianinas
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Quanto aos antioxidantes pigmentados, as antocianinas sdo um grupo de
pigmentos naturais, que apresentam grande importdncia na prevengdo ou
retardamento do aparecimento de varias doencas, por suas propriedades
antioxidantes (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; KUSKOSKI et al., 2004;
DOWNHAM, COLLINS, 2000). A palavra antocianina vem do grego (anthos, uma
flor, e kyanos, azul escuro). Depois da clorofila, as antocianinas sdo o mais
frequente grupo de origem vegetal (HARBORNE, GRAYER, 1988). As antocianinas
que sao os componentes encontrados em uvas, roma, repolho roxo, milho roxo,
macga, rabanete, tulipas, rosas e orquideas (MENA et al., 2014), apresentam
estruturas fenolicas variadas, apresentando grande concentracdo nas cascas de
uvas tintas (KUSKOSKI et al., 2004; NIJVELDT et al., 2001). Quando comparado
com antioxidantes classicos, como butilato hidroxianisol e alfa tocoferol (vitamina E),
as antocianinas se mostram um potente antioxidante (NARAYAN et al., 1999).

Devido a solubilidade em agua, as antocianinas se encontram presentes nos
tecidos de plantas e frutas, que geralmente apresentam um pH levemente acido. As
antocianinas mais encontradas em frutas sdo: cianidina, delfinidina, peonidina,
pelargonidina, petunidina e malvidina. O consumo diario de antocianinas totais varia
muito com a dieta e escolha dos alimentos, sendo entre 3 a 215 mg/dia (de
PASCUAL-TERESA, MORENO, GARCIA-VIGUERA, 2010).

As antocianinas sdo baseadas em uma estrutura policiclica, mostrada na
Figura 1.3. Estes compostos, em sua maior parte existem em plantas na forma de
glicosideos. Estruturalmente possuem um anel aromatico [A] ligado a um anel
heterociclico, que contém oxigénio [C] e, também ligados por uma ligagado carbono-

carbono com um terceiro anel aromatico [B] (MENA et al., 2014).

Figura 1.3 - Estrutura molecular basica das antocianinas
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Fonte: Marcgo, Poppi, Scarminio (2008)
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As antocianinas podem ser classificadas de acordo com o numero e posigcao

dos grupos hidréxi e metdxi no anel [B], conforme Tabela 1.1 e Figura 1.4.

Tabela 1.1- Principais substituintes das antocianinas

Antocianina R1 R2
Pelargonidina (pg) H H
Cianidina (cy) OH H
Peonidina (pn) OCHgs; H
Delfinidina (dp) OH OH
Petunidina (pt) OCHgs; OH
Malvidina (mv) OCHjs OCHjs

Fonte: Terci, Rossi (2002).

Figura 1.4 - Estrutura das antocianidinas. Pelargonidina (A); cianidina (B); peonidina
(C); delfinidina (D); petunidina (E) malvidina (F)
7
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Fonte: Polyphenols (2015)

Além de substituintes hidroxilicos e metdxi, as antocianinas podem apresentar
grupos acgucares (glicose, arabinose, xilose e galactose) ligados & molécula, assim
como acidos alifaticos e aromaticos, ligados aos acucares na molécula de
antocianina (MENA et al., 2014).

Cultivares V. labruscas possuem em sua composi¢cdo antocianinas do grupo
das cianidina (cy), delfinidina (dp), malvidina (mv), peonidina (pn) e petunidina (pt)

podendo apresentar substituintes 3-monoglicosideos e 3,5-diglicosideos, conforme
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Figura 1.5 (NIXDORF, HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010; CASTANEDA-OVANDO et
al., 2009; CASTILLO-MUNOZ et al., 2009b; WANG, RACE, SHRIKHANDE, 2003).

Figura 1.5 - Estrutura da cianidina 3-glicosideo e cianidina 3,5-diglicosideo
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Fonte: Mar¢o, Poppi, Scarminio (2008)

1.1.4.1.2 Flavan-3-ols e Proantocianidinas

Os Flavan-3-ols (Figura 1.6) sdo os monbmeros responsaveis pela
constituicdo dos polimeros e oligdmeros chamados proantocianidina, nomenclatura
atual, para os que s&o conhecidos como taninos. Esses vém ganhando destaque em
estudos nos ultimos anos, devido a sua importancia em potenciais beneficios a
saude humana, além de assumirem um grande papel nas caracteristicas gustativas
dos vinhos, ja que reagem com as proteinas da saliva atribuindo adstringéncia aos
vinhos e, apresentando propriedades importantissimas como anti-inflamatério
(JORDAO, 2000; MENA et al., 2014).

Os teores dos compostos fenolicos presentes nas uvas variam de acordo com
uma seérie de fatores, muitos deles correlacionados. A condicao climatica, na qual as
uvas foram submetidas durante a maturagcao, € uma das condi¢gdes mais importantes
na evolucéo dos valores de fenois, e o fator casta (JORDAO, 2000).

A estrutura quimica destas moléculas € composta por estruturas
monomeéricas de 2-fenilbenzopiranos, formando assim uma estrutura de C6-C3-C6.
As proantocianidinas em meio acido, alcodlico e quente liberam antocianidinas
devido a ruptura de suas ligagbes entre unidades monoméricas. Entre as
antocianidinas liberadas estdo a pelargonidina, a cianidina e delfinidina.

Os taninos sdo compostos por dois grupos, os condensados

(proantocianidina) e os hidrolisaveis, que pela prépria nomenclatura sao facilmente
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hidrolisaveis. Somente os taninos condensados sdo encontrados nas uvas e seus
derivados. Em uvas (Vitis viniferas), as formas monomeéricas mais encontradas sao a
catequina e epicatequina, os oligbmeros e polimeros formados, a partir destas
formas, também sao muito encontrados. A quantidade destes compostos pode variar
de acordo com a parte do cacho de uva estudado e, também nas diferentes partes
da uva, como sementes e casca (JORDAO, 2000).

Algumas praticas culturais, realizadas na vinha durante a maturagdo das
uvas, também apresentam significancias nos teores de fenois. A adubacéao, a forma
de conducgao da vinha e, a pratica da desfolha sao fatores determinantes. Os teores
de flavan-3-ols encontrados nas uvas variam também de acordo com o tipo de uva
cultivado. Alguns estudos indicam que a variagao climatica entre os anos € um dos
principais fatores, que modificam o teor de taninos presentes nas uvas (JORDAO,
2000).

Ja os flavan-3-ols estdo presentes em cultivares Vitis viniferas e V. labruscas,

como (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epicatequina-3-galato e epigalocatequina.

Figura 1.6 - Estrutura dos flavan-3-ols
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1.1.4.1.3 Flavonois

Os flavonois pertencem ao grupo dos flavonoides com estrutura muito
semelhante a das antocianinas (CASTILLO-MUNOZ et al.,, 2007), possuem uma
coloracdo amarelada e séo representados principalmente pelo canferol, miricetina,
quercetina, siringetina, isoramnetina e laricitrina (Figura 1.7) nas cultivares
denominadas tintas. Atuam diretamente na cor dos vinhos brancos e como
copigmentos em vinhos tintos, ja que a coloragao das antocianinas é predominante
(BOULTON, 2001; SCHWARCZ et al., 2005).

A presenga de isoramnetina e miricetina durante algum tempo foi considerada
como sendo exclusiva de uvas tintas, porém também foram identificadas em uvas
brancas (CASTILLO-MUNOZ et al., 2010a; RODRIGUEZ-MONTEALEGRE et al.,
2006). Em cultivares de Vitis labrusca a quercetina é encontrada em maiores
quantidades, enquanto nos cultivares de Vitis vinifera a quercetina e miricetina
apresentam niveis mais elevados (JACKSON, 1994).

Dentre os acgucares, a glicose € o mais encontrado ligado aos flavonois,
podendo ser encontrados também galactose e acido glucurdénico (CASTILLO-
MUNOZ et al., 2007, 2009a). Nixdorf e Hermosin-Gutiérrez (2010) identificaram e
quantificaram miricetina e quercetina do tipo 3-O-glicuronideo em vinhos produzidos
a partir do cultivar lIsabel. Os flavonois apresentam alta absorbadncia em
comprimentos de onda entre 250 e 400 nm, exercendo assim a fungao de protecéo
contra a radiacdo UV, principalmente nas cascas das uvas. A luz estimula a
producao dos flavonois nas uvas, portanto, variabilidade na incidéncia de luz, dentro
de uma mesma propriedade de cultivo, pode significar diferentes niveis destes

compostos entre cachos de um mesmo cultivar de uva (PRICE et al., 1995).
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Figura 1.7 - Estrutura dos flavonois. Canferol (A); quercetina (B); miricetina (C);
siringetina (D); isoramnetina (E); laricitrina (F).

Fonte: Chen et al. (2004)

1.1.4.2 Nao Flavonoides — Acidos Hidroxicinamicos e acidos benzoicos

Estes compostos compreendem os acidos fenolicos, benzdicos e cinadmicos,
além dos estilbenos. Estes compostos podem ser classificados de acordo com as
estruturas quimicas que Ihes dao origem como: C6-C1 dos acidos hidroxi-benzdico,
galico e elagico, C6-C3 dos acidos caféico, p-cumarico e hidroxicinamatos (Figura
1.8), C6-C2-C6 do trans e cis-resveratrol (BURNS et al., 2001).

Na casca e polpa da uva é que se encontram os fenois acidos, sendo que a
sua concentragao é reduzida, conforme o avango do amadurecimento da fruta. Os
acidos fenolicos mais encontrados nas uvas s&o os acidos hidroxicinamicos,
apresentando um papel importante na oxidacdo, responsavel pela coloragao
castanha dos mostos e vinhos (SINGLETON, 1987). A concentracdo destes
compostos também pode variar de acordo com o cultivar (MACHEIX, SAPIS,
FLEURIET, 1991). A porcentagem encontrada de acido caftarico e cutarico podem
ser parametros para identificagdo dos cultivares de uvas. Os fenois podem ser
associados com o gosto amargo e adstringente, porém em concentragdes baixas

nao devem influenciar no sabor. Os valores de &acido caftarico e p-cumarico
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diminuem ao longo da fermentagdo das uvas na fabricagdo do vinho, ja que os
vinhos apresentam valores menores, do que os mostos que os originaram. Os teores
destes acidos podem sofrer variagdes de acordo com o clima e regido das cultivares,
além do tipo de uva (VRHOVSEK, 1998; PENNA, DAUDT, HENRIQUES, 2001).

Os acidos caftarico e cumarico sdo comumente encontrados em diversas
concentracdes, independente de serem V. viniferas ou V. labruscas, apresentando
variagbes mais significativas, de acordo com as condi¢gbes climaticas. Em geral, as
quantidades de acido caftarico sdo maiores que as de cumarico, e estes compostos
apresentam diminuigdo na sua concentracdo durante a fermentacdo dos vinhos
(PENNA, DAUDT, HENRIQUES, 2001).

Figura 1.8 — Estrutura dos acidos hidroxicinamicos
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Fonte: Cabrita, Ricardo-Da-Silva, Laureano (2004)

1.1.5 TECNICAS ANALITICAS APLICADAS EM ANALISES

A técnica mais utilizada para analise dos compostos fenolicos presentes em
uvas € a técnica de CLAE-DAD-EM ou do ingles HPLC-PDA-MS. O método é
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baseado na fragmentacdo e quantificagdo da relagdo massa-carga (m/z) dos
compostos separados pela cromatografia, tornando possivel assim o estudo das
estruturas dos compostos de interesse. A técnica de HPLC com detector de arranjo
de diodos (PDA) é a mais utilizada na quantificagdo dos compostos fenolicos. Este
tipo de detector € um dos mais comumente encontrados em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (ABE et al., 2007; GONZALEZ-PARAMAS et al., 2004).

A composicao fenolica de uvas Vitis viniferas, identificando os compostos por
classes por LC-MS/MS, ja tem sido descrita na literatura (GOMEZ-ALONSO,
GARCIA-ROMERO, HERMOSIN-GUTIERREZ, 2007; CASTILLO-MUNOZ et al.,
2007; CASTILLO-MUNOZ et al., 2009, 2009a), especialmente para a classe das
antocianinas (SANTOS-BUELGA, FRANCIA-ARICHA, ESCRIBANO-BAILON, 1995;
RYAN, REVILLA, 2003; SANCHEZ-MORENO et al., 2003; RODRIGUEZ-
MONTEALEGRE et al.,, 2006). Quanto as uvas V. labruscas a composi¢cdo de
antocianinas tem sido descrita (DE ROSSO et al., 2012), porém somente alguns
artigos apresentam além desta, a composicdo de flavan-3-ols, acidos
hidroxicinamicos e flavonois, para as uvas como a BRS Violeta (REBELLO et al.,
LAGO-VANZELA et al., 2013; BARCIA et al., 2014); BRS Lorena (BARCIA et al.,
2014); BRS Clara e BRS Morena (LAGO-VANZELA et al., 2011a) e Bordd (LAGO-
VANZELA et al., 2011b). Quanto a composi¢ao fenolica para a uva do cv. Isabel, a
maioria dos trabalhos descrevem as antocianinas (RIZZON et al., 2000; ABE et al.,
2007; SOARES et al., 2008) e caracterizam as mesmas (De ROSSO et al., 2014,
FAVRETTO, FLAMINI, 2000). No artigo de Nixdorf e Hermosin-Gutiérrez (2010)
antocianinas, flavan-3-ols, acidos hidroxicinamicos e flavonois foram identificados,
porém apenas para os vinhos elaborados a partir de ‘Isabel’.

Para a identificacdo de compostos em matrizes complexas utiliza-se 0 modo
de analise chamado MRM (Reagbes multiplas monitoradas), onde o ion precursor de
interesse é selecionado no massas, assim o cromatograma apresenta-se mais
simples e com apenas um pico (PETTA, 2008).

Como a literatura que descreve a composi¢ao fenolica de uvas e vinhos de V.
labruscas é escassa (NIXDOREF, HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010; BARCIA et al.,
2014; VANZELA et al., 2011a), o objetivo deste estudo consiste em encontrar o perfil

dos compostos fenolicos da uva ‘Isabel’, proveniente de diferentes propriedades no
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Rio Grande do Sul (Brasil), determinando pela primeira vez, para as cascas das

uvas e sementes deste cultivar.

1.1.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atualmente diversas técnicas podem ser utilizadas para determinacdo da
atividade antioxidante de diferentes matrizes. Estas técnicas permitem avaliar o
potencial de diversas substancias na prevencao de uma série de doengas causadas
pelo estresse oxidativo ou reparando lesdes (BIANCHI, 1999). Para esta finalidade é
possivel destacar o método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006) no qual através do sequestro de radicais livres, se determina
a capacidade antioxidante do material. Os radicais livres sdo atomos ou grupo de
atomos que apresentam um ou mais elétrons ndo pareados, tornando-se assim,
muito instaveis e altamente reativos. Essas moléculas tem o poder de oxidar lipidios,
proteinas e até mesmo o DNA, podendo assim causar diversos prejuizos a saude de
um individuo (OLIVEIRA, 2011).

O método é baseado na mudanca de coloracdo de uma solugdo contendo
radicais livres estaveis (DPPH') através de um espectrofotométro. A solugédo que

inicialmente apresenta uma cor violeta, gradualmente vai perdendo a coloracgao.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 SOLVENTES E REAGENTES

Todos os solventes utilizados foram de grau LC-MS e todos os reagentes de
pureza analitica (>99%). Todas as solu¢des foram preparadas com agua ultrapura
do sistema Milli-Q® (Millipore, Billerica, MA, USA). As antocianinas foram
quantificadas por equivalentes em mg kg~ de malvidina 3,5-diglicosideo (Phytolab,

Vestenbergsgreuth, Alemanha). Malvidina 3-glicosideo, malvidina 3,5-diglicosideo,
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peonidina 3,5-diglicosideo, acido caftarico, acido p-cumarico, acido trans-caftarico,
(-)-epigalocatequina, e (-)-galocatequina foram adquiridos da Phytolab
(Vestenbergsgreuth, Alemanha). Cianidina 3-glicosideo, cianidina 3,5-diglicosideo,
procianidina B1 e B2, canferol, quercetina, isoramnetina, miricetina, siringetina, 3-
glicoronideos de canferol, quercetina, isoramnetina, siringetina e os 3-glicosideos de
canferol, quercetina, isoramnetina, miricetina, siringetina, provenientes da
Extrasynthese (Genay, Franga). Miricetina 3-glicosideo, quercetina 3-glicoronideo e
laricitrina 3-glicosideo foram isolados anteriormente das cascas de uva Petit Verdot
(CASTILLO-MUNOZ et al., 2009a).

1.2.2 AMOSTRAGEM DAS UvAS

As uvas foram coletadas em trés propriedades distintas da Cidade de
Veranépolis no Rio Grande do Sul (Brasil) das videiras da Vinicola Simonetto
(29°00'26.6”S 51°34°20.7"W) e Vinicola Barbarano (28°57°21.0”S 51°31’17.8"W face
norte e 28°57°21.2"S 51°30°56.9"W face oeste). Os cachos de uvas em estagio de
maturagao foram colhidos randomicamente da parte central e laterais do parreiral de
mais de 70 anos de cultivo em sistema de latada (EMBRAPA, 2014) no més de
fevereiro de 2011. De um total de 2 kg de uvas colhidas foram amostradas 10 bagas
por cacho em um total de 13 amostras. As bagas foram retiradas das partes
superiores, meio e inferiores dos cachos, sempre rotacionando o cacho, para

efetuar uma amostragem representativa em relagdo a incidéncia dos raios solares.

1.2.3 IDENTIFICACAO GENETICA DO CULTIVAR

Visando garantir a identidade do cultivar da uva a ser caracterizada, quanto
aos polifenois, foi realizada a identificacdo genética por microsatélite. Foram
coletados nos 3 vinhedos cinco fragmentos do tronco das videiras, do qual foram
colhidas as uvas, cujas cascas e sementes foram caracterizadas pelo nosso estudo.
Seis marcadores nucleares microsatélites (VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMDZ27,
VrZAG62 e VrZAG79) foram utilizados, considerando serem os mais frequentemente

empregados para a identificagdo dos cultivares de uvas, correspondendo aos
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descritores OIV 801 a OIV 806 (OlIV, 2009). Estes foram determinados mediante
eletroforese capilar utilizando um sequenciador automatico ABIPRISM 310 (Applied
Biosystems, CA, EUA).

As amostras de troncos foram analisadas e, a partir do conjunto de alelos
presentes, foi possivel a obtencdo da classificacdo das videiras. Todas
apresentaram o0 mesmo conjunto para o0s seis marcadores nucleares de
microsatélite. A partir destes dados, (Tabela 1.2) e através da base de dados

“Spanish Vitis microsatellite database” (http://www.sivvem.monbyte.com/sivvem.asp)

foi possivel a confirmag&o de todas as videiras, como sendo do cultivar Isabel, com
origem da Carolina do Sul (USA), Vitis labrusca. A utilizagdo dos marcadores
moleculares OIV 801 até 806 sdo recomendados a fim de garantir a identificagdo e

caracterizacdo de espécies (MARTIN et al., 2011).

Tabela 1.2 - Identificagdo genética por microsatélite de troncos das videiras das
quais foram coletadas as wuvas ‘Isabel’ caracterizadas de 3
propriedades distintas em Veranopolis (RS, Brasil)

VVMD5 VVMD7 VVMD27 VVS2 ZAG62 ZAGT79
Alelo Alelo | Alelo Alelo | Alelo Alelo | Alelo Alelo | Alelo Alelo | Alelo Alelo
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
234 [234 [233 [247 [175 [179 [120 [150 [201 [203 [235 [245

Os valores referem-se ao tamanho dos alelos em pares de bases (bp)

1.2.4 PREPARO DAS AMOSTRAS - EXTRACAO DOS POLIFENOIS DAS CASCAS E SEMENTES

As amostras de uvas das trés procedéncias foram cuidadosamente separadas
em cascas e sementes manualmente. As cascas foram lavadas com agua ultrapura,
secas levemente com papel, e congeladas (-80°C por 12 h). Apds, foram liofilizadas
(Christ Alpha-1-2-LDPlus, Shropshire, Inglaterra), pesadas (Shimadzu AX200,
Quioto, Japao) e embaladas a vacuo (TecMaq, TM 250, SP, Brasil). As uvas foram
cortadas ao meio, as sementes retiradas, pesadas, e posteriormente congeladas (-
18°C).

As cascas liofilizadas (0,50 g de amostra) adicionou-se 50,0 mL da solucdo de
metanol, agua, acido férmico (50:48,5:1,5 v/v/v). Apbs ser triturada a mistura foi
submetida a ultrassonicagdo por 10 minutos e centrifugada a 5000 rpm por 5

minutos (NT 810, Nova técnica, Brasil) a 20°C. O sobrenadante foi passado para
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uma proveta de 100 mL com cuidado. Na amostra precipitada foi adicionado mais 50
mL da mesma solugao, repetindo-se o procedimento anterior. O sobrenadante foi
colocado na mesma proveta e o volume final foi anotado. Uma aliquota da amostra
foi filtrada (membrana de poliéster, 0,20 um, Chromafil PET 20/25, Macherey-Nagel,
Duren, Alemanha). Para analise das antocianinas tomou-se 0,75 mL de amostra,
adicionando-se ao vial, 0,75 mL de HCI 0,1 mol L™, a qual foi diretamente injetada no
sistema de HPLC.

As sementes separadas (2,00 g) passaram por procedimento idéntico ao
descritos anteriormente para as cascas, tendo sido o sobrenadante congelado a -18

°C até a andlise.

1.2.5 ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR

1.2.5.1 Preparacao das amostras

A fragdo dos compostos fenolicos livre de antocianinas, dos extratos das
cascas das uvas ‘Isabel’, foram utilizadas para a analise dos flavonois e derivados
de acidos hidroxicinamicos, tendo sido isoladas apds a diluicdo de 3 mL do extrato
com 3 mL de HCI 0,1 mol L™, segundo o procedimento descrito por Castillo-Munéz et
al. (2007). Usando cartuchos de extragdo em fase solida ECX SPE (40 um, 500 mg,
6 mL; Scharlab, Sentmenat, Barcelona, Spain) previamente condicionados com 5 mL
de metanol e 5 mL de agua, a eluigédo utilizou 3 x 5 mL de metanol. Este eluato foi
evaporado em um rotaevaporador (Hei-VAP Precision HL/G3, Heidolph Instruments

GmbH & Co, Schwabach, Alemanha) a 35°C. O residuo seco foi redissolvido em 1,0



35

mL de solugdo agua: metanol (80:20 v/v), transferido para o vial e injetado no
sistema de HPLC.

Os flavan-3-ols (mondémeros, dimeros do tipo B, e proantocianidinas
poliméricas) foram isolados dos extratos das cascas e sementes das uvas ‘Isabel’,
seguindo o procedimento descrito por Rebello et al. (2013). Dois (2 mL) de cada
extrato misturados a 12 mL de agua ultrapura foram passados no Sep-Pak Plus C18
(820 mg de adsorvente, Waters, Mildford, MA, EUA) pré-condicionados com metanol
e agua, e levados a secura (Visiprep™ SPE Vacuum Manifold, 12-Port, Supelco,
Bellefonte, PA, EUA). Os fenolicos foram eluidos com 15 mL de metanol e 5 mL de
acetato de etila. O solvente foi rotaevaporado (35°C) e o residuo ressuspendido em

2 mL de metanol foi reservado, mantido a —18°C até analise.

1.2.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DAS CASCAS E

SEMENTES DAS UVAS ‘ISABEL’ POR HPLC-PDA-ESI-MS"

1.2.6.1 Instrumental

A separagao, quantificagao e identificacdo dos compostos fenolicos presentes
nas cascas das uvas ‘Isabel’ foi realizada em um sistema de HPLC da Agilent da
Série 1100 (Waldbronn, Alemanha), equipado com PDA (G1315B) e LC/MS-MS"
(G2445C VL), espectrometro de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI),
acoplado a estagdo de processamento de dados Agilent Chem Station (Verséo
B.01.03). O software utilizado para gerenciamento do espectrdbmetro de massas foi o
Agilent LC/MS Trap (Versdo 5.3). A coluna cromatografica empregada foi uma de
fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 uym, Agilent, Waldbronn,

Alemanha).
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1.2.6.2 Condicdo Cromatografica e do Espectrémetro de Massas para a Analise

das Antocianinas das Cascas da Uva ‘Isabel’

As amostras dos extratos das cascas (10,0 puL), preparadas conforme
procedimento descrito anteriormente foram injetadas na coluna mantida a 40°C. As
condigdes cromatograficas utilizadas para as analises de antocianinas foram
baseadas em Lago-Vanzela et al. (2013) com modificagdes. As fases moveis
consistram de uma mistura de &gua ultrapura, acetonitrila, e acido férmico
(88,5:3:8,5, vIvlv, Fase A; 41,5:50:8,5, v/viv, Fase B) na vazdo de 0,19 mL min .
Um gradiente linear foi empregado da Fase B nas proporg¢des: zero min, 6%; 10 min,
30%; 30 min, 50%; 34 min, 100%; 36 min, 100%; 42 min, 6%. A ionizacdo para a
identificagdo empregou ESI-MS"™: no modo positivo; N2 seco, 11 mL min™;
temperatura de 350 °C; nebulizador: 65 psi; capilar: 2500 V; capilar de saida: 70 V;
skimmer 1: 20 V; skimmer 2: 6 V; estabilidade do composto: 100%; alcance do scan:
50-1200 m/z. Para a quantificagdo foi empregado um detector de arranjo de diodos
(PDA) com os cromatogramas extraidos a 520 nm, e as concentragbes foram
expressas em termos de malvidina-3,5-diglicosideo (NIXDORF, HERMOSIN-
GUTIERREZ, 2010; RENTZSCH et al., 2007). As antocianinas foram calculadas a
partir das areas dos respectivos picos identificados nos cromatogramas. A
porcentagem de cada antocianina foi calculada de acordo com os valores de area de

cada pico em relagdo a soma de todas as areas do cromatograma.

1.2.6.3 Condicdo Cromatogréfica e do Espectrometro de Massas para a Analise
da Fracdo Livre de Antocianinas (Flavonois e Acidos Hidroxicinamicos) das

Cascas da Uva ‘Isabel’

As amostras dos extratos das cascas livres de antocianinas (20,0 L),
conforme procedimento descrito anteriormente, foram injetadas na coluna mantida a
40°C. As condigdes cromatograficas utilizadas para as analises dos flavonols e
derivados de acidos hidroxicinamicos foram as utilizadas por Rebello et al. (2013)

com modificagdes. O gradiente linear para as analises dos flavonols e derivados dos
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acidos hidroxicinamicos empregou além das Fases A e B, a Fase C (agua, metanol,
acido férmico 1,5:90:8,5 v/v/v), conforme as proporgdes: zero min, 98% A e 2% B; 8
min, 96% A e 4% B; 37 min, 70% A, 17% B e 13% C; 51 min, 50% A, 30% B e 20 %
C; 51,5 min, 30 % A, 40 % B e 30 % C; 56 min, 50% B e 50% C; 64 min, 96% A e
4% B. Os parédmetros do massas foram: ionizagdo no modo negativo; N2 seco, 8 mL
min™'; temperatura de 325 °C; nebulizador: 50 psi; capilar: 2500 V; capilar de saida:
70 V; skimmer 1: 20V; skimmer 2: 6 V; estabilidade do composto: 100%; alcance do
scan: 50-1200 m/z. A quantificacao foi feita pelos cromatogramas extraidos do PDA
em 360 nm para os flavonols e, em 320 nm para os derivados de acidos

hidroxicinamicos.

1.2.6.4 Condicdo Cromatogréafica e do Espectrometro de Massas para a Analise

de Flavan-3-ols das Cascas e Sementes da Uva ‘Isabel’

Para as analises dos mondmeros dos flavan-3-ols e dos dimeros das
procianidinas das cascas de uvas e sementes, 0,25 mL do extrato passado pelo
Sep-Pak C18 e reservado (fragdo sem reagado) foram diluidos em 4,75 mL da
solugdo de agua: acido férmico (98,5:1,5 v/v) em um vial cromatografico, fechado e
levado para injecado no HPLC-PDA-MS.

Para analise das proantocianidinas, foi feita a reagdo de despolimerizagao
catalisada por acido, em que 0,5 mL de solugdo reagente de pirogalol (100 g L™ de
pirogalol e 20 g L' de acido ascorbico em 0,3 mol L' em metanol) foram
adicionados a 0,25 mL do extrato passado pelo SPE-C18, e a mistura foi mantida a
30°C por 40 min. Apds, adicionou-se 2,25 mL de acetato de sodio 67 mmol L"e?2
mL de agua, tendo sido esta mistura reacional injetada (fragdo com reacgédo de
despolimerizag&o).

As amostras (sem e com a reagao de despolimerizagao catalisada por acido)
foram injetadas (10,0 pL) na coluna a 16°C. Utilizou-se a fase movel A (agua:
metanol: acido formico 97:2:1, v/v/v) e fase B (metanol) em uma vazao de 0,1 mL
min”. O gradiente linear apresentou as seguintes proporg¢des da fase B: 0 min, 5%; 2
min, 5%; 25 min, 30 %; 40 min, 55%; 50 min, 95%; 65 min, 95%; 70 min, 5%; e 80

min, 5%. Dois modos de scan foram usados: (EMS - espectro de massas reforgado,
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em condigbes MS) para identificagdo dos compostos e (MRM - Reagbes multiplas
monitoradas; em condicbées MS/MS) para quantificagdo. As condigdes do MS para
os dois modos foram: voltagem do ion spray, 4000 V; temperatura da fonte de ions,
500°C; gas de colisdo, alto; cortina de gas, 15 psi; gas da fonte de ions 1,50
(unidades arbitrarias); potencial declustering, 35 V; potencial de entrada, 3 V. Os
dados referentes as concentracbes dos monémeros de flavan-3-ols, obtidos sem a
reacdo de despolimerizacdo, foram usados para a corre¢cdo na medida das
concentragcbes do mondmeros gerados a partir dos flavan-3-ols (subunidades
terminais dos polimeros das proantocianidinas) durante a despolimerizagdo das
proantocianidinas.

Para a identificacdo e quantificacdo de diversos flavan-3-ols, padrbes dos
mondmeros foram utilizados: (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-) -epigalocatequina, (-
)-galactocatequina, e (-)-epicatequina-3-galato; os dimeros procianidinas B1, B2 e
B4. As proantocianidinas poliméricas totais foram quantificadas por equivalentes de
(+)-catequina. Seguindo métodos ja desenvolvidos para a identificagdo usando EMS
e MRM para a quantificacdo (LAGO-VANZELA et al., 2011a e 2011b).

1.3 RESULTADOS

1.3.2 OCORRENCIA DE COMPOSTOS FENOLICOS NA UVA ‘ISABEL’

O perfil de fendlicos em termos de antocianinas para as 13 amostras de uvas,
todas provenientes da ‘Isabel’ (Vitis labrusca), cultivadas em trés diferentes
propriedades da Regidao de Veranopolis (RS, Brasil), estda apresentada no perfil
cromatografico (Figura 1.9 e 1.10), com os respectivos tempos de retengcdo e
comprimento de absorgdo maximo para cada uma das antocianinas (Tabela 1.3). As
antocianinas encontradas sao identificadas em trabalhos anteriores como
procedentes de espécies V. viniferas e V. labruscas (REBELLO, 2013; LAGO-
VANZELA et al., 2011a; BARCIA, et al., 2014). A antocianina encontrada em maior
quantidade em todas as amostras de casca de uva ‘Isabel’, pertencente ao grupo 3-
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glicosideo, foi a malvidina 3-glicosideo, seguida pela petunidina-3-glicosideo. As 3-
(6-coumaroil)-glicosideo derivadas das cinco antocianinas (pn, pt, mv, cy e dp) foram
identificadas através dos espectros de MS e MS? sendo a malvidina-3-t-(6-
coumaroil)-glicosideo a mais abundante. Em menores quantidades encontrou-se
malvidina 3-(6-cafeoil)-glicosideo (mv-3-cfglc). Um segundo grupo de antocianinas
também foi detectado nas uvas ‘Isabel’, os 3,5-diglicosideos, que sao caracteristicos
dos cultivares V. labruscas (REBELLO et al., 2013; BARCIA, et al., 2014). Os 3,5-
diglicosideos de malvidina e peonidina foram identificados através dos espectros MS
e MS? apresentando o ion molecular esperado (M*, modo MS), sendo que a
fragmentacgdo pelo “ion trap” (Modo MS?), resultou em duas perdas de glicoses
independentes, gerando os produtos [M-glc]” e [M-glc-glc]’. O cultivar Isabel
apresentou uma média de 46% de malvidina-3-glicosideo em sua composicao, ja
cultivares como ‘Seibel’, ‘Burdin’ e ‘Terci’, apresentaram 44,8%, 34,6% e 30,7%, (De
ROSSO et al. 2012) respectivamente, ja a concentracdo de malvidina-3,5-
diglicosideo, que no cultivar Isabel apresentou niveis proximos a 1%, em outras
cultivares V. labruscas como ‘Seyve Villard’, apresenta valores em torno de 44% (De
ROSSO et al. 2012).

No que diz respeito a variacdo da quantidade total de antocianinas presentes
nas amostras, os resultados mostram uma pequena variagdo nos valores, atribuidos
a diversos fatores climatolégicos, diferentes manejos das videiras e peculiaridades
dos solos. Todas as amostras provenientes do cultivar Isabel apresentaram em torno
de 500 mg kg™’ de antocianinas totais, cultivares também Vitis labrusca como ‘Baco’,
‘Bertille Seyve’ e ‘Terci’, apresentam niveis diferenciados e mais elevados de
antocianinas totais entre 1880 e 5291 mg kg™'(De ROSSO et al., 2012). Portanto, o
perfil dos compostos fendlicos pode ser utilizado para uma possivel distingdo entre
os cultivares. Os resultados deste estudo sao preliminares, sugerindo-se que outras

amostras e de diferentes locais, deverao ser avaliadas.
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Figura 1.9 - Perfil cromatografico das antocianinas identificadas nas cascas da uva
do cultivar Isabel
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Tabela 1.3 - Antocianinas identificadas nas cascas de uva do cultivar Isabel com
dados do tempo de retengdo, maximo de comprimento de onda no UV-
Vis e dos espectros de massas

Antocianina T.R. UV-Vis Max IM; PI (%)
min nm m/z molar

DP

cy-3-glc 9,25 280, 292 (sh), 325 (sh), 380 (sh), 440 (sh), 517 449:287 1,14 0.27

pn-3-glc 12,76 280, 292 (sh), 325 (sh), 380 (sh), 440 (sh), 518 463; 301 8,38 135

dp-3-acglc 14,49 524 507,303 0,19 0,01

pn-3-acglc 18,98 280, 312 (sh), 378 (sh), 440 (sh), 520 505; 301 0,20 0,03

dp-3-cfglc 16,30 278, 298 (sh), 328 (sh), 404 (sh), 532 627;303 0,08 0,01

pn-3-cfglc 20,61 284, 325, 440 (sh), 519 625; 301 0,17 0,04

1,93 0,14

dp-3-cmglc 18,76 282, 298 (sh), 316 (sh), 440 (sh), 530 611; 303

pt-3-cmglc 21,87 282, 298 (sh), 316(sh), 440 (sh), 531 625,317 2,98 0,22

mv-3-c-cmglc 22,42 280, 300 (sh), 440 (sh), 534 639; 331 0,36 0,06

Total (mg kg™) 496,20 64,96
dp: delfinidina; cy: cianidina; pt: petunidina; pn: peonidina; mv: malvidina; 3-glc: 3-glicosideo; 3-acglc: 3-
(6-acetil) glicosideo; 3-cmglc: 3-(6-p-coumaroil) glicosideo; 3-cfglc: 3-(6-cafeoil) glicosideo. sh: shoulder —
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ombro. T.R.: tempo de retengdo. DP: desvio padrdo; IM: ion molecular; Pl: produto i6nico; %molar:
porcentagem molar.

Figura 1.10- Porcentagem das antocianinas nas cascas de uva do cultivar Isabel

Antocianinas

dp: delffinidina; cy: cianidina; pt: petunidina; pn: peonidina; mv: malvidina; 3-glc: 3-glicosideo; 3-acglc: 3-(6-acetil)
glicosideo; 3-cmglc: 3-(6-p-coumaroil) glicosideo; 3-cfglc: 3-(6-cafeoil) glicosideo

1.3.2 FLAVAN-3-0OLS

Os flavan-3-ols encontrados foram (+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC), (-
)-epicatequina 3-galato (ECG), galocatequina (GC) e epigalocatequina (EGC)
(Tabela 1.4), seguindo a mesma tendéncia de alguns cultivares de V. viniferas e V.
labruscas (REBELLO et al., 2013; LAGO-VANZELA et al., 2011a). Como esperado,
a ocorréncia dos mondémeros flavan-3-ols das uvas do cv. Isabel da regido de
Verandpolis apresentaram altos niveis de (+)-catequina, proximo de 50% do total de
flavan-3-ols nas cascas (Figura 1.11), seguida por (-)-epicatequina, quase que 5%
nas cascas, sendo entdo semelhante aos niveis encontrados para cultivares hibridas
como BRS Clara com 59 e 3%, e BRS Morena com 41 e 7,2% para niveis de (+)-
catequina e (-)-epicatequina, respectivamente (LAGO-VANZELA et al.,, 2011a).
Proantocianidinas B1, B2 e B4 também foram encontradas nas amostras, porém em
menores quantidades. Pode-se observar que os valores totais de flavan-3-ols
encontrados nas sementes € muito superior, quando comparado com os resultados
referentes as cascas de uva ‘Isabel’ (46,46 mg kg™ nas sementes e 1,07 mg kg™ nas

cascas).
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Tabela 1.4 - Flavan-3-ols encontrados nas cascas e sementes de uva do cultivar

Isabel
Cascas Semente
Flavan-3-ols
(%) molar DP (%) molar DP

C 50,20 4,88 64,28 6,97
EC 4,87 4,94 29,19 5,79
GC 0,33 0,39 ND ND
EGC 0,29 0,38 ND ND
ECG 1,60 1,2 0,68 0,15
PB1 14,72 1,86 0,33 0,1
PB4 19,67 2,88 5,05 1,08
PB2 8,29 2,7 0,44 0,14
Total (mg kg™) 1,07 0,32 46,46 14,08

C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; GC: galocatequina; EGC: epigalocatequina; ECG: (-)-
epicatequina 3-galato; PB1: proantocianidinas B1; PB4: proantocianidinas B4; PB2: proantocianidinas
B2; (%) molar: porcentagem molar; DP: desvio padrao; ND: ndo detectado.

Figura 1.11- Porcentagem dos flavan-3-ols nas cascas e sementes da uva ‘Isabel’
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Flavan-3-ols

C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; GC: galocatequina; EGC: epigalocatequina; ECG: (-)-
epicatequina 3-galato; PB1: proantocianidinas B1; PB4: proantocianidinas B4; PB2: proantocianidinas
B2

Os flavan-3-ols encontrados apds a reagdao de despolimerizagao
apresentaram niveis mais altos para (+)-catequina em unidades terminais das
proantocianidinas e (-)-epicatequina nas extensdes de proantocianidinas (Figura
1.12), da mesma forma que os resultados encontrados em outros cultivares de V.
labruscas. Enquanto, na casca do cv. Isabel foram encontrados apenas cerca de 25
mg kg™ de proantocianidinas (Tabela 1.5), em cultivares hibridas como BRS Morena
e BRS Clara foram encontrados 391 e 264 mg kg, respectivamente (LAGO-
VANZELA et al., 2011a).
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Tabela 1.5 - Proantocianidinas (porcentagem de cada flavan-3-ol) encontrados nas
cascas e sementes de uva do cultivar Isabel

Flavan-3-ols Casca Sementes

(%) molar DP (%) molar DP
C-term 7524 511 62,06 4,92
EC-term 8,09 25 33,49 4,37
GC-term 8,34 4,39 ND ND
EGC-term 4,14 1,65 ND ND
ECG —term 422 0,79 4,46 0,9
C-ext 382 0,67 12,94 1,98
EC-ext 80,26 2,41 74,96 3,23
EGC-ext 13,71 1,9 0,57 0,29
ECG-ext 221 048 11,54 1,34
Total (mg kg™) 2542 7,36 71,37 16,45

C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; GC: galocatequina; EGC: epigalocatequina; ECG: (-)-
epicatequina 3-galato; term: unidades terminais da proantocianidina; ext: unidades de extensao da
proantocianidina; (%) molar: porcentagem molar; DP: Desvio Padrao; ND: ndo detectado.

Figura 1.12 - Porcentagem das proantocianidinas (porcentagem de cada flavan-3-
ols) encontrados nas cascas e sementes de uva do cultivar Isabel

%molar

¥ Casca

™ Semente

Flavan-3-ols

C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; GC: galocatequina; EGC: epigalocatequina; ECG: (-)-epicatequina
3-galato; term: unidades terminais da proantocianidina; ext: unidades de extensao da proantocianidina

1.3.3 Acipos HIDROXICINAMICOS

Nas amostras de uvas foram encontrados os acidos hidroxicindmicos —

tartaricos, acido caftarico e acido cumarico (apenas o isdmero trans foi detectado),
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sendo que o acido hidroxicindmico encontrado nas cascas das uvas de Veranopolis
em maior concentragao foi o acido caftarico, como mostrado na Figura 1.13, Figura
1.14 e Tabela 1.6. Os resultados seguiram as mesmas tendéncias encontradas para
cultivares hibridas como: BRS Violeta, BRS Clara e BRS Morena, porém os niveis de
acido caftarico e cumarico variaram. Enquanto, para as cascas do cv. Isabel, os
niveis de acido caftarico e acido cumarico foram préoximos a 75 e 13%
respectivamente; os da BRS Violeta foram de cerca de 50 e 13%; da BRS Clara de

82 e 9%; e, da BRS Morena de 61 e 23%, respectivamente (LAGO-VANZELA et al.,
2011a; BARCIA, et al., 2014).

Figura 1.13 - Perfil cromatografico dos acidos hidroxicindmicos das cascas de uva
do cultivar Isabel
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Tabela 1.6 - Acidos hidroxicinAmicos (porcentagem molar de cada 4cido) nas cascas
de uva do cultivar Isabel

A_cidos_ _ _ TR. UV-Vis IM; PI (%) DP
hidroxicindmicos (min) (nm) (m/z) molar

Acido caftarico 3,91 300 (sh), 328 311; 179, 149 75,13 2,92
Acido cumérico 5,36 300 (sh), 313 295; 163, 149 13,15 2,23
p-coumarico-glc-1 7,37 300 (sh), 315 325; 163, 145 6,80 1,52
p-coumarico-glc-2 9,16 300 (sh), 313 325; 193, 149 511 0,96
Total (mg kg™) 524 1,18

glc: dlicosideo; T.R.: tempo de retengdo; IM: ion molecular; PIl: produto ibnico; (%) molar:
porcentagem molar; DP: desvio padrao; sh: shoulder — ombro
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Figura 1.14 - Porcentagem dos acidos hidroxicinamicos nas cascas de uva do
cultivar Isabel

Acido caftarico  Acido cumérico p-coumaroil-glc-1 p-coumaroil-glc-2

Acidos Hidroxicinamicos

glc:glicosideo

1.3.4 FLAVONOIS

Os niveis qualitativos e quantitativos de flavonois das uvas ‘Isabel’ foram
investigados através de espectrometro de massas, conforme a Figura 1.15, Figura
1.16 e a Tabela 1.7. Detectou-se nas amostras de cascas da uva do cv. Isabel os 3-
glicosideos (3-glc) de seis agliconas de: Q, quercetina; I, isoramnetina; M, miricetina;
L, laricitrina; S, siringetina; e K, canferol), juntamente com os 3-glicuronideos (3-
glcU) de M, Q e K, sendo o M-glcU e Q-glcU, além de canferol-galactose também
encontrados em cultivares V. viniferas e V. labruscas como Petit Verdot, Merlot,
Syrah, BRS Lorena e BRS Violeta (CASTILLO-MUNOZ et al., 2007; BARCIA, et al.,
2014). Além destas, foram encontrados niveis de quercetina-rutinosideo (Q-rut)
presente também em cultivares viniferas como ‘Sultana’ (KARADENIZ, DURST,
WROLSTAD 2000) e hibridas, BRS Clara e BRS Morena (LAGO-VANZELA et al.,
2011a). Siringetina e isoramnetina foram detectados em sua forma livre. As
concentracdes encontradas de flavonois nas uvas de Veranodpolis apresentaram-se
em torno de 20,62 mg kg, enquanto cultivares V. labrusca como ‘Bacd’ e ‘Seibel’
apresentam 49,66 e 224,60 mg kg” respectivamente (De ROSSO et al., 2014).
Outros cultivares hibridos como BRS Clara e BRS Morena apresentaram maiores

niveis para flavonois do tipo miricetina chegando a aproximadamente 47% (LAGO-
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VANZELA et al., 2011a), enquanto o cv. Isabel apresentou maiores niveis de

flavonois do tipo quercetina somando cerca de 72%.

Figura 1.15 - Perfil cromatografico dos flavonois nas cascas de uva do cultivar Isabel
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Tabela 1.7- Flavonois (mg kg™') das cascas de uva ‘Isabel’
TR. UV-Vis IM; PI (%)

Flavonol (min) (nm) (m/z) molar DP
M-3-glcU 17,84 257 (sh), 260, 305 (sh), 354 493; 317 1,80 0,64
M-3-gal 18,22 254 (sh), 261, 305 (sh), 356 479; 317 0,53 0,17
M-3-glc 19,51 255 (sh), 261, 305 (sh), 355 479; 317 7,36 3,5
Q-3-gal 25,43 256, 264 (sh), 302 (sh), 354 463; 301 2,42 1,11
Q-3-glcU 25,76 254, 264 (sh), 300 (sh), 353 477; 301 46,38 8,46
Q-3-glc 27,03 256, 264 (sh), 300 (sh), 354 463; 301 24,93 8,71
Q-3-rut 27,52 256, 264 (sh), 300 (sh), 354 609; 301 0,88 0,19
L-3-glc 29,95 255, 262(sh), 305 (sh), 357 493; 331 4,82 2,38
K-3-gal 30,19 265, 298 (sh), 325 (sh), 349 447, 285 1,31 1,95
K-3-glcU 31,86 265, 300 (sh), 325 (sh), 348 461; 285 0,47 0,17
K-3-glc 32,92 264, 300 (sh), 325 (sh), 349 447; 285 2,45 1,79
1-3-glc 35,73 254, 264 (sh), 300 (sh), 354 477; 315 2,99 0,92
S-3-glc 37,47 253, 264 (sh), 305 (sh), 357 507; 345 3,67 2,03
Total (mg kg™) 20,62 11,78
Q: quercetina; I: isoramnetina; M: miricetina; L: laricitrina; S: siringetina; K: canferol; 3-glc: 3-

glicosideo; 3-glcU: 3-glicuronideos; gal: galactose; rut: rutinosideo; T.R.: tempo de retengao; IM: ion
molecular; PI: produto ibnico; (%)molar: porcentagem molar; DP: desvio padrao; sh: shoulder —
ombro.
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Figura 1.16 - Porcentagem dos flavonois nas cascas de uva ‘Isabel’

%molar

Flavonois

Q: quercetina; I: isoramnetina; M: miricetina; L: laricitrina; S: siringetina; K: canferol; 3-glc: 3-
glicosideo; 3-glcU: 3-glicuronideos; gal: galactose; rut: rutinosideo

1.4 CONCLUSAO

Este estudo possibilitou tragar o perfil dos compostos fenolicos das cascas e
semente de uvas do cultivar Isabel, a mais produzida, utilizada na elaboracdo de
sucos e vinhos de mesa no Brasil. A identificacdo e quantificagdo feitas por HPLC-
PDA-ESI-MS" mostraram que a antocianina presente em maior quantidade foi a
malvidina 3-glicosideo e a 3,5-diglicosideo, caracteristicas de cultivares V.
labruscas, n&o encontrada em cultivares V. viniferas. Entre os flavan-3-ols, o
destaque ocorreu para a quantidade dos monémeros (+)-catequina e (-)-
epicatequina. Dentre os acidos hidroxicindmicos, o acido caftarico foi encontrado
majoritariamente. Nos flavonois os derivados de quercetina foram predominantes,

enquanto os de canferol foram encontrados em menores quantidades.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA SOBRE A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E A INTENSIDADE
CROMATICA DO SUCO DE UVA ‘ISABEL’ APOS TRATAMENTOS EXOGENOS
COM ACIDO ABSCISICO

RESUMO

O suco de uva vem apresentando crescimento exponencial de consumo, motivado
pelo interesse dos consumidores em produtos saudaveis, principalmente ricos em
compostos bioativos. No Brasil o cultivar de uva Isabel (Vitis labrusca) € o mais
produzido, por apresentar tolerancia as principais doengas fungicas, com boa
capacidade de adaptagédo e alta produtividade, representando, por conseguinte, o
cultivar mais amplamente utilizado na elaboragdo de sucos. Entretanto, devido a
tonalidade violeta clara e heterogénea de suas bagas, considerando a maturagéo
irregular, a aparéncia de seu suco é diretamente afetada, tendo a aceitagcéo pelo
mercado consequente comprometida. Portanto, este estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia sobre a capacidade antioxidante e a intensidade cromatica do
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suco integral, elaborado a partir das bagas de uva ‘Isabel’, submetidas a diferentes
aplicagbes do acido abscisico (S-ABA). Os tratamentos diferenciaram-se pela
aplicacdo do S-ABA em distintos estadios de maturagdo — antes, no inicio e depois
do véraison, testando-se ainda distintos intervalos, com uma 22 aplicacao feita aos
10 e 15 dias antes da colheita, durante 4 safras consecutivas, em 2 safras regulares
e 2 fora de época. A capacidade antioxidante e a intensidade cromatica dos sucos
foram comparadas pelo teste de Duncan em nivel de 5% de significancia. A partir
das variaveis colorimétricas, verificou-se que a capacidade antioxidante do suco
integral ndo foi afetada pelas aplicagbes do S-ABA, independente do tratamento. Ja,
a intensidade cromatica, sofreu aumento com aplicagdo do regulador S-ABA,
podendo ser agrupada de acordo com os tratamentos aplicados, pela analise de
componentes principais. O maior valor, em termos de intensidade cromatica, foi
observado para a aplicacdo do S-ABA em duas etapas - a 12 aos 7 dias antes do
véraison e a 22 aos 10 dias antes da colheita, produzindo a cor amarela (420 nm) e a
violeta (620 nm), concordando com o circulo de correlagédo. Desta forma, a aplicagéo
do S-ABA mostrou ser uma alternativa tecnoldgica viavel e interessante para
agregar qualidade ao suco de ‘Isabel’ pelo aumento de cor, sem, contudo, promover
a perda da capacidade antioxidante.

Palavras-Chave: intensidade cromatica, S-ABA, capacidade antioxidante, fenolicos.

INFLUENCE ON 'ISABEL' GRAPE JUICE ANTIOXIDANT CAPACITY AND
CHROMATIC INTENSITY AFTER ABSCISIC ACID EXOGENOUS TREATMENTS

ABSTRACT

Grape juice has shown exponential growth in consumption, motivated by consumers’
interest in healthy products, particularly rich in bioactive compounds. In Brazil the
cultivar Isabel grape (Vitis labrusca) is the most produced, by presenting tolerance to
main fungal diseases, with good adaptability and high vyield, representing
consequently the widely variety for juice elaboration. However, due to ‘Isabel’ berries
light color with violet hue and heterogeneity, by its irregular maturation, this feature
tends to directly impair juice appearance, compromising consequently its market
acceptance. Therefore, this study aimed to evaluate the influence on antioxidant
capacity and color intensity of the whole grape juice, made from 'lIsabel' berries,
submitted to different applications of abscisic acid (S-ABA). Treatments differed by
application of S-ABA at different maturation stages — before, in the beginning and
after véraison, also testing at different intervals, with the 2" application made after 10
and 15 days before harvest, during 4 consecutive harvests - in two regular and two
out of seasons. Juices antioxidant capacity and color intensity were treated
statistically by Duncan test at 5% significance level. From whole juice colorimetric
variables, was concluded that the antioxidant activity was not affected by S-ABA
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applications, regardless of treatment. However, the chromatic intensity increased with
S-ABA regulator application, allowing to be grouped according to the treatment, by
principal component analysis. The best result in terms of color intensity was observed
by two stages S-ABA application - the 1% in 7 days prior to véraison and the 2" in 10
days before harvest, agreeing with correlation circle between yellow (420 nm) and
violet (620 nm). Thus, S-ABA application shown to be a viable and interesting
technology alternative to aggregate quality to ‘Isabel’ juices concerning the color
increase, without, however, losing of antioxidant capacity.

Keywords: color intensity, S -ABA, antioxidant capacity, phenolic
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2.1 INTRODUCAO
2.1.1 Suco bE UvAa

No Brasil, a produgdo de suco de uva vem aumentando, principalmente apos
o crescimento do interesse do consumidor, em adquirir produtos mais saudaveis,
buscando a qualidade de vida e prevencdo a doengas (IBRAVIN, 2013; IBRAVIN,
2011; GURAK et al., 2010; RIZZON, MENEGUZZO, 2007). O Brasil € o 9° pais no
mundo que mais consome sucos em geral, com aproximadamente 4 litros per capita
(IBRAVIN, 2013). O suco de uva representa cerca de 20% de todo este consumo,
apresentando um aumento de 0,56 para 0,8 L per capita entre os anos de 2006 e
2011 (CONAB, 2011), e um aumento de 42,94% entre os anos de 2012 e 2013
(IBRAVIN, 2013). Utilizando como base a produgdo de sucos e vinhos no Rio
Grande do Sul, houve um aumento de aproximadamente 68% na produg¢ao nacional,
considerando-se o suco de uva integral (MELLO, 2013).

O suco de uva é uma bebida nao fermentada, obtido da uva madura e sa, que
através do processamento tecnoldgico adequado, apresenta-se conservado até o
momento do consumo (BRASIL, 2009). O processamento da uva & conhecido desde
a Grécia antiga. No processo, as uvas sao colocadas em um recipiente, e o suco é
delicadamente extraido por meio de tratamento térmico e por maceragao, entretanto
sem que a baga seja totalmente esmagada, para nao conferir gosto amargo. A partir
dai, o suco de uva pode ser pasteurizado e engarrafado, como suco de uva integral
(IBRAVIN; SEBRAE, 2015).

Segundo Marzarotto (2010) o suco pode ser classificado em: integral,
concentrado, desidratado, reconstituido e adogado. Entretanto, as denominacgdes
nos rotulos para os diferentes tipos de sucos comercializados no mercado brasileiro,
frequentemente induzem ao consumidor a inferéncias errbneas, quanto a sua
qualidade. O suco de uva integral é composto de 100% da fruta, sem qualquer
adicdo (BRASIL, 2009). Ja o suco concentrado é o produto parcialmente
desidratado, enquanto, o reconstituido € o suco que foi concentrado, a fim de poder
guarda-lo ou transporta-lo, tendo posteriormente a mesma quantidade de agua
reencorporada (IBRAVIN; SEBRAE, 2015), podendo ainda conter um maximo de
10% de adicao de agucar, quando denominado de adogado (BRASIL, 2009). Por sua

vez, o denominado néctar, € a bebida elaborada com no minimo 50% de suco,
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segundo a IN n°® 24/2012 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2012), preparada pela adigdo de agua, agucar e aditivos como: acidulante,
antioxidante, corante, aromatizante, espessante, estabilizante e conservante. O
Refresco ou Bebida de uva é similar ao néctar, porém a diferenca € que contém
somente 30% de suco. Ja o Refresco Misto contém apenas 10% de suco de fruta
(IBRAVIN; SEBRAE, 2015).

O valor nutricional do suco é bem amplo, ja que apresenta entre seus
constituintes: agucares, minerais, acidos e vitaminas, destacando-se, porém, a
presenca de compostos bioativos, como os compostos fendlicos que sao
responsaveis pela: cor, sabor, atividade antioxidante, anti-inflamatdria,
anticancerigena (RIZZON, MENEGUZZO, 2007; REBELLO et al., 2013), e inibicdo
da peroxidacao lipidica (TOALDO et al., 2015).

A auséncia de alcool é uma das principais vantagens do consumo de suco de
uva quando comparado com o vinho, ja que pode ser consumido até mesmo por
criancas (ROMERO-PEREZ et al., 1999). No Brasil, para que uma bebida seja
considerada nao alcodlica, ela deve ter até 0,5% de alcool em volume (IBRAVIN e
SEBRAE, 2015).

Qualquer cultivar de uva pode ser utilizado para a elaboragdo do suco, desde
que esteja no estadio de maturagdo adequado. Os parametros mais valorizados nos
cultivares destinados a producédo de suco sao: dogura, aroma, sabor e coloracio.
Sendo também possivel a producdo de suco de uva utilizando cortes (blends) de
cultivares (RIZZON, MENEGUZZO, 2007; MAIA et al.,, 2013). O suco de uva
denominado de tinto é elaborado a partir de uvas tintas como: Bordd, Concord, entre
outras tintureiras; ja o Rosé, é elaborado com uvas tintas de coloragdo mais claras,
como a ‘Isabel’, ou uvas rosadas, como a ‘Niagara Rosada’ (IBRAVIN; SEBRAE,
2015).

2.1.2 Acipo ABscisico (S-ABA)

Os niveis dos compostos fenodlicos presentes em frutas e vegetais sao

regulados por reguladores de crescimento e diversos fatores, dentre eles: genético,
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fisiologico, quimicos e ambientais como: temperatura, luz, precipitagdo e solo
(HIRATSUKA et al., 2001; SANDHU et al., 2011). Os reguladores de crescimento
induzem, inibem ou modificam processos fisioldgicos e morfolégicos dos vegetais.
Sua origem pode ser organica ou sintética. Exemplos de reguladores de crescimento
sdo: auxinas, citocininas, acido abscisico, etileno, acido jasmoénico, entre outros
(CASTRO, 2006).

O acido abscisico (ABA) (Figura 2.1) possui em sua composigao 15 carbonos,
com isbmeros geomeétricos cis e trans, além de também apresentar enantibmeros S
e R, devido a presenga de um carbono assimétrico. Devido ao avango tecnoldgico,
atualmente ja é possivel a aquisicdo do S-ABA a um prego acessivel, visto que ha
alguns anos a sua utilizagao nao era viavel, devido aos altos custos de producéo. O
processo de produgdo atual é por processo biolégico (CANTIN, FIDELIBUS,
CRISOTO, 2007; REDAGRICOLA, 2011; PEPPI, FIDELIBUS, DOKOOZLIN, 2006,
2007a). Atualmente, o produto disponivel comercialmente € o S-ABA de origem
sintética, composto por uma mistura dos enantibmeros (TAIZ, ZEIGER, 2009;
VALENT BIOSCIENCES CORPORATION, 2010; ZAHARIA et al., 2005).

Os primeiros estudos visando a aplicacdo de S-ABA em uvas de cultivares
Vitis labruscas ja demonstraram um aumento na concentragdo das antocianinas nas
cascas de cultivares como Kyoho e Olimpia (HAN, LEE, KIM, 1996; KATAOKA,
SUGIURA, UTSUNOMIYA, 1982; LEE, TOMANA, 1980; MATSUSHIMA et al., 1989).

Figura 2.1 - Estruturas (S)-cis-ABA (A), (R)-cis-ABA (B) e (S)-2-trans-ABA (C)
. \ 6

8 9

CO,H
(B)

Fonte: Yamamoto (2014)
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Estudos indicam que o S-ABA esta envolvido na biossintese de antocianinas.
Ha pesquisadores inclusive, que sugerem que ele pode ser o Unico responsavel pela
producdo de antocianinas (BAN et al., 2003; GAGNE, 2011; HIRATSUKA et al.,
2001; KOYAMA, SADAMATSU, GOTO-YAMAMOTO, 2010; NICOLAS et al., 2014;
OWEN et al., 2009), ocorrendo somente posteriormente o acumulo de agucar,
potassio, aminoacidos, e compostos fendlicos (DAVIES, BOSS, ROBINSON, 1997;
JACKSON, 2008; RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Portanto, a aplicacdo exdgena
de reguladores de crescimento, como o S-ABA pode vir a modificar a producgéo e o
acumulo de antocianinas (HE et al., 2010; SANDHU et al.,, 2011), ja que esse
influencia diretamente na maturagéo dos frutos. Entretanto, alguns fatores como o
estresse hidrico podem prejudicar seus niveis e promover uma maturagao irregular
(TAIZ, ZEIGER, 2009).

A intensificacdo na cor das uvas, através da aplicacdo de S-ABA, vem sendo
reportada por alguns autores, atestando que houve um aumento de antocianinas
totais no produto (KOYAMA et al., 2014; ROBERTO et al., 2012, 2013; FERRARA et
al., 2013; BALINT, REYNOLDS, 2013). Este aumento influencia diretamente no
valor do produto final, como o suco ou vinho, ja que o consumidor associa uma
coloracao mais forte, com um produto de maior qualidade. Portanto, as buscas por
técnicas que aprimoram a aparéncia dos produtos s&o de grande importancia para a
industria de alimentos (ARAUJO, 2011; COULTATE, 2004). Este aumento na

intensidade da coloragao pode ser observado na Figura 2.2.
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Figura 2.2 - Uvas do cultivar Isabel sem aplicagdo do S-ABA (A) e com aplicagéo do
S-ABA (B)

Fonte: Yamamoto (2014)

Desta maneira, diversos estudos procuram determinar qual a melhor época
de aplicagdo do regulador, sendo dificil a determinagéo desta etapa, ja que esta
pode variar com respeito a maturagdo. Durante a maturagdo da uva, diversos
compostos sao metabolizados, como as antocianinas, acidos organicos, aromaticos,
entre outros, sendo que o nivel destas substancias pode variar entre os distintos
cultivares de uva (ROBINSON, DAVIES, 2000). Segundo Sato et al. (2008) durante
as fases de desenvolvimento das bagas ha uma grande variagdo nas concentragdes
de S-ABA. Antes do véraison, estipulado quando metade das bagas apresentam cor
tinta e iniciam o amolecimento, ocorre um declinio na concentragdo de S-ABA,
atingindo assim o seu nivel mais baixo. Durante o véraison, porém, seus niveis

aumentam novamente até o fim da maturagdo, momento este, em que os niveis
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voltam a cair. Desta forma, a época de aplicagdo do S-ABA com o objetivo de
aumentar a cor nas bagas, deve ser bem definida. Assim, a aplicagdo do S-ABA é
realizada utilizando-se como referéncia o inicio da maturagao (véraison). Em uvas
‘Flame Seedless’ e ‘Crimson Seedless’ a aplicacao ideal é durante e pds véraison
(PEPPI, FIDELIBUS, DOKOOZLIN, 2006; FIDELIBUS, DOKOOZLIAN, 2007b)
enquanto para ‘Cabernet Sauvignon’ a aplicagdo se mostrou mais efetiva antes do
véraison (GIRIBALDI, HARTUNG, SCHUBERT, 2011).

Portanto, neste trabalho os periodos de aplicacdo do S-ABA foram avaliados
em espacgos de tempo mais amplos (antes, durante e apds o véraison), e também
em safras distintas para o cultivar Isabel, considerando-se ainda a aplicacdo em 2

etapas — a 12 em funcao do véraison e a 2% em relacao a colheita.

2.1.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Compostos fendlicos fazem parte da composigcao de vinhos e sucos, podendo
desta forma atuar como antioxidantes. Estes compostos apresentam capacidade de
estabilizar radicais livres em sistema aquoso como: peroxila, hidroxila, azida e anion
superéxido (BORS, 1990). Desde 1995, Frankel Waterhouse, Teissedre, investigam
a oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL), em presenca dos compostos
fendlicos encontrados nos vinhos. Observa-se que a oxidagado € inibida, sendo
relacionada a capacidade antioxidante com a concentragdo de acido galico, acido
caftarico, catequina, epicatequina, miricetina e quercetina, entre outros (TERRIER,
PONCET-LEGRAND, CHEYNIER, 2009; TOALDO et al., 2015).

Diferentes técnicas s&o utilizadas para a determinagdo da atividade
antioxidante in vitro, auxiliando assim na identificacdo de possiveis substancias ou
misturas com potencial na prevencdo de doengas. O método mais aplicado na
medida da capacidade antioxidante para uvas e derivados € o DPPH?- - 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila, no qual a quantificagcdo € baseada no sequestro de radicais livres
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Os radicais livres sdo moléculas que contém pelo menos um elétron nao
pareado, o que os tornam muito instaveis, uma vez que sido altamente reativos, pois

se estabilizam removendo um elétron de moléculas proximas e formando assim um
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par eletrbnico. Esses podem ser produzidos pelo metabolismo celular ou serem
oriundo de outras fontes externas. Os compostos antioxidantes evitam e reparam
diversos tipos de lesdes causadas pelos radicais livres, que podem variar desde a
oxidacdo de proteinas, lipidios, até mesmo de moléculas de DNA. A presencga de
apenas um radical, ja € capaz de desencadear uma série de reagdes (PEGAS, 2006;
BIANCHI, 1999).

Uma das metodologias para determinagdo da capacidade antioxidante foi
proposta por Brand-Wiliams et al. em 1995, e consiste na analise
espectrofotométrica de uma solugdo contendo radicais livres estaveis (DPPH) de
coloracéo violeta (Figura 2.3) baseado no descoramento quando da adi¢do com
substancias antioxidantes. Os niveis de capacidade de sequestro de radicais livres
nas amostras de suco de uva ‘Isabel’ foram calculados a partir de curva analitica,
com concentragdes definidas do padrdo Trolox (0,047; 0,093; 0,187; 0,374; 0,560;

0,748 e 0,935 mmol L) e suas respectivas absorbancias em 515 nm.

Figura 2.3 - Estabilizagao do radical livre DPPH-

O,N { O.N
) / R
N— Ne— —NO, + R - N—N— NO,
O.N O,N
cor: violeta-escuro cor: amarelo-palido

Fonte: Rufino, Alves (2007)

2.1.4 INTENSIDADE CROMATICA

Trés informagdes sdo utilizadas de uma imagem em forma de matrizes das
cores absorvidas: sdo as cores vermelha (620 nm), verde (520 nm) e azul (420 nm),
dai o nome RGB (Red, Green e Blue) (NOBREGA, 2008; GODINHO et al., 2008).

Um sistema de coordenadas cartesianas € o que baseia o modelo de cores
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RGB. Neste sistema o subespaco de interesse € um cubo, na qual as cores
vermelha, verde e azul estdo em trés vértices, e de forma alternada as cores ciano,
magenta e amarela estdo nos trés vértices restantes, como observado na Figura 2.4
. A cor preta se enconrta na origem (0, 0, 0) e do lado oposto a cor branca (255,
255, 255) onde todas as bandas alcangam seu valor maximo. Uma escala de cinza
também pode ser utilizada, que nada mais é do que quando os valores de RGB se
igualam. Valores de 0 e 1 sdo normalizados para cada cor e as cores definidas pelos

vetores que partem da origem (SOUZA et al., 2004) .

Figura 2.4 - Cubo de cores RGB e representacdo da escala de cinza

(0,0,1) lo.11)
Branco

(1,0,1)

(1,0,0) (1,1,0)

— Escaladecinza: HHAE BEEEEEODOOOO

Fonte: Oliveira (2012)

Uma cor pode ser diferenciada da outra através de caracteristicas como

luminosidade, matiz e saturacio:

-Matiz: Relaciona-se com a cor como percebida, ou seja a cor pura.

-Saturacdo: Relaciona-se com o quanto de luz branca esta inserido na matiz, ou
seja a relagao de pureza da matiz.

-Luminosidade: Corresponde a intensidade da cor, sendo um dos fatores
importantes na descricdo da sensacao das cores, sendo praticamente impossivel de

ser medido.

Cromaticidade pode ser definada como a soma da matiz e saturagdo, sendo
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entdo uma cor caracterizada pelo seu brilho e cromaticidade (GONZALES, WOODS,
1992).

A coloracdo das uvas tintas, assim como de seus produtos, depende da sua
exposicao ao sol e condigdes meterioldgicas, ja que a sintese dos polifenois esta
diretamente ligada a estas condigdes. De acordo com Peynaud (1996), Tonietto e
Mandelli (2003) sdo em anos de verdes quentes e com maiores diferencas de
temperaturas entre o dia e noite, que se produzem vinhos com altos niveis de
taninos. Podendo assim, a medida de intensidade cromatica diferenciar a
concentragdo de compostos polifenolicos em sucos de uva integral.

Os produtos com aparéncia mais atrativa sao muito importantes para a
industria alimenticia, ja que a cor € o primeiro fator impactante na aceitabilidade do
produto, sendo utilizado também como indicador de qualidade (ARAUJO, 2011;
COULTATE, 2004).

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 AMOSTRAGEM E TRATAMENTOS

As uvas utilizadas na elaboracdo do suco de uva ‘Isabel’ (Vitis labrusca)
estudado foram originarias da Vinicola Intervin®, localizada em Maringa, PR
(23°25’S, 51°57°°, altitude de 542 m). O nivel de precipitagdo médio anual € de 1.596
mm, com maior concentracdo de chuvas nos meses de verdo. As uvas foram
colhidas em safras regulares com a colheita tendo sido feita em dezembro do
respectivo ano, enquanto, para as safras fora de época a colheita foi realizada no
més de maio de cada ano.

Os efeitos da aplicagcdo do acido abscisico (S-ABA) foram avaliados nas
producdes de diferentes épocas, durante quatro safras consecutivas: safra regular
de 2011, safra regular e fora de época de 2012 e safra fora de época de 2013. O S-
ABA foi fornecido pela empresa Valent BioSciences Corporation® (Libertyville,
Estados Unidos), com concentragdo do isémero (S)-cis-acido abscisico em 100 g L.
A concentragdo de S-ABA utilizada na aplicacdo exdgena foi de 400 mg L™
(KOYAMA et al., 2014a).
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Foram testados os seguintes tratamentos:

Safra regular de 2011 e safra fora de época de 2012:

-Testemunha (sem aplicagdo de S-ABA)

-S-ABA aplicado aos 7 dias antes do véraison (DAV) + S-ABA aplicado uma 22 vez
aos 15 dias antes da colheita (DAC);

- S-ABA aplicado no inicio do véraison (IV) + S-ABA aos 15 DAC;

-S-ABA aplicado aos 7 dias depois do véraison (DDV) + S-ABA aos 15 DAC.

Safra regular de 2012 e safra fora de época de 2013:
-Testemunha (sem aplicagdo de S-ABA)

-S-ABA aos 7 dias antes do véraison (DAV);

-S-ABA no inicio do véraison (IV);

-S-ABA aos 7 dias depois do véraison (DDV);

-S-ABA aos 7 DAV + S-ABA aos 10 dias antes da colheita (DAC);
-S-ABA no IV + S-ABA aos 10 DAC;

-S-ABA aos 7 DDV + S-ABA aos 10 DAC.

O véraison do cultivar Isabel foi estipulado quando metade das bagas
apresentaram cor tinta e iniciaram o amolecimento (SATO et al.,, 2008). Estes
tratamentos exdgenos foram realizados pela doutoranda Lilian Yukari Yamamoto do
Curso de Agronomia da Universidade Estadual de Londrina. As analises quimicas de
caracterizagcao fendlica foram efetuadas em parceria nos Laboratérios de
Desenvolvimento de Instrumentagdo e Automacdo Analitica (DIA) da UEL e da
Universidad Castilla La-Mancha (UCLM) em Ciudad Real na Espanha, descritas na
Tese de Doutorado (YAMAMOTO, 2014), sendo que as anadlises de capacidade

antioxidante e intensidade cromatica estio descritas neste trabalho.
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2.2.2 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacado da capacidade antioxidante foi realizada pelo método DPPH.
Utilizou-se um espectrofotdmetro UVmini-1240 (Shimadzu, Quioto, Japao) pré-
setado em comprimento de onda de 515 nm e cubetas de acrilico com caminho
optico de 100 mm (Plastibrand, Alemanha). As amostras de suco foram diluidas
(1:10, v/v) com metanol (Fmaia, Brasil). A 100 yL de cada uma destas diluigdes foi
adicionado 2,9 mL de dissolugdo metandlica do radical DPPHe (6,0x10™° mol L)
(Sigma, Saint Louis, EUA), para garantir que estivessem dentro da faixa linear de
trabalho estabelecida de 0,047 a 0,935 mmol L. Apds 25 minutos, a porcentagem
de diminuicdo da absorbancia a 515 nm foi medida e quantificada, sendo que o
calculo considerou como padrdao a medida da atividade antioxidante equivalente de
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2- acido carboxilico) (Sigma, Saint Louis,
EUA) utilizado para a quantificacdo a partir da curva de calibragdo analitica de
0,047; 0,093; 0,187; 0,374; 0,560; 0,748 e 0,935 mmol L.

2.2.3 INTENSIDADE CROMATICA

A intensidade cromatica foi medida pelo método espectrofotométrico em que
as amostras foram analisadas em espectrofotbmetro UVmini-1240 (Shimadzu,
Quioto, Japéo), utilizando-se cubeta de 100 mm nos comprimentos de onda 420 nm
(para medir a intensidade do amarelo), de 520 nm (para medir a intensidade do
vermelho) e de 620 nm (para medir a intensidade do violeta). A cor dos sucos
integrais, de cada tratamento, foi avaliada segundo Rizzon e Salvador (2010). A
intensidade da cor do suco (IC) foi determinada pela soma das leituras das
densidades opticas de cada amostra a 420, 520 e 620 nm, e a tonalidade (T) foi

obtida pela razao entre a absorbancia a 420 nm e a 520 nm.

2.2.4 ANALISE ESTATISTICA
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As médias foram comparadas através do teste de Duncan (p<0,05). A partir
das variaveis significativas recorreu-se a técnicas de analise multivariadas. O teste
de correlagao e a analise dos componentes principais foram realizados para melhor

explorar os dados, utilizando-se o Statistica 8.0 (Statsoft).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As bagas verdes foram as que apresentam resultados mais positivos na
aplicagao do S-ABA, quando comparadas as bagas mais maduras. Pelo fato dos
niveis de S-ABA reportados na literatura para as cascas das uvas, mostrarem
aumento no inicio da maturagdo e diminuicdo até a colheita (BERLI et al., 2011), isto
sugere que os niveis de S-ABA sdao modulados pelo desenvolvimento da uva,
atingindo seus maiores niveis no inicio do véraison (GIRIBALDI, HARTUNG,
SCHUBERT, 2011). Segundo a literatura, a aplicagcdo do S-ABA varia ainda, de
acordo com o cultivar, podendo ser efetiva até mesmo apds o inicio do véraison,
como para as uvas ‘Redglobe’ e ‘Crimson Seedless’, que apresentaram melhores
resultados com aplicagbes no inicio do véraison (PEPPI, FIDELIBUS,
DOKOOZLIAN, 2007a e 2007b). Por isso, foi realizada a investigacdo de como se
comportam as bagas da uva ‘Isabel’ em fung&o da aplicagdo do S-ABA, regulador de
crescimento em diferentes tratamentos. Inicialmente verificou-se a influencia da
aplicacao antes, no inicio e depois da maturagdo (véraison) considerando-se a
diferenca de 1 semana (7 dias) na safra regular e nao regular, tendo a 22 aplicagao
sido feita @ 2 semanas (15 dias) da colheita. A média das determinagdes para a
atividade antioxidante (AA), feitas em quintuplicata, estdo reportadas na Tabela 2.1,

para a safra regular de 2011 e a safra fora de época de 2012.

Tabela 2.1- Capacidade antioxidante do suco elaborado a partir das uvas ‘Isabel’
submetidas a aplicagdes exégena de acido abscisico (S-ABA) em duas
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etapas em diferentes estadios de maturagéo — antes, no inicio e depois
do véraison

Safra regular 2011 Safra fora de época 2012

S-ABA Tratamento
(mg L™)

AA AA
(mmol L'l) CV S-ABA Tratamento (mmol L-l)

(%) (mgL™)

cv
(%)

0

Testemunha 2,86° 9,5 0 Testemunha 2,642

23,3

400
400
400

7DAV(1%) + 15DAC(2?) 2,86° 16,5 400  7DAV(1%) + 15DAC(23)  2,58°
V(1)  + 15DAC(2?) 2,79° 175 400 V(13 +15DAC(2%) 2,612
7DDV(1?) + 15DAC(22) 3,54° 34,8 400  7DDV(1® + 15DAC(23) 2,642

7,7
6,4
15,4

AA: Atividade Antioxidante média de 5 determinacbes. Aplicacdo aos 7DAV: 7 dias antes do
véraison; IV: Inicio do véraison; 7DDV: 7 dias depois do véraison; 15DAC: 15 dias antes da colheita.
CV: Coeficiente de variagao.

Médias seguidas da mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Nas primeiras safras avaliadas, foi realizada uma 22 aplicacao, efetuando-se a
mesma 15 dias antes da colheita (15DAC) em todos os tratamentos, o que pode ter
uniformizado os resultados observados. Nenhum tratamento apresentou resultados
de aumento do nivel de sequestro de radicais livres, quando testado em nivel de 5%
de significancia, sendo que, a maioria ndo apresentou aumento independente do
tratamento.

Aplicagbes em uma e duas etapas de S-ABA nas uvas ‘Isabel’ foram testadas
na safra regular de 2012 e safra fora de época de 2013, uma vez que, estudos com
uvas de mesa como Benitaka e Rubi demonstraram que a aplicagcao de S-ABA em
duas etapas, apresentou maiores incrementos nos niveis de compostos fenolicos,
quando comparados aos niveis da aplicagdo em uma unica etapa (ROBERTO et al.
2012 e 2013). Ja para alguns cultivares, como a Redglobe, uma unica aplicagéo de
S-ABA se mostrou suficiente (PEPPI, FIDELIBUS, DOKOOZLIAN, 2007a). A média
das determinagdes para a atividade antioxidante (AA), feitas em quintuplicata, estao
reportadas na Tabela 2.2, para a safra regular de 2012 e a safra fora de época de
2013.

Tabela 2.2 - Capacidade antioxidante de sucos elaborados a partir das bagas de
uva ‘Isabel’ submetida a 1 ou 2 aplicagbes exégenas de S-ABA

Safra regular 2012 Safra fora de época 2013

S-ABA Tratamento AA S-ABA Tratamento AA

(m

Ccv

(%) (mg L™ (mmol L™)

gL™h (mmol L™

cVv
(%)

0 Testemunha 3,38° 18,9 0 Testemunha 3,042 13,5

4
4
4

00 7DAV(Gnica) 3,25° 20,1 400 7DAV((nica) 3,02° 15,8
00  IV(Gnica) 3,66° 9,0 400 IV(Gnica) 2,91° 31,5
00 7DDV(Unica) 4,81° 455 400 7DDV((nica) 2,53° 29,4

4
4

00 7DAV(1%) +10DAC(29) 4,41° 30,3 400 7DAV(12) +10DAC(2?) 3,21° 32,8
00 V(13  +10DAC(2?) 3,35° 12,3 400 V(13  +10DAC(23) 3,47° 14,7
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400  7DDV(12) +10DAC(29) 3,90° 281 400 7DDV(12) +10DAC(2?) 3,31° 23,1

AA: Atividade Antioxidante média de 5 determinagdes. Aplicagdo aos 7DAV: 7 dias antes do véraison;
IV: Inicio do véraison; 7DDV: 7 dias depois do véraison; 10DAC: 10 dias antes da colheita. CV:
Coeficiente de variagéo.

Médias seguidas da mesma letra nas colunas n&o diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Considerando-se os altos desvios na atividade antioxidante (Tab. 2.2), ndo
foram observadas diferengas significativas em nivel de 5%, entre as amostras sem
tratamento, com uma unica aplicacdo em diferentes estadios de maturagcdo, bem
como, com uma 22 aplicacao feita 10 dias antes da colheita.

Apesar da quantificacdo de antocianinas totais para as diferentes aplicacdes
de S-ABA em diferentes safras nao ter sido reportada aqui, pode-se relacionar o
aumento na intensidade das cores dos sucos com maiores niveis de antocianinas
(YAMAMOTO, 2014), seguindo a tendéncia dos estudos em bagas, cascas, polpas e
sucos de uvas ‘Isabel’, ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Pinot Noir' e ‘Merlot’ (DEIS et al.,
2011; GIRIBALDI, HARTUNG, SCHUBERT, 2010; JEONG et al., 2004; KOYAMA,
SADAMATSU, GOTO-YAMAMOTO, 2010; KOYAMA et al.,, 2014a; MORI et al.,
2005; OWEN et al., 2009; PEPPI, FIDELIBUS, DOKOOZLIAN, 2007a e 2007b;
BERLI et al., 2011).

2.3.2 INTENSIDADE CROMATICA

De acordo com Maia et al.(2013) e Borges et al.(2011) os sucos de uva
elaborados com f‘Isabel’ e ‘Ilsabel Precoce’ apresentam menores valores de
intensidade cromatica, quando comparados aos produzidos com outros cultivares.
Por esta razdo, recomenda-se o corte dos sucos com cultivares como a Concord,
BRS Violeta, BRS Carmem, entre outras, para a melhoria da cor e sabor. Porém,
como a produgao de uva ‘Isabel’ € predominante nas regides produtoras de suco e o
sabor deste suco apresenta grande aceitagado pelos consumidores, € pouco provavel
que os grandes produtores cultivem outros cultivares (BORGES et al., 2011). Assim,
qualquer ganho na intensidade de cor para a cv. Isabel, como pela aplicacdo do
regulador S-ABA, pode representar uma alternativa tecnolégica interessante.

Os dados das intensidades cromaticas para os sucos elaborados a partir das

uvas ‘Isabel’ submetidas as diferentes aplicagcdes do S-ABA em diferentes estadios
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de maturacéo na safra regular de 2011 e safra fora de época de 2012 deste estudo

estao apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Intensidade cromatica de sucos elaborados a partir de uvas ‘Isabel’
submetidas a aplicagdes de S-ABA em diferentes estagios de
maturagao - antes, no inicio e depois do véraison na safra regular de

2011 e safra fora de época de 2012

Safraregular de 2011

Tratamentos 420 nm CV(%) 620nm CV(%) IC CV(%) T CV(%)
Testemunha 0,428° 114 0,154° 12,9 1,180° 147 0,724 104
7DAV(13)+15DAC(23) 0,508° 21,6 0,209 27,9 | 1441* 19,8 0,710° 20,3
IV (1%) +15DAC(2%) 0,526° 14,8 0,212® 19,7 1438 173 0758 88
7DDV(13)+15DAC(2%) 0,535 13,7 0,215° 16,8  1435° 186 0813% 182
Safra fora de época de 2012
Testemunha 0,348° 145 0,126° 23,0 1,136° 13,7 0,525° 7.1
7DAV(13)+15DAC(23) 0,440 10,4 0,190 148 1415®° 129 0,565° 82
IV (18 +15DAC(2%) 0,502° 10,8 0,217° 158 1,634 127 0552° 6,9
7DDV(13)+15DAC(23) 0,403 10,3 0,164 131 | 1,345 11,9 0,520° 49

Absorbancia média de 5 determinagdes. Aplicagdo de S-ABA (400 mg L™') aos 7DAV: 7 dias antes do
véraison; IV: Inicio do véraison; 7DDV: 7 dias depois do véraison; 15DAC: 15 dias antes da colheita.
IC: Intensidade Cromatica. T: Tonalidade; CV: Coeficiente de variaco.

Médias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Observa-se que todas as amostras que sofreram a aplicagdo do S-ABA
resultaram em maiores intensidades de coloracdo médias (IC) em relagcdo a
testemunha (sem tratamento), ndo havendo, entretanto, influéncia quanto aos
tratamentos considerando-se um nivel de significancia de 5% para as amostras da
safra de 2011. Para a safra de 2011 o maior aumento na absor¢cao em 520 nm foi
observado para a aplicagao aos 7 dias apds o véraison e para a safra fora de época
de 2012 para a aplicagdo no inicio do véraison. Também ndo se observou
diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos quanto a tonalidade (T) em
ambas as safras.

A absorg¢ao no comprimento de onda de 520 nm expressa a intensidade da
cor vermelha, que no caso do suco de uva é devido a quantidade de antocianinas
(BORGES et al.,, 2013), que no caso da ‘Isabel’ se deve ao predominio de
antocianinas do tipo malvidina (NIXDORF, GUTIERREZ, 2010). Comparando-se a
intensidade cromatica para outros cultivares tintureiras como ‘Concord’ os valores
encontrados neste estudo se mostraram inferiores, enquanto sucos do cultivar
Concord apresentaram intensidade cromatica proximas a 1,94 (BORGES et al.,,
2013; CRISTOFOLI, 2007) os sucos do cultivar Isabel neste trabalho apresentaram
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meédias proximas a 1,4. Indicando assim, que o suco de uva ‘Isabel’ apresenta uma
deficiéncia em cor. Contudo, a analise sensorial indicou que o suco elaborado com
100% de uva ‘Isabel’ tratadas com S-ABA, apresentou a mesma aceitagdo quanto a
cor que sucos feitos com cortes (YAMAMOTO, 2014), utilizando 20% de uvas
tintureiras, como a ‘Concord’ (BORGES et al., 2011).

Os dados das intensidades cromaticas para os sucos elaborados a partir das
uvas ‘Isabel’ submetidas as diferentes aplicacdes do S-ABA em diferentes estadios
de maturacdo na safra regular de 2012 e safra fora de época de 2013 estéo

apresentados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Intensidade cromatica de sucos elaborados a partir das uvas ‘Isabel’
submetidas a aplicagdes de S-ABA em diferentes estagios de
maturacgao - antes, no inicio e depois do véraison com etapa unica e
em 2 etapas na safra regular de 2012 e safra fora de época de 2013

Safra regular de 2012

Tratamentos 420 nm  CV(%) 620 nm CV(%) IC CV(%) T CV(%)
Testemunha 0,563° 21,7 0,247° 26,7 | 1,806° 19,3 0,562° 3,9
7DAV(Unica) 0,545° 14,7 0,244° 18,2  1,839° 16,4 0,521° 2,6
IV(Unica) 0,546° 12,1 0,236° 146  1,821° 13,3  0,526° 2,6
7DDV(Unica) 0,601° 10,3 0,259° 12,7  1,972° 95 0,541% 7.1

0,290° 143 2,118° 13,0 0,516° 23

7DAV(1?) +10DAC(23) 0,622° 12,7
0,248° 13,0 1,887° 11,7 0,523° 7.3

IV(13)  +10DAC(28) 0,561 11,1

7DDV(1?) +10DAC(23)  0,597° 7.8 0,262° 79 | 1,961° 83 0543 38
Safra fora de época de 2013

Testemunha 0,357° 17,9 0,108° 21,3 | 1,342° 19,7 0,410° 6,9

7DAV(lnica) 0,458%° 18,2 0,148 16,2 1,726 212 0,414° 7.3

IV(Gnica) 0,392° 18,4 0,128 222 1,467° 20,7 0,416° 3,1

7DDV(Unica) 0,389° 18,4 0,123 16,5 | 1,442° 21,9 0,422° 5,2

0,210° 293 2,232° 26,8 0,409° 2,6
IV(13)  +10DAC(2%) 0,507 17,6 0,173% 17,2 1912 18,8 0,412° 4.4
7DDV(12) +10DAC(28) 0,519% 34,3 0,161*° 355 1,994®® 354 0,397° 2,2

7DAV(1?) +10DAC(2%)  0,585° 26,2

Absorbancia média de 5 determinagdes. Aplicagdo de S-ABA (400 mg L™') aos 7DAV: 7 dias antes do
véraison; 1V: Inicio do véraison; 7DDV: 7 dias depois do véraison; 10DAC: 10 dias antes da colheita.
IC: Intensidade Cromatica. T: Tonalidade; CV: Coeficiente de variagao.

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Com relagéo aos sucos tratados em 2013 (Tab. 2.4), ndo houve diferenga na

tonalidade (T) para os diferentes tratamentos, porém para as demais variaveis
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avaliadas, verificou-se a influéncia da aplicagdo do S-ABA nos tratamentos com
duas aplicagdes do regulador. Para as absorbancias em 420, 520 e 620 nm e a
intensidade de cor da safra de 2012 ndo houve diferenca para os diferentes
tratamentos. Os tratamentos com duas aplicagcbes apresentaram em geral as
maiores meédias. Na absorcdo em 420, 520 e 620 nm e a intensidade de cor o
tratamento 7DAV + 10DAC foi o tratamento que apresentou os maiores aumentos
em ambas as safras, sendo significativamente diferentes (p<0,05) para a safra 2013.

Os resultados para absorgao considerando todas as safras 2011 e 2012 (Tab.
2.3) e safras 2012 e 2013 (Tab. 2.4) em 420 nm que ficaram entre 0,348 e 0,622,
sendo que as uvas tratadas com S-ABA em 2 etapas, mostraram valores proximos
aos encontrados para sucos de uva ‘Concord’ 0,595 (CRISTOFOLI, 2007). A
absorcdo em 420 nm pode ser relacionada com a cor amarela, indicando um
possivel aumento na concentragdo de taninos, polimerizacdo de taninos e
combinagao de antocianinas com taninos (FREITAS, 2006). Entretanto, altos valores
de absorgéo neste comprimento de onda ndo sédo desejaveis em sucos de uva, pois
podem indicar também aumento da oxidagao do produto (BORGES et al., 2013). Em
relagdo a absorgao em 520 nm neste estudo os valores se mostraram entre 0,599 e
1,437, com maiores absorbancias para as safras 2012 e 2013, enquanto que em
estudos com suco de uva ‘Concord’ (CRISTOFOLI, 2007) o valor médio (1,165) foi
semelhante as amostras de suco de uva Isabel tratadas com S-ABA. A absor¢ao em
520 nm pode indicar a concentragdo das antocianinas no suco de uva (BORGES et
al., 2013). Os resultados encontrados para a absorgdo em 620 nm dos sucos
tratados com S-ABA em todas as safras se mostraram entre 0,108 e 0,290 enquanto
que em estudos com o cultivar ‘Concord’ o valor encontrado foi de 0,184
(CRISTOFOLI, 2007). A absorcdo em 620 nm pode ser atribuida aos produtos de
condensacao entre antocianinas, catequinas e grupos hidroxila (FREITAS, 2006).

A aplicagdo de S-ABA sugere entdo, que a qualidade visual dos sucos pode
ser alterada a ponto de ser perceptivel pelo consumidor (KOYAMA, 2014),
confirmando que sucos comerciais com maiores intensidades de cor apresentam
niveis de aceitagdo superiores (PONTES et al., 2010), aumento que também foi
observado nesse estudo, fato este que mostra a viabilidade da aplicagdo exdégena

do S-ABA, para o aumento da qualidade do produto final.
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2.3.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

Considerando apenas as variaveis significativas (p<0,05), realizou-se a
analise de correlagao, verificando que as mesmas apresentaram correlacdo nao
nula, possibilitando assim a aplicacdo de técnicas de analise multivariada, para
melhor explicar a variabilidade dos dados. Pela analise de componentes principais
(ACP ou do inglés PCA) as amostras puderam ser agrupadas de acordo com o0s
tratamentos. Nesta analise, os individuos sdo agrupados de acordo com suas
variancias, sendo assim, sdo representados em grupos segundo a variagao de suas
caracteristicas dentro da populagao (ABDI, WILLIAMS, 2010).

As amostras agruparam-se de acordo com o dendrograma (Figura 2.5) obtido
através do algoritmo hierarquico e foram classificadas de acordo com suas

variancias.

Figura 2.5 - Dendrograma considerando a absor¢ao em 420, 520 e 620 nm dos
sucos de uva elaborados a partir de uvas ‘lsabel’ submetidas a
diferentes aplicacbes de S-ABA na safra regular de 2011, safra fora de
época de 2012, safra regular de 2012 e safra fora de época de 2013
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Aplicacdo de
S-ABA (400 mg L-1) aos 7DAV: 7 dias antes do véraison; IV: Inicio do véraison; 7DDV: 7 dias depois
do véraison; 15DAC: 15 dias antes da colheita; 10DAC: 10 dias antes da colheita; 11: safra regular
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de 2011; 12: safra regular de 2012; 12F: safra fora de época de 2012; 13: safra fora de época de
2013.

Assim, as amostras puderam ser separadas em 7 grupos (I, II, lll, IV, V, Vl e
VIl), considerando-se a maior distédncia euclidiana na analise hierarquica em
0,11(Fig. 2.5 — seta vermelha) no plano bidimensional (Fig. 2.6) de acordo com as
duas componentes principais CP1 e CP2, que juntas explicaram 98,63% da

variabilidade dos dados.

Figura 2.6- Andlise de componentes principais considerando a absorgdo em 420,
520 e 620 nm dos sucos de uva elaborados a partir de uvas ‘Isabel’
submetidas a diferentes aplicacbes de S-ABA na safra regular de 2011,
safra fora de época de 2012, safra regular de 2012 e safra fora de época
de 2013
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Aplicagdo de S-ABA (400 mg L") aos 7DAV: 7 dias antes do véraison; IV: Inicio do véraison; 7DDV: 7
dias depois do véraison; 15DAC: 15 dias antes da colheita; 10DAC: 10 dias antes da colheita; 11:
safra regular de 2011; 12: safra regular de 2012; 12F: safra fora de época de 2012; 13: safra fora de
época de 2013.

As amostras de suco de uva ‘Isabel’ foram agrupadas de acordo com as suas
variaveis (Figura 2.6). As amostras sem tratamento (testemunhas 11 e 12F — circulo
preto, Grupo lll), tanto da safra de 2011 quanto da safra fora de época de 2012,
ficaram em um grupo separado das amostras que foram tratadas com S-ABA. As
amostras da safra de 2011 com diferentes tratamentos agruparam-se (circulo

amarelo- Grupo IlI). A amostra sem tratamento (testemunha 12 — circulo verde,
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Grupo ) da safra de 2012, agrupou-se com as amostras de suco da mesma safra
somente tratadas com uma unica aplicagdo do acido (IV 12 e 7DDV 12), exceto a
amostra com aplicagao 7 dias antes do véraison (7DAV 12, Grupo V). As amostras
da safra de 2012 que passaram por duas etapas de aplicacdo do S-ABA agruparam-
se (circulo vermelho- Grupo VI), com excegao da amostra com a 12 aplicagéo 7 dias
antes do véraison e a 22 aplicagdo 10 dias antes da colheita (7TDAV+10DAC 12,
Grupo VIl), que aparece mais a esquerda na CP1 e mais para baixo, no 4°
quadrante. Da mesma forma, agruparam-se as amostras da safra fora de época de
2013 juntamente com as amostras que n&o foram submetidas a aplicagdo do
regulador de crescimento (testemunha 13 — circulo azul, Grupo V), observando-se
que embora esteja no mesmo grupo a amostra da 12 aplicagdo 7 dias antes do
véraison e a 22 aplicagado 10 dias antes da colheita (7DAV+10DAC 13), aparece
mais a esquerda da CP1 e para cima na CP2, no 3° quadrante. As amostras da safra
fora de época de 2012 ficaram em trés grupos distintos (circulos preto, amarelo e
azul, grupos Il 1l e V).

De acordo com o posicionamento das variaveis no circulo de correlagdes
(Figura 2.7) o tratamento com aplicacao a 12 aplicacdo de S-ABA aos 7dias antes do
vérasion e uma 22 aplicagao aos 10 dias antes da colheita (7DAV + 10DAC 12) foi o
que apresentou maior incremento nas absorbancias da safra 2012, especialmente
em 520 nm, concordando com a maior intensidade de cor com tom avermelhado.
Enquanto, a amostra com a 1?2 aplicacédo de S-ABA aos 7dias antes do vérasion e
uma 22 aplicagéo aos 10 dias antes da colheita da safra de 2013 (7DAV + 10DAC
13), foi a que se destacou com maior incremento nas absorbancias entre o0 420 nm
(amarelo) e 620 nm (violeta), produzindo uma cor violeta claro. Assim, observa-se
que um maior acréscimo de cor aos sucos de uva elaborados a partir de uvas
‘Isabel’ tratadas, ocorreu quando o S-ABA foi aplicado 1 semana antes do veraison
(7 dias) em 2 etapas (22 feita 10 dias antes da colheita), pelo aumento das

antocianinas do grupo das malvidinas, predominantes no cultivar Isabel.
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Figura 2.7 - Circulo de correlagdes dos comprimentos de onda em 420, 520 e 620
nm das amostras de sucos elaborados a partir da uva ‘lsabel
submetida a aplicagées de S-ABA na safra regular de 2011, safra fora
de época de 2012, safra regular de 2012 e safra fora de época de 2013
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2.4 CONCLUSAO

A partir do estudo da aplicagdao do S-ABA, observou-se que este regulador
nao influenciou a capacidade antioxidante dos sucos integrais, elaborados a partir da
uva do cultivar Isabel, ja que a atividade antioxidante permaneceu a mesma,
independente da época e intervalos de aplicacdo. Ja os resultados de intensidade
cromatica mostraram que esta variavel sofreu influencia do regulador de
crescimento, havendo um aumento maior, quando a aplicagdo do S-ABA foi
realizada em duas etapas, a 12 aos 7 dias antes do vérasion e a 22 aos 10 dias antes
da colheita, sendo esta uma alternativa interessante e viavel para a intensificagao da
cor dos sucos de uva ‘Isabel’ integral, pelo aumento das antocianinas predominantes

do grupo malvidina, sem perda da atividade antioxidante.
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CONCLUSAO GERAL

Através deste estudo foi possivel tragar o perfil dos compostos fenolicos das
cascas e sementes de uvas ‘Isabel’, ainda nédo descrito na literatura, para o cultivar
de maior producédo no Brasil, o0 mais utilizado na elaboragdo de sucos e vinhos de
mesa. A quantificacdo e identificagdo dos compostos por HPLC-PDA-ESI-MS"
indicaram que a antocianina presente em maior quantidade foi a malvidina 3-
glicosideo, tendo sido também encontrados niveis de malvidina 3,5-diglicosideo,
caracteristica de cultivares Vitis labrusca. Dentre os flavan-3-ols, os monémeros de
(+)-catequina e (-)-epicatequina apresentaram maiores proporgdes, enquanto, dentre
os acidos hidroxicinamicos os niveis de acido caftarico foram superiores.

As analises dos sucos integrais elaboradas a partir de uvas ‘Isabel’ que
passaram por aplicacdo do S-ABA, indicaram que a atividade antioxidante nao foi
alterada, independente da época e intervalos de aplicagcbes. Os resultados de

intensidade cromatica, entretanto, mostraram que houve influéncia significativa de
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acordo com a época de maturagdo e os intervalos aplicagbes do regulador de
crescimento S-ABA. Maiores aumentos na intensidade cromatica foram verificados
quando a aplicacao foi feita em duas etapas, a 12 aos 7 dias antes do véraison e a 22
aos 10 dias antes da colheita. Portanto, esta € uma alternativa interessante e viavel
ja que promoveu a intensificacdo da cor dos sucos produzidos a partir de uva
‘Isabel’, com uma melhor aceitagdao pelo consumidor, reduzindo a necessidade de
cortes com outras uvas tintureiras, sem, contudo, apresentar perda da atividade

antioxidante, parametro muito apreciado pelos consumidores.





