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MS/ESI-TOF — Espetroscopia de Massa por lonizagao por Eletrospray com Analisador do
tipo "Time of Fly”

FICA — atividade quelante dos ioes ferrosos

FRAP — poder redutor

GAE — equivalentes de acido galhico

GLUT 4 — transportador de glucose tipo 4

Hcy — homocisteina

HCV — virus da hepatite C

HDL - lipoproteina de alta densidade

HDL-c — lipoproteina de alta densidade - colesterol
HIV — virus da Imunodeficiéncia Humana
HPLC/PDA — Cromatografia Liquida de Alta Resolugao com Detetor Fotodiodo
HSV — virus herpes simplex

iNOS — sintase do 6xido nitrico



JNK — proteina JNK

LDL — lipoproteinas de baixa densidade

LDL-c — lipoproteinas de baixa densidade - colesterol
LG — lagar

MDCK - células Madine-Darbi Canine Kidney

m/z — massa/carga

NF-Kb — fator de transcri¢ao nuclear kappa B

o- orto

PI3K — fosfoinositideo 3-quinase

PPe — radical polifenol fenoxilo

p — para

PPARYy — recetor ativado por proliferadores de peroxissomo gama
PPH — antioxidantes fendlicos

p38 — proteina p38

ROQOe — Radical peroxilo

ROOH - Hidroperoxido de alquilo

ROS — Espécies reativas de oxigénio

RP/HPLC/DAD - cromatografia liquida de alta performance de fase reversa com detetor de
fotodiodo

SARS-CoV — coronavirus

T — sumo de uvas tintas da casta Pinot Noir

TBARS — substancias reativas do acido tiobarbiturico
TGI — Target Group Index

TIC — corrente total de ides do ingles “Total lon Current”
TNF-a — fator de necrose tumoral alfa

T°® — temperatura em graus

UA — unidades arbitrarias

UV — ultravioleta

Vis — visivel

% vol. — volume alcodlico

A, — comprimento de onda maximo



Resumo

O presente trabalho de investigagao visou, determinar, o perfil fendlico do sumo de uva

proveniente de uvas nacionais e algumas das suas atividades biologicas.

Sabe-se que as uvas sao frutos que contém compostos com atividade antioxidante
relevante e que o vinho produz efeitos benéficos, principalmente ao nivel da saude
cardiovascular, embora o seu teor alcoodlico obrigue a limitar o seu consumo. Neste sentido
pretendeu-se avaliar se o sumo de uvas de origem portuguesa (Ferndo Pires e Pinot Noir)
apresentava os mesmos beneficios para a saide humana, quais os compostos responsaveis
por essa agao e em que proporgoes estavam presentes. Para tal, foram utilizadas amostras
de sumo de uva congeladas desde a época das vindimas, de uma adega da regiao da Bairrada
(Adega ). Rama, Lda.). A atividade antioxidante foi determinada por meio de ensaios
quimicos (DPPH, ABTS, FRAP). A caracterizagao fitoquimica foi realizada por
HPLC/DAD/ESI/MS/TOF e por outras metodologias analiticas.

Os resultados da analise fitoquimica caracterizaram os sumos de uvas brancas e de
uvas tintas em fenois totais, com valores 520 + 0,003 e 140 + 0,004 mg/L, respetivamente. A
atividade antioxidante, obtida pelos varios métodos, mostrou maior potencial para o sumo
obtido a partir da casta Ferndo Pires, ao invés do sumo de uva obtido da casta Pinot Noir.

Observou-se maioritariamente a presenga de compostos polares, como sao exemplo
os acidos fendlicos. Ainda foi possivel identificar taninos do tipo hidrolisavel e condensado,
alguns flavonoides e antocianidinas.

Os compostos que parecem ter um papel mais importante na atividade antioxidante
sao, principalmente os acidos hidroxibenzoicos.

Nesse sentido, o sumo de uva pode-se considerar um produto alimentar alternativo

ao vinho, dado o seu potencial fitoquimico e desta forma evitar o consumo de alcool.

Palavras—-chave: atividade antioxidante, caracterizagao fitoquimica, sumos de uvas

portuguesas, Pinot Noir, Ferndo Pires.
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Abstract

The present research aims to determine the phenolic profile of grape juice from

national grape varieties and some of their biological activities.

It is known that grapes are fruits with relevant antioxidant activity and that wine
produces beneficial effects, mainly in terms of cardiovascular health, although its alcoholic
content obliges to limit its consumption. In this sense, we intend to evaluate if the juice of
grapes of Portuguese origin (Ferndo Pires and Pinot Noir) has the same benefits for human
health, the compounds responsible for this action and in what proportion are present. For
this purpose, grape juice samples frozen from the grape harvest season will be used in the
wineries of the Bairrada region (J. Rama, Lda.). The antioxidant activity will be determined by
means of chemical tests (DPPH, ABTS, FRAP). The phytochemical characterization will be
performed by HPLC/PDA/ESI/MS/TOF and other analytical methodologies.

The results of phytochemical analysis characterized the white and red grapes juices in
total phenols, with values of 0.52 + 0.003 and 0.14 + 0.004 mg / mL, respectively. The
antioxidant activity, obtained by the various methods, showed greater potential for the juice
obtained from the Ferndo Pires grape variety, instead of the grape juice obtained from the

Pinot Noir grape variety.

The presence of polar compounds, such as phenolic acids, was observed. It was still
possible to identify tannins of the hydrolyzable and condensed type, some flavonoids and

anthocyanidins.

Compounds which appear to play a more important role in the antioxidant activity

are mainly hydroxybenzoic acids.

In this sense, grape juice can be considered an alternative food product to wine, given

its phytochemical potential and thus avoid alcohol consumption.

Key words: antioxidant activity, phytochemical characterization, grape juice of Portuguese

origin, Ferndo Pires, Pinot Noir.
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Capitulo |

Introducao

I.I. Consumo de sumos de fruta e/ou vegetais em Portugal

Os habitos de estilo de vida saudavel estao na moda em todo o mundo e o marketing
tem estimulado cada vez mais o consumo de frutas e vegetais. Esta tendéncia também se tem
observado no nosso pais uma vez que os portugueses parecem também ja ter aderido ao

consumo de sumos naturais.

O Target Group Index (TGI) é um grupo de estudo de origem britanica com o
objetivo de identificar, conhecer e segmentar o consumidor de acordo com os seus
consumos, posse de bens e servigos. Em Portugal, o universo de analise do TGI é composto
pelos individuos com idade igual ou superior a |5 anos, residentes em Portugal Continental.
A sua base amostral é constituida por cerca de 5000 entrevistas por ano e o método de
amostragem utilizado é o de estratificagao geografica (Regiao e Distrito). A selegao do

elemento amostral € feita através do método de quotas.

De acordo com os dados do estudo TGl da Marktest, 4,2 milhdes de portugueses
consumiram sumos de fruta ou vegetais liquidos nos Gltimos 12 meses do ano 2015, o que
representa 48,8% dos residentes no Continente Portugués com idade igual ou superior a 15

anos.

As mulheres sdo as principais consumidoras dos sumos de fruta e vegetais, com uma
percentagem igual a 51,6% contra 45,6% de consumo nos homens. Quanto a idade, é entre
os 25 e os 44 anos que o consumo destes sumos € mais expressivo, sendo que os residentes
na Grande Lisboa, assim como os individuos das classes mais elevadas também registam uma

taxa de consumo superior a média, de 55,9% e 60,8%, respetivamente.I

A conclusao da Balanga Alimentar Portuguesa (BAP) entre 2012 e 2016, divulgada em
2017 pelo Instituto Nacional de Estatistica, que, a partir da analise aos produtos alimentares
disponiveis para consumo, permitiu calcular a forma como os portugueses se alimentaram
nestes ultimos anos. Sendo que o que se concluiu foi que o consumo de horticolas
representava |15% dos alimentos consumidos, em 2012, e passou para os 16,2%, em 2016; o
peso dos frutos aumentou de | 1,7% para 12,7% e quanto as leguminosas secas aumentaram

ligeiramente de 0,5 para 0,6%.



No entanto, apesar das melhorias, cada portugués ingere em média quase o dobro
das calorias recomendadas, isto provavelmente devido as disponibilidades alimentares para
consumo no periodo 2012-2016 que continuam a evidenciar uma oferta alimentar excessiva
e desequilibrada que tem vindo a afastar-se progressivamente do padrao alimentar

mediterranico.>?

1.2. Sumo de uva

Existem ja evidéncias cientificas consideraveis de que uma dieta rica em frutas e
vegetais pode melhorar a saide humana e proteger contra doengas cronicas. Porém, saber
se os efeitos benéficos sao distintos conforme o consumo de diferentes frutas e vegetais €

uma questdo que nao esta ainda totalmente esclarecida.*

A dieta e nutricao tem sido uma das estratégias preventivas mais efetivas na
prevencao do cancro. Estudos epidemiolégicos estabelecem uma correlagao inversa entre a
ingestaio de vegetais e frutas e a incidéncia de cancro da mama e ainda alguns estudos
experimentais substanciais indicam que muitos produtos naturais da dieta que contém
compostos bioativos como soja (genisteina e daidzeina), roma (acidos fendlico, elagitaninos),
citrinos (naringina), maga (2a-hidroxiurdlise, polifendis), uva (antocianinas e outros
polifendis), gengibre (6-gingerol, 6-shogaol, 6-dehigrogingerdiona), alho (compostos
organosulfurados), macro fungos comestiveis (polissacarideos), cereais (farinha de trigo
germinada), etc., podem afetar o desenvolvimento e a progressao do cancro da mama. Os
seus efeitos envolvem varios mecanismos de agao tais como por exemplo a regulagao
negativa da expressao e atividade do recetor alfa dos estrogénios (ER-a), a inibicio da
proliferacdo, a migragdo, a metastase e a angiogénese das células tumorais da mama,
induzindo a apoptose e a prisao do ciclo celular e sensibilizando as células tumorais da mama

para a radioterapia e quimioterapia.’

A uva constitui uma das maiores culturas de fruta do mundo depois da banana,
melancia e maga. Em 2014, a producao mundial foi de cerca de 75 milhoes de toneladas, dos
quais cerca de 21 milhdes de toneladas de uva de mesa. Na Europa, a produgiao de uva de
mesa (cerca de 2,3 milhdes de toneladas) permanece concentrada em areas de tipo

mediterranico e os quatro principais produtores sao a ltilia (62%), Espanha (14%), Grécia

(13,5%) e Franca (2,2%).°



As uvas, Vitis vinifera constituem uma das maiores fontes de compostos fendlicos de
entre os diferentes frutos, sendo considerados responsaveis por efeitos benéficos na saude,

nomeadamente em algumas doencas degenerativas.’

Sabe-se que as uvas sao frutos com atividade antioxidante relevante e que o vinho
produz efeitos benéficos, principalmente ao nivel da saide cardiovascular e que constitui o
mundialmente designado “paradoxo francés”, embora o seu teor alcodlico obrigue a limitar
o seu consumo.® Neste sentido pretende-se avaliar se o sumo de uvas de origem portuguesa
apresenta os mesmos beneficios que o vinho, para a saude humana, quais os compostos

responsaveis por essa agao e em que quantidades estao presentes.

1.3. Transformacio de uvas em sumo de uva

Segundo o Regulamento (CE) n.° 1308/2013, do Parlamento Europeu e do Conselho,
Anexo Il - Parte IV, n.° 6, o sumo de uva é o liquido nao fermentado, mas fermentescivel
obtido por tratamentos adequados a fim de ser consumido; a partir de uvas frescas, de
mosto ou por reconstituicao a partir de sumo ou mosto de uvas concentrado. Para este

produto é admitido um titulo alcoométrico adquirido nio superior a 1% vol.’

A transformagao das uvas podera ser feita, por exemplo, por prensagem das mesmas.
A manutencao das uvas a baixas temperaturas tem-se revelado uma boa estratégia para
manter as condigoes organoléticas e fisico-quimicas inalteradas. Sendo extremamente
importante que, durante o processo de transformagao das uvas nao se inicie a fermentacao
do sumo, garantindo assim um titulo alcoométrico adquirido nao superior ao valor definido

pelo Regulamento mencionado anteriormente.'

1.4. Atividade antioxidante dos polifenois

Os compostos polifendlicos constituem uma das mais vastas categorias de
fitoquimicos, distribuidos de forma variada pelas plantas fazendo parte da dieta humana.'' A
ingestao elevada de frutas, vegetais e graos integrais, ricos em polifendis, tem sido associada
a reducio do risco de muitas doengas crénicas, nomeadamente cancro, doengas

cardiovasculares, inflamagio crénica e muitas doencas degenerativas.'

Estruturalmente sao compostos contendo pelo menos um anel aromatico com um ou

mais grupos hidroxilo como substituintes que, por sua vez, podem estar na forma livre ou,
. . .re 13 . ;. A

comummente glicosilados ou esterificados.”” Estes metabolitos secundarios das plantas, tém
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um poder antioxidante importante e dependente da sua estrutura quimica podendo
comportar-se como agentes redutores, como antioxidantes doadores de atomos de
hidrogénio e ainda como captador de radicais livres de oxigénio."* Alguns polifendis atuam
ainda como antioxidantes por causa das suas propriedades quelantes, consequentemente,

reduzindo a capacidade de ides metdlicos poderem gerar radicais livres.

Para que qualquer polifenol seja definido como antioxidante deve satisfazer as duas

seguintes condigoes:

e Quando esta em baixa concentragao relativamente ao substrato a ser oxidado, este
pode retardar, atrasar ou prevenir a auto oxidagao ou a oxidagao provocada por
radicais livres.

e O radical resultante formado da captagao de outro radical, deve ser estavel para

interromper a oxidagao da cadeia de reagao.

Os antioxidantes fendlicos (PPH) inibem a peroxidagao lipidica por doagao de um
atomo de hidrogénio ao radical peroxilo (ROO@®) resultando na formagao de hidroperéxido

de alquilo (arilo) (ROOH), como ilustrado na seguinte reagao:
ROQOe + PPH — ROOH + PPe

O radical polifenol fenoxilo (PPe) produzido pode ser estabilizado por uma
subsequente doagao de um atomo de hidrogénio e formagao de quinonas (C,H,O,), ou
reagindo com outro radical, inclusive outro radical fenoxilo, interrompendo assim a iniciagao

de uma reacio em cadeia."

1.5. Classificacao estrutural dos compostos fenoélicos

Dado que existem inumeros compostos fendlicos na natureza e por isso vastos
grupos que os classificam, neste trabalho far-se-4 uma abordagem mais genérica apenas das
classes de compostos fendlicos que, segundo a literatura, sio mais caracteristicas da

composicao das uvas e seus derivados.

1.5.1. Fenois simples (C6)

Estes sao os derivados de fendis mais comuns na natureza e a sua atividade
antioxidante depende da posicao do grupo hidroxilo. Sao, normalmente, derivados de

pirogalhol e floroglucinol, tri-hidroxilados, mas também existem derivados di-hidroxilados,
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tais como catecol, resorcinol e hidroquinona. Alguns estudos defendem que o grupo catecol

€ o que apresenta maior atividade antioxidante, seguido do grupo da hidroquinona e

|I5

resorcino
OH OH OH
OH
OH
OH
Catecol Resorcinol Hidroquinona
OH OH
HO@/OH
HO OH
Pirogalhol Floroglucinol

Figura . Fendis simples.’

1.5.2. Acidos fenélicos e derivados

Os acidos hidroxibenzoicos (C6-Cl) caracterizam-se pela presenca de um grupo
funcional carboxilo no anel fendlico. Este anel pode ser mono-hidroxilado (acido o-
hidroxibenzoico - dacido salicilico, acido p-hidroxibenzoico), di-hidroxilado (acido
protocatéquico) ou tri-hidroxilado (acido galhico), podendo-se encontrar metilados alguns
hidroxilos fendlicos, como no acido vanilico e siringico. Os mais comuns nas plantas sao o
4cido galhico e o 4cido protocatequico.”” Os 4cidos benzoicos encontram-se frequentemente

esterificados com oses, nomeadamente a glucose ou podem ocorrer sob a forma de

polimeros."
0. _.OH O._.0OH O..__OH
OH
OH
OH OH
Acido o-hidroxibenzéico Acido p-hidroxibenzéico Acido protocatéquico
(ac. salicilico)
0. _OH 0. __OH 0. __H
HO OH OCH, H4CO OCH,
OH OH OH
Acido galhico Acido vanilico Acido siringico

Figura 2. Exemplos de Acidos hidroxibenzéicos.”



Ja os acidos hidroxicinamicos (C6-C3) derivam do acido cindmico, por adicao de
grupos hidroxilo ao anel aromatico. A existéncia da dupla ligagao na cadeia lateral faz com
que existam dois isdmeros possiveis: cis e trans. Sio exemplo de acidos hidroxicindmicos: o
acido p- cumarico (mono-hidroxilado), o acido cafeico (di-hidroxilado), e também derivados
metoxilados, como o acido ferulico, acido 5-hidroxiferulico e o acido sinapico. Tal como os
outros acidos fendlicos, os acidos hidroxicindmicos encontram-se frequentemente

esterificados com hidroxilos alcoélicos ou fendlicos."

O -OH Oy OH
= =
OH
OH OH
Acido p-cumérico Acido cafeico
(0] OH O.__OH 0O._OH
= = =
OCH, HO OCH, H4CO OCHj
OH OH OH
Acido ferulico Acido 5- hidroxifertlico Acido sinapico

Figura 3. Acidos hidroxicindmicos.”

Os acidos hidroxicindmicos apresentam maior atividade antioxidante que os acidos
hidroxibenzoicos com o mesmo nimero de grupos hidroxilo. Isto deve-se ao facto da cadeia
lateral, -CH=CH-COOH, assegurar uma mais facil doagao do hidrogénio e estabilizagao do

radical, por ressonancia, do que o grupo —CH2-COOH dos acidos hidroxibenzéicos.

A atividade antioxidante dos acidos hidroxicinamicos depende do numero de
hidroxilos fenodlicos. Os acidos di-hidroxilados, como o cafeico e clorogénico, sao mais
ativos que os mono-hidroxilados, como o acido cumarico. A posigao dos hidroxilos também

tem influéncia."

1.5.3. Estilbenos (C6-C2-Cé)

Os estilbenos sao fitoalexinas, compostos produzidos pelas plantas em resposta ao

ataque por agentes patogénicos tais como fungos, bactérias e virus. Existem nas plantas na
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forma monomérica, dimérica, trimérica e polimérica e também sob a forma de glicésidos. O
estilbeno mais comum ¢é o resveratrol, do qual existem dois isbmeros: cis e trans sendo que
este ultimo ocorre, normalmente, sob a forma de um glicésido, o trans-resveratrol-3-O-

glucésido que origina, por polimerizagao, as viniferinas. '
HO HO, OH
W
W \
o

Resveratrol Peceatanol

Figura 4. Exemplos dos principais estilbenos.’

Os estilbenos sao pouco comuns nas plantas mas € o resveratrol e o seu metabolito
principal, trans-resveratrol, que constituem os compostos mais abundantes desta classe,

encontrados nas uvas e consequentemente no vinho."

1.5.4. Flavonoides (C6-C3-Cé6)

O grupo dos flavondides compreende compostos com estrutura C6-C3-C6,
constituidos por dois anéis aromaticos (A e B) ligados por uma cadeia de 3 carbonos, que
pode eventualmente formar um terceiro anel (C), sendo que este é subdividido em varias
subclasses de acordo com a presenca e estrutura do anel C, bem como da posi¢ao do anel
B. As variagoes estruturais incluem a existéncia de saturacdes ou insaturacoes no anel C,
bem como a presenga de grupos hidroxilo e/ou carbonilo no mesmo anel, como se esclarece
na tabela 1.”'® Os flavonéides tém a capacidade de associar entre si, mas também com oses e
acidos organicos. Nas plantas ocorrem normalmente na forma glicosilada, geralmente com a
glucose ou ramnose, embora também se possam ligar com a galactose, arabinose, xilose,
acido glucuronico ou outros aglcares. O numero de oses ligadas varia geralmente entre uma

a trés, porém ja foram identificados flavondides com quatro fragées glicosiladas.'®



Tabela I. Classificagio estrutural dos principais flavonoides identificados nas uvas.’

Classe Estrutura

Flavanonas Anel C saturado com grupo carbonilo em C4

Flavanonois Anel C saturado com grupo carbonio em C4 e hidroxilado no carbono 3
Flavonas Anel C com grupo carbonilo e dupla ligagdo em C2-C3

Flavonois Anel C com grupo carbonilo, dupla ligagao em C2-C3 e hidroxilo em C3
Flavanois Anel C saturado, sem o grupo carbonilo e hidroxilado no carbono 3

Antocianidinas e desoxiantocianidinas Anel C do tipo pirilio

1.5.4.1. Flavanonas e Flavanonois

As flavanonas, também chamadas di-hidroflavonas possuem o anel C saturado, uma
funcao carbonilo em C4 e o anel B ligado em C2. Os flavanondis (3-di-hidroflavonois)

diferem das flavanonas pela presenca de um hidroxilo na posicao 3."

O a @) b

Figura 5. Estrutura das flavanonas (a) e flavanonéis (b).”

A auséncia da dupla ligagdo C2-C3 caracteristica das flavanonas faz com que estas

apresentem menor atividade anti-inflamatoria que outros grupos de flavonoides.

Os flavanondis sao importantes intermediarios na sintese de flavonodis e de

antocianinas.’

A atividade antioxidante dos flavanondis é superior a das flavanonas devido a

presenca do hidroxilo no carbono 3."

Os flavanois nao possuem grupo carbonilo em C4, apresentado um grupo hidroxilo

em C3, em C4 ou em ambos.
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R =0OH, Ry = H — 3-flavanol
R =R;=0H — 3,4-flavanodiol
R =H, Ry = OH — 4-flavanol

Figura 6. Estrutura dos flavanéis.’

De entre os mais comuns, os 3-flavandis, como o proprio nome indica, possuem
apenas uma hidroxilagao no anel C, em posi¢cao 3, mas sao frequentemente hidroxilados no
anel A (carbonos 5 e 7) e no anel B, constituindo as unidades basicas elementares da
estrutura das proantocianidinas. Os 3-flavandis com o anel A do tipo floroglucinol
classificam-se, segundo o grau de hidroxilagio do anel B, em afzelequina (mono-
hidroxilados), catequina (di-hidroxilados) e galhocatequina (tri-hidroxilados). Cada tipo inclui
quatro estereoisémeros, devido a presenca dos carbonos assimétricos C2 e C3 do anel C. A
estereoquimica da ligagio C2-C3 pode ser trans (2R, 3S) ou cis (2R, 3R) sendo a

denominagio, neste Ultimo caso precedida do prefixo epi-."?

Os 3-flavanois com o anel A do tipo floroglucinol, mais amplamente distribuidos, sao:

(+)-catequina, (+)-galhocatequina, (-)-epicatequina e (-)-epigalhocatequina (Figura 7).

OH OH

(+)-Catequina (2R, 35) (+)-Galhocatequina (2R, 3S)

Figura 7. Exemplos de estruturas de flavanois.’

Estas unidades podem ocorrer na natureza sob a forma de oligdmeros e de
polimeros, mas também sob a forma de ésteres, predominantemente do acido galhico

(Figura 8).
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OH
OH

OH

OH

OH

Figura 8. Catequina esterificada com acido galhico.”

Os flavanois constituem o grupo de flavonoides com maior atividade antioxidante e a
razao dessa atividade é, principalmente, a presenca de um maior niumero de hidroxilos na

molécula, quando comparado com algumas outras classes de flavondides.'

1.5.4.2. Flavonas e Flavonois

As flavonas e os flavonodis tém em comum a existéncia da dupla ligagdo entre os
carbonos C2 e C3, o anel B ligado ao carbono 2 e o grupo carbonilo em C4. Os flavonois

diferem das flavonas pela existéncia de um hidroxilo no carbono 3 (Figura 9).

Em geral os flavondis possuem actividade antioxidante superior as flavonas
correspondentes, uma vez que, para além da dupla ligagao C2-C3 conjugada com o carbonilo

do carbono 4 possuem um hidroxilo na posigao 3."

Luteolina Quercetina

Figura 9. Estrutura exemplo de flavonas e flavonois.”

1.5.4.3. Antocianidinas

As antocianidinas caracterizam-se por apresentarem uma carga positiva no anel C,
formando o anel pirilio. Sio normalmente di-hidroxiladas no anel A, e de acordo com a
substituicio do anel B, classificam-se em pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina,
petunidina e malvidina (Figura 10). Encontram-se frequentemente combinadas,
principalmente na forma de glicosidos.
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Existem também as 3-desoxi-antocianidinas que diferem das antocianidinas pelo facto

de nio possuirem o hidroxilo na posi¢io 3, mas encontram-se mais raramente na natureza.'”

OH
+ HO N
RO® = O e
Z0H ZoH Z 0K
OH OH

Pelargonidina Cianidina Delfinidina

OCH, OCH,4
OH OH

HO N O HO N O
O Ox OH O BN OCH,
Z~0H “~OH
OH OH
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Figura 10. Estruturas de antocianidinas.'

As antocianinas sao glicosidos das antocianidinas, sendo mais comuns as substituidas
em posicao 3, geralmente por glucose, galactose, ramnose e gentiobiose. Quando existe um
segundo aguUcar, este encontra-se normalmente na posicdo 5 e é quase sempre a glucose. As
antocianinas também podem ser aciladas, nomeadamente com acidos fendlicos (acidos p-

cumérico, cafeico ou ferulico), que esterificam com a ose."

As antocianinas e as antocianidinas possuem atividade antioxidante, devido a presenca
dos hidroxilos fendlicos, no entanto as antocianinas, por serem glicosiladas apresentam, em
geral, menor atividade, principalmente se as glicosilagoes ocorrerem nos hidroxilos

responsaveis pela atividade da molécula.”

1.5.5. Taninos

Os taninos sao compostos hidrossoluveis com pesos moleculares entre 500 e 3000

Dalton e classificam-se geralmente em taninos condensados, tanino hidrolisaveis e taninos

complexos.'” Resultam da polimerizagio de moléculas elementares com fungao fendlica
sendo capazes de produzir combinagoes estaveis com proteinas e outros polimeros das

plantas tais como polissacarideos.'®

Os taninos sao os compostos fenolicos geralmente com maior atividade antioxidante,
devido ao facto de frequentemente apresentarem estruturas oligoméricas ou entio

poliméricas polihidroxiladas.'
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Elagitaninos
hidrolisaveis ———
Galhotaninos

Taninos condensados
complexos
Figura | 1. Classificagio dos taninos.’

1.5.5.1. Taninos condensados

Os taninos condensados ou proantocianidinas sao formados a partir de unidades de

flavanois, que por tratamento acido e calor originam antocianidinas.

As proantocianidinas com sub-unidades superiores, 3-flavanois, mono-hidroxiladas no
anel B e di-hidroxiladas no anel A sao denominadas de propelargonidinas, porque libertam
pelargonidina em meio acido a quente. Quando as unidades superiores sao di-hidroxiladas
no anel B e A libertam cianidina e denominam-se procianidinas, correspondendo as
proantocianidinas, as mais frequentemente encontradas na natureza. As tri-hidroxiladas no
anel B e di-hidroxilada no A libertam delfinidina, pelo que se designam de prodelfinidinas e
quando as proantocianidinas sao formadas por unidades estruturalmente diferentes

designam-se de heterogéneas.

As ligagoes interflavanicas do tipo C-C originam as proantocianidinas do tipo B e
ocorrem entre os C4-C8 ou C4-Cé. Ja nas proantocianidinas do tipo A ocorre a formagao

de uma ligagdo éter interflavanicas adicional, C2-O-C7."

Procianidina B1: Procianidina B2:
epicatequina-(4p >8)-catequina epicatequina-(4p ->8)-epicatequina

Figura 12. Exemplos de taninos condensados.’
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1.5.5.2. Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis incluem os galhotaninos e os elagitaninos. Os galhotaninos
possuem um nucleo formado por um composto poli-hidroxilado, normalmente uma ose,
esterificado por vérios residuos de acido galhico (Figura 13). A ose mais comum é a D-
glucose, embora alguns galhotaninos possam conter catequinas e unidades triterpenoides,

em vez de glucose."

ix o
H
HO oH
% >—< HO

O OH
)

OH HO

Figura 13. Tanino hidrolisavel: 2-O-digalhoil-1,3,4,6-tetra-O-galhoil-B-D-glucopiranose.”

Os elagitaninos sao derivados da pentagalhoilglucose, e, ao contriario dos
galhotaninos, contém ligagoes C-C adicionais entre os residuos de acido galhico adjacentes.
Desta ligagao resulta a formagao de uma unidade de hexahidroxidifenoilo, que pode ter duas
configuragoes: S e R (Figura 14). A quiralidade resulta da limitagao na rotagao em torno da
ligagao C-C, que se deve as duas ligagOes éster, entre os residuos de acido galhico e a ose, e

a presenca de substituintes em posigao orto.

OH

configuragéo S configuracéo R

Figura 14. Configuragdes dos elagitaninos.’
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O nome elagitaninos provém do acido elagico, que se forma espontaneamente do
acido hexahidroxidifénico, em solugao aquosa, por intermédio de uma reacio de

esterificacio intra-molecular."”

1.5.5.3. Taninos complexos

Nos taninos complexos, uma unidade 3-flavanol esta ligada, por intermédio de uma
ligagao C-C, a galhotaninos ou a elagitaninos. Um exemplo é a acutissimina A (Figura 15),
que se forma durante o envelhecimento do vinho tinto a partir da catequina das uvas e do
elagitanino proveniente do carvalho das pipas. Este composto demonstrou inibir o
crescimento das células cancerigenas e é considerado um possivel precursor para o

desenvolvimento de novos farmacos."

Figura 15. Acutissimina A."”

1.6. Perfil fendlico e distribuicao nas uvas

As uvas contém uma imensidao de compostos fendlicos na sua composicao e de
acordo com varios estudos experimentais, concluiu-se que estao distribuidos de uma vasta
forma pela planta como mostra a (Figura 16).”° Os acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e

proantocianidinas sio biossintetizados através da via fenilpropanéide.”

As concentragoes de polifendis no sumo de uva variam de acordo com as espécies,
maturacao e cultura das uvas e a tecnologia aplicada para obter o sumo. E ainda as
concentragoes diferem entre os tecidos de uva; assim, a polpa é rica em acidos fendlicos e a

pele é rica em flavondides (flavondis, flavanois e antocianinas).”

Os compostos fenodlicos sao os constituintes mais abundantes apds os carbohidratos
e os aminoacidos. A distribuicio de compostos fendlicos totais no sumo, polpa, casca e

sementes é de aproximadamente 5%, 1%, 30% e 64%, respectivamente.?'
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Figura 16. Diferentes grupos quimicos de polifendis nas diferentes partes da planta.”

Em termos de fenodis totais, as castas que apresentam concentra¢coes mais elevadas
sao Cabernet Souvignon e a Pinot Noir, ambas castas tintas, com elevadissimas concentragoes
nas sementes e valores consideraveis na polpa. Ao compararmos castas tintas, Pinot Noir,
com uma casta de uvas brancas Chardonnay, esta Ultima apresenta valores duas vezes
inferiores as uvas tintas, com concentragao igual a 200 mg equivalentes acido galhico/ 100 g

21 gz . . . .
peso seco.” Ja no sumo obtido a partir de uvas Pinot Noir, outros autores apresentam

valores de 100 a 400 mg/L, diferenciando apenas o tempo de maceracio das uvas.”

Quando nos referimos a constituicao das uvas em acidos fendlicos e derivados, os
fitoconstituintes mais comuns nas uvas sao o acido cafeico, cumarico e ferdlico. Castas como
Chardonnay, Riesling e Moscatel apresentam 33, 45 e 38 mg de hidroxicinamicos totais/ kg
peso fresco, respetivamente. Destaca-se a casta Tinta Negra, em Portugal com valores
hidroxicindmicos totais de 220 mg por kg de pele seca. Os hidroxibenzoicos totais estao
sempre presentes em concentracoes bastante inferiores.”’ Na analise em sumos de uvas de
castas tintas observou-se que estes apresentavam concentragoes de acidos fendlicos,
significativamente superiores quando comparadas as concentra¢oes das amostras de vinho

tinto, em castas brasileiras. O acido caftarico é prontamente oxidavel durante as etapas de
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produgao do vinho, especialmente nas fermentagoes, o que podera explicar os valores mais

baixos encontrados nas amostras de vinho em comparagio com o sumo de uva.”

Em Portugal, estudo revela o acido caftarico como composto maioritario em varias
castas tintas analisadas, com valores que oscilaram entre 566,7 e 4251,7 mg/Kg de peso seco

nas castas Touriga nacional e Trincadeira, respetivamente.”

Pertencente a classe dos estilbenos o composto presente nas uvas, mais descrito na
literatura é o trans-resveratrol, predominante na maioria das castas e com variagoes de 0,5 a

7,6 mg / kg, enquanto o glicosideo apresenta variagdes de 0,2 a 5,1 mg / kg.*

Quanto aos flavonodides determinam-se principalmente conjugados/glicosilados ou na
forma esterificada. As trés classes mais comuns nas uvas sao os dihidroflavonoides, os
flavonois e os taninos (flavan-3-ol poliméricos). Sendo que em maior abundancia estao os
derivados da quercitina, seguida da miricetina (3°4’5'-trihidroxi) e do kaempferol (4'-
hidroxi). A Tinta Negra, foi uma das castas em Portugal descrita como contento 725 mg eq.

quercitina/kg pele seca.”

Os cinco monémeros comuns do flavan-3-ol encontrados na casca da uva sao (+) -
catequina (C), (-) - galhocatequina (GC), (-) - epicatequina (EC), (-) - epigalhocatequina
(EGC), e (-) - epicatequina 3-galato (ECG) e os dimeros comuns, como a procianidina Bl
(PBI) e a procianidina B2 (PB2), também estao presentes na casca da uva. A casta que se
destaca nesta classe pela sua rica composi¢ao em flavondides é a Pinot Noir com cerca de 300
mg eq. catequina/l100 g peso fresco.”’ Também no sumo de uva de castas brasileiras,
compostos como o acido caftarico e a epigalhocatequina, foram descritos como compostos

maioritarios.”*

Em andlise de castas portuguesas da regiao do Dao a epicatequina foi determinada
como um dos compostos fendlicos maioritarios, com valores entre 357,5 e 6372,1 mg/Kg de

peso seco, nas castas Baga e Monvedro, respetivamente.”

Quanto a Ferndo Pires, esta apresenta valores proximos da unidade, expressos em
mg/kg de sementes quanto ao grupo dos flavanodis, sendo as proantocianidinas na forma
polimérica as mais abundantes, seguidas das que se apresentam na forma oligomérica e por

Gltimo as catequinas, em pequenas percentagens.”

Os alimentos mais ricos em taninos sao principalmente o cha, o vinho, e os frutos,
principalmente vermelhos. Quantifica-se nas uvas uma concentragao até cerca de 160 mg de
equivalentes catequina/g massa fresca, um dos frutos com maior concentragao face a maga,
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cerejas, morangos, etc. No entanto a ingestao diaria destes compostos € dificil de prever,
pois depende dos habitos de cada populagio e muitos outros fatores tais como
disponibilidade dos alimentos, origem geogrifica e condi¢des climatéricas destes, etc.”’ Um
fato notavel é que os vegetais nao contribuem para a ingestao de proantocianidinas, mesmo

que sejam boas fontes de outros flavonoides.”

As antocianinas mais frequentes sao os trés monoglucosideos de cianidina, peonidina,
malvidina, petunidina e delfinidina, ou ainda, os mesmos, acilados com acido acético,
cumarico ou cafeico. Mais uma vez de entre as castas estudas destaca-se a Tinta Negra, com
altas concentragoes na pele, na ordem dos 700 mg eq. malvidina-3-glucosido/ kg pelicula

seca. Contrariamente ao Chardonnay onde nao foi determinada qualquer quantidade.”'

As antocianinas sao diretamente responsaveis pela cor das uvas e dos vinhos jovens,
enquanto a adstringéncia e a estrutura dos vinhos parecem ser principalmente influenciadas
por catequinas e proantocianidinas, que, além dos flavondis, também sao responsaveis pela
sua amargura.”® As antocianinas sao pigmentos e existem principalmente em peliculas de uva.
Os flavonoides sao amplamente distribuidos em uvas, especialmente em sementes e caules, e
contém principalmente (+) - catequinas, (-) - epicatequina e polimeros de procianidina. As
antocianinas sao os principais polifendis das uvas vermelhas, enquanto os flavan-3-ol sao mais

abundantes nas variedades brancas.”

De forma sucinta, na tabela 2, estio descritos alguns dos grupos de compostos
fenolicos presentes no sumo de uva, bem como a concentragao determinada para varias

castas de varios paises, segundo varios autores.

29



Tabela 2. Caracterizagao de sumo de uva quanto ao perfil fendlico descrito por varios autores e recorrendo a

ensaios distintos.

Origem Castas Compostos Métodos de Referéncias
do sumo identificados determinacio Bibliograficas
Brasil Niagara Branca;  Fendis totais (1,6 até 9,3 g Método de Singleton Rev. Bras. Frutic,,
Trebbiano; 4cido galhico/100 mL) e Rossi Junior (1965) V-39, n. 3: (e-
Isabel e Antocianinas (n.d. até 3,5g Esptrofotometria Di °79) DOl
Cabernet malvidina/100 mL) Stefano (1989) 10.1590/0100-
Sauvignon 29452017579
Jaboticabal — SP*
Brasil Isabel Precoce e Fendis totais (2135 a 2647  Folin—Ciocalteu C.V.dSS. Padilha et
BRS Cora; mg GAE/L) al. / Food
Isabel Precoce e Acidos fenélicos (247.1 a2 RP-HPLC/DAD Chemistry 228
BRS Magna; 410.1 mg/L), maior (2017) 106115
Isabel Precoce e concentracao de acido
BRS Violeta caftarico
Flavandis (256.8 e RP-HPLC/DAD
410.1 mg/L)
Antocianinas (88.4 a2 370.8  Diferencas de pH no
mg equivalentes malvidina- RP-HPLC/DAD
3-glucésido/L)
Brasil Isabel Precoce; Fenois totais (7,60 a M.M.P. Natividade
BRS Cora; 1268,73 mg/L) etal./
BRS Violeta; Antocianinas (70,33 mg/L) Microchemical
Tempranillo; Taninos (11,84 a 58,68 Journal 110 N
Syrah; mg/L) HPLC (2013) 665-674
Alicante Flavonéis (0,56 a I1,71
Bouschet; mg/L)
Moscato Canelli  Acidos fendlicos (1,07 e
33,82 mg/L)
Espanha  Autumn Royal; Fenois totais (275,1 a Espetrofotometria LUTZ, Mariane et
Grimson 564,6 mg GAE/L) (Singleton and Rossi dl. - Phenolics and
Seedless; (1965) Antioxidant
Red Globe; Antocianinas (6,7 a 51,7 Diferencas de pH Capaciatzy of Table
Ribier mg cianidina 3-glucésido/L) (Cheng and Breen Grape
1991)
Franga Muscat de Fenois totais (166 mg HPLC DECORDE, Kelly
Hambourg GAE/100 mL) et al. (2008)*

A tabela 2 resume a determinagao da composicao fenolica, os estudos apresentados

sao apenas os que apresentam os valores expressos por volume de sumo de uva, as castas

das uvas utilizadas para o processamento dos sumos analisados; com quantificagao

exclusivamente de sumos nao comerciais, a partir de uvas obtidas nos mercados regionais.
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1.7. Atividades biologicas

Devido a composicao fendlica das uvas, muitas atividades biologicas lhes foram

atribuidas, nomeadamente ao vinho e mais recentemente aos sumos. E por isso que tém sido

objeto de numerosos estudos.

Teoricamente falando pode existir uma associagdo mais positiva entre o consumo de
sumo de uva e os beneficios para a salde humana aquando do consumo de vinho, no
entanto é necessario saber de que modo os compostos responsaveis por esses beneficios
atuam no nosso organismo, qual a sua biodisponibilidade e em que quantidades se

encontram em cada produto derivado das uvas.

Verdadeiramente se considera que o consumo de vinho tinto possui beneficios para a
salide, mas contrariamente também sao associadas inlUmeras desvantagens tais como: cancro
gastrico, intolerancia a histamina, enxaqueca/ dores de cabega, dependéncia pelo alcool,

etc.*

Dado que o sumo de uva nao apresenta as consequéncias descritas anteriormente,

sera claramente uma alternativa mais saudavel e segura ao vinho tinto.

Estudo comparativo revela que o consumo de sumo de uva tinta versus vinho tinto
melhora a absor¢ao de antocianinas, sendo que este possui quantidades equivalentes ou até
superiores de flavondides bioativos/ antocianinas que o vinho tinto. Assim como os
polifendis plasmaticos, a bioatividade das antocianinas parece ser significativamente superior

ap6s o consumo de sumo de uva em comparagiao com o consumo do vinho tinto.”

Embora outros autores descrevam uma concentracao duas vezes maior de
compostos antioxidantes em vinhos tintos do que em sumos de uva tinta, esta Ultima pode
ser uma boa opgao para todas as faixas etarias devido a auséncia de alcool e aos efeitos
potencialmente benéficos a salde de sua composicao fendlica e elevada atividade

antioxidante.?

Muitos dos flavonoides encontrados no sumo de uva, como catequina, epicatequina,
quercetina e antocianinas, sio conhecidos por terem efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios
e inibicio da agregaciao das plaquetas, além de poder reduzir a oxidagio de LDL e danos
oxidativos a0 DNA, tanto in vitro como em estudos com animais.’*”’ A Catequina é
geralmente o flavanol individual mais importante na pele e nas sementes da uva, embora a

epicatequina também seja geralmente bem representada.®®
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A mudanga no estado oxidativo induzida pelos compostos presentes no sumo de uva
pode favorecer uma redugao no risco de doenga cardiovascular, exercendo um efeito
preventivo contra a oxidagao do LDL-c, fungao endotelial, eventos aterotromboticos,
cascata inflamatodria, hipertensao arterial, etc. Sendo também relatado para melhorar a

fungio cognitiva e motora.”

O interesse no estudo e pesquisa acerca das bioatividades dos compostos fenodlicos
no sumo de uva tem crescido e alguns dos principais efeitos para a saide humana estiao

sumariados na seguinte figura (Figural7).'

antioxidante

anti-
inflamatério

entre outros

polifenois
das uvas

neuro anti-

protetor envelhecimento

antimicrobiano,
antifungico e
antiviral

anti-tumoral

protetecéo
cardiovascular

Figura 17. Bioatividades dos polifendis das uvas.'®

1.7.1. Atividade antioxidante

A atividade dos compostos fendlicos das uvas mais relevante é, claramente a
antioxidante. Para avaliar essa atividade tem-se recorrido a varios métodos quimicos, tais
como: radical 2,2-diphenyl-I-picrylhydrazyl (DPPH); substancias reativas com o acido
tiobarbitirico (TBARS ou ABTYS); atividade quelante dos ides ferrosos (FICA); o poder de
redugio (FRAP); entre outras.'® Esses ensaios medem a capacidade dos antioxidantes
naturais para eliminar os radicais livres usando diferentes mecanismos de reagao quimica,

seja através de transferéncia de eletroes ou transferéncia de atomos de hidrogénio. No
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entanto, muitas vezes, a capacidade de eliminagao de radicais livres de alimentos a base de
plantas nao reflete os seus beneficios para a sadde in vivo, uma vez que diferentes compostos
bioativos podem atuar in vivo através de mecanismos diferentes sob condigoes biologicas e
estes nio podem ser facilmente reproduzidos usando ensaios quimicos in vitro.” Nesse
sentido, os modelos animais e os estudos em seres humanos sao considerados mais
adequados para determinar a capacidade bio protetora de alimentos a base de plantas. No
entanto, sao muitas vezes muito onerosos e nao sao adequados para a analise de um nimero
elevado de amostras. A este respeito, os sistemas de cultura de células consideram-se uma

boa alternativa a estes modelos biologicos.”

A atividade antioxidante dos sumos de uva pode ser um indicador do nivel relativo de

beneficio para a salide que estes oferecem.”

A ingestao de alimentos ricos em polifendis (I 10 mg/dia) por um periodo de 14 dias
mostrou reduzir significativamente o dano no DNA em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC). No entanto, outros estudos afirmam que numa suplementagao de 6
semanas com um unico flavonol (500 mg de rutina/dia) em individuos com a sua dieta regular
nao afetou significativamente a quebra endogena da cadeia de DNA, nem a resisténcia de

PBMC a dano induzido por peréxido de hidrogénio.”

Mais tarde, outros autores vém defender que o sumo de uva diminui o dano
oxidativo do DNA induzido pelo peroxido de hidrogénio em células do sangue periférico e
ainda os polifendis do sumo de uvas tintas reduzem a producao do anido superoxido. Por
outro lado, aumenta a peroxidase glutationa, o superéxido dismutase e a atividade catalitica,

que tem um papel importante na supressio do stress oxidativo.'®

Sabe-se que os fenodis das uvas exercem um efeito antioxidante sob diferentes
condigoes em stress oxidativo in vivo podendo induzir a redugao intracelular de espécies

reativas de oxigénio (ROS) em diferentes tipos de células.'

A capacidade antioxidante dos acidos hidroxibenzoicos diminui com a diminuigao do
grau de hidroxilagao e apresenta a seguinte ordem: acido galhico > acido protocatéquico >
acidos o-, m- e p-hidroxibenzodicos. A atividade antioxidante dos estilbenos depende do
numero e localizagao dos grupos hidroxilo, da glicosilagao e de outros substituintes sendo a
ordem de atividade dos exemplos seguintes: piceatanol> resveratrol> piceatanol-3’-glucose
e revesratrol-3'-glucose> trans-estilbeno (sem hidroxilos fendlicos, sem atividade

antioxidante)."”
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Um estudo que testou as sementes de uvas mostra que, até certo ponto, o extrato
de semente, considerado um suplemento nutritivo antioxidante, também pode ter atividade
pro-oxidante, dependendo da dose, duragao da administragao e outros componentes
dietéticos.*®

Ainda, quanto as sementes, extratos de taninos condensados atuam contra o dano
oxidativo de eritrocitos, células tipicas produzidas no organismo sob condigoes patologicas
como anemias por deficiéncias de ferro e talassémias, obesidade, hipoxia, bem como no
envelhecimento. Acredita-se que estes taninos, sendo compostos altamente polimerizados
que contém muitos grupos hidroxilicos fendlicos, sao antioxidantes mais efetivos do que os
flavonoides e exibem uma fraca ou inexistente agao pro-oxidativa. Além disso, existem
dados que mostram que os eritrocitos ligam os polifenois e podem aumentar a capacidade
do sangue para eliminar os oxidantes.*

Em 2014, um estudo efetuado em esperma de bovinos, in vitro,
demonstrou o efeito antioxidante de um extrato de bagago de uva rico em polifendis quanto
aos espermatozoides por supressio da peroxidaciao lipidica e, consequentemente,

caracteristicas como motilidade, viabilidade e integridade acrossomal eram protegidas.*

1.7.2. Protecao cardiovascular

A doencga cardiovascular (DCV) é uma das principais causas de morte global, mas
muitos dos seus fatores de risco podem ser modificados através da dieta, incluindo padroes

alimentares que enfatizam frutas e vegetais.*

Numerosas investigagoes de pesquisa basica e clinica demonstraram que os polifenois
encontrados no sumo de uva possuem bioatividade relevante para reduzir o risco de
doencas cardiovasculares, nomeadamente através de mecanismos como: reduzindo o
crescimento da placa aterosclerotica, por exemplo, reduzindo a expressao da molécula de
adesao; limitando os processos inflamatoérios; aumentando a resisténcia da LDL a oxidagao;
inibindo a agregagao de plaquetas; melhorando a regulagao da pressao arterial e reatividade
vascular; e reduzindo o colesterol e os triglicerideos no soro; efeitos que foram realmente

comprovados em alguns modelos animais.*

Visto que existe uma relagao temporal de dose-resposta entre a ingestao de
flavonoides e polifendis relacionados e o risco de DCV, espera-se igualmente que esta

relagao se aplique ao consumo de sumo de uva ao longo de uma gama de consumos usuais
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ou a sua contribuicio para o consumo total de polifendis quando adicionado as doses

correntes LISLIEliS.43

Um estudo in vivo, realizado em suinos, que consistiu administragio de uma
alimentagao enriquecida com extratos de uvas, ricos em resveratrol, apesar de algumas
limitagoes metodoldgicas, permitiu fazer uma associagao positiva entre o consumo de
resveratrol e a prevengao de lesoes ateroscleréticas precoces nos animais, uma vez que este
parece ter sido o principal composto responsavel por prevenir a rutura das fibras elasticas
da aorta e diminuir a sua alteragao e por reduzir: a espessura da tlnica intima, a acumulagao

de células gordurosas e a presenca de O, nos tecidos aérticos.”

Outros estudos verificam a capacidade do sumo de uva impedir a oxidagao das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL)'”> e ainda a melhoria do perfil das mesmas,
diminuindo a sua concentragao plasmatica e aumentando a concentragao das lipoproteinas
de alta densidade (HDL), reduzindo ainda consideravelmente a concentragao de LDL

oxidadas no plasma.***4

A apolipoproteina B (apo B) é necessaria para a sintese e secre¢ao de lipoproteinas.
O catabolismo das LDL que depende do reconhecimento dos recetores celulares pela apo B
permite aos investigadores avaliar o risco de doencgas cardiovasculares. Por outro lado, o
consumo de sumo de uva tinta esta associado a um racio colesterol / HDL significativamente
menor como indice aterogénico, que é comumente usado como o melhor parametro
lipidico para determinar o risco de doenca cardiaca humana. Um aumento no HDL-
Colesterol é principalmente devido a um aumento da subfragao HDL3. No entanto, estudos
comprovam que os aumentos de apo Al e apo All ocorrem em subfragoes HDL3 e HDL2 e

que as alteragdes na apo Al e apo All sio comparaveis e paralelas as da HDL-C.*

O mais recente fator de risco independente para doencas cardiovasculares é o
excesso de niveis de homocisteina (Hcy). Embora a hiper-homocisteinémia grave seja rara
entre a populagio em geral, uma hiper-homocisteinémia leve foi relatada em 7% da

~ . ano . - s
populacio em geral e até 30% dos pacientes com doenca vascular coronaria e periférica.
Niveis apenas 12% acima o limite superior da Hcy de plasma normal esta associado a um
aumento de 3 vezes no risco de infarto agudo do miocardio. Estudos relataram que sumos

de uva e extratos de pele de uva podem prevenir a disfuncio endotelial induzida por Hcy.*

O consumo de sumo de uva tinta, por voluntarios com idades entre os 25 e os 60
anos revelou a diminuicao da concentragao de Hcy, e aumento das HDL e Apo |, o que seria

o melhor resultado espetavel, no entanto outros trabalhos semelhantes contradizem estes
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resultados.” Esta nio conformidade de resultados deve-se possivelmente as condi¢oes e
parametros de cada estudo, e por isso, estudos de consumo prolongado e com populagoes

estatisticamente significativas sao necessarios para retirar conclusoes assertivas.

1.7.3. Efeitos antivirais, antibacterianos e antifiingicos

Tendo em conta os variados efeitos do extrato de sementes de uva, este tem
também atividade antimicrobiana contra muitos agentes patogénicos bacterianos
transmitidos por alimentos, incluindo Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, inclusive S.
aureus resistente a meticilina, Escherichia coli O157: H7, Salmonella enterica serovar Enteritidis

. . 47 ~ y .. . . . .
e S. Typhimurium.” E por essas razoes, ja foi investigado como um potencial antimicrobiano
em filmes de embalagens destinados ao acondicionamento de alimentos juntamente com uma

alga carraginofita (que funciona como polissacarideo).*

Quercetina e resveratrol, ambos polifendis ativos em extratos de pele de uva tém
pg/mL e 128 pg/mlL, respetivamente. Os efeitos anti H.pylori da quercetina e do resveratrol
sugerem que estes compostos podem ser Uteis na prevengao e / ou tratamento da infegao

por H. pylori.”’

Quanto aos efeitos antivirais a procianidina, um composto ativo de V. vinifera e outras
plantas medicinais, mostrou atividade anti-influenza A, além das atividades anti Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), Virus da hepatite C (HCV), Coronavirus (SARS-CoV), HSV
Virus Herpes simplex (HSV) e Virus Epstein-Barr (HBV).® O extrato de 4gua quente
(infusao) de pele de uva (100 mg/mL) mostrou atividade anti-influenza em células Madine-

Darby Canine Kidney (MDCK) e esse efeito parece ser devido a presenca do resveratrol.”’

O trans-resveratrol é um estilbeno natural produzido por varias plantas em resposta
a infecoes patogénicas. Apesar de estar presente num numero restrito de familias de
5] .. . ~ .. . .
plantas.”” Este inibe completamente a germinagao conidial do fungo Botrytis cinerea e reduz a
germinagao esporangica de aproximadamente 75% do agente causal de oidio da videira,

Plasmopara viticola.”'
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Figura 19. Oidio em folhas de Vitis Vinifera.>?

Dois derivados de dimetoxi-resveratrol (3,4'-dimetoxi-resveratrol e 3,5-dimetoxi-
resveratrol) apresentaram atividades antimicoticas interessantes com valores minimos de
concentragao inibitéria (MIC) de 28 pg/mL contra espécies de Candida como podemos
observar na figura 20, onde o crescimento do fungo ¢ inibido a2 medida que se aumenta a

concentragio do polifenol.”

Figura 20. Efeito de diferentes concentragdes de 3,5-dimetoxi-resveratrol na transicio morfogenética de

fermento-hifa de Candida albicans.”'

1.7.4. Efeito anti tumoral

O cancro continua a ser uma doenga global, apesar do advento das melhorias
tecnologicas e farmacéuticas nas Ultimas duas décadas. Os métodos de tratamento incluem
cirurgia, radioterapia, medicamentos anticancerigenos (quimioterapia), além de outras

técnicas especializadas.™
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As plantas tém sido usadas ha anos como terapia complementar ou agentes dietéticos
para influenciar a sinalizagao celular. Por exemplo, o resveratrol extraido de uvas foi
empregado como um medicamento alternativo para tratar diferentes tipos de cancro. Muitos
relatérios indicaram que este fornece uma ampla gama de opgoes preventivas e terapéuticas
contra diferentes tipos de cancro, combinado com outros medicamentos quimioterapéuticos

através de trés mecanismos: apoptose celular, antiproliferagao e anti-inflamagio.>*

A carcinogénese é um processo de complexas etapas tais como alteragoes genéticas,
epigenéticas e fenotipicas. Com o crescente conhecimento desses mecanismos, e a
conclusao de que a maioria dos casos de cancro sao evitaveis, tendo cuidados na dieta, por
exemplo, os esfor¢os concentram-se na identificagdo de agentes com potenciais
propriedades anticancerigenas. O uso de polifendis de uva contra o processo de

carcinogénese parece ser uma alternativa adequada para fins preventivos e/ou terapéuticos.”

O processo inflamatoério caracteristico da carcinogénese colo-retal é promovido por
mediadores, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator de transcricao nuclear
kappa B (NF-kB), endotoxinas e alta expressaio de moléculas de adesio em células
endoteliais locais. Varias estudos evidenciaram que os niveis de sintase indutivel do 6xido
nitrico (iNOS) estao aumentados em adenocarcinomas humanos e em tumores do célon
induzidos quimicamente com azoximetano (AOM) em ratos, criando um microambiente que
favorece a carcinogénese do célon.’*O azoximetano (AOM) é comumente usado para a
inducao de carcinogénese colo-retal em roedores. O modelo experimental de indugao de
carcinogénese assemelha-se as caracteristicas de cancro colo-retal esporadico em
humanos.”” Como consequéncia, a expressio reduzida desses genes pode interferir com a
carcinogénese, deste modo num estudo recente, realizado em ratos, foi possivel quantificar a
evolu¢ao dos carcinomas e concluiu-se que a administragao de 2% de sumo de uva antes da
AOM reduziu a multiplicidade da cripta, atenuando a carcinogénese. A reducao da expressao
de NF-kB foi observada em animais expostos ao sumo de uva durante um periodo de tempo
mais longo, independentemente da concentracio do sumo.*® Ainda como resultado deste
estudo verificou-se que a inibicao da atividade de NF-kB com sumo de uva concentrado
modula os processos inflamatorios e esta positivamente correlacionada com a expressao de

TNF-a.*

Outro estudo, realizado também em 2015, sob as mesmas condigoes confirma o
efeito protetor do sumo de uva, demonstrando que este é capaz de modular a

carcinogénese do célon do rato por indugio da apoptose.’’
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1.7.5. Efeito neuroprotetor

Uma das investigagoes mais relevantes no setor das doengas neurodegenerativas tem
sido na terapia combinada de polifendis como uma nova estratégia para atrasar a conversao
de comprometimento cognitivo ligeiro observado na doenga de Alzheimer (AD). Nesse
sentido foi administrada uma preparagao de polifencis dietéticos bioativos consistindo na
combinagdo de trés produtos (sumo de uva Concord, extrato de semente de uva e
resveratrol), sendo uma nova combinagao nutracéutica a qual se atribui efeitos de atraso no

desenvolvimento da deméncia por Alzheimer.*®

Embora tenha-se tornado cada vez mais comum encontrar sobreviventes a ataques
cardiacos ou cancro, nao ha sobreviventes de AD. Ha evidéncias crescentes de que os

polifenois alimentares, incluindo o resveratrol, podem ter uma influéncia benéfica sobre

AD.®

Foram descobertos e amplamente estudados dois principais tipos de disfungoes
biologicas que ocorrem na AD, nomeadamente, as lesdes: nas placas amildides e os
emaranhados neurofibrilares. Estas duas lesdes s3ao causadas pela disfungio e pela
acumulagao de duas proteinas que sao, respetivamente, o péptido beta-amilodide (AB) e a

proteina tau.”

A evidéncia experimental sugere que o resveratrol pode beneficiar a deméncia por

AD, promovendo a degradagdo de AB e diminuindo a neuroinflamagio.*®

Propoe-se ainda que a aplicagao de resveratrol, juntamente com outras preparagoes
de polifendis alimentares bioativos, modulara mecanismos da AD adicionais (por exemplo,
diminuindo a agregacao e sintese de AB e aumentando a sua degradagdo, diminuindo a
hiperfosforilagio de Tau e ainda a agregacao de Tau), o que aumentara a probabilidade de

sucesso terapéutico.”®

A ativagao farmacolégica do gene que codifica a proteina sirtuin | (SIRTI) com
resveratrol, ainda que o estudo nao tenha extraido este da planta Vitis vinifera, demonstra
que existe uma reducgao significativamente na descoordenagao motora de camundongos com

a doenca de Machado-Joseph.*

Esta recente descoberta merece ser sondada, uma vez que esta doenga é muito rara
na populagao mundial, pelo que a investigagao para o possivel tratamento € escassa, pois a
relevancia econémica a nivel farmacéutico é baixa, e por isso torna-a desinteressante

financeiramente para investigagao.
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1.7.6. Efeito anti-inflamatoério

A inflamagao associada a obesidade é caracterizada por uma maior abundancia de
macrofagos no tecido adiposo branco, levando a produgao de citocinas inflamatorias,

quimiocinas e prostaglandinas que podem causar resisténcia a insulina.®'

Dados demonstram que o extrato de uvas em po atenua a expressao de genes
inflamatorios mediada por lipopolissacarideos e a secre¢ao de proteinas em macrofagos

humanos, possivelmente suprimindo a ativagio de JNK, p38, c-Jun, Elk-1 ou NF-kB.*'

Estudos in vivo futuros eram necessarios para recapitular essas descobertas in vitro e

para determinar o (s) componente (s) bioativo (s) nas uvas.

O excesso de acumulagao de triacilglicerol em adipocitos produz grandes células de
gordura, ou adipocitos hipertréficos, que podem tornar-se disfuncionais e resistentes a

insulina devido a inflamacgio.®

Recentemente, os polifendis principais das uvas em po, utilizadas no estudo em
murinos incluiam quercetina-3-glucésido (8,0%), catequinas (2,3%), epicatequina (1,9%), acido
galhico (1,4%), rutina (1,2%) e resveratrol (0,53%) e os polifendis extraidos desse p6 (GPEP)

parecem modular a inflamagdo em adipécitos humanos como a figura 21 esclarece.”
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Figura 21. Polifendis extraidos das uvas induzem a diferenciagao de adipocitos.

Modelo hipotecario que mostra o efeito da GPEP na lipogénese em adipdcitos. O GPEP induz a diferenciagao
de pré-adipocitos ativando ambas as vias de sinalizagio PPARy e PI3K. A ativacdo do PPARg induz tanto a
absorgao de glicose quanto a lipogénese. Atividade da via de sinalizagao PI3K por resultados em fosforilagao e
ativagao da proteina PKB / AKT que causa a translocagio da proteina GLUT4 para a membrana plasmatica. Em
seguida, o GLUT4 facilita a absorgao de glicose nos adipécitos. Por outro lado, o GPEP, ao ativar AMPK através
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da fosforilagao, pode ajudar a prevenir a hipertrofia adipocita. Como o principal sensor de energia dentro da
célula, o AMPK induz a lipdlise, impedindo assim a progressio de pequenos adipécitos funcionais em grandes
adipocitos disfuncionais. A salude o6tima dos adipocitos pode ser conseguida induzindo diferenciagao de
adipécitos enquanto previne hipertrofia adipocita. Os pequenos adipécitos funcionais podem manter o
equilibrio energético pelo volume de ganho de gordura AMPK: proteina quinase ativada por AMP; GPEP:
polifendis extraidos do pd de uva; p-: fosforilado; PI3K: fosfatidil-inositol 3 quinase; PKB: proteina quinase B;
PPARg: recetor ativado por proliferador de peroxisoma g; PKB / Akt: proteina quinase B / Akt.*?

Em resumo, os polifendis das uvas e as uvas induzem a diferenciagao de adipocitos,
dependendo da dose, aumentando a absorcao de glicose. O efeito induzido da GPEP na
diferenciagao de adipdcitos e na absorgao de glicose é mediado através de uma regulagao
positiva das vias de sinalizagao PI3K e PPARg, que estiao relacionadas ao aumento da sintese
e a translocagao da membrana da proteina GLUT4, a principal proteina de transporte de

glicose nos adipécitos que respondem a insulina.®?

1.7.7. Efeito anti envelhecimento

Nos estudos em animais, as antocianinas demonstraram atravessar a barreira
hematoencefilica, acumular-se em varias regices cerebrais, incluindo as essenciais para a
fungao cognitiva, e melhorar o desempenho da memoria. Num estudo experimental chave
que examina o sumo de uva Concord e o desempenho cognitivo no envelhecimento,
diferentes concentragoes de sumo de uva produziram efeitos diferenciais, com menor dose
associada a melhoria na aprendizagem e maior dosagem com melhorias no desempenho

motor.“

Realizou-se um estudo onde todos os individuos receberam avaliagoes de memoéria e
humor na inspecao de pré-intervengao e novamente na final apdés |6 semanas de

suplementagio com sumo 100% de uva Concord.®’

Os resultados indicam que os individuos que consumiram sumo de uva adquiriram
novas informagoes ao mesmo nivel que aqueles que consumiram o placebo, no entanto,
conseguiram reprimir a interferéncia de material estranho, fazendo assim melhores
discriminagdes ao recuperar material previamente apresentado e fazendo julgamentos de
memoria. A ativagao relativamente maior nas regides anterior e posterior do hemisfério
direito também foi observada apés o consumo de sumo de uva contendo polifenois

superiores.®’
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Estudo recente confirma que o consumo de sumo de uva melhora significativamente
o tempo de reagao e o estado de calma, no entanto, nao observou efeitos tao semelhantes

aos anteriores quanto as melhorias na memoria, face ao grupo placebo.*

1.7.8. Outros efeitos

1.7.8.1. Reducdo do dano genémico em pacientes submetidos a hemélise

Trinta e nove pacientes foram seguidos durante seis meses, dos quais 25 foram
suplementados com sumo de uva nao fermentado e |4 niao. Os resultados obtidos
mostraram uma diminuigao significativa nos niveis subjacentes de dano oxidativo do DNA,
no grupo suplementado. Quanto aos parametros clinicos, LDL e colesterol, foram
significativamente reduzidos nos pacientes estudados apds o periodo de suplementagao,
embora o colesterol também tenha diminuido nos pacientes nio suplementados.”’ Este
estudo nao permite retirar uma premissa estatisticamente significativa quanto a redugao do
dano oxidativo no entanto evidencia o possivel efeito bioldgico associado ao consumo

regular de sumo de uva, como suplemento na alimentagao humana.

1.8. Uvas Nacionais

Portugal, sempre foi conhecido pelas regides produtoras de vinho e nao pelas castas
autoctones (Figura 22). A enorme variedade de castas portuguesas comegou a diminuir a
medida que se implementavam alguns avangos tecnolégicos no sector e tornou-se necessario
seleccionar as melhores castas para integrar novas vinhas. Actualmente, ha castas
portuguesas que se destacam pelas suas excelentes qualidades e merecem o reconhecimento

internacional.®®
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Figura 22. Mapa de Portugal e regices vitivinicolas.®

Alguns estudos afirmam que a ocorréncia e a concentragao dos varios compostos
fenolicos nas bagas de uva dependem da variedade da videira e sao influenciadas por fatores

vitivinicolas e ambientais.?®

Os resultados de estudos em Portugal, realizados entre 1993 e 1994, mostraram
diferengas das regidoes do Oeste e do Norte do pais, por exemplo, o teor de catequinas,
proantocianidinas oligoméricas e poliméricas nas grainhas das uvas manteve-se
aproximadamente igual em dois anos consecutivos de estudo, no entanto na pelicula de
todas as castas nacionais estudadas, com excecao da Ferndo Pires os teores diminuiram

bastante de um ano para o outro.*

Na regiao do Douro mediu-se o indice de polifendis totais e a intensidade corante
de dois sumos, durante a sua fermentagao e, observou-se que os valores se mantiveram
contantes. Ambos os sumos eram constituidos pelas mesmas castas e em quantidades
proporcionais, no entanto um daria origem a um vinho do Douro e outro seria um Vinho
licoroso (vinho do Porto). Foi notavel que independentemente da adigao do alcool no vinho
licoroso, este manteve as suas caracteristicas quanto a cor (intensidade corante) e quanto ao
indice de polifendis totais determinadas segundo o método descrito por T.Somers, et al,
1974% e T. Somers, et al, 1977%, respetivamente. Os resultados obtidos, apresentam-se na

tabela 3 que se segue, apos cerca de 18 dias de andlise durante a fermentagao.
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Tabela 3. Resultados da medicao da Temperatura e °Bé durante a fermentagao de dois sumos de uva, até
término da mesma.

Amostra/Dia de T (°C) Intensidade Indice de
fermentacio Corante Polifenois Totais
09/set/2017

LG | (Porto) 22 17,58 63,2
LG 2 (Douro) 22 17,99 55,7
I'1/set

LG | (Porto) 22 25,97 82
LG 2 (Douro) 18 23,88 74,2
[3/set

LG | (Porto) 16 25,81 99,3
LG 2 (Douro) 21 22,97 76,9
I5/set

LG I (Porto) 18 22,68 97,2
LG 2 (Douro) 15 19,46 73
[6/set

LG | (Porto) 9,5 16,25 97,2
LG 2 (Douro) 18 19,15 73,4
19/set

LG | (Porto) 15,5 17,37 97,5
LG 2 (Douro) 21 18,79 75,9
21/set

LG | (Porto) 18 17,61 97,5
LG 2 (Douro) 20,5 18,71 74,7
23/set

LG | (Porto) 19,5 17,52 94,2
LG 2 (Douro) 21 18,5 76,4
25/set Bé e T° Constante

LG | (Porto) 17,56 96,4
LG 2 (Douro) 18,52 76,3
26/set

LG | (Porto) 17,69 97,6
LG 2 (Douro) 18,7 76,6
27/set

LG | (Porto) 18,05 97,2

LG 2 (Douro) 18,65 77,8




Na tabela anterior (Tabela 3) é possivel verificar que durante a fermentagao do sumo
de uva, a medida que o valor Bé diminui, até valor constante, o indice de polifendis totais
nao se altera em qualquer uma das amostras, o que nos permite concluir que o vinho, ao
qual se atribui efeitos benéficos a saude, tera, em termos de atividades, a mesma que o sumo
de uva, uma vez que os compostos fendlicos responsaveis por essas mesmas atividades nao
se alteram. No entanto é importante ter em consideragao possiveis interagoes entre os
componentes do sumo e os compostos fenolicos ao serem absorvidos no organismo e o

mesmo no caso do vinho e a sua biodisponibilidade.

Ja na regiao da Bairrada, efetuaram-se varios ensaios de caracterizagao de sumo de
uva das castas: Ferndo Pires e Pinot Noir; com o objetivo de identificar o potencial do sumo de
uva portugués, caracterizando o seu perfil fendlico. As castas avaliadas encontram-se

posteriormente descritas.

1.9. Amostras em estudo

1.9.1. Ferndo Pires (B)

A Ferndo Pires é uma das castas brancas mais plantadas em Portugal, e representa
cerca de 70% das vinhas brancas. Esta variedade é usada principalmente para produzir vinho
de mesa e, em alguns casos, vinho espumante.”® E mais cultivada nas zonas do centro e sul,
especialmente na zona da Bairrada (onde é conhecida por Maria Gomes), Estremadura,
Ribatejo e Settbal. Na regiao da Bairrada as castas brancas sio plantadas nos solos
arenosos.”’ A casta Ferndo Pires tem uma maturagio muito precoce, por isso € uma das
primeiras castas portuguesas a ser vindimada. Além disso, sendo muito sensivel as geadas,
desenvolve-se melhor em solos férteis de clima temperado ou quente. Esta casta possui um

bom teor alcodlico e uma acidez baixa ou média, com intensos aromas florais.*’

Figura 23. Uvas da casta Ferndo Pires.*®
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1.9.2. Pinot Noir (T)

A Borgonha, Franca, foi o lar de Pinot Noir ha séculos, desde que os monges
cultivaram e mantiveram as vinhas. No entanto esta casta também provou ser
suficientemente versatil para ser plantada em todo o mundo. As plantagdes intensificaram-se
em Franga, nos Estados Unidos, Itilia e Moldavia. Em termos de aroma tem uma elegante
complexidade que vai desde aromas florais de violeta, pétala de rosa ou geranio até ao

aroma acidico a frutos vermelhos e bagas, cereja azeda, etc.”

Figura 24. Uvas da casta Pinot Noir.*®
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Capitulo 2

Objetivos

O vinho é um dos principais produtos derivados das uvas sendo uma importante
fonte de compostos fenodlicos responsaveis por varias atividades biologicas benéficas que
resultam do seu consumo. Por outro lado, o alcool presente pode limitar o seu consumo
sob pena de desencadear efeitos prejudiciais. Neste sentido, o sumo da uva pode constituir
uma alternativa devido ao seu conteudo em compostos fenolicos mas sem conter alcool.

Neste trabalho pretende-se avaliar os potenciais beneficios dos sumos de uva de duas
castas de origem portuguesa, Pinot Noir e Ferndo Pires, esta Gltima, ainda pouco estudada, para

a saude humana em alternativa ao vinho.

O plano de trabalho experimental a realizar envolvera:

- Caracterizacao fenolica dos sumos de uva por recurso a técnicas cromatograficas
(TLC,HPLC-DAD, HPLC-ESI-TOF).

- Avaliagao da atividade antioxidante (FRAP, DPPH, ABTS).
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Capitulo 3

Experimental

Materiais e Métodos

3.1. Preparacao das amostras

Os sumos de uva foram obtidos por esmagamento das uvas, de duas castas
diferentes, Ferndo Pires e Pinot Noir, colhidas na altura das vindimas (agosto e setembro de
2017), dentro de uma prensa. Para a produgao de | litro de sumo, de uva branca (B) e tinta
(T) foram utilizados 2,5 quilogramas de uvas/massa fresca. As amostras foram seguidamente

congeladas em aliquotas, com cerca de 10 mL até a sua andlise.

3.2. Determinacao do residuo seco

Para a determinagao do residuo seco, colocaram-se 3 tubos de vidro na estufa a
100°C durante | hora, arrefeceram-se os tubos num exsicador e pesaram-se. Repetiu-se o
procedimento até peso constante. Pipetou-se | mL de amostra para cada tubo e colocaram-
se os tubos na estufa até completa evaporagao (+/- 24h). Apos arrefecimento pesaram-se os
tubos e repetiu-se o procedimento até peso constante. A diferenga de peso corresponde a

massa equivalente a Iml de amostra.

3.3. Fracionamento dos sumos de uva

Uma aliquota de 20 mL de amostra de sumo de uva foi extraida duas vezes com 30ml
de acetato de etilo, sob agitagao por 5 minutos no vortex. A fase organica das duas
extragoes foi evaporada num evaporador rotativo (FOB e FOT). O residuo foi redissolvido
num mililitro de metanol:agua (I:1 v/v).”' A fase aquosa foi concentrada até metade do

volume inicial no evaporador rotativo, a cerca de 40°C (FAB e FAT).
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Figura 25. Esquema resumo do fracionamento dos sumos de uva analisados.

A fase aquosa obtida foi posteriormente fracionada por extragao em fase solida
(Chromabond C18 (10 g/70 mL) Machery-Nagel (Diren, Germany)). Inicialmente procedeu-
se a ativagao da coluna com 20 mL de acetato de etilo, metanol e HCI| 0,0/ N. A fase aquosa
(cerca de 10 mL) foi eluida com 3 mL de HCI 0,0IN e 3 mL de acetato de etilo controlando
a saida de compostos fendlicos com uma solugio de NaOH IM.”' Apéds a saida dos
compostos fenodlicos adicionou-se 20 mL de metanol seguido de 150 mL de metanol

acidificado 0,1% com HCI, até a saida de todas as bandas coradas.

No fracionamento por SPE da FA, apos ativagao da coluna, fez-se eluir a FA da
extragao liquido-liquido e os volumes foram recolhidos. Os volumes de interesse recolhidos
da eluicao e o volume final dessas subfragoes, apds serem concentradas no evaporador
rotativo’' estio apresentados na seguinte tabela (Tabela 4). Esses volumes resultantes da

eluicio foram recolhidos no inicio da extragao em tubos de ensaio, de seguida em
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erlenmeyers, pois os volumes de solventes adicionados para eluir os compostos de interesse
foram cada vez aumentando mais, e os mesmos foram estimados a medida que se
determinava o término da recolha dessa fragao. Para a eluicao em SPE, seguimos a literatura,
no entanto foi necessario aplicar alteracoes e dado que utilizamos uma quantidade

significativa de sumo (20 mL) foi necessério triplicar os volumes de solventes utilizados.”'

Tabela 4. Volumes corridos e volumes recolhidos na coluna C18 da fase aquosa de sumo de uva branca e
tinta.

Subfracdo Solvente Volume (mL)
I Amostra 10
2 HCI 0,0IN 10
3 Acetato de etilo 10
4 Acetato de etilo 25
5 Metanol 20
6 Metanol 40
7 Metanol 75
8 Metanol 75
9 Metanol 75
10 Metanol 0,1% HCI 150

As subfracoes | a 9 resultantes da SPE foram monitorizadas por TLC com
observagao a luz UV 366 nm para detegao de compostos fendlicos e também revelagao com
DPPH para avaliagao da atividade antioxidante. Apenas as subfragoes | a 6 apresentaram
manchas caracteristicas de compostos fendlicos e atividade antioxidante tendo sido
reveladas com NP/PEG e DPPH, selecionadas para estudos subsequentes. Os resultados

estao representados em “Resultados e Discussao”.

A subfragao 10, eluida com metanol acidificado, correspondeu a banda de cor
amarelada, pouco intensa, observada na coluna CI8, tendo sido esta removida com 150 mL

de metanol.
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3.4. Analise Fitoquimica

3.4.1. Dosagem de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu

Este método permite determinar a concentragao total de compostos que contém
hidroxilos fenolicos. Apesar de nao ser conclusiva quanto ao tipo de compostos presentes,
pode ter interesse na comparagao de extratos de distintas amostras, identificando a de
maior e menor potencial atividade. Trata-se de uma variante do método de Folin-Denis, que
consiste na oxidagao, em condigoes alcalinas, do iao fenolato e consequente redugao do
reagente fosfomolibdicotingstico, formando-se um complexo azul. A diferenca neste
método consiste no sal de litio, presente no reagente de Folin-Ciocalteu, com o intuito de

evitar a formagio de precipitados.”>”

Para a dosagem dos fendis totais, num balao aferido de 10 mL, de colo largo,
colocaram-se 275 pL da amostra, 1,9 mL de agua MiliQ e | mL de reagente de Foulin-
Ciocalteau. De seguida agitou-se vigorosamente no vortex por | minuto e adicionaram-se
imediatamente 5 mL sendo o volume final de 10 mL ajustado com agua MiliQ. Apos agitar
novamente no vortex por | minuto protegeu-se o balao da luz com papel de aluminio e
deixou-se decorrer a reagao por 20 minutos, lendo-se a absorvéncia a 700 e 735 nm. A
quantificacao de fenois totais foi expressa em equivalentes de acido galhico (mg de acido

galhico/ml de solugdo usada).”>”

3.4.2. Cromatografia em camada fina (TLC)

E uma técnica muito frequente utilizada anteriormente aos ensaios mais detalhados,
que permite fazer um despiste da natureza quimica de fitoconstituintes. E rapida, versatil,
realizada com pequenas quantidades de amostra e solventes e que permite uma analise
simultinea de varias amostras.”* No caso da determinagio de compostos fendlicos, a
celulose e a silica gel com fases moveis como a agua, metanol, acetato de etilo, entre outros,
sao os sistemas mais utilizados. Apés o desenvolvimento, a placa é observada a luz visivel e
luz UV (366 nm), com ou sem reveladores adequados (NP/PEG; vapores de amoénia por

exemplo).”

As amostras foram analisadas por TLC aplicando-se 10 pL de amostra numa placa de
Silica gel 60 F,c, que foi eluida numa fase movel de acetato de etilo (AcEt), acido férmico
(HCOOH), acido acético (CH,COOH) e Agua (H,0) na proporgio (100:11:11:26). Apés o

desenvolvimento, a placa foi observada a luz UV (366 nm) antes e apos a pulverizagao com
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% de acido difenilborico metanoico-B-etilamino éster (difenilbioriloxietilamina) (NP),
seguido por 5% de polietilenoglicol 4000 etandlico (PEG) (10 mL e 8 mL, respetivamente). O
comportamento fluorescente (banda, cor e migracao) é dependente da estrutura e a intensa
fluorescéncia é produzida imediatamente ou ap6s |5 minutos em UV-366 nm, sendo que o

PEG aumenta a sensibilidade da leitura.”’

3.4.3. Cromatografia liquida de alta resolu¢ao com detetor Fotodiodo

(HPLC/PDA)

A anilise dos polifendis foi efetuada com o auxilio de um cromatografo liquido de alta
resolugao (HPLC) Gilson, equipado com duas bombas (modelo 305 e 306); misturador
(modelo 811 B); médulo manométrico (modelo 805) e um injetor automatico (Gilson 234
Autoinjetor), acoplado a um detetor de fotodiodos (PDA) (Gilson, modelo [70) e uma

estagio de controlo e tratamento de dados Unipoint System (Unipoint® 2.10).

Utilizou-se uma coluna RPI8 Spherisorb Waters® ODS-2, com particulas de 5 pym
(4,6x250 mm), a uma temperatura de 25°C protegida por uma pré-coluna KS 30/4 Nucleosil
[20-5, C-18, Marcherey-Nagel (Duren, Germany). A fase moével consistiu de uma solugao
aquosa de acido formico a 5% (A) e metanol (B), usada em gradiente descontinuo, a um
fluxo de | mL/min (Tabela 4). Os solventes utilizados nesta analise foram microfiltrados com
filtros NL16 (0,2 pym; 50 mm) e desgaseificados num aparelho de ultrassons (Bransonic,

modelo B-2200 E I).

Tabela 5. Gradiente utilizado no sistema HPLC para anilise das amostras de sumo de uva.

Tempo % Eluente A % Eluente B
(min) (Acido férmico (Metanol)
5% em agua v/v)
0 95 5
Gradiente 10 85 5
15 70 30
25 65 35
35 50 50
40 20 80
60 20 80

Para analisar as amostras injetou-se um volume de 100 pL. Os espetros entre os 200

e os 600 nm, registando-se os perfis cromatograficos a 280 e 320 nm.

A identificagdo dos compostos presentes foi feita por recurso a analise dos espectros

UV e também por comparagao dos tempos de retengao com padroes de acido cafeico, acido
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elagico, acido galhico, acido siringico, acido vanilico, campferol, catequina, p-cumarico (Sigma
Aldrich); e quercetina (CHR). Os solventes utilizados foram o metanol (VWR) e o acido
formico (Merck). Para o efeito injetaram-se 20 pL das solu¢oes padrao (I mg/mL) preparados

com os solventes descritos na tabela 6.

Tabela 6. Solvente utilizado para dissolver os padroes.

Padriao Img/ml Solvente

Acido cafeico Agua/Metanol (2:1)
Acido elagico Etanol

Acido galhico Agua

Acido siringico Agua

Acido vanilico Agua

Camepferol Metanol
Catequina Metanol
Quercetina Metanol
p_cumarico Metanol

3.4.4. Cromatografia liquida de alta resolucio com detetor de espectrometria de

massa (HPLC/ESI/TOF)

A espectrometria de massa € uma técnica analitica que se baseia na detegao de ides
moleculares e os respetivos fragmentos, separados de acordo com a sua relagao massa/carga
(m/z). O acoplamento de espectrometros de massa a cromatografos permite uma analise

estrutural eficaz, de matrizes complexas.’

A determinagao dos polifendis presente nas amostras de sumo de uva branca e sumo
de uva tinta foi realizada com o cromatoégrafo Shimadzu Nexera X2, acoplado a um detetor
TOF/MS Sciex 5600. Utilizou-se uma coluna Zorbax Eclipse Plus CI18 com tamanho de

particulas 1.8 pm (2.1 mm x 50 mm). O gradiente utilizado encontra-se descrito na tabela 7.

Tabela 7. Gradiente utilizado no sistema HPLC/ESI/TOF para andlise das amostras de sumo de uva.

Tempo % Eluente A % Eluente B
(min) (Acido férmico (Acetonitrilo)
0,1% em agua vl/v)
0 97 3
Gradiente 2 97 3
5 40 60
9 0 100
9,5 97 3
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Para a interpretagao dos resultados, observaram-se os espetros de massa, no modo
iao negativo, tendo em atengao o tempo de retencao dos compostos, a ordem de eluigao e

o peso molecular do iao percursor e das perdas de fragmentos.

3.5. Ensaios de determinacao da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante total (TEAC) foi determinada usando métodos baseados na
capacidade de eliminar os radicais sintéticos acido 2,2'-azino-bis-3 etilbenzotiazolina-6-
sulfonico (ABTS) e 2,2-difenil-1- (2, 4,6-trinitrofenil) hidrazilo (DPPH). Estes métodos tém
sido frequentemente utilizados para avaliar a capacidade antioxidante de extratos de varias

partes de plantas, nomeadamente sumos de uva.”®

Os resultados foram expressos em atividade antioxidante total (TAA), ou a atividade
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC), mede a concentracao da amostra que possui
atividade antioxidante equivalente a uma solugao de Trolox (andlogo da vitamina E sollvel

em 4gua) de concentragao | mM."

3.5.1. Determinacao da atividade antioxidante pelo método ABTS

O método de ABTS reflete a capacidade de antioxidantes eliminarem o radical
cationico ABTS®". Esta reagao pode ser monitorizada medindo a absorvéncia a 734 nm. Os
valores das absorvéncias foram medidos num espectrofotometro de duplo feixe, Cintra 101

(GBC, Australia), contra o branco.

O método descrito em seguida, utiliza como substrato o persulfato de potassio para
produzir o radical catidnico, na presenca de ABTS, formando-se o cromdéforo ABTS
azul/esverdeado. Na presenga de compostos antioxidantes ocorre a perda de cor e

consequentemente diminuicio da absorvéncia, logo 2 inibi¢o do catido.”

O catiao radicalar ABTS foi produzido pela reagao da solugao de ABTS (7 mM) com

persulfato de potassio 2,45 mM durante cerca de |6 horas ao abrigo da luz.

Para o ensaio, juntaram-se 2 mL de reagente ABTS com 50 pL da amostra, agitou-se
a solugao no vortex. Ao fim de 4 minutos, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente mediu-
se a absorvéncia a 734 nm. Como branco utilizou-se agua MiliQ. O mesmo processo foi

repetido para o trolox para poder exprimir os resultados em TEAC.”®
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A atividade antioxidante das amostras também foi expressa em percentagem de
diminuicao da intensidade de cor relativamente ao controlo negativo, pela aplicagao da

sequente equagao.”®

A i —A
negative contol sample « 100

% inhibition = A

negative control

3.5.2. Determinacao da atividade antioxidante pelo método 2,2- difenil-1 picril-

hidrazilo (DPPH)

O DPPH é um radical sintético, cuja absorgao a 517 nm diminui ao sofrer redugao
por moléculas com capacidade de captar o eletrao do radical, sendo um bom indicador do

comportamento dos compostos antioxidantes na presenca de outros radicais livres.”

Para a avaliagao da atividade antioxidante utilizou-se o método descrito por Blois
(1958).%° A atividade das amostras (100 uL) foi avaliada em presenga de 500 uL de solugdo
de DPPH (500 pM), tampao acetato a 100 mM, a pH 6,0 (I mL). A mistura reacional (3 mL)
foi mantida ao abrigo da luz durante 30 min a temperatura ambiente. O decréscimo do valor
da absorvancia foi medido a 517 nm, num espectrofotometro de duplo feixe, Cintra 101
(GBC, Australia), contra um branco. O mesmo processo foi repetido para o trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) para exprimir os resultados em valor de

TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao trolox | mM).’

Além do ensaio espetrofotométrico, realizou-se também a analise bioautografica pelo
DPPH, descrita por Joshi (2012).2' Esta analise qualitativa permite avaliar quais os compostos,
previamente separados por TLC, que mais contribuem para a atividade antioxidante das
amostras. Para isso, apos aplicagao de cada fragao em analise, em placas de silica gel e eluigao
da fase movel de acetato de etilo (AcEt), acido férmico (HCOOH), acido acético
(CH,COOH) e Agua (H,0) na proporcio (100:11:11:26), deixou-se a placa secar,
pulverizando-se em seguida com solugao metanolica de DPPH (500 pM) e observacao da
reagao a luz Visivel. Apds a reagao, os compostos que possuem atividade antioxidante,
apresentam manchas amarelas resultante da redugao do radical DPPH em contraste com a

coloragao rosa do radical.
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3.5.3. Poder redutor (FRAP)

O método de redugao do ferro avalia a capacidade dos extratos em reduzir o
complexo hexacianoferrato (lll), segundo a equagdo representada posteriormente, com
formagao do azul da Prussia onde X representa o(s) composto(s) antioxidante(s) presente(s)

no extrato. Quanto maior for a intensidade da coloragao, maior o poder redutor.’
Fe3*+ X* & Fe*'+ X

Este ensaio fornece informagao que complementa a do ensaio DPPH e ABTS por
avaliar um mecanismo de acao antioxidante diferente. Nestes ensaios o efeito antioxidante
ocorre por doacgao de atomos de hidrogénio que convertem os radicais em produtos mais
estaveis, enquanto no método FRAP, o antioxidante atua como dador de eletroes, reduzindo

os intermedidrios oxidados a produtos mais estaveis.’

Para a determinagao da atividade redutora utilizou-se o método descrito por Benzie
& Strain (1996). Neste método o reagente FRAP é preparado misturando tampao acetato
300 mM a pH 3,6 com TPTZ (2,4,6-tris (2-pyridyl) - 1,3,5-triazina) a 10 mM e uma solugao
de tricloreto de ferro hexahidratado (FeCl,;,6H,0) a 20 mM na proporgao de 250:25:25 (em
volume). Num tubo de ensaio juntaram-se 3 mL do reagente FRAP com 100 puL de amostra,
agitou-se no vértex, protegeu-se da luz e leu-se a absorvéncia apés 6 minutos a 593 nm.*
Os valores das absorvéncias foram medidos num espectrofotometro de duplo feixe, Cintra

101 (GBC, Australia), contra o branco.

O mesmo processo foi repetido para o trolox, seguindo as mesmas condigoes de

ensaio para que fosse possivel exprimir os resultados em valores TEAC.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1. Determinacao do residuo seco dos sumos das castas Ferndo Pires (B) e Pinot

Noir (T)

Apos realizagao do procedimento descrito em “Materiais e métodos” obtiveram-se
302,25 mg/mL e 245,84 mg/mL de residuo seco para as castas Ferndo Pires e Pinot Noir,
respetivamente (Tabela 8). Os valores de residuo seco sao semelhantes, verificando-se

valores ligeiramente superiores para a casta Ferndo Pires.

Tabela 8. Massa das aliquotas analisadas.

Amostra Volume Massa do residuo Massa fresca
(ml) seco (mg) (mg)

Ferndo Pires (B) 1,00 302,25 + 2,44 2500

Pinot Noir (T) 1,00 24584 + |,68 2500

4.2. Dosagem de fenéis totais

Na determinagao dos fendis totais para o sumo de uva branca em andlise, obteve-se
um valor de 0,52 + 0,003 mg de acido galhico por mL e no caso do sumo de uva tinta um
valor bastante mais reduzido, 0,14 * 0,004 mg/mL, por interpolagao na curva padrao de
acido galhico (Tabela 9). O que equivale a uma concentragao de 520 mg/L e 140 mg/L para o

sumo de uva branca e tinta, respetivamente.

Tabela 9. Determinagao do teor de fendis totais nas aliquotas analisadas.

Amostra Fenois totais
(mglL)

Ferndo Pires (B) 520 + 0,003

Pinot Noir (T) 140 + 0,004

Os sumos de uvas tintas, na maioria dos estudos publicados, apresentaram maior
teor de fendlicos totais em relagio aos sumos de uvas brancas, contrariamente a
determinacio realizada nesta determinacio de fenodis totais em sumos de uva.””””' Também se

verifica a presenga de elevadas concentragoes de fendis totais, principalmente na casta Pinot
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Noir, quando comparada com outras castas.”’ Os sumos de uva tinta apresentaram uma
concentragao significativamente maior de fenois totais (1177 vs. 744 mg de acido galico/L),
flavonoides (98 vs. 63 mg catequina/L) e uma maior atividade antioxidante (9,16 vs. 2,83 meq

Trolox/L) em comparagio com sumos de uva branca.”

Em estudos semelhantes sobre o contelido de fendis totais em sumos de uva usando
o método de Folin-Ciocalteu, os resultados para o sumo de uva Concord variaram entre |654
e 1971 mg de acido galhico/L e para sumos produzidos com maior variedade de uvas, a faixa
de fendis totais foi de 1407 a 1541 mg/L. Os mesmos autores mencionam que o contetudo
fendlico do sumo de uva pode ser influenciado pelos procedimentos aplicados na produgao e

reacdes ocorridas durante o armazenamento.*

Nas castas avaliadas, tendo em conta os resultados obtidos, pode-se considerar como
hipotese que o processamento das uvas para o fabrico do sumo, nao tera permitido extrair a
maior parte da composicao fendlica, pelo que talvez melhorando o método de produgao,
nomeadamente aumentando a maceragao das peliculas das uvas e de certo modo extraindo
os fendis presentes também nas sementes,?? mantendo as caracteristicas organoléticas
favoraveis, sera possivel aumentar a concentragao destes compostos, em proporgao, dadas
as castas que constituem os sumos, visto que a literatura descreve em maiores proporgoes

nessas partes dos bagos.”®

4.3. Caracterizacao Fitoquimica dos sumos de uva de castas portuguesas Ferndo

Pires e Pinot Noir.

Apos fracionamento do sumo de uva, obteve-se uma fase organica (FO) e uma fase
aquosa (FA). Procedeu-se de seguida a separacio da FA por SPE e recolheram-se 10
subfragoes que foram monitorizadas por TLC a luz UV (366 nm), das quais as subfragoes
1,2,3,7,8,9 e 10 nao foram avaliadas devido a baixa concentragao fenodlica. Por conseguinte,
durante a discussao dos resultados, trataremos apenas a FO e as subfragoes 4, 5 e 6 da FA
de cada amostra. Poder-se-ia discutir apenas a anilise da FO, uma vez que contém a maioria
dos compostos fendlicos, no entanto a FA mostrou ter atividade consideravel na TLC,

apresentada seguidamente no ponto 4.3.1. e 4.3.2.
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4.3.1 Caracterizacao Fitoquimica das fracoes e subfracdes obtidas do sumo de

uva branca da casta Ferndo Pires

Em primeiro lugar fez-se uma TLC com aplicagoes da FA e da FO, para detegao de
compostos fendlicos (A) e analise bio-autografica com DPPH (B) para avaliagao da atividade

antioxidante (Figura 26).

Figura 26. TLC em silica gel, revelado com (A) NP/PEG a 366 nm e com (B) DPPH da fase aquosa e organica
do sumo de uva branca. FAB-fragdo aquosa do sumo de uva branca; FOB-fragdo orgénica da extragdo do sumo
de uva branca.

1,00 —

0,15 ~

0,03 s ama
0,00 =— —
FOB FOB

Figura 27. TLC em silica gel, revelado com (A) cloreto de ferro e com (B) acido cloridrico da FOB.

Para a detecao de acidos fendlicos e flavonodides utilizou-se o reagente NP-PEG e

observou-se sob luz UV a 366nm, visto que os flavonoides, nomeadamente as flavonas e os
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flavonois apresentam uma cor alaranjada ou amarelo-esverdeada, dependendo da
hidroxilagado dos compostos. Os derivados da apigenina emitem fluorescéncia amarela-
esverdeada e os derivados da luteolina emitem fluorescéncia alaranjada. J4 os acidos
fenolicos apresentam uma fluorescéncia azul nestas condi¢oes. Para a detegao de taninos,
utilizou-se cloreto de ferro como revelador, nestas condigoes os taninos do tipo
condensado exibem manchas de cor verde ao visivel enquanto os taninos hidrolisaveis

1.2 A fracdo orginica apresentou pequenas quantidades de

apresentam manchas de cor azu
taninos de ambos os tipos. Para a pesquisa de antocianidinas nao se observaram manchas
apos a aplicagao de acido cloridrico como revelador (Figura 27). Os resultados encontram-
se sumariados na tabela 10. Para a fragao aquosa (FAB), nao se fez a aplicagao, uma vez que a
alta concentragao de aglcares nao permitiu separacao dos constituintes, por isso procedeu-

se a aplicagao das varias subfragoes aquosas, apresentadas em diante (Figura 30).

Tabela 10. Comportamento dos fitoconstituintes das fragdes organica (FOB) e aquosa (FAB) de sumo de uva branca da
casta Ferndo Pires em TLC com diferentes reveladores.

Revelacio com Revelacio com Revelacio
NP/PEG DPPH com cloreto
de ferro
Fraciao Rf Cor na TLC Classe fendlica Rf Cor na Rf Cor na Classe
a 366 nm TLC TLC fendlica
FAB 0,03 Branco azulado Acidos fendlicos 0,03 Amarelo
0,66 Branco azulado Acidos fendlicos
FOB 0,03 Verde T. condensados
0,15 Branco azulado Acidos fendlicos 0,15 Azul T. hidrolisaveis
0,64 Branco azulado Acidos fendlicos 0,64 Amarelo
0,76  Alaranjado Derivados da luteolina
0,84 Alaranjado Derivados da luteolina
0,98 Azul Acido fendlico 0,98 Amarelo
esverdeado

Verificou-se que a FA continha compostos fendlicos polares, maioritariamente acidos
fenolicos devido a presenca de manchas com fluorescéncia azul. A FO apresentava também
manchas de coloragao azulada (acidos fendlicos) mas também manchas de cor laranja
(flavonoides), com valores de Rf mais elevados correspondendo a compostos menos polares

que na FA %

As fracoes FAB e FOB contém manchas de fluorescéncia azul com valores de Rf
baixos que correspondem provavelmente a acidos fendlicos combinados devido a sua

elevada polaridade encontrando-se por essa razao em menor quantidade ou inexistente na
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fragao organica. Na fracao FOB é possivel também detetar uma mancha que parece ter duas

bandas também de cor azulada e intensa com um Rf igual a 0,64.

Paralelamente a detecao de compostos fendlicos por TLC, efetuou-se uma anilise
bioautografica para avaliar a atividade antioxidante dos fitoconstituintes presentes nas
fragoes FA e FB (Figura 26 B). Esta andlise demonstrou que as manchas azuis sao as que
apresentam maior atividade antioxidante, em particular na fracao FAB. Este resultado sugere
que os acidos fendlicos poderao ser um dos principais responsaveis pela atividade

antioxidante.

Para complementar a andlise fitoquimica fez-se em seguida a andlise da FO por

HPLC/PDA (Figura 28).

03 — FOB 320 nm

AU

Minutos

i=igura 28. Cromatograma da FOB, obtido por HPLC/PDA.

Na analise por HPLC de fase reversa, a ordem de eluigdo dos compostos fendlicos
depende principalmente, da polaridade dos mesmos, assim sendo compostos mais polares
eluem no inicio do cromatograma. Assim, o tempo de retencao diminui a medida que
aumenta o numero de grupos hidroxilo no polifenol, se o polifenol contém substituintes

apolares, tais como grupos metoxi, o tempo de retengio aumenta."

Se as estruturas quimicas dos compostos polifendlicos contiverem aglcares, os
polifendis eluem antes das correspondentes geninas, uma vez que aumentam a sua
polaridade, sendo a fase estacionaria apolar. Se estes agucares siao acilados, o tempo de

reten¢ao aumenta. Um efeito semelhante ocorre com o acido cafeoilquinico e o acido cafeo-
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tartarico. Os residuos de acido quinico e tartarico sao bastante polares e de baixo peso

molecular, pelo que eluem antes do seu acido hidroxicinimico livre correspondente.'

A glicosilagao afeta os tempos de retengio de maneira diferente com base na
natureza do agUcar e na posicao do titulo. Para polifendis glicosilados nas mesmas posi¢oes
de ligagao, a ordem de eluigao é di-O-glicosido, O-galactosido, O-glicosido, O-rutinésido, O-

neohesperidésido, O-rhamnosido, geninas."

No cromatograma da FOB, (Figura 28) observa-se uma significativa subida da linha de
base entre os |5 e os 22 minutos. Este comportamento sugere a presenga de compostos de

elevado peso molecular que separam dificilmente em fase reversa.®

Na figura 29 encontram-se representados os espectros correspondentes aos picos |

a 10 do cromatograma da figura 28.

Os espetros UV correspondentes aos picos | a 3, representados na figura, sao os
compostos mais polares da fragao organica do sumo de uva branco FOB. O espetro |, com
um maximo, caracteristico a 270 nm podera ser um derivado do acido galhico, uma vez que
o padrao injetado de acido galhico apresentou um tempo de retencgao diferente, nas mesmas
condigdes.” Os espectros 2 e 3 parecem sugerir a presenca de acidos hidroxibenzdicos com
menos hidroxilos que o acido gilhico uma vez que apresentam a banda a 260 nm ao invés de
270 nm. A maioria dos derivados do acido benzdico tém maximos de absorcao entre 246 e
262 nm, com uma inflexao a 290-315 nm, com excegao do acido gilico e siringico que
apresentam maximos de absor¢ao a cerca de 270 e 275 nm, respetivamente. Os acidos

hidroxicinAmicos absorvem em duas faixas: 225-235 e 290-330 nm."?
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Figura 29. Espetros da FOB, obtidos por HPLC/PDA.

Wimvsength

O pico 4 apresenta um espetro com um maximo de absor¢ao caracteristico de
galhocatequina ou de galhotanino, 285 nm."

O espetro UV comum aos picos 5 e 7, localizados na zona onde ocorre uma elevagao

da linha de base do cromatograma, podera corresponder a galhotaninos pelo facto de exibir

maximos de absorc¢ao a 220 e 280 nm que co-eluiram com derivados do acido cafeico ou
ferulico, dada a presenca do méaximo a 325 nm.”

nos 296 nm.%

O espetro do pico 6 é bastante caracteristico de compostos derivados do acido

cafeico ou ferulico que possuem como maximo 323 e duas inflexdes, uma nos 239 e outra
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Nos espetros correspondentes aos picos 8 e 9, com maximo de absorgao a cerca de
310 nm e com perfil caracteristico do 4cido p-cumarico.®® Tendo em consideragio o tempo
de retengao do padrao p-cumarico injetado nas mesmas condi¢oes, € possivel afirmar que é
um derivado deste acido (tR 22,54 minutos). Quanto ao espetro que caracteriza o pico 10
do cromatograma, este é caracteristico de um flavonol. Os espectros UV, na fase movel
metanol/agua acida, de flavonas e flavondis exibem dois grandes picos de absorgao na regiao
240-400 nm, comumente referidos como banda | (300-380 nm) e banda Il (240-280 nm).
Considera-se que a banda | esta associada a absorgao devida ao sistema cinamoilo do anel B
e a banda Il 3 absorcio que envolve o sistema benzoilo do anel A.” Neste caso trata-se
provavelmente de uma quercetina glicosilada na posicao 3 uma vez que apresenta a banda |l

com maior intensidade que a banda | que possui um maximo de absor¢ao a cerca de 350 nm.

88

A identificagao dos compostos presentes na FOB, sugerida pelos espetros UV

encontra-se sumariada na tabela I 1.

Tabela I 1. Picos do cromatograma, tempo de retengao, possivel classe fendlica a que pertencem os compostos
comprimentos de onda maximos dos espetros dos mesmos, presentes na FOB.

Fracio tR Amax Classe fenodlica Pico
(min)
FOB 4,00 218; 270 Derivados do acido galhico |
4,80 220; 262 Acidos hidroxibenzoicos 2
5,40 215; 257 Acidos hidroxibenzéicos 3
10,10 285 Galhocatequina/ 4
Galhotaninos
11,30 220; 280; 325 Galhotaninos com derivados do acido 5,7
cafeico ou ferulico
13,40 235; 296; 326 Derivados do cafeico ou ferulico 6
16,90 230; 315 Derivados do acido p-cumarico 8
20,25 237; 290sh; 311 Derivados do acido p-cumarico 9
31,40 255; 265sh; 296; 352 Quercetina glicosilada na posicao 3 10

Apos tentativa de identificagao de alguns compostos, principalmente, com recurso,
aos espetros UV, e aos maximos de absorcao e tempo de retengao dos padroes injetados
(Tabela 14), procedeu-se a uma identificagdo complementar, segundo informagao obtida por
espetrometria de massa, com condigoes separativas diferentes. O cromatograma TIC obtido
do HPLC/ESI/TOF apresentou um perfil semelhante ao cromatograma do HPLC/PDA
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sugerindo que a ordem de eluicao dos compostos se mantém em ambos os sistemas de fase

reversa e permitindo também relacionar a informagao obtida pelas duas analises.

Os resultados obtidos dos espetros de massa do cromatograma HPLC/ESI/TOF

estao sumariados na tabela 12.

As massas do iao pseudomolecular dos espetros de massa obtidos sugerem a
presenca de varios acidos organicos, como o acido malico [PM 134], acido tartarico [PM
I50] e acido citrico [PM 192], (pico A e B), com maior abundancia da classe dos acidos
fendlicos como o acido galhico [PM 170] (pico B); o caftarico [PM 312] (pico C e M); o p-
hidroxibenzoico [PM 138], o cafeoilquinico [PM 354] (pico D); o cumaroiltartarico [PM 295]
(pico E); o feruloil-tartarico [PM 326] (pico G); o p-cumaroil-glucésido [PM 326] parece

estar presente sob a forma de diferentes isémeros (pico K, L e O).2>?'

Tabela 12. Tentativa de identificagio de compostos presentes na FOB, resultados obtidos por HPLC/ESI/TOF.

Pico tR lao HPLC-ESI-TOF Tentativa de identificacao
(min) pseudomolecular (m/z)
[M-H]-
A 0,24 149,0 Acido tartarico
179,1 Acido cafeico
B 0,63 133,0 Acido mélico
169,0 Acido gilhico
191,0 Acido citrico
C 1,55 311,0 149,008; 179;005 Acido caftarico
D 2,30 137,0 Acido p-hidroxibenzoico
353,1 Acido cafteoilquinico
E 3,12 295,0 163,040 Acido cumaroiltartirico
F 3,40 285,0 Camferol
465, | Delfinidina-3-O-glucosido
G 3,48 325,1 193,050; 149,008 Acido feruloiltartarico
H 4,18 389,1 Resveratrol glucésido
1 4,30 289,0 Catequina
J 4,37 4772 Quercetina 3-glucurénido
K 5,06 325,2 p-cumaroil-glucésido
L 5,30 325,2 307,191 p-cumaroil-glucésido
329,2 313,239 Malvidina
M 5,78 311,2 179,056 Acido caftarico
N 6,29 265,1 p-cumarico eritrésido
o 7,67 325,2 p-cumaroil-glucésido

Identificagao realizada com base na massa molecular e nos padrées de fragmentagao, que estdo de acordo com
os autores: Boga, Mehmet et al. (2016)°'; Sanz, Miriam et al. (2012)%% Pati, Sandra et al. (2014)%’; Seeram,
Navindra et al. (2006)”°; Oliveira, Luciana et al. (2014)%; Regal, Patricia et al. (2017)*; Duefias, Montserrat et al.
(2008)*.
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A presenga de flavonoides e antocianidinas parece ser bastante residual, tendo-se
identificado apenas um flavonol, o camferol [PM 286], e a delfinidina-3-O-glucosido [PM 466]
(pico F).”"” Identificou-se ainda um flavanol, a catequina [PM 290], muito descrita pela
literatura, como composto caracteristico das uvas (pico 1).”° A quercetina 3-glucorénido [PM

478] surge aos 4,37 minutos (pico J).”

O resveratrol glucésido [PM 390], um estilbeno, identificado por volta dos 4 minutos
de tempo de retengao (pico H) hidrolisa durante a fermentagao do vinho e liberta o
resveratrol, que esta contido em quantidades consideravelmente maiores nos vinhos tintos,

e encontra-se principalmente nas peles dos bagos.™

Para o pico N, o espetro de massas parece sugerir a presenga o p-cumarico
eritrosido [PM 266].

Os resultados obtidos por ESI/TOF sao concordantes com os resultados previamente
obtidos por HPLC/PDA, pois os compostos identificados pelos espectros de massa possuem
espectros semelhantes aos que foram detetados por HPLC/PDA. Assim foi possivel
identificar compostos como: acido galhico, acido cafeico/ferulico ou derivados, o acido p-
cumarico, a quercetina 3-O-glicdsido (pico 10, Figura 29), etc. Os espetros de massa
permitiram completar informagao, com a identificagio de compostos como: a catequina, o
resveratrol glucésido, a malvidina, o acido caftarico, entre outros e para além dos
compostos semelhantes encontrados na analise dos espetros UV e dos espetros de massa,
foi possivel observar ainda a elevagio da linha de base no cromatograma obtido por

ESI/TOF, o que suporta mais uma vez a presenca de compostos de elevado peso molecular.

Apos tratamento dos resultados relativos a FOB, apresentaremos posteriormente os
resultados da FAB. Devido ao elevado teor de aglcares presentes, esta fragao teve que ser
subfracionada para permitir a sua analise cromatografica. Desta forma procedeu-se de
seguida ao seu fracionamento por SPE e recolheram-se |0 subfragoes que foram
monitorizadas por TLC. Seguidamente as subfragcoes 7,8,9 e 10 de ambos os sumos foram
injetadas no HPLC, no entanto como a concentragao de compostos era residual, os espetros
observados foram insignificantes para a amostra em estudo, o que foi de encontro aos
resultados obtidos por TLC para estes compostos. Apenas as subfragoes 4B (eluida com
acetato de etilo), 5B e 6B (eluidas com metanol) apresentaram manchas correspondentes a
compostos fendlicos e exibiram atividade antioxidante na andlise bioautografica. Na figura 30
é possivel observar os resultados obtidos apos analise por TLC das subfragoes 4B, 5B e 6B

do sumo de uva branco.
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Figura 30. TLC resultantes da aplicacao de aliquotas das principais fragoes da FAB. (A) Revelagao com o
reagente NP/PEG (366nm) para identificagdo de compostos fendlicos; (B) revelagio com cloreto de ferro 3%
para identificagdo de taninos; (C) revelagago com HCI 0,IN para identificagdo de antocianinas; (D) revelagao
com DPPH para observagio da intensidade da atividade biologica.

Na figura 30, observa-se que a luz UV (366 nm) apds a aplicagao do revelador
NP/PEG a presenca de alguns compostos fendlicos; todas as subfragoes aquosas parecem ser
ricas em acidos fendlicos, devido a cor branca-azulada que se observa ao UV apéds a

aplicacao do revelador NP/PEG.

A revelagao com cloreto de ferro, permitiu identificar a presenga de taninos na
amostra. Esta pesquisa foi efetuada, uma vez que, a elevagio da linha de base nos
cromatogramas pode ser consequéncia da presenca de taninos de elevado peso molecular;
Com este revelador, os taninos condensados exibem coloragao verde, enquanto os taninos
hidrolisaveis adquirem coloragio azul. ¥ Apés a revelacio, tanto a cor verde, como a azul
foram observadas nas placas ao Visivel. Nao seria de esperar, uma vez que os taninos sao
caracteristicos dos vinhos tintos.”® Na subfracio 6B da FAB observa-se uma mistura de cor
verde e azul, na FOB a separagao das cores ocorre, logo podemos presumir que teremos

presenca de taninos condensados e hidrolisaveis.

Sendo as antocianinas indicadores naturais de pH, a identificagao destas foi feita por
observagao de manchas coradas apés acidificagao do meio com acido cloridrico, A TLC com
aplicagcoes de 10 pL das varias subfragoes da FAB, apos correr a fase moével, foi pulverizada
com HCI 0,IN, que permitiu observar a subfragdo com a cor mais intensa (6B) e,

consequentemente, onde as antocianinas estariam em maior abundancia (Figura 30).
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Na amostra de sumo de uva branca observa-se mancha amarela na subfragao 6B, em

compostos bastante polares.

Por ultimo efetuou-se a andlise bioautogrifica para o DPPH para avaliar a

contribuigdo dos compostos fendlicos para a atividade antioxidante (Figura 30).

Os resultados mostram que o sumo de uva branca, da casta portuguesa Ferndo Pires,
possui atividade antioxidante e que essa atividade esta presente em todas as subfragoes,

observando-se com maior intensidade na subfracao 4B.

Tal como para a fragao organica, efetuou-se a analise das subfragoes 4B, 5B e 6B da

fracao aquosa, por a HPLC/PDA. Os cromatogramas obtidos estiao representados nas figuras

31, 33 e 35.

Das 3 subfragoes analisadas, a 4B, obtida por eluicao com acetato de etilo, apresenta
uma maior variedade de compostos. As subfragoes 5B e 6B foram eluidas posteriormente
com metanol. Observam-se picos em maior quantidade na fase inicial do cromatograma,

onde eluiram os compostos mais polares dessas aliquotas.

015 — 4B 320 nm
7 — 280 nm

Minutos

Figura 31. Cromatograma da subfragao 4B da FAB, obtido por HPLC/PDA.

Tal como na FO, é visivel a elevagao da linha de base, facto que permitiu, naquele
caso sugerir a presenca de taninos de peso molecular elevado. O espectro dos picos |; 3 e 4

sao caracteristicos de acidos hidroxibenzoicos em face aos maximos apresentados.

A observagao dos espectros obtidos mostram todavia a predominancia de acidos

hidroxibenzoicos (picos 2 e 5), pela presenga de maximos de absor¢ao da ordem dos 260
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nm e com apenas uma banda, correspondente a um anel fendlico.” O espetro do pico 6
apresenta caracteristicas semelhantes as procianidinas O espetro correspondente ao pico 7

parece pertencer ao grupo dos acidos hidroxicinamicos como derivados do acido cafeico ou

ferulico."
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Figura 32. Espetros da subfragao 4B da FAB, obtido por HPLC/PDA.

No cromatograma da subfragao 5, eluida com metanol (Figura 33), destacam-se dois

picos com elevada intensidade (picos | e 2) e outros picos minoritarios.
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Figura 33. Cromatograma da subfragao 5B da FAB, obtido por HPLC/PDA.
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Os espetros dos picos | a 5 apresentam maximos de absorgao que sugerem a
presenca de acido galhico ou derivados (galhotaninos) devido a presenca de uma banda a
260/270 nm, considerando também o baixo tempo de retengao e, por isso a elevada
polaridade que apresenta, comparando ao acido gilhico padrao injetado, que apresentou
tempo de retengao perto dos 5 minutos, assim como os compostos que parecem fazer parte
dos picos iniciais do cromatograma 5B da FAB (Tabela 14). O espetro UV do pico 6 parece

conter um derivado do 4cido caféco ou feulico (326 nm) que co-eluiu com um tanino.”®

A TLC previamente efetuada mostrou a presenca de proantocianidinas e elagitaninos,

facto que parece estar de acordo com os resultados obtidos por HPLC/PDA.
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Figura 34. Espetros da subfragao 5B da FAB, obtidos por HPLC/PDA.
No cromatograma da subfragao 6B, eluida com metanol (Figura 35), destacam-se
varios picos com elevada intensidade (picos |, 4 e 6), para além de uma elevacao da linha de

base ja observada em outras fragoes.
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Figura 35. Cromatograma da subfracao 6B da FAB, obtido por HPLC/PDA
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Apods andlise dos espetros obtidos na subfragao 6B da FAB conclui-se que os
compostos dominantes sao os taninos. Encontramos derivados de acidos hidroxibenzdicos,
principalmente, nos picos | a 3. E os espetros 4 a 7, taninos hidrolisaveis, possivelmente do

tipo galhico devido aos maximos a 225 e 260 nm, com derivados do acido cafeico ou

ferulico, dada a presenga do méaximo a 325 nm.**
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Figura 36. Espetros da subfragao 6B da FAB, obtidos por HPLC/PDA.

Na tabela 13 estao resumidos os compostos fendlicos identificados na FAB.

Na FAB, segundo os resultados apresentados na tabela 13, é possivel verificar a
presenga dos mesmos compostos identificados na FOB, no entanto, em concentragoes mais
elevadas no caso dos acidos fendlicos, na subfracao 5B e 6B da FA, tendo em consideragao a

elevada polaridade desta fragao. A constituicao entre as varias subfragoes da FAB, é muito
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idéntica, eluindo inicialmente acidos hidroxibenzoicos e por fim os derivados do cafeico ou

ferulico, com alguns taninos também presentes.

Tabela 13. Picos do cromatograma, tempo de retengao, classe fendlica e comprimentos de onda maximos dos
espetros dos compostos, presentes nas varias fragdes aquosas do sumo de uva branco.

Fracao tR (min) Amax Classe fenolica Pico
4B 3,46 260 Acidos hidroxibenzéicos 2
3,79 225; 260 Acidos hidroxibenzoéicos I; 3; 4
8,00 260 Acidos hidroxibenzéicos 5
11,30 285 Procianidina 6
17,35 250; 298sh; 328 Derivados do cafeico ou fertlico 7
5B 4,82 215; 263 Galhotaninos I
5-12 225; 270 (225; 272)  Galhotaninos 2;3;45
15,00 223; 280; 326 Derivados do acido cafeico ou 6
ferulico e taninos
6B 0,00 a 7,00 228; 264 Derivados do acidos |
hidroxibenzoicos
7,60 220; 280 Derivados do acidos 2
hidroxibenzoicos
8,90 218; 268 Derivados do acidos 3
hidroxibenzoicos
10,50 225; 276; 322 Galhotaninos e derivados de acido 4
cafeico ou ferulico
12,30 221; 250; 323 Galhotaninos e derivados de acido 5
cafeico ou ferdlico
16,40 223; 280; 326 Galhotaninos e derivados de acido 6
cafeico ou ferulico
18,50 240; 272; 323 Galhotaninos e derivados de acido 7

cafeico ou ferulico

Para auxiliar na identificagao de compostos, por anilise de cromatogramas e espetros
obtidos por HPLC, os mesmos foram comparados com as caracteristicas dos padroes de
compostos fenodlicos conhecidos, como descrito na tabela 14, a partir da qual foi possivel
identificar os maximos de absorcio dos derivados do acido cafeico ou ferulico, da
quercetina, do acido p-cumarico e do acido galhico, presentes na amostra. Ainda os tempos
de retengao foram uteis para interpretar a ordem de eluicao dos compostos das varias

aliquotas.
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Tabela 14. Tempo de retengao e comprimentos de onda maximos dos espetros dos padroes injetados.

Padrdao (Img/mL) tR (min) A

Acido cafeico 18,60 320

Acido elagico 39,50 254sh; 300sh; 354sh; 268
Acido galhico 5,80 262sh; 229; 273

Acido siringico 18,70 228; 275; 292sh

Acido vanilico 17,30 227; 260; 292

Campferol 43,26 246sh; 265; 295sh; 319sh; 366
Catequina 14,00 234; 279; 286sh

Quercetina 41,90 255; 300sh; 370

p_cumarico 22,54 231; 298sh; 310

4.3.2. Caracterizacao Fitoquimica das fracoes e subfracdes obtidas do sumo de

uva tinta da casta Pinot Noir

Para determinar a composigao quimica do sumo da uva da casta Pinot Noir, fez-se o

fracionamento de acordo com o descrito no material e métodos e seguidamente as fragoes

obtidas (FAT e FOT) foram submetidas a andlise por TLC para detegao de compostos

fenolicos (Figura 37A) e analise bioautografica com DPPH (Figura 37B) para avaliagao da

atividade antioxidante.

1,00

0,99

—(,63
—0,62

1,00

Figura 37. TLC obtida apés aplicagao da FAT e FOT e revelagao com (A) NP/PEG a 366 nm e com (B) DPPH.
FAT-fracao aquosa de sumo de uva tinta; FOT-fragao organica da extragdo do sumo de uva tinta.
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Figura 38. TLC em silica gel, revelado com (A) cloreto de ferro e com (B) acido cloridrico da FOT.

Os fatores de retencdo, cores das manchas apés revelagao com NP/PEG, DPPH,

FeCl; 3% e HCI O,IN e respetiva interpretagao encontram-se descritos na tabela 15.

Tabela 15. Comportamento dos fitoconstituintes das fragdes organica (FOT) e aquosa (FAT) de sumo de uva tinto da
casta Pinot Noir em TLC com diferentes reveladores.

Revelacio com Revelacio com Revelacio com
NP/PEG DPPH cloreto de ferro
Fracio Rf Corna TLC Classe Rf Cor na Rf Cor na Classe
a 366 nm fendlica TLC TLC fendlica
FAT 0,03 Branco Acidos
azulado fendlicos
0,63 Branco Acidos 0,63 Amarelo
azulado fendlicos
FOT 0,06 Branco Acidos 0,14 Verde T. condensados
azulado fendlicos 0,52 Azul T. hidrolisaveis
0,62 Branco Acidos 0,62 Amarelo
azulado fendlicos
0,99 Branco Acidos 0,99 Amarelo
azulado fendlicos

A analise por TLC revelou a presenga de compostos muito polares (Rf 0 - 0,06),
outros de polaridade intermédia (Rfs cerca de 0,6) em ambas as fragoes. A fragao FOT
exibiu ainda pequena quantidade de compostos de polaridade baixa (Rf 0,99). A cor azul das
manchas a luz UV (366 nm) apds a revelagaio com NP/PEG é um indicador da presenga de

acidos fenolicos (Figura 37).
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Para a detecio de taninos com revelador cloreto de ferro como revelador
observaram-se manchas de cor verde (Rf 0,14) e de cor azul (Rf 0,52) indicadoras da

presenca de taninos condensados e hidrolisaveis, respetivamente.®

A pesquisa de antocianidinas com acido cloridrico nio detetou a presenga destes
compostos na FOT, pois nao se observa manchas coradas de rosa, resultado espectavel para

o sumo de uva tinta da casta Pinot Noir (Figura 38).

A anilise bioautografica com DPPH demonstrou que sao os compostos de polaridade

média e baixa os que mais contribuem para a atividade antioxidante (Figura 37).

Para obter mais informagao acerca da estrutura dos compostos presentes, procedeu-
se 3 anadlise das amostras por HPLC/PDA cujo cromatograma se encontra representado na

figura 39.

0. — FOT 320 nm
2 — 280 nm

Minuto
s

Figura 39. Cromatograma da FOT, obtido por HPLC/PDA.

O cromatograma da FOT apresenta caracteristicas semelhantes ao cromatograma da
FOB (Figura 28). Com um aumento da linha de base do cromatograma na mesma zona de
tempos de retencao. No entanto nesta amostra parece existir menor variedade de
compostos fendlicos que na FOB, dado que foram detetados apenas seis espetros distintos

(Figura 40).
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Figura 40. Espetros da FOT, obtidos por HPLC/PDA.

Os picos |, 2, 3 e 5 do cromatograma da figura 39 apresentam o mesmo perfil
espectral que, embora resultem muito provavelmente de co-eluicio de compostos, é
possivel visualizar maximos de absor¢ao que correspondem aos mesmos acidos
hidroxibenzoicos que foram identificados na FOB, nomeadamente acido galhico entre
outros. O espetro 4 parece corresponder a derivados do acido vanilico ou protocatéquico
uma vez que apresenta dois maximos de absor¢ao (260 nm e 290 nm). O espetro 6
apresenta um perfil e maximos de absor¢io que sao caracteristicos de acidos
hidroxicinamicos, mais concretamente do tipo acido cafeico ou ferulico. O perfil espectral
do composto 7 apresenta alguma complexidade, nao se assemelhando a nenhum composto
fendlico, no entanto é possivel identificar maximos de absor¢ao de acidos hidroxicindmicos
do tipo cafeico ou ferulico (320 nm) que pode co-eluir com outros compostos nao
identificados. Os espetros dos picos 8, 9 e 10 apresentam caracteristicas semelhantes a
espectros de taninos hidrolisaveis do tipo elagico porque apresenta um maximo

caracteristico (250 nm).¥’

Os resultados da identificacdo estrutural efetuada por HPLC/PDA encontram-se

resumidos na tabela 16.
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Tabela 16. Picos do cromatograma, tempo de retengao, classe fenolica e comprimentos de onda maximos dos
espetros dos compostos, presentes na fragao organica do sumo de uva tinta (FOT).

Fracdo tR (min) A Classe fenélica Pico
FOT 3,50/8,50 215; 275 (225; 265) Acidos hidroxibenzoicos 1;2;3;5
5,30 215; 260 Acidos hidroxibenzoicos l;2;3;5
7,10 223; 262; 296sh Acido vanilico ou 4
protocatéquico
12,402 17,00  240; 293sh; 326 Derivados do acido cafeico ou ©
ferdlico
20,44 245; 300; 320 Derivados do 4cido cafeico ou 7
ferdlico
34,20 248 Elagitaninos 8;9
42,80 255 Elagitaninos 8;9
45,30 252; 274 Elagitaninos 10

A informacao obtida pela andlise das TLC e dos espectros UV obtidos por
HPLC/PDA permitem a identificacido de algumas classes de compostos fendlicos embora
tenham algumas limitagées na identificagdo dos compostos individuais. Assim para

complementar a informagao obtida efetuou-se a andlise da fragao FOT por HPLC/ESI/TOF.

Como se analisa, resumidamente na tabela 17, por analise dos espetros de massa da
FOT, foi possivel apenas identificar alguns dos acidos organicos habitualmente presentes nas
uvas, e sao eles: o acido tartarico [PM 150] (pico A), o malico [PM 134] e o quinico [PM
192] (pico B)’', alguns acidos fendlicos ou derivados como isémeros do 4cido caftirico [PM
312] (pico C e D)” e isdmeros do cutirico [PM 296] (pico E, F e G) e ainda o acido feruloil
tartarico [PM 326] (pico H).#*'®

Tabela 17. Tentativa de identificacio de compostos presentes na FOT, resultados obtidos por
HPLC/ESI/TOF.

Pico R (min) lao percursor HPLC/ESI/TOF Tentativa de identificacdao
[M-H]- m/z
A 0,24 149,0 Acido tartarico
B 0,59 133,0 Acido malico
191,0 Acido quinico
C 1,51 311,0 Acido caftarico (isomero)
D 1,94 311,0 Acido caftarico (isomero)
E 2,45 295,1 Acido cutérico (isémero)
F 2,90 295, 1 Acido cutérico (isomero)
G 3,16 295,0 Acido cutérico (isomero)
H 3,60 325,1 Acido feruloil tartarico

Identificagao realizada com base na massa molecular e nos padrées de fragmentagao, que estio de acordo com
os autores: Boga, Mehmet et al. (2016)°'; Pati, Sandra et al. (2014)%’; Barros, Ana et al. (2014)%.
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Muitos dos compostos identificados por ESI/TOF apresentam espectros UV, obtidos

por HPLC/PDA, concordantes.

Tal como aconteceu com o sumo de uva branca, a fragdo aquosa de uva tinta (FAT)
continha um elevado teor de aglicares que obrigou a efetuar o fracionamento por SPE antes
de proceder a andlise estrutural. Das 10 subfragoes recolhidas e monitorizadas por TLC,
também a subfracao eluida com acetato de etilo (4T) e as seguintes eluidas com metanol (5T
e 6T) apresentaram maior teor de compostos fendlicos e de atividade antioxidante e por
essa razao foram analisadas por TLC com reveladores especificos para detegao de
compostos fendlicos, taninos, antocianinas e atividade antioxidante. Os resultados estao

representados na figura 41.
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Figura 41. TLC das subfracoes 4,5,6 resultantes da SPE da FAT e FOT. (A) Revelagio com o reagente
NP/PEG (366nm); (B) revelagao com cloreto de ferro 3%; (C) revelagio com HCI 0,IN; (D) revelagao com
DPPH.

Em todas as subfragoes (4, 5 e 6), observadas a 366 nm, é perfeitamente percetivel a
presenca de acidos fenolicos, devido a cor branca-azulada presente em todas as bandas
embora as suas concentragoes parecam menores que nas mesmas subfracées do sumo de

uva branca.

A TLC pulverizada com o revelador cloreto de ferro 3% e observou-se, quais as
cores que caracterizavam os taninos em cada subfragao (Figura 41). Observaram-se ambas as
cores na placa, no entanto, em compara¢ao com a placa do sumo de uva branca, realizada
nas mesmas condigoes, a casta Pinot Noir parece apresentar uma concentragao baixa de
taninos, tanto do tipo hidrolisaveis, como do tipo condensado. Nao seria de esperar, uma
vez que os taninos sdo caracteristicos dos vinhos tintos, mas é preciso ter em consideragao
o modo de preparagao da amostra, que neste caso, hao permitiu a extra¢ao dos taninos que

aparecem principalmente nas sementes e peliculas dos bagos.”® Nestas amostras, a prensa
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permitiu apenas que o sumo da polpa fosse extraido e portanto a amostra nao contém os

constituintes da pelicula e das grainhas das uvas.

Na amostra de sumo de uva tinta é a subfracao 5T a que contém maior abundancia
destes compostos, observando-se uma mancha azul esverdeada, a observagao da placa

permite sugerir a presen¢a de dois tipos de taninos, condensados e hidrolisiveis, nas

subfragoes 5T e 6T.

Para avaliar a presenga de antocianinas foi realizada uma TLC para avaliar a subfracao
com maior concentragao dos compostos. Na amostra de sumo de uva tinta a mancha rosa,
apesar de esvanecida, aparece na subfragao 5T, com baixo Rf. Nas restantes subfragoes nao

é observavel qualquer mancha.

Os resultados mostram que o sumo de uva tinta, da casta Pinot Noir, possui atividade
antioxidante e que essa atividade estd presente em todas as fragoes, observando-se com

maior intensidade na subfracao 5T.

Tal no sumo de uva branca, também para o tinto se efetuou a anadlise das subfragoes
4,5 e 6 por a HPLC/PDA. Os cromatogramas obtidos estao representados nas figuras 42, 44
e 46. E possivel observar uma grande semelhanca entre os cromatogramas 5T e 6T, sendo
possivel que tenham uma composicao semelhante. O pico | dos trés cromatogramas
apresenta o mesmo espectro UV podendo tratar-se do mesmo composto ou de estrutura

semelhante.

O cromatograma da FA 4T, que eluiu na SPE com acetato de etilo, parece ser

constituido por maior variedade de compostos (Figura 42).
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Figura 42. Cromatograma da subfragao 4T da FAT, obtido por HPLC/PDA.
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Os espectros obtidos estao representados na figura 43.

Os picos |, 2 e 3 apresentam espectros UV caracteristicos de acido galhico ou
derivados (galhotaninos). Espectros semelhantes podem também ser encontrados nas
fragoes 5T e 6T, mas também nos picos 6; 7; 8. O espetro do pico 4 sugere presenga de

acidos hidroxibenzoicos.®®
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Figura 43. Espetros da subfragao 4T da FAT, obtidos por HPLC/PDA.

O pico 5 sugere a presenca de um acido hidroxibenzéico, possivelmente o vanilico,
com maximos a 266 e 295 nm. O espetro do pico 9 sugere a presenca de taninos do tipo
condensado. O pico 10 parece conter galhotaninos'®' E por fim, o pico || podera ser o
acido elagico, dado o seu tempo de retenciao, apos os 40 minutos, e os dois maximos

caracteristicos a 255 e 360 nm.¥
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Os galhotaninos tém um espectro caracteristico de UV-Vis com um maximo a 280

nm, enquanto os elagitaninos tém um espectro UV caracteristico com uma absorvéncia

maxima inferior a 270 nm.*’

A subfragao 5T parece ser constituida maioritariamente por taninos, do tipo

hidrolisavel, tanto galhotaninos como elagitaninos. O pico | e 2, apresentam espetros que

sugerem a presenca de elagitaninos, dado que a absorvéncia maxima ¢ inferior a 279 nm. No

pico 3 é possivel ver o espetro caracteristico de um galhotanino, do tipo poligalhoil-glucose

(Figura 45).¥ Este cromatograma esti em concordincia com a mancha azul esverdeada

observada na TLC pulverizada com cloreto de ferro 3%, que sugeria a presenga de taninos

hidrolisaveis, sendo esta a subfragio com maior abundancia de taninos presentes, dada a

intensidade de cor observada (Figura 41).

Figura 44. Cromatograma da subfragao 5T da FAT, obtido por HPLC/PDA.

06

04—-| |

0.6

AU

20—

5T

320 nm
—— 280 nm

0.0

)

02—

01

00—

T

Minutos

05 =y

Spactrum

0o

Figura 45. Espetros da subfragao 5T da FAT, obtidos por HPLC/PDA.
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Na subfragao 6T, tal como ja tinha sido observado com a subfragao 6B do sumo de
uva branca, os compostos mais abundantes sao os taninos e as proantocianidinas,

presentando cromatogramas semelhantes (Figura 46).
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Figura 46. Cromatograma da subfragao 6T da FAT, obtido por HPLC/PDA.

Estes factos sio confirmados pela anadlises dos espectros UV que apresentam

caracteristicas que permitem sugerir a presenca deste tipo de compostos.

Os resultados da andlise por HPLC/PDA obtidos para as subfragoes 4T, 5T e 6T

encontram-se sumariados na tabela 18.

Nas subfragoes 4T, 5T e 6T da FAT é possivel identificar a alta concentragao,
evidente em acidos fendlicos, principalmente acidos hidroxibenzodicos, muito polares, que

eluem logo nos primeiros minutos da corrida cromatografica, assim como na FAB.
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Figura 47. Espetros da subfragao 6T da FAT, obtidos por HPLC/PDA.

Tabela 18. Picos do cromatograma, tempo de retengdo e comprimentos de onda maximos dos espetros dos
compostos, presentes nas varias subfracoes aquosas do sumo de uva tinta.

Fracao tR (min) Amax Classe fenélica Pico

4T 0,00 a 5,80 220; 270 Galhotaninos l1;2;3
6,22 260 Acido hidroxibenzoico 4
8,00 220; 266; 295 Acido hidroxibenzéico 5
9,00 215; 267 Galhotaninos 6;7;8
14,90 270 Taninos condensados 9
15,80 222; 280 Galhotaninos 10
42,00 255 Acido elagico I

5T 3,71 223; 273 (220; 266) Elagitaninos |
6,00 2 9,00 215; 266 Elagitaninos 2
10,00 a 17,00 223; 280 Galhotaninos 3

(poligalhoilglucose)

6T 3,30 223; 273 Taninos hidrolisaveis |
4,30 223; 264 Taninos hidrolisaveis 2
8,90 215; 265 Taninos hidrolisaveis 3
11,50 222; 280 Taninos hidrolisaveis 4
16,20 245; 280; 325 Proantocianidinas 5
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4.4, Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante constitui um bom indicador para avaliar o potencial
citoprotetor de extratos contra diversas patologias nomeadamente inflamagao, cancro,

varios tipos de doengas metabdlicas como a diabetes e doengas cardiovasculares.'®

Neste sentido e como varios mecanismos poderao estar na base desta atividade
(sequestro de radicais livres, redugcao de metais que intervém em reagoes celulares de
producao de radicais, por exemplo) torna-se necessario fazer a sua avaliagdo por métodos

diversos.

Assim sendo efetuou-se a determinacao da atividade antiradicalar dos sumos de uva
branca da casta Ferndo Pires e tinta da casta Pinot Noir com radicais sintéticos ABTS e DPPH e
a avaliagado do seu poder redutor pelo método FRAP. Os resultados encontram-se

resumidos na tabela 19.

Tabela 19. Comparagdo dos resultados para a atividade antioxidante, expressa em TEAC (mg residuo/mL de
mistura reacional), obtidos por diferentes ensaios (média + desvio padrao dos ensaios realizados em triplicado).

Ensaio da atividade Branco Tinto
antioxidante

ABTS (TEAC) 7,78 £ 0,33 14,29 + 1,03
DPPH (TEAC) 10,46 £ 0,17 16,66 + 1,65
FRAP (TEAC) 19,23 £ 0,35 36,73 £ 1,51

A atividade anti-radicalar das amostras analisadas, obtida pelo ensaio ABTS-persulfato
a pH neutro, por interpolagao na curva Trolox, expressa em TEAC foi de 7,78 + 0,33 mg
residuo/mL mistura reacional para o sumo de uva branca da casta Ferndo Pires e 14,29 * 1,03

mg residuo/mL mistura reacional para o sumo de uva tinta da casta Pinot Noir.

Obtiveram-se os seguintes valores de I1C,;: 12,7 pL (3,77 mg residuo seco) para o
sumo obtido da casta Ferndo Pires e 25,98 pL (6,27 mg residuo seco) para o sumo obtido da
casta Pinot Noir. Tendo em conta estes resultados, e considerando que ambos os sumos
foram preparados de modo equivalente, seria necessaria uma quantidade duas vezes superior

de sumo de uva tinta para obter o mesmo efeito que o sumo de uva branca.

Para pesquisar a presenga de compostos antioxidantes nas amostras em estudo,
utilizou-se o método do radical DPPH. Os resultados foram expressos em equivalentes

Trolox obtidos por interpolagio na curva de absorvéncia de Trolox usando quatro
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I+

concentragoes de cada amostra. Obteve-se um valor de TEAC igual a 10,46 = 0,17 mg

1+

residuo/mL de mistura reacional para o sumo da casta Ferndo Pires e 16,66 + |,65 mg

residuo/mL de mistura reacional no caso do sumo da casta Pinot Noir.

A quantidade em mL de sumo que reduziu em 50% os valores de absorvéncia quando
comparados ao controlo (IC;), para o sumo de uva branca foi de 25 pL (equivalente a 7,44
mg residuo seco) e para o sumo de uva tinta de 49,69 pL (equivalente a 12,29 mg residuo
seco). Claramente o IC,, do sumo de uva branca é quase metade do valor do IC,, do sumo
tinto. Estes resultados sao convergentes aos resultados observados nas placas obtidas por
TLC, reveladas com o radical DPPH; onde a amostra de sumo de uva branca apresenta
varias bandas coradas de amarelo. No sumo de uva tinta também temos resultados
concordantes entre ambos os ensaios em comparagao, pois a atividade antioxidante deste,
também nas placas de TLC apresenta ser significativamente inferior a atividade do sumo de
uva branca. Todas as fragoes analisadas apresentam atividade, e a intensidade desta ¢é
equivalente entre elas. Os compostos que parecem contribuir mais para esta atividade,
segundo os resultados, sao os acidos fenolicos, por existirem em quantidades elevadas, no

entanto, nao se pode excluir a contribuicao de outros compostos fenolicos como os taninos.

O poder redutor do sumo, avaliado pelo ensaio FRAP e expresso em TEAC para o
sumo de uva branca foi de 19,23 * 0,35 mg residuo/mL de mistura reacional e para a
amostra de sumo da uva tinta 36,73 + [,5] mg residuo/mL de mistura reacional, estes
resultados foram obtidos a partir da extrapolagao na curva de absorvéncia de Trolox com

quatro concentra¢oes de cada amostra.

Na tabela 19 podemos comparar a capacidade antioxidante entre ambos os sumos e
o que é possivel concluir de imediato é que o sumo de uva branca tem o dobro da atividade
do sumo de uva tinta, visto que os valores TEAC, duplicam para o sumo de uva tinta, pelo
que é necessario maior quantidade deste, para provocar o mesmo efeito antioxidante que o

sumo de uva branca apresenta.

Como foi discutido no ponto 4.2. “Dosagem dos Fendis Totais”, era de esperar que
o sumo da casa Pinot Noir, sumo de uva tinta, apresentasse maior concentragao de fenois e
consequentemente maior atividade antioxidante, que no sumo da casta Ferndo Pires, sumo de
uva branca. No entanto, verificou-se o contrario, o sumo de uva branca, apresentou maior
residuo seco e maior teor de fendis, provavelmente por diferengas relacionadas com a casta,
pela maturagao das uvas ou pela quantidade de agua presente nos bagos. Deste modo se

explica o facto de o sumo de uva branca ter apresentado maior atividade antioxidante,
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sabendo-se que existe uma correlagao positiva entre a quantidade de polifendis e a atividade

antioxidante®.

Estes resultados indicam que o sumo de uva é uma fonte desses compostos,
fornecendo uma opgao alternativa para pessoas que necessitam de evitar o alcool presente

nos vinhos.

Segundo estudos, os compostos que parecem ter um papel mais importante na
atividade antioxidante sao, principalmente o acido galhico, seguido de antocianidinas
(malvidina, cianidina, delfinidina, etc.). Apresentando atividades com valores TEAC 250 e 180
MM trolox/100 g de peso seco para o acido galhico e para as antocianidinas,
respetivamente.'”'* Excetuando o 4cido gilhico, as antocianidinas nio existem em
quantidades apreciaveis nos sumos analisados. Este facto pode justificar a necessidade de
enriquecer o sumo com outras partes das uvas de forma a aumentar o seu potencial

antioxidante.
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Capitulo 5

Conclusao

Na determinagao do residuo seco para cada amostra de sumo de uva, foi obtido um
valor significativamente inferior para o sumo de uva da casta Pinot Noir, relativamente ao
sumo de uva da casta Ferndo Pires. Tal resultado, pode ser devido ao processo de prensagem

das uvas ou ainda das proprias castas em analise.

Por recurso ao perfil espetral UV-Vis, perfil de fragmentagao e comportamento na
TLC foi possivel identificar os principais compostos da FO e FA de cada amostra de sumo
analisada. Observou-se maioritariamente a presenga de acidos fendlicos. Ainda foi possivel
detetar taninos do tipo hidrolisavel e condensado, e por fim também da amostra fazem parte
alguns flavonoides e antocianidinas, com pouca abundancia. Estes eram resultados esperados,
visto que os resultados obtidos por TLC sugeriam a existéncia reduzida de compostos da

classe dos flavonoides e maior quantidade de acidos fendlicos.

A constituicao rica em acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos, essencialmente), é
apoiada pela presenga maioritaria destes compostos na polpa das uvas, e sabido que as
amostras de sumo de uva foram obtidas por prensagem, sendo espetavel que sejam esses os

compostos maioritarios identificados.”*'%

Sabe-se que as sementes contém maior concentragao de compostos fendlicos do que
na polpa’ e por isso é importante ter em consideragio fatores que influenciam
significativamente a composicao dos sumos de uva em compostos fendlicos, como por
exemplo: maceragao, processamento/producao do sumo, fatores de crescimento e

amadurecimento das uvas (altitude, temperatura, humidade, solo, etc.).'®

Os compostos que parecem ter um papel mais importante na atividade antioxidante

dos sumos analisados sao, principalmente os acidos hidroxibenzoicos.

Para a casta Ferndo Pires, os resultados obtidos pelos ensaios ABTS, DPPH e FRAP
mostraram o dobro da atividade antioxidante quando comparada com a atividade da casta
Pinot Noir. A casta Ferndo Pires, de origem portuguesa, segundo os dados bibliograficos
consultados na literatura, nio estudada em sumos de uva, podera apresentar um potencial

superior a Pinot Noir, apenas por consequéncia das caracteristicas intrinsecas da casta.
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Ainda como hipotese, segundo os resultados obtidos na identificagao dos compostos
pelas diferentes técnicas, e dado o potencial antioxidante dos mesmos, € possivel sugerir que
melhorando o processo de obtengao do sumo de uva, aumentar-se-ia, provavelmente, a
concentragao fendlica do sumo, bem como as suas atividades bioldgicas. Para isso seria
necessario aumentar o contacto do sumo com as peliculas das uvas e extrair alguns dos

compostos das sementes.

Nesse sentido, o sumo de uva pode-se considerar um produto alimentar alternativo
ao vinho, dado o seu potencial fitoquimico e desta forma evitar o consumo de alcool. Esta
bebida podera ter efeitos benéficos a salude, tanto na prevengao de doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas, etc., como também efeito anti envelhecimento, anti-

inflamatorio, antiviral, entre outros.

Com este projeto foi possivel expor o potencial beneficio do consumo de sumo de
uva, evidenciando a casta Ferndo Pires, pouco investigada em Portugal, mas também
internacionalmente, o que desencadeou bastante interesse para a continuagao da sua

avaliagao.
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Capitulo 6

Perspetivas futuras

Este trabalho permitiu confirmar o potencial antioxidante do sumo de uvas nacionais,
e em particular de uma casta exclusiva portuguesa (Ferndo Pires). No entanto, varios aspetos
podem ainda ser caracterizados, nomeadamente mecanismos de agao, atividades

neuroprotetoras, anti-inflamatorias, cardioprotetoras, etc.
Neste ambito pode-se futuramente continuar a investigagao no sentido de:

- Realizar ensaios adicionais nas uvas de forma a caracterizar detalhadamente as
castas, perceber a origem dos constituintes e de que forma se podera aumentar o potencial

antioxidante do sumo;

- Caracterizar, com mais pormenor os constituintes de maior peso molecular, como

€ o caso dos taninos;

- Quantificar os constituintes fenodlicos e realizar ensaios de atividade antioxidante

diferentes (por exemplo em radicais celulares: superoxido, hidroxilo);

- Caso os resultados se revelarem promissores, realizar também ensaios in vitro em

linhas celulares.
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