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Resumo

BURIN, Vivian Maria. Caracterizacdo de clones da variedade Cabernet
Sauvignon: uvas e vinhos de S&o Joaquim, Santa Catarina. 2010. 158p. Disserta¢éo
(Mestrado em Ciéncias dos Alimentos). Universidade Federal de Santa Catarina.
Florian6polis-SC.

A uva Cabernet Sauvignon, apresenta diferentes clones, que sdo classificados de acordo
com seu potencial produtivo. Dentre estes clones pode-se destacar os clones 169 e 685,
ambos de origem Francesa que sdo classificados em distintos grupos. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar dois clones, 169 e 685, da uva Cabernet Sauvignon procedentes
da regido de S&o Joaquim do Estado de Santa Catarina, Brasil, e validar uma
metodologia por cromatografia liquida de alta eficiencia para a determinacéo simultanea
dos principais compostos fenélicos. Os vinhos produzidos com os clones 169 e 685,
safra 2008, foram caracterizados quanto aos parametros fisico-quimicos, compostos
fendlicos totais, compostos fenolicos individuais flavondides e ndo-flavondides, acidos
organicos e atividade antioxidante. Também foi avaliado a evolucdo dos principais
compostos fendlicos e da atividade antioxidante dos vinhos durante 11 meses de guarda
em garrafa. As uvas dos clones 169 e 685, safra 2009, foram avaliadas quanto ao ciclo
fenoldgico, evolucdo do periodo de maturagdo, componentes de rendimento e éarea
foliar. Os resultados demonstraram que a metodologia desenvolvida para quantificar 0s
principais compostos fendlicos presentes no vinho apresentou excelente precisdo,
exatiddo, limites de deteccdo e recuperagdo (80-120 %), assim como demonstrou
separacdo satisfatoria de todos os compostos avaliados, podendo ser utilizada para
diferenciar amostras de vinho. Os vinhos produzidos com os clones 169 e 685
apresentaram diferencas significativas em relagdo aos compostos fenélicos, sendo que
através de analises multivariadas, como analise de Cluster e Analise de Componentes
Principais, foi possivel separar e classificar os vinhos de acordo com o clone. O clone
169 apresentou maior correlagdo com os polifendis enquanto o clone 685 foi
correlacionado com os parametros de cor, principalmente com as antocianinas, esta
mesma correlacdo também foi observada para as amostras de uvas. As uvas dos clones
169 e 685 apresentaram semelhanca na duracdo do ciclo fenoldgico e requerimento
térmico (graus-dias), durante a safra 2009, apresentando boa maturacéo tecnoldgica e
fendlica. Os clones apresentaram diferencas significativas em relagcdo as componentes
de rendimento, area foliar assim como no teor de polifendis e antocianinas. Com base
nos resultados obtidos pode-se concluir que os vinhos apresentaram as caracteristicas
particulares de acordo com o clone que foram produzidos.

Palavras-chave: clones, uva e vinho Cabernet Sauvignon, compostos fendlicos,
atividade antioxidante, maturacéo, validagéo.



Abstract

BURIN, Vivian Maria. Characterization of Cabernet Sauvignon clones: grapes
and wine from S&o Joaquim, Santa Catarina State. 2010. 158p. Dissertation
(Master’s in Food Science). Federal University of Santa Catarina. Floriandpolis — SC.

Cabernet sauvignon grapes display a range of different clones, which are classified
according to their productive potential. Notable among these clones are numbers 169
and 685, both of French origin, which can be classified into two distinct groups. The
aim of this work was to characterize these two clones of Cabernet Sauvignon grapes,
grown in S8 Joaquim, Santa Catarina State, Brazil, and develop and validate a
methodology employing reversed-phase high-performance liquid chromatography for
the simultaneous determination of five phenolic compounds in the red wine produced
from them. The wines of the 2008 vintage were characterized according to their
physical-chemical parameters, total phenolic compounds, individual flavonoid and non-
flavonoid phenolic compounds, organic acids and antioxidant activity. The evolution of
the main phenolic compounds and antioxidant activity during ageing in the bottle was
investigated. Grapes of the clones 169 and 685 of the 2009 vintage were analyzed in
relation to their phenological cycles, ripening, compound vyields and leaf area. The
results showed that the methodology developed to quantify the main phenolic
compounds in red wine showed excellent precision, accuracy and detection limits, with
good recoveries (80-120%), and provided satisfactory separation of all compounds
evaluated. This method can thus be used to characterize and differentiate wine samples.
Wines produced with clones 169 and 685 showed significant differences in terms of
phenolic compounds, and using multivariate analysis techniques, such as cluster and
principal component analyses, it was possible to differentiate the two wine clones.
Clone 169 showed a higher correlation with phenolic compounds and clone 685 was
correlated with color parameters, mainly anthocyanins. The grapes had similar
phenological cycles and heat summation requirements during 2009, showing a good
technological and phenolic maturation. The clones showed significant differences
regarding the component yield, leaf area, and polyphenol and anthocyanin content.
Based on the results of this study it can be concluded that these wines showed distinct
characteristics according to the clone from which they were produced.

Keywords: clone, Cabernet Sauvignon grapes and wine, phenolic compounds,
antioxidant activity, maturation, validation.
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Introducéo

No Sul do Brasil, a viticultura estd concentrada principalmente nos Estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina que séo responsaveis por aproximadamente 95 %
da producéo nacional. O Estado de Santa Catarina apresenta 3 regifes vitivinicolas
distintas denominadas de Regido Tradicional, Nova Regi&o e Super Nova regido ou de
Altitude. Nesta Ultima, destaca-se Sdo Joaquim, no planalto Serrano, localizada em
altitudes entre 900 e 1400 m, apresenta condi¢Bes climéticas consideradas Unicas em
todo o territorio nacional.

O Estado de Santa Catarina vem nos ultimos anos investido em novas
tecnologias para elaboracdo de vinhos finos. Por isto, tem se verificado a implantagéo
de vinhedos de variedade Vitis vinifera, com destaque para a variedade Cabernet
Sauvignon. A uva Cabernet Sauvignon, apresenta uma gama de clones, os quais séo
classificados de acordo com seu potencial produtivo. A selecdo clonal tem permitido
expressivos ganhos na viticultura, tanto em quantidade como em qualidade de produgé&o.
Para ser considerado um clone, este deve apresentar alguma caracteristica diferente do
organismo de origem, assim como dos outros clones. Clones de mesma variedade de
uva apresentam caracteristicas particulares que sdo desejaveis, como por exemplo, na
composicao fendlica, aromatica, caracteristicas fisicas e quimicas das uvas, sendo estas
transmitidas aos respectivos vinhos.

Os fatores ambientais, como o solo e o clima, influenciam fortemente na
qualidade das uvas e consequentemente no vinho. A videira é influenciada por diversos
elementos meteoroldgicos do clima, dentre eles temperaturas, chuvas, radiagdo solar,
ventos e umidade do ar, por isto, considera-se o clima como elemento importante na
definicdo das potencialidades de cada regido. Deve-se considerar que as condigGes
climéticas anuais exercem influéncia preponderante na qualidade da uva, sendo que
cada safra apresenta peculiaridades especificas. Assim, para uma mesma variedade de
uva, ou para diferentes clones de mesma variedade, as condigdes climaticas do periodo
de maturacdo da uva podem antecipar ou retardar a colheita, influenciando nas
concentragBes de aglcar e de acidos organicos, no teor de compostos fendlicos e
volateis da uva.

Dentre os principais compostos presentes nas uvas, estdo os compostos fendlicos
flavondides e ndo-flavondides, que constituem um dos mais importantes parametros de

qualidade dos vinhos, pois contribuem para suas caracteristicas organolépticas (cor,
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adstringéncia e flavor), assim como séo considerados importantes compostos bio-ativos
(atividade antimicrobiana, antiinflamatéria e antioxidante). Sua concentracdo depende
principalmente dos fatores viticolas e do meio ambiente, como o estagio de maturag&o,
condigBes climéticas e do solo. Além disto, a composi¢cdo quimica de um vinho é
fortemente influenciada pelo clone da uva que foi utilizado, pois estes apresentam
distintas caracteristicas fisicas e quimicas.

Muitos trabalhos s&o realizados com intuito de correlacionar as caracteristicas
quimicas de uvas e vinhos entre as diferentes variedades, no entanto ha poucos trabalhos
na literatura sobre a caracterizacdo e diferenciagéo de clones de mesma variedade de
uva cultivadas em mesmo local. O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar e
diferenciar uvas Cabernet Sauvignon, clones 169 e 685, e 0s vinhos produzidos com
estas uvas, procedentes de um vinhedo localizado na regido de S&o Joaquim, Santa
Catarina, Brasil.

Este trabalho foi divido em 4 Capitulos, sendo que o Capitulo 1 apresenta uma
revisdo bibliografica sobre a viticultura no Estado de Santa Catarina, uva e vinho
Cabernet Sauvignon, fenologia e pardmetros climéticos, principais compostos fendlicos
flavondides e ndo-flavonoides, atividade antioxidante e sobre as principais reacfes que
ocorrem durante o envelhecimento do vinho. No Capitulo 2 esta descrito uma validagéo
de metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia que foi desenvolvida para
determinar os principais compostos fendlicos do vinho. O Capitulo 3 apresenta a
caracterizacdo dos clones 169 e 685 da uva Cabernet Sauvignon e dos respectivos
vinhos, safra 2008, quanto aos parametros fisico-quimicos, composi¢do fenodlica,
atividade antioxidante, acidos orgénicos, assim como a caracterizacdo da evolugdo dos
compostos fendlicos e da atividade antioxidante dos vinhos durante o envelhecimento
em garrafa. O Capitulo 4 apresenta a caracterizagdo das uvas Cabernet Sauvignon,
clones 169 e 685, safra 2009, quanto ao ciclo fenoldgico e evolugdo da composicao

quimica durante o periodo de maturacao.
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Reviséo bibliogréafica

1 Vitivinicultura no Brasil e no Estado de Santa Catarina

O Brasil pertence ao chamado novo mundo viticola cuja base de producéo sdo
variedades importadas dos tradicionais paises produtores de vinho. A viticultura
brasileira iniciou com a colonizagdo portuguesa no século XVI, mas somente a partir da
segunda metade do século XIX, com a imigracéo italiana, que se configuraram muitas
das tradicionais regiGes vitivinicolas atuais, como a Serra Galcha no Rio Grande do Sul
e 0 Vale do Rio do Peixe no Estado de Santa Catarina. A viticultura representa uma
atividade econbmica recente no Brasil, quando comparada aos tradicionais paises
produtores da Europa, especialmente no que se refere aos vinhos finos. Somente a partir
da década de 70 a viticultura brasileira teve grande evolucéo, marcada por significativo
aumento da area cultivada com variedades viniferas, sendo que a inddstria vinicola
passou a utilizar tecnologias mais modernas na elaboragéo do vinho, incrementando a
qualidade dos produtos (BRDE, 2008).

O Brasil, atualmente, ocupa a 19° posicdo em relagéo a produgédo de uvas tanto
em quantidade com em é&rea plantada, como também na produgéo de vinhos. O Brasil
apresenta 12 regi6es produtoras de uvas para vinificagéo, sendo que as regides viticolas
do Estado do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, concentram a expressiva maioria da
producéo de vinho e mosto de uva, 0 que representa aproximadamente 95% da producéo
nacional (MELLO, 2009).

A viticultura catarinense apresentou um acréscimo de 16 % na producdo de
uvas no ano de 2009, com expressdo econdmica principalmente na Regido do Vale do
Rio do Peixe. Esta regido € responsavel por cerca de 80 % da produgéo de uva e vinho
no Estado, sendo o segundo maior fabricante nacional de vinhos e mostos (MELLO,
2009). A producéo de uva neste Estado, até meados de 1998, constituia-se basicamente
de uvas de origem americana e hibrida, sendo que a utilizacdo deste tipo de uva destina-
se, principalmente, para a elaboragdo de vinhos para consumo corrente e para a
producéo de suco de uva. No entanto, a partir de 1998, tém-se verificado a instalacéo de
parreiras de variedades de Vitis vinifera, com destaque para a variedade Cabernet

Sauvignon. Representa uma das variedades com maior demanda para implantagdo de
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novos vinhedos que se destina principalmente para a elaboracdo de vinho de guarda, o
qual requer amadurecimento e envelhecimento (RIZZON; MIELE, 2002).

Santa Catarina apresenta trés regides vitivinicolas definidas, denominadas de
Regido Tradicional que ocupa duas areas distintas no Estado, o Vale do Rio do Peixe, e
a regido Carbonifera no Sul do Estado; a segunda regido é denominada de Nova Regido,
e a terceira regido é definida como Super Nova ou de Altitude que abrange o Planalto
Serrano, com destaque para S&o Joaquim (ROSIER et al., 2004). A regido de S&o
Joaquim esta localizada em altitude entre 900 e 1400 m, difere-se de outras regides de
vinhos finos do Brasil, sobretudo, por apresentar clima viticola mais frio em relagéo as
demais regides brasileiras produtoras de vinhos finos. De modo geral apresenta diversas
condi¢es mesoclimaticas, que podem ser favoraveis para a maturacdo de variedades de
uvas em épocas mais tardias. Em consequéncia do regime térmico, a duragdo do periodo
da brotacéo a colheita das uvas é maior em S&o Joaquim, quando comparado com outras
regibes viticolas brasileiras. Estas condi¢bes climaticas consideradas unicas em todo o
territorio nacional possibilitam a elaboragdo de vinhos com coloragdo e aromas intensos
(BRIGHENTI; TONIETTO, 2004).

2 Fenologia e Maturagéo da uva

A fenologia pode ser definida como o ramo da ecologia que estuda os
fendmenos periddicos dos seres vivos e as suas relagdes com as condi¢cdes ambientais.
Na viticultura a fenologia desempenha importante fungéo, pois permite a caracterizagéo
da duracdo das fases do desenvolvimento da videira em relagdo ao clima, sendo
utilizada, principalmente, para interpretar como as diferentes regiGes climaticas
interagem com a cultura (SILVA et al., 2006). Assim a caracterizagdo das exigéncias
térmicas da videira mediante o conceito de graus-dias € utilizada por diversos autores
sendo um metodo eficiente para avaliar a duragdo do ciclo, a producgdo, a qualidade do
produto e prever a data da colheita (PEDRO—JUNIOR; SENTELHAS; MARTINS,
1994; MCCARTHY, 1997).

A Figura 1 apresenta 9 fases do desenvolvimento da videira, que representam as

principais fases fenoldgicas para as variedades de Vitis vinifera.
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Figura 1. Diferentes fases fenoldgicas de desenvolvimento do ciclo vegetativo da
videira. 1) periodo de repouso — gema dormente; 2) ponta verde; 3) folhas separadas; 4)
inflorescéncia; 5)botdes florais separados; 6) floragdo; 7) frutificacdo; 8) inicio da

maturacdo; 9) maturagéo plena (autor).
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O periodo de repouso das videiras (Figura 1) inicia entre o final do outono e
inicio do inverno, € caracterizado pela paralisacdo da multiplicacdo celular e queda das
folhas. Este periodo de dorméncia é revertido pelas baixas temperaturas, iniciando a
brotagdo, que ocorre devido a mobilizacdo das reservas acumuladas pela planta,
reiniciando as atividades fisiologicas. O processo de desenvolvimento das gemas
tornando as pontas verdes visiveis é seguido pelo aparecimento das folhas e pelo
processo de florescimento, que € influenciado pelas temperaturas e incidéncia de
chuvas. Apos a fertilizagdo das flores, inicia-se o desenvolvimento dos frutos, o qual
requer forte demanda de nutrientes. Neste periodo ocorre o fechamento do cacho e o
aumento do tamanho das bagas devido a expansdo celular. O ultimo periodo que
caracteriza a maturagdo das uvas inicia com a mudancga de coloragdo das uvas tintas,
ocorrendo a sinteses de varios compostos quimicos e estende-se até a colheita da fruta,
quando a maturacdo plena € atingida (JACKSON, 2000).

A maturacéo das uvas abrange o periodo que vai da mudanca de cor até a
colheita, normalmente com duracéo de 30 a 80 dias, dependendo da variedade de uva e
da regido de cultivo (AMORIM et al., 2006). Durante este periodo o desenvolvimento
da baga é dividido em trés fases (Figura 2), caracterizado por duas curvas sigmoides
denominadas de fase | e Ill, com um periodo intermedidrio plano entre elas,
representando a fase 11 (COOMBE, 1973).

| 1| 11

SR

Veraison

Peso da baga >

Tempo — >

Figura 2. Desenvolvimento da baga de uva durante o periodo da maturacdo
(KENNEDY; MATTHEWS; WATERHOUSE, 2000).
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A fase | é caracterizada pelo aumento do pericarpo com consequente expanséo
do volume da baga, assim como pelo aumento do nimero de sementes, que atingem seu
tamanho final neste estagio. Ha alta taxa de fotossintese devido a presenca da clorofila
no fruto. No inicio da fase Il ocorre pequena mudancga do tamanho da baga, o embrido
da semente se desenvolve com consequente endurecimento da camada que recobre a
semente. Este periodo é marcado por altos teores de acidos nos frutos. O Gltimo periodo,
fase Il1, é a ultima fase de crescimento do fruto, e o inicio deste periodo é denominado
de veraison (mudanca de coloracdo das bagas de uva), e ocorrem inimeras alteraces
nas bagas das uvas (KENNEDY; MATTHEWS; WATERHOUSE, 2000). Estas
alteragcdes nas bagas refletem em modificagcbes na sua composicdo (Figura 3). Dentre
estas modificacOes, pode-se citar aumento de volume e amolecimento da baga, acimulo
de acucares (glicose e frutose), diminuigdo pronunciada da acidez, aumento do pH,
desaparecimento da clorofila e consequente acumulo de pigmentos corantes na casca
das uvas tintas (antocianinas), sintese de substancias aromaticas e a modificagdo do
sabor (MOTA et al., 2006; LE MOIGNE et al., 2008).

/

Acidez

Tamanho relativo ou concentragéo

Antocianinas

I

nhicio da formagdo da fruta Veraisoh

—
amadurecimento

Figura 3. Alteragdes na composi¢do quimica durante a maturagdo da uva (WATSON,
2003).
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Diferentes critérios sdo utilizados para a determinacdo do ponto ideal da colheita
da uva, pois o estagio da maturacdo no qual esta é colhida condiciona a qualidade e o
produtos que serdo obtidos. LeMoigne, Symoneaux e Jourjon (2008) dividiram a
maturacdo da uva em trés tipos: maturacdo tecnoldgica, fenolica e aromética. A
maturacdo tecnoldgica corresponde ao estgio em que o acimulo de agucar na polpa é
maximo, a acidez € baixa e a relagdo agucar/acidez é alta (ROBREDO et al., 1991). A
maturacdo fendlica é definida como o estigio em que as cascas apresentam
concentragdes maximas de antocianinas e a concentracdo de taninos na semente tem
baixa contribuicdo para o teor de taninos totais (ROBREDO et al., 1991; KENNEDY;
SAUCIER; GLORIES, 2006). A maturagdo aromética corresponde a diminuicdo das
notas vegetais (SCHNEIDER et al., 2002). No entanto, a maturidade tecnoldgica e a
fendlica sdo mais utilizadas como indicador para monitorar o periodo de maturacéo da
uva (ROBREDO et al., 1991).

Os fatores ambientais, como o solo e o clima, influenciam fortemente na
qualidade das uvas e consequentemente na do vinho. A videira é influenciada por
diversos elementos meteorolégicos do clima, dentre eles temperaturas, chuvas, radiacéo
solar, ventos e umidade do ar, por isto, considera-se o clima como elemento importante
na definigdo das potencialidades das regides (DELOIRE et al., 2005). Ele interage com
0s demais componentes do meio natural, em particular com o solo, assim como com as
diferentes variedades de uva e com as técnicas agrondmicas aplicada na videira (LEAO;
SILVA, 2003). Na viticultura, consideram-se trés escalas climaticas: macroclima,
mesoclima e microclima. O macroclima ou clima regional corresponde ao clima médio
ocorrente num territdrio relativamente grande, exigindo, para sua caracteriza¢do, dados
de um conjunto de postos meteoroldgicos, durante longo periodo de tempo (geralmente
30 anos), sendo influenciado pela posicdo geografica (latitude, longitude e altitude). O
mesoclima que representa o clima local corresponde a uma situagdo particular do
macroclima. Normalmente, é possivel caracterizar um mesoclima através dos dados de
uma estacdo meteoroldgica, permitindo avaliar as possibilidades da cultura da uva. Em
regies viticolas, trata-se normalmente, de &reas pequenas, podendo fazer referéncia,
por exemplo, a situagdes bastante particulares do ponto de vista de exposicéo,
declividade ou altitude. O microclima refere-se as condigBes climéaticas de uma

superficie pequena, como por exemplo, dentro de um vinhedo, descrevendo o clima
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medido na cultura com a utilizacdo de aparelhos colocados sobre a planta (TONIETTO;
MANDELLI, 2009).

Deve-se considerar que as condi¢bes climaticas anuais exercem influéncia
preponderante na qualidade da uva, sendo que cada safra apresenta peculiaridades
especificas. Assim, para uma mesma variedade, ou para diferentes clones de mesma
variedade de uva, as condi¢Bes climéticas do periodo de maturagdo da uva podem
antecipar ou retardar a colheita, influenciando nas concentracbes de aglcares e de
acidos organicos, no teor de compostos fendlicos e volateis da uva (RIZZON; MIELLE,
2006).

3 Uva e o vinho Cabernet Sauvignon

A uva Cabernet Sauvignon (Figura 4) é considerada uma das variedades
viniferas de maior prestigio no mundo, é originaria de Bordeaux na Franca e comegou a
ser conhecida por volta do final do século XVIII e inicio do século X1X. Estudos sobre
a origem desta variedade indicam que, provavelmente, seja resultante do cruzamento
espontaneo, das variedades Cabernet Franc e Sauvignon Blanc também originarias de
Bordeaux (BOWERS; MEREDITH, 1997). Esta variedade foi introduzida no Brasil em
1921, mas somente depois da década de 80 seu plantio foi incrementado nos Estados do
Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, e atualmente apresenta-se difundida na maior

parte dos paises vitivinicolas.

Figura 4. Uva Cabernet Sauvignon, safra 2009, procedente de um vinhedo localizado

em Sé&o Joaquim-SC (acervo pessoal).



Capitulo 1 — Reviséo Bibliogréafica 27

A variedade Cabernet Sauvignon caracteriza-se por apresentar brotacdo e
maturagdo tardia, sendo relativamente vigorosa, com ramos novos de porte ereto, de
media producéo e elevada qualidade para vinificacdo. Apresenta cachos soltos, de
formato conico, com tamanho médio. A baga de formato esférico apresenta uma espessa
pelicula de coloragdo azul escura acentuada, sendo que a baga ndo se desprende
facilmente da r&quis e geralmente apresenta gosto herb&ceo ou vegetal (RIZZON,;
MIELE, 2002). Atualmente é uma das variedades de Vitis vinifera com maior demanda
para a implantagdo de novos vinhedos.

O vinho Cabernet Sauvignon € mundialmente reconhecido pelo seu caréter
varietal e destina-se a elaboragéo de vinho tinto de guarda. Caracteriza-se por apresentar
cor vermelha com reflexos violaceos acentuados, riqueza em taninos e complexidade de
aroma e buqué. Sensorialmente o vinho necessita de certo periodo de amadurecimento e
envelhecimento, a fim de torna-lo macio e suave. Em relagdo ao mosto, este apresenta
bom teor de agUlcar e acidez tituldvel adequada para a produgdo de vinho tinto, o qual se
caracteriza por apresentar teores elevados de &lcoois superiores (RIZZON; MIELE,
2002).

A uva e o vinho Cabernet Sauvignon produzidos no Estado de Santa Catarina,
Brasil, foram estudados quanto & influéncia de diferentes sistemas de condugdo sobre a
maturacdo da uva (FALCAO et al., 2008a), da altitude do vinhedo e do mesoclima na
maturagdo da uva, assim como a influéncia da altitude do vinhedo sob caracterizagéo da
fracio volatil dos vinhos (FALCAO et al., 2007; FALCAO et al., 2008b). Em relacio a
composicdo aromatica, foi observado que o local e a altitude apresentam influéncia
significativa na qualidade e quantidade de aromas nos vinhos. O aroma vegetal ou
herbaceo, caracterizado pela nota de pimentdo verde, representado pelo composto 2-
metoxi-3-isobutilpirazina (IBMP) foi predominante nos vinhos de maior altitude
(aproximadamente 1300 m), enquanto que nos vinhos com altitude em torno de 960 m
predominou as notas frutadas, representadas pela f-damascenona, que possivelmente foi
a responsavel em mascarar o aroma vegetal do IBMP (FALCAO et al., 2008c). No
entanto, ndo h& registros na literatura sobre a caracterizacdo e diferenciacdo de
diferentes clones da uva Cabernet Sauvignon, cultivadas na regido de S&o Joaquim,
Santa Catarina, e dos respectivos vinhos, quanto a composi¢do quimica e atividade

antioxidante.
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3.1 Clones da variedade Cabernet Sauvignon

A selecéo clonal tem permitido expressivos ganhos na viticultura, tanto em
quantidade como em qualidade de produgdo. No caso especifico das variedades da
espécie Vitis vinifera, os clones sdo selecionados sob o ponto de vista sanitario e
genético, buscando isengdo das principais viroses que atacam a videira, baseando-se na
origem policlonal, e na sensibilidade da espécie a ocorréncia e mutagdes somaticas
espontaneas. Na Franga, a selecdo clonal iniciou em 1960, a qual é realizada através de
duas etapas: selecdo sanitaria e agrondmica. A selecdo sanitaria tem como objetivo
aumentar a resisténcia da videira frente a acdo de parasitas e virus; enquanto que na
selecdo agrondmica os clones sdo avaliados em relacdo ao potencial tecnoldgico e as
caracteristicas produtivas e qualitativas para a certificacdo (ENTAV, 2010).

Inicialmente a selegéo orienta-se principalmente pelas diferengas na morfologia
e no potencial produtivo das plantas. Considerando o potencial genético da planta ha
muitos fatores que podem influenciar significativamente o potencial produtivo e a
qualidade, como por exemplo, a localizacdo geogréfica, o clima, a composigéo do solo,
0 regime hidrico, o porta enxerto, o sistema de condugdo e a safra (PELSY, 2010). Por
isto clones cultivados em diferentes locais, podem apresentar caracteristicas produtivas
e enoldgicas distintas.

Para ser considerado um clone, este deve apresentar alguma caracteristica
diferente da planta matriz, assim como dos outros clones, mesmo que estas diferencas
sejam muito pequenas. Cabe ressaltar que as diferengas observadas entre os clones de
uma mesma variedade costumam ser muito menores que aquelas entre duas variedades,
no entanto estas diferengcas podem ser muito importantes para a viticultura. Clones
podem diferir em relacdo ao tempo de duragdo do ciclo fenoldgico ou de cada fase
fenoldgica, na produtividade, na qualidade dos frutos, entre outros aspectos, assim como
diferentes clones apresentam a habilidade de produzir vinhos com distintas
caracteristicas organolépticas. Muitos estudos séo realisados para diferenciar clones de
uma mesma variedade de uva, e tem demonstrado que h& diferengas entre os clones
tanto em relagdo a qualidade produtiva, componentes de rendimento das uvas, quanto
nos parametros fisico-quimicos, compostos fendlicos flavonoides e ndo-flavonoides e
também na composicdo aromatica (GOMEZ-PLAZA; GIL-MUNOZ; MARTINEZ-
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CUTILLAS, 2000; ALONZO; BLANCO; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2004; ZAMUS;
MARTINEZ; VILANOVA, 2007).

A variedade Cabernet Sauvignon, apresenta 19 distintos clones de selecéo
francesa todos devidamente registrados. Estes clones atendem as diferentes exigéncias
de producéo, e no caso especifico da selecdo clonal francesa, sdo divididos em 4 grupos
(A, B, C e D) de acordo com o seu potencial produtivo. Dentre os vérios clones da
Cabernet Sauvignon, pode-se citar os clones 169 e 685. O clone 169 tem origem de
Gironde na Franca (1972), é classificado no grupo A, o qual é caracterizado por
producdo limitada e baixa, apresenta baixa fertilidade, produz cachos com peso médio,
com bom teor de agucares e origina vinhos equilibrados com taninos redondos. O clone
685 foi originado nos Pirineus, na Franca (1980), esté classificado no grupo B, sendo
caracterizado por uma produtividade que varia de média a superior, a fertilidade é
media, produz cachos de peso médio com alto potencial de aglcares, originando vinhos
muito equilibrados (ENTAV, 2010).

4 Principais compostos presentes em uvas e vinhos

4.1 Agucares totais

Os agucares sdo a categoria de carboidratos distinguiveis devido a presenca de
muitos grupos hidroxilas e um grupo cetona ou aldeido. Os agucares sdo produzidos
durante a fotossintese nos vegetais, sendo que em uvas 0s principais agucares sdo a
glicose e frutose. No inicio da maturacdo ha o predominio da glicose, mas a medida que
a maturagdo avanca a relagdo glicose/frutose diminui, atingindo um ponto que o teor dos
dois agucares se equivalem. Também podem ocorrer diferentes tipos de aglcares em
uvas, porem em quantidades significativamente menores. A sacarose raramente é
encontrada em variedades da espécie Vitis vinifera, no entanto pode estar presente em
até 10 % dos frutos de outras espécies de uva (Vitis labrusca, bourquina, entre outras).
A sacarose, se natural ou adicionada, € enzimaticamente hidrolisada em glicose e
frutose durante a fermentacdo. As uvas contem ainda pequena quantidade de agucares

nao fermentesciveis sendo estes encontrados também nos vinhos. Esses aglicares sao as
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pentoses, principalmente arabinose e xilose (JACKSON, 2000; RIBEREAU-GAYON et
al., 2006).

O conteudo de aglcar nas uvas depende, principalmente, da espécie, da
variedade e do grau de maturacdo. As variedades Vitis vinifera, geralmente produzem
20 % ou mais de agucares na maturacdo, enquanto que outras espécies, como Vitis
labrusca e rotundifolia, produzem uma quantidade menor, requerendo a adicdo de
aclcar exodgeno para se obter o conteldo minimo de 10-12 % de &lcool. O teor de
aclcares nas uvas é caracterizado como sdlidos soluveis totais (SST), sendo que o
método mais comum para a determinacdo de SST é através da refratometria do mosto
expresso em °Brix. Durante a fermentacéo alcodlica as leveduras utilizam a glicose e a
frutose como fonte de energia, no entanto, ha a preferéncia por glicose, gerando no final

da fermentag&o residuos de frutose (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

4.2 Alcoois

O contetdo alcodlico de um vinho influencia na sua estabilidade, assim como
nas propriedades sensoriais, pois sdo responsaveis por influenciar no ‘corpo’ do vinho e
no sabor. Dentre os &lcoois produzidos durante a fermentacdo, o etanol é o que
apresenta maior importancia para o vinho, no entanto hé outros que também contribuem
significativamente nas propriedades sensoriais, como o glicerol, alcoois superiores e o
metanol (ZOECKLEIN et al., 1995).

A producdo de etanol pelas leveduras é dependente do teor de oxigénio
disponivel no meio e da disponibilidade de agUcares. No entanto a maioria das leveduras
sdo inibidas quando a concentragdo de alcool é superior a 14 %. O metanol que é um
produto toxico para a salde humana, é encontrado em baixa concentragdo nos vinhos
Vitis vinifera, pois é originado a partir da degradacdo enzimatica das substancias
pécticas, e a uva apresenta baixa concentracdo de pectina. O glicerol é um subproduto
da fermentacdo alcodlica, sendo produzido e acumulado pelas leveduras em resposta ao
estresse osmotico do meio, e contribui paras as caracteristicas sensoriais do vinho. Em
relacdo aos alcoois superiores apresentam como principal fungdo contribuir para as
caracteristicas sensoriais, sendo que sua formacdo estd diretamente relacionada as

préticas enoldgicas, como por exemplo, altas temperaturas durante o processo de



Capitulo 1 — Reviséo Bibliogréafica 31

fermentagdo e presenca de oxigénio (JACKSON, 2000; RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

4.3 Acidos organicos

O perfil e a concentracdo dos niveis de &cidos organicos, principalmente os
acidos tartarico, malico e latico sdo importantes pardmetros de qualidade para as uvas,
mostos e vinhos durante o processamento e no produto final. De modo geral, durante o
processo de fermentacdo e envelhecimento do vinho, os acidos estdo envolvidos em
reagdes que determinam a formac&o de ésteres, os quais influenciam o aroma do vinho.
O contelido de &cido organico em mostos e vinhos influencia ndo somente o balanco de
flavor, aroma e cor, mas também a estabilidade quimica e o pH do meio, refletindo na
qualidade final do vinho (ROMERO; MUNOZ, 1993).

O contetdo de &cidos organicos na uva varia de acordo com as condigdes
climaticas, solo, variedade da uva, localizacdo do vinhedo, como também com as
préticas agrondmicas. Nas uvas os acidos organicos predominantes sdo o malico e o
tartarico sendo que o succinico e o citrico estdo em menor concentracdo. Em relagdo ao
vinho, estdo presentes os acidos provenientes da uva (&cidos tartarico, malico e citrico)
e aqueles originados durante os processos de fermentacdo (acidos succinico, latico e
acético) (VILJAKAINEN; LAAKSO, 2000).

O é&cido tartérico é o principal &cido presente nas uvas, encontrado em um
pequeno nimero de espécies vegetais. Caracteriza-se por ser um acido forte, por isto
interfere diretamente no pH do vinho, sendo resistente a respiragdo oxidativa. O &cido
malico natural da uva é o isdbmero L(-), é considerado um &acido fraco e pouco resistente
a respiracdo oxidativa. Na videira a sintese de acido maélico resulta de uma reagéo
secundaria da fotossintese, ocorrendo principalmente nas folhas da videira, no entanto
também ¢é sintetizado no grdo em formacgdo até o inicio da fase de maturacdo
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006). No inicio da maturagéo € encontrado o maior teor
de &cido malico nas uvas, sendo que a partir do veraison, observa-se que as reacdes de
degradacdo sdo superiores as de sintese, determinando na redugdo da sua concentragéo
até o periodo da colheita. No entanto, as diferentes variedades de uva apresentam
distinta capacidade de acumular ou degradar o acido maélico, o que é dependente,

principalmente, da temperatura local. Ao contrario do &cido mélico, a concentracdo do
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tartdrico ndo declina marcadamente durante o periodo de maturacdo, sendo este
metabolizado por poucos microrganismos.

O monitoramento da evolucéo do contetdo de &cido tartarico e malico durante o
periodo de maturagdo é um importante pardmetro de qualidade da uva, sendo
amplamente utilizada a raz&o &cido tartarico/acido malico como um indicativo do grau
de maturagdo da uva, contribuindo para definir o momento de sua colheita (RIZZON;
SGANZELA, 2007).

No vinho, o monitoramento do conteldo dos &cidos orgénicos é de grande
utilidade para verificar a evolugdo da acidez durante o processo de vinificagdo. No
decorrer da fermentacdo o &cido tartdrico tem sua concentracdo diminuida pela
precipitacdo sob a forma de cristais de bitartarato de potéssio. A concentragéo de acido
malico também diminui, podendo ser transformado em etanol ou em &cido latico
durante a fermentagdo malolatica (LAMIKANRA; INYANG; LEONG, 1995).

Dentre os acidos produzidos durante a fermentacéo, o &cido acético é o principal
constituinte da acidez volatil, mas ha outros &cidos que também contribuem, como por
exemplo, os acidos butirico e formico. O acido acético € originado do acetaldeido e sua
presenca é comum em baixas concentragcdes no vinho. Niveis elevados deste acido sdo
indicativos de contaminagdes no vinho por bactérias acéticas. O acido latico é originado
a partir do &cido malico, produzido durante a fermentacdo malolatica, a qual tem como
beneficio fornecer ao vinho maior maciez. Tragos de acido succinico sdo encontrados
em todos os vinhos, o qual é oriundo do metabolismo das leveduras e sua presenca esté
relacionada com a acidez total e com o enriquecimento no sabor e aroma do vinho
durante o envelhecimento (VILJAKAINEN; LAAKSO, 2000; ZzOTOU; LOUKOU,;
KARAVA, 2004).

4.4 Compostos fendlicos da uva e do vinho

Os compostos fenolicos sdo constituintes fundamentais dos vegetais, presentes
principalmente em plantas, raizes e frutas. Sdo definidos como substancias que possuem
um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Na uva estes compostos séo principalmente encontrados nas cascas e
sementes, sendo que o conteldo na polpa € muito pequeno. Sua concentracdo depende

da variedade da uva e é influenciada pelos fatores viticolas e do meio ambiente, como o
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estdgio de maturagdo, condicbes climaticas e solo. No vinho sdo produzidos pelo
metabolismo das leveduras, extraidos da polpa, casca e semente das uvas durante o
periodo de maceracéo assim como sdo oriundos da madeira durante envelhecimento em
barrica (MAZZA, 1995; GOMEZ-ALONSO; GARCIA-ROMERO; HERMOSIN-
GUTIERREZ, 2007).

Os compostos fendlicos constituem um dos mais importantes pardmetros de
qualidade dos vinhos, pois contribuem para suas caracteristicas organolépticas (cor,
adstringéncia e flavor), assim como séo considerados importantes compostos bio-ativos
(atividade antimicrobiana, antiinflamatoria e antioxidante) (MAZZA; MINIATI, 1993;
SIGLETARY et al., 2003). Ha dois grupos distintos de compostos fenolicos presentes

nas uvas e no vinho: ndo-flavondides e flavonoides.

Né&o-flavondides

Os compostos ndo-flavondides presentes em uvas e vinhos sdo denominados de
acidos cindmico e benzoico (&cidos fendlicos) e estilbenos, ao qual pertence o
resveratrol (Figura 5).

Nas uvas e no vinho o mais comum ndo-flavondide € o &cido hidroxicindmico,
que se encontra na casca e polpa, sendo que no vinho tinto, os derivados do &cido
cindmico mais comuns sdo os &cidos ferrdlico, p-cumarico e o cafeico (Figura 5A)
(SPACIL; NOVAKOVA; SOLIDH, 2008). Estes compostos estdo comumente
esterificados em agUcares, alcoois e aos acidos organicos. As formas livres destes acidos
ndo sdo encontradas nas uvas, podendo ser detectadas no inicio do processo de
maceracdo, devido a ocorréncia de reagbes enzimaticas hidroliticas. A principal funcéo
destes compostos & a participagdo nas reacOes de oxidacdo que conduzem ao
acastanhamento de mostos e vinhos e nas reagfes com as antocianinas, agindo como
copigmentos (SINGLETON, 1987; JACKSON, 2000).

Dentre os &cidos derivados do &cido benzoico presentes na uva e no vinho
destacam-se 0s &cidos siringico, vanilico e em maior quantidade o &cido gélico (Figura
5B), sendo este Ultimo o Unico que pode ser também extraido da polpa das uvas. Em
menor concentracdo ha outros acidos benzoicos como o protocatéico e o gentisico.
Encontram-se nas uvas na forma de éster e durante o processamento do vinho séo
lentamente hidrolizados, apresentando-se na forma de compostos livres. Vinhos que

passam por envelhecimento em barricas apresentam elevados niveis de derivados
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hidroxibenzdicos, principalmente do &cido eldgico. Estes compostos ndo exercem
influéncia direta no flavour dos vinhos, mas estdo relacionados no aparecimento de
fendis volateis com conseqiientes alteragbes aromaticas (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

(A)
R R Derivados cinamicos R: R, Rs3
2 Acido p-cumarico H OH H
HO ~ Ry Acido cafeico OH OH H
(0] Acido ferdlico OCH; OH OCHs
(B)
o Ry Derivados Benzéicos R R»
}x_@,gg Acido galico OH OH
HO Acido vanilico OCHs H
Acido siringico OCH; OCH;
©)

trans-resveratrol cis-resveratrol

Figura 5. Estrutura geral dos ndo-flavonoides mais encontrados em uvas e vinhos: (A)
derivados do &cido cindmico; (B) derivados do acido benzoico; (C) estiloenos (SPACIL;
NOVAKOVA; SOLIDH, 2008).
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Em relacdo aos estilbenos, o resveratrol (3-4’-5-hidroxiestilbeno) (Figura 5C) é
0 composto majoritario presente tanto nas uvas como no vinho, principalmente em
vinhos tintos. Pode ser encontrado na forma de dois isdbmeros: cis ou trans-resveratrol,
assim como na forma glicosilada. A forma trans é a predominante nas uvas, localizada
nas cascas, sendo que a forma cis ndo est4 naturalmente presente em uvas, no entanto
pode ser produzida por irradiagédo UV, assim como pode ser encontrado na maioria dos
vinho devido as técnicas aplicadas para vinificacdo (MONAGAS et al., 2005). Estudos
demonstram que o trans-resveratrol € sintetizado nas uvas em resposta as infeccdes
microbianas ou ao estresse, no entanto, também é originado apds tratamento quimico,
como a aplicacdo de herbicidas, assim como pela exposi¢cdo a luz ultravioleta.
(CANTOS et al., 2003; CLARE; SKURRAY; SHALLIKER, 2005). O contetdo de
resveratrol pode variar de acordo com a variedade da uva, fatores climaticos, assim
como pelas praticas agricolas utilizadas (CHO et al., 2006; MORENO; CASTRO;
FALQUE, 2008). No vinho os niveis de resveratrol sio influenciados pelas técnicas de
vinificacdo, como por exemplo, o tempo de maceracdo e também durante o
envelhecimento do vinho (BURNS et al., 2001; STERVBO; VANG; BONNESEN,
2007). Pesquisadores evidenciaram que o0 resveratrol exerce efetiva atividade
antioxidante na saude humana (FRANKEL; WATERHOUSE; TEISSEDRE, 1995).

Flavonoides

Os flavondides sdo compostos fendlicos que se caracterizam por um esqueleto
basico e comum C6-C3-C6. A estrutura base consiste em dois anéis aromaticos ligados
por um anel pirano. Podem ocorrer na forma livre, glicosilada ou acilada. Os
flavonoides mais comuns presentes em vinhos tintos sdo as antocianinas, flavandis e
flavondis, diferenciados pelo grau de insaturacéo e oxidagéo, sendo estes responsaveis
pelas caracteristicas de cor e estrutura dos vinhos (ZOECKLEIN et al., 1995; SPACIL;
NOVAKOVA; SOLIDH, 2008).

Antocianinas

As antocianinas sdo compostos que pertencem a familia dos flavondides e s&o
responsaveis pela enorme diversidade de cores das flores e dos frutos (Figura 6)
(DANGLES; WIGAND; BROUILLARD, 1992). Geralmente estdo localizadas nos
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vactolos epidérmicos das células vegetais; podem ser encontradas em frutas, flores,
raizes, hastes, folhas e sementes (SAONA-RODRIGUEZ; GIUSTI; WROLSTAD,
1998).

Figura 6. Estrutura do cétion flavilium (MAZZA; MINIATI, 1993).

S8o substdncias polidroxi e polimetoxi derivadas do céation flavilium e
glicosidios de antocianidinas, sendo normalmente glicosiladas nas posicoes 3 e 5. Elas
diferem do restante do grupo dos flavondides por absorverem fortemente na regido
visivel do espectro e pela capacidade de formar estruturas ressonantes atraves da
variagdo do pH (MAZZA; MINIATI, 1993).

Os precursores da biossintese das antocianinas sdo os flavondis-3,4-cis-diois ou
leucoantocianidinas. E conhecido que a biossintese das antocianinas da videira segue a
formacéo de chalcona — flavonona — dihidroflavonol — antocianidina — antocianina
(MAZZA; MINIATI, 1993). Diversos fatores agem interferindo na biossintese das
antocianinas, entre eles as condi¢des climaticas, luz, temperatura, tipo de solo e as
préticas agricolas aplicadas (ROGGERO; COEN; RAGONNET, 1986).

Antocianinas das uvas sdo baseadas em cinco agliconas que diferem entre si
pelos radicais de substituicdo no anel B (Tabela 1). Em sua forma glicosilada, ocorrem
exclusivamente como 3-glicosidios nas variedades de vinifera, e como 3,5-diglicosidios
em espécies americanas (V. riparia, V. Ruprestris, entre outras) e em variedades
hibridas (HEREDIA et al., 1998; GIUSTI; SAONA-RODRIGUEZ; WROLSTAD,
1999). Nesta forma glicosilada, apresentam maior estabilidade.  Somente as
antocianinas monoglicosidicas e aciladas tém sido identificadas em uvas e vinhos de
variedades de Vitis vinifera (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). As principais
antocianinas presentes em uvas Cabernet Sauvignon séo delfinidina 3-glicosideo,

petunidina 3-glicosideo e em maior concentragdo a malvidina 3-glicosideo
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(SOMAATMADJA; POWERS, 1963; BURNS et al.,, 2002). A concentragdo de
antocianinas nas uvas pode diferir daquela presente no respectivo vinho, o que pode ser
atribuido, principalmente, aos fatores enoldgicos, como o processo de maceracdo e
extracdo dos pigmentos (REVILLA et al., 2001).

Tabela 1. Principais antocianidinas (agliconas) presentes em uvas Vitis vinifera.

Antocianidina R1 R2
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH3; H
Petunidina OCH3; OH
Malvidina OCHs OCHj3

Fonte: Mazza e Miniati (1993).

Além da funcéo de colorir, também apresentam outras fun¢des nas plantas como
protecdo da radiacdo UV, defesa contra patdgenos e polinizacdo (MARTENS et al.,
2003). As antocianinas também apresentam efeitos benéficos a saide como atividade
antioxidante  (RIVERO-PEREZ; MUNIZ; GONZALEZ-SANJOSE, 2007),
anticarcinogénica (KONG et al., 2003), inibicdo da oxidacdo lipoprotéica e da
agregacdo plaquetdria (GHISELLI et al., 1998), e protecdo contra doengas
cardiovasculares (FALCHI et al., 2006). Considerando todos esses efeitos benéficos,
nos ultimos anos o interesse por antocianinas aumentou consideravelmente devido a
aparente auséncia de toxicidade, as suas propriedades funcionais associadas e também

porque esses pigmentos sdo ambientalmente seguros (KAPADIA et al., 1997).

Flavonois

Os flavondis sdo compostos oriundos da biossintese dos flavonoides,
caracterizados pela presenca de uma insaturacdo no anel heterociclico e um grupamento
hidroxila na posicdo 3 (Figura 7). Nas uvas encontram-se na forma de glicosideos,
principalmente nas casas, no entanto, por serem susceptiveis a hidrolise, nos vinhos

encontram-se na forma livre (agliconas).
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Ry
OH
Flavonol R1 Ro Rs3
HO O -
O | R, Quercetina OH H H
0 Mircetina OH OH H
OH O ﬁs Campferol H H H

Figura 7. Estrutura geral de um flavonol e suas agliconas indicando a substituicdo dos
radicais (BOOTS; HAENEN; BAST, 2008).

Séo predominantemente sintetizados nas cascas das uvas, sendo que o principal
flavonol reportado em uvas é a quercetina encontrada em maior concentracdo, no
entanto em vinhos tintos pode-se destacar além da quercetina, o campferol e a mircetina
(MATTIVI et al., 2006; FANG et al., 2007). Pesquisas afirmam que vinhos Cabernet
Sauvignon contem maior concentragéo de flavonois que outras variedades Vitis vinifera
(MCDONALD et al., 1998).

Embora seja uma familia minoritéria nas uvas, os flavondis podem ter um papel
importante na evolucdo da cor dos vinhos tintos através de processos de co-pigmentacéo
com as antocianinas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Estudos demonstram que a
quercetina presente no vinho, desempenha atividade antioxidante in vivo e in vitro, o
que consequentemente reflete em efeitos benéficos a saide (EDWARDS et al., 2007;
BOOTS; HAENEN; BAST, 2008).

Flavanois

Os flavandis presentes nas uvas sdo representados principalmente por flavan 3-
ois e proantocianidinas. O primeiro grupo encontra-se, principalmente, na forma livre
representado por (+)-catequina e (-)-epicatequina (Figura 8A), sendo que nas uvas a
catequina esta presente em maior concentracdo. Estes compostos sdo extraidos das
cascas e sementes da uva e durante o processo de vinificagdo e envelhecimento do vinho
sofrem transformagdes estruturais atraves de reagdes de oxidagdo e condensacdo que

influenciam na adstringéncia e cor dos vinhos (MATEUS et al., 2003).
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O segundo grupo referente as proantocianidinas (Figura 8B), também
denominadas de taninos condensados, é representado pelas procianidinas que sdo
oligdbmeros e polimeros de catequina e epicatequina. Nos vinhos tintos a procianidina
majoritaria é a B1 (CIMINO et al., 2007). No vinho apresentam propriedades quimicas
diversas, como quelantes de metais, capacidade de complexagdo com macromoléculas
que reflete na clarificacdo e estabilizacdo do vinho. Além disto, apresentam importantes
propriedade farmacol6gicas como atividade antioxidante, antinflamatéria e
anticarcinogénica (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

(A)
id Flavan 3-ol R: R, Rs
OH _
(+)-Catequina H OH H
R, (-)-Epicatequina | OH H H
(B)
O__OH Procianidinas| Ry R, Rs Ry
F Bl OH H H OH
B2 OH H OH H
B3 H OH H OH
B4 H OH OH H

Figura 8. Estrutura geral dos flavanois: (A) flavan 3-ol; (B) proantocianidinas e os
principais derivados indicando a substituicio dos radicais (SPACIL; NOVAKOVA;
SOLIDH, 2008).
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Devido aos mdltiplos fatores que afetam a extracdo dos polifendis, ndo é
surpreendente que o contetdo de compostos fendlicos apresenta grande variagdo entre
as diferentes variedades, ou entre a uva e o respectivo vinho, que outros constituintes.
Em adicdo, estes compostos também sdo marcados por alteracfes qualitativas na sua
estrutura durante o envelhecimento quando comparado aos outros constituintes do

vinho.

5 A cor dos vinhos

A cor é um dos principais pardmetros de qualidade dos vinhos e exerce forte
influéncia na aceitabilidade pelo consumidor. Fornece informagdes dos possiveis
defeitos, da idade e da evolucio do vinho durante a estocagem (PEREZ-MAGARINO;
GONZALEZ-SAN JOSE, 2002). A cor dos vinhos esta intimamente relacionada com os
compostos fenolicos presentes, principalmente as antocianinas, que sdo extraidos da
casca das uvas durante a maceracdo e transferidos para o mosto (SOMERS; EVANS,
1977; GOMEZ-PLAZA; GIL-MUNOZ, MARTINEZ-CUTILLAS, 2000).

A cor dos vinhos sofre influéncia de muitos parametros, tais como, a variedade
da uva, as técnicas de vinificagdo principalmente devido as diferencas existentes nas
condicBes de extracdo, e das numerosas reacOes que ocorrem a partir do inicio do
processamento da uva (AUW et al., 1996). Além disto, a cor é influenciada pelo pH,
atividade enzimatica, presenca de dioxido de enxofre, concentracdo de oxigénio e
temperatura do meio (GLORIES, 1984; DALLAS; RICARDAO-DA-SILVA;
LAUREANO, 1996). Dentre estes fatores, o pH e o dioxido de enxofre exercem
importantes efeitos a ser considerados (Figura 9).

Em vinhos jovens as antocianinas ocorrem predominantemente como um
dindmico equilibrio entre 4 formas moleculares: cation flavilium, chalcona, base
quinoidal, pseudobase carbinol. O baixo pH do vinho contribui para a existéncia em
maior proporcdo do cation flavilium, conferindo coloragdo vermelha, assim como
impede a hidrolise das antocianinas em suas respectivas agliconas. Também, a presenca
de altas concentracbes no meio de dioxido de enxofre exerce irreversivel
branqueamento das antocianinas com conseqiiente perda da cor do vinho (RIBEREAU-
GAYON et a., 2006).
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Figura 9. Equilibrio entre as varias formas de antocianinas presentes no vinho
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

As antocianinas em uvas Vitis vinifera existem exclusivamente na forma de
mondmeros. No entanto, durante as primeiras etapas dos processos de vinificagdo
ocorre, atraves de reagdes quimicas, a formagdo de complexos entre antocianinas
monoméricas e um cofator, também conhecido como copigmento (compostos nédo
coloridos). A copigmentacdo resulta, geralmente, em um aumento na absorbancia,
seguido ou ndo de um deslocamento no comprimento de onda de maxima absorcdo do
pigmento. A copigmentacdo tem importancia critica no entendimento da relagdo entre a
composic¢do da uva e a cor do vinho, na variagdo da cor e concentragdo de pigmento,
bem como, em todas as rea¢Oes envolvendo as antocianinas durante o envelhecimento

do vinho. Antocianinas copigmentadas apresentam maior estabilidade no vinho devido
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repelir a agua e consequentemente impedir o ataque nucleofilico (AUBERT;
DANGLES; AMIOT, 2001; BOULTON, 2001). No entanto, Gutiérrez, Lorenzo e
Espinosa (2005) demonstraram que a porcentagem de antocianinas copigmentadas
diminui consideravelmente ao longo do tempo de guarda do vinho.

A associacdo entre 0s pigmentos e copigmentos, envolvem glicosidios de
antocianinas, acidos fendlicos, flavonois, flavanois e fendis volateis. Varias sdo as
formas de complexacdo dos pigmentos antocidnicos com outros componentes presentes
nos vinhos, sendo os taninos considerados os melhores copigmentos existentes.
Essencialmente, as reacdes envolvem taninos condensados e antocianinas através de
associagOes ndo-covalentes. Os efeitos na coloragdo do vinho dependem da natureza e
da concentragdo do pigmento e co-pigmento, da razdo entre eles, do pH, como também
do contetido de etanol (FULCRAND et al., 1998; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

As mudancas progressivas da cor sdo inevitaveis devido a reatividade dos
constituintes fendlicos, por isto, a evolu¢do da cor durante o tempo de guarda dos
vinhos € atribuida as alteragBes progressivas dos compostos fendlicos, principalmente as
antocianinas. Outro mecanismo envolvido na estabilizagdo da cor dos vinhos é através
da reagdo direta entre as antocianinas e subprodutos como o acetaldeido, acido piravico
e vinilfendis, originando pigmentos chamados de piroantocianinas (Figura 10), que sdo
produtos de cicloadi¢do. Estes compostos sdo altamente resistentes e estaveis frente a
acdo do didxido de enxofre. As piroantocianinas contribuem principalmente para a
tonalidade alaranjada dos vinhos, que é caracteristica de vinhos envelhecidos
(RENTZSCH; SCHWARZ; WINTERHALTER, 2007).

(a) (b)
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Figura 10. Estrutura quimica das piroantocianinas: (a) Visitina A; (b) Visitina B
(RENTZSCH; SCHWARZ; WINTERHALTER, 2007).
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Durante o tempo de guarda do 4vinho as antocianinas sofrem reagOes de
condensacgdo que resultam fundamentalmente da reacéo direta entre proantocianidinas e
antocianinas originando compostos sem cor; e também reacbes mediadas com o
acetaldeido entre antocianina e flavonol, o que origina pigmentos poliméricos (escuros)
(REMY et al., 2000). A formagdo destes pigmentos derivados das antocianinas s&o
considerados as causas das altera¢des da cor inicial vermelho brilhante dos vinhos tintos
jovens para vermelho tijolo, caracteristico de vinhos envelhecidos o que se refere a
diminuicdo das antocianinas monomeéricas e a um aumento nos pigmentos polimeéricos
(ALCALDE-EON et al., 2006; RIVAS et al., 2006). Segundo Gdmez-Cordovés e
Gonzélez-SanJose (1995) as alteracbes que ocorrem nos vinhos sdo mais intensas
durante o envelhecimento em madeira (reagdes de oxidagdo) devido a maior presenga
do oxigénio do que durante o envelhecimento na garrafa.

Durante o tempo de envelhecimento do vinho as reagdes de oxidagdo conduzem
a uma diminuicdo da concentracdo de antocianinas livres, principalmente de cianidina,
petunidina e delfinidina, que sdo degradadas em alguns meses, no entanto a malvidina
pode permanecer presente no vinho durante dois ou trés anos (GLORIES, 1978). Por
isto, devido a sensibilidade das antocianinas livres para as reacOes irreversiveis de
degradacdo, é preferivel que ocorra estas reacfes de polimerizagdo durante o tempo de
maturagdo do vinho, com intuito de conferir maior protecdo da sua coloragéo
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

6 AlteragBes dos compostos fendlicos: barril e garrafa

O envelhecimento de um vinho pode ser caracterizado pelo desenvolvimento
equilibrado de vérios compostos responsaveis pela cor, aroma e flavor. No entanto a
velocidade com que estas modificagdes ocorrem € diferente para cada amostra de vinho,
dependendo tanto de condigdes externas, incluindo os fendmenos oxidativos (O e SO5),
temperatura e tempo, como também da composi¢do do vinho, como a concentracdo de
polifendis, e a razdo entre pigmentos e taninos. A duracdo do processo de
envelhecimento do vinho é altamente varidvel e depende da origem deste vinho, da

variedade e da qualidade das uvas.
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A Figura 11 demonstra as reacbes que ocorrem durante o tempo de
envelhecimento, seja em barril como na garrafa, e que alteram a composi¢éo do vinho,
refletindo na cor, aroma e sabor. Dentre estas reagdes destacam-se: a oxidagéo, reacoes
mediadas pela temperatura, e aquelas que ocorrem devido o tempo de armazenamento.

A oxidagdo € promovida por vérios fatores: aeracdo do vinho durante
envelhecimento em barril; introducdo controlada de oxigéncio; e pela presenca de
compostos oriundos da madeira, como por exemplo, os taninos elagicos. Estas reacdes
sdo desejaveis para intensificar e estabilizar a cor e suavizar o sabor, no entanto devem
ser estritamente controladas, pois podem causar deterioragdo irreversivel no vinho.
Ocorrem com maior intensidade quando o vinho é envelhecido em barril. O excesso de
oxigénio pode causar quebra oxidativa das antocianinas, desenvolvimento da coloragéo
laranja e oxidacdo do &cido tartarico originando compostos de cor amarela. Todas estas
reacOes dependem da concentragdo relativa de taninos e antocianinas, assim como do
tipo de tanino presente (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

A temperatura também € um fator importante para o desenvolvimento de reacdes
que refletem na mudanga da cor dos vinho. Quando é utilizado temperatura acima de
20°C pode desencadear a formacéo de compostos através da quebra das procianidinas
que irdo formar complexos alterando a coloracdo do vinho, além disto, promove a
degradacéo das antocianinas (SOMERS; EVANS, 1986; GOMEZ-PLAZA et al., 2000).

Durante o tempo de envelhecimento em garrafa, que representa um meio
impermeével ao oxigénio, inicialmente, ocorrem reacdes de oxidacéo no vinho, que sdo
muito leves. No entanto, as principais transformagdes independem da oxidagdo, com
destaque para aquelas que envolvem a condensagéo de antocianinas (desencadeando a
cor vermelho-alaranjado) e polimerizagdo de taninos. A temperatura alta durante o
envelhecimento também favorece estas reacBes e € responsavel por acelerar o
envelhecimento (DALLAS; LAUREANO, 1994; WANG; RACE; SHRIKHANDE,
2003).
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Figura 11. Representacdo das principais alteracbes que ocorrem com o0s compostos fendlicos (A= antocianinas; T = taninos) durante o
envelhecimento do vinho. Y: produto das antocianinas degradadas; A-T: combinacdo entre antocianinas e taninos; T-P: combinacéo
polissacarideo-tanino ou proteina-tanino; TC: tanino condensado; Td: tanino degradado; ppo: polifenoloxidase (RIBEREAU-GAYON et al.,

2006).
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7 Atividade antioxidante

As reagdes de oxidagao nos sistemas bioldgicos induzem a formacéo de radicais
livres no organismo. Estes compostos, devido sua estrutura quimica, sdo altamente
reativos, agindo sob muitas moléculas bioldgicas do organismo, como os lipidios,
carboidratos, proteinas e o DNA. Estas espécies promovem reacdes de oxidagdo
podendo danificar membranas e contetdos celulares, sendo associados a doencas
degenerativas, cardiovasculares assim como inflamagdes cronicas (CHEUNG;
CHEUNG,; OOl, 2003).

Com o intuito de identificar substancia que apresentam efeitos protetores,
pesquisas evidenciaram que os compostos fendlicos, presentes em frutas e vegetais,
apresentam alta capacidade antioxidante. As uvas sdo ricas em compostos fendlicos,
como por exemplo, os flavondides (catequina, epicatequina, quercetina, antocianinas) e
0 resveratol, os quais sdo principalmente encontrados em produtos derivados de uvas
tintas (FULEKI; RICARDO-DA-SILVA, 2003). Os compostos fendlicos das uvas tém
merecido aten¢do ndo somente devido ao seu importante papel na elaboragdo de
produtos derivados da uva, mas também pelos seus potenciais efeitos benéficos a satde.
Estes efeitos benéficos estdo relacionados com propriedades bioquimicas e
farmacoldgicas, incluindo atividades antioxidante in vivo (WANG et al., 2006) e in vitro
(FERNANDEZ-PACHON; VILLANO; GARCIA-PARRILLA, 2004; CIMINO et al.,
2007), propriedades antiinflamatoria, anticarcinogéncias e protecdo contra doencas
cardiovasculares (FRANKEL et al., 1998; SIGLETARY et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que os compostos fendlicos apresentam propriedades
antioxidantes e exercem, portanto, um efeito protetor contra os danos oxidativos das
células (LOPEZ-VELEZ; MARTINEZ-MARTINEZ; DEL VALLE-RIBES, 2003). O
efeito antioxidante destes compostos ocorre por agirem como sequestradores das
espécies reativas de oxigénio (“scavengers”) e também como quelantes de cétions
divalentes (HANASAKI; OGAWA; FUKUI, 1994). Acredita-se que atuem como bons
“scavengers” por reagir rapidamente com o radical livre e estabiliza-lo pela doacéo de
um atomo de hidrogénio ao radical hidroxil, assim como doadores deste elemento ao
radical superoxido (PARK et al., 2003).

O consumo de vinho, especialmente tinto, estd associado & prevengdo de

algumas doencgas. Estudos epidemioldgicos demonstram que o efeito do consumo de
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alimentos e bebidas ricos em compostos fendlicos sobre a prevengdo de doencas como
cancer (KONG et al., 2003) e doencas cardiovasculares (LAPIDOT et al., 1999) &
bastante significativo; isto ocorre devido ao potencial quimico em proteger da oxidacéo
a lipoproteina de baixa densidade em humanos, diminuindo assim o risco de doengas
como aterosclerose (LAZZE et al., 2003), além de reduzir os danos ao DNA e a
producéo de radicais livres pelo organismo (PARK et al., 2003).

A atividade antioxidante dos polifendis é dependente da sua estrutura quimica.
Para os &cidos fendlicos a atividade antioxidante depende do ndmero e posicdo de
grupos hidroxilas em relacdo ao grupo carboxila, assim como da natureza da
glicosilacdo destes grupos. Acidos monohidroxibenzoicos com o grupo OH ligado na
posicdo meta apresentam efetiva atividade antioxidante, o que ndo é verificado para as
posicdes orto e para. A capacidade antioxidante aumenta com o aumento do grau de
hidroxilagdo, no entanto, substituicdo do grupo hidroxila nas posicdes 3 e 5 por
metoxilas, reduz esta atividade. Os compostos flavonodides apresentam a capacidade
antioxidante relacionada principalmente, com as substituicdes no anel B e C. Estes
compostos apresentam maior capacidade antioxidante conforme aumenta o grau de
hidroxilagdo do anel B, assim como quando possuem ligagdes duplas entre C; e Cs
combinado com grupo OH na posicdo 3 do anel C (RICE-EVANS; MILLER,;
PAGANGA, 1996).

Diferentes técnicas sdo empregadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro. Dentre as técnicas amplamente utilizadas estdo os métodos ABTS (&cido 2,2-
azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-4cido sulfonico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)
e FRAP. Os dois primeiros métodos sdo baseados na captura de radicais livres,
enquanto o método FRAP tem como principio a capacidade de reducéo do ferro. Todos
sdo classificados como ndo competitivos em que o antioxidante interage com a espécie
reativa, sendo que a capacidade antioxidante & monitorada pela quantificacéo da espécie
reativa (HUANG; OU; PRIOR, 2005).
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8 Métodos analiticos para caracterizacdo da cor e dos compostos presentes na uva

e no vinho

As técnicas analiticas sdo importantes ferramentas para monitorar a qualidade de
uvas e vinhos. As diferentes técnicas usadas podem influenciar no resultado obtido.
Dentre os métodos mais utilizados para quantificar estes compostos presentes em uva e

vinho estdo as técnicas espectrofotométricas e de cromatografia liquida.

8.1 Espectrofotometria

As técnicas para a determinacdo dos compostos presentes em uvas e vinho
utilizando espectrofotometria sdo amplamente utilizadas devido sua facilidade,
simplicidade e rapidez e podem ser realizadas por leitura direta da absorbancia ou
através da reacdo seletiva de reagentes que fornecem produtos coloridos. As medidas
espectrofotométricas fornecem a estimativa da concentragdo de um grupo de compostos,
ndo fornecendo detalhes do composto individual. A quantificacdo dos compostos é
realizada com base na quantidade de luz absorvida pela amostra em determinado
comprimento de onda. Os resultados podem ser expressos como indice quando utilizado
somente os valores de absorbancia, ou determinados através de uma curva de calibragdo
quando for utilizada solucéo padrdo. Para as amostras de uva e vinho, sdo determinadas
por espectrofotometria, principalmente, o conteido total das familias dos compostos
fendlicos, antocianinas totais e as fragbes poliméricas, monoméricas e copigmentadas,
intensidade e a tonalidade da cor (GOMEZ-CORDOVES; GONZALEZ-SANJOSE,
1995; LEVENGOOD; BOULTON, 2004).

Além das medidas de absorbancia, a cor de um vinho também pode ser
determinada por colorimetria. Neste método é utilizado um sistema de coordenadas
denominado de CIElab. Através deste sistema a cor é descrita em 3 dimensdes no
espaco: L*, a*, b*. O eixo vertical L*, representa a medidas de luminosidade da
amostra, variando de opaco (zero) a completamente branco (100). A coordenada a*
correlaciona a intensidade de vermelho (+a*) e verde (-a*) e a coordenada b* o amarelo
(+b*) e azul (-b*). O sistema CIElab é amplamente utilizado para caracterizar a cor dos
vinhos e acompanhar sua evolugio ao longo do tempo (PEREZ-MARGARINO;
GONZALES-SANJOSE, 2002).
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8.2 Cromatografia

A necessidade de técnicas com a habilidade de separar e analisar amostras
complexas como uva e vinho, tem motivado constante inovacdo na éarea da
cromatografia, sendo que a técnica de cromatografia liquida, disponivel desde 1969, tem
se destacado e impulsionado ao desenvolvimento e validacdo de novas metodologias
(LANGCAS, 1993).

A anélise individual dos compostos presentes no vinho, como por exemplo,
compostos fendlicos flavondides e nao-flavondides e os acido organicos, sdo realizadas
por muitos pesquisadores atraves cromatografia liquida (CLAE). Para anlises por
CLAE os detectores mais comuns sdo: o detector espectrofotométrico de absor¢éo no
ultravioleta-visivel (UV-VIS), detector por Arranjo de Diodos (DAD) e detector por
Fluorescéncia (FL), no entanto, devido as diferentes estruturas dos compostos presentes
em uvas e vinho, os detectores mais utilizados sdo UV-Vis ou DAD, que monitoram a
absorbancia dos compostos tanto na regido do visivel quanto do ultravioleta. No
entanto, o DAD apresenta como principais vantagens realizar a deteccdo em multiplos
comprimentos de onda e a identificagdo da pureza do pico (SNYDER; KIRKLAND;
GLAJCH, 1997).

A Cromatografia Liquida de Alta Performance ou Eficiéncia é um método
fisico-quimico de separagdo. A amostra a ser analisada apresenta-se em solugdo, e 0s
constituintes a serem separados sdo chamados de solutos. A separagdo resulta de um
equilibrio de distribuicdo do soluto entre duas fases: uma fase fixa sélida que se
apresenta com liquido polar ou apolar ligado, chamada de fase estacionaria, recheada no
interior de uma coluna, e uma fase mdvel que atravessa a fase fixa contida na coluna.
Assim a fase movel proveniente de um reservatorio de solvente é bombeada
constantemente através da coluna cromatografica para arrastar os analitos de interesse.
A anélise se inicia pela introducéo da amostra, em solucdo, por meio de uma vélvula de
injecdo. Assim, esta solucdo injetada € empurrada para a coluna cromatogréfica pela
fase movel. A separacdo se produz na coluna. Os compostos separados sdo observados
sob forma de picos na saida da coluna por um detector apropriado (LEITE, 2002). A

Figura 12 esquematiza os componentes de um cromatdgrafo liquido.
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Figura 12. Representacdo das unidades de um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE): a) reservatdrio da fase movel; b) bomba de alta pressdo; c) valvula de injecéo;
d) coluna; e) detector; f) registrador (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Ha duas formas para eluir o solvente sobre a fase estacionéria, utilizando modo
isocratico ou modo gradiente. O primeiro consiste em realizar a separacdo
cromatografica com apenas uma composicdo de eluente, o qual tem sido muito aplicado
para a quantificacdo de acidos organicos em uvas e vinhos (ESCOBAL et al., 1998). A
eluicdo utilizando a forma de gradiente realiza a separagdo cromatografica com uma
composicao varidvel do eluente, mas para isto, é necessario o sistema apresentar de 2 a
4 bombas. Este modo é utilizado para separar compostos de polaridade diferentes, sendo
amplamente aplicado para a separacdo e quantificagdo de compostos fendlicos
flavondides e ndo-flavondides (MONAGAS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME,
2006).

Diversas pesquisas tém utilizado a cromatografia liquida para determinar os
principais compostos presentes em uvas e vinhos, monitorando a evolucdo destes ao
longo do tempo, com objetivo de obter maior controle de qualidade durante a produgéo
do vinho. Também, é amplamente utilizada para caracterizar amostras procedentes de
diferentes locais, assim como diferenciar clones de uma mesma variedade de uva. Estas
aplicacdes sdo possiveis devido a alta sensibilidade de detec¢do do CLAE (De BEER et
al., 2005; MONAGAS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2006).

Apoés a deteccdo dos compostos por CLAE, a quantificagdo dos analitos é

realizada através da correlacéo entre o sinal emitido pelo detector e a concentragdo do
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composto de interesse. Dentre os sistemas mais utilizados para a quantificacdo
destacam-se a padronizacdo externa e interna. O método de padronizagdo externa
compara a area da substancia a ser quantificada na amostra com &reas obtidas com
solucdes de concentragdo conhecidas preparadas a partir de um padrdo. Os padrdes sdo
preparados, separadamente, em concentragdes conhecidas, obtem-se 0s cromatogramas
correspondentes, e relacionam-se as areas obtidas com a concentracao, construindo uma
curva de padronizagdo. A padronizagdo interna consiste na preparacdo das solucdes
padrdo de concentracdo conhecida da substancia de interesse, as quais se adiciona a
mesma quantidade de um composto conhecido chamado padréo interno. Esta forma de
quantificacdo é recomendada quando alta precisdo é necesséaria porque o padréo interno
(PI) é submetido as mesmas condi¢Bes da substancia de interesse durante a corrida
cromatografica. O padréo interno deve ser escolhido dentro de alguns requisitos: o
composto escolhido preferivelmente, ndo deve estar presente na matriz que seré
analisada, deve eluir da coluna separado de todos os outros compostos presentes na
amostra, deve ser estdvel nas condicGes de andlise e a quantidade injetada deve ser
suficientemente estavel para permitir a estocagem por um tempo adequado (RIBANI et
al., 2004). A padronizacdo interna é muito utilizada para amostras de alta complexidade
como, por exemplo, o vinho.

Na literatura hd muitas metodologias descritas para a quantificacdo por
cromatografia liquida dos compostos presentes em uva e vinho. No entanto, para que
um método seja considerado confiavel e seguro é necessario que este tenha sido
validado (LEITE, 2002). De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO) os pardmetros que devem
ser determinados para verificar o desempenho analitico com conseqliente validagao
incluem: 1) seletividade, que avalia a capacidade do método em determinar as
substancias em exame na presenca de outros compostos em uma matriz complexa. Além
disto, garante que o0 pico da resposta seja exclusivamente do composto de interesse; 2)
linearidade, que corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia, dentro de determinada faixa de
trabalho; 3) faixa de trabalho, representa o resultado superior e inferior do analito em
exame; 4) precisdo, tem como objetivo avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes, em

condigdes definidas, expressa como desvio padréo relativo; 5) exatiddo, refere-se a
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concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como
verdadeiro, sendo expressa como porcentagem de recuperacéo; 6) limite de detecgéo e
quantificagdo, representam a menor quantidade de um analito que pode ser detectada e
quantificada, respectivamente, sob as condigbes experimentais estabelecidas; 6)
robustez, mede a sensibilidade do método frente a pequenas variagcbes (RIBANI et al.,
2004).
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Desenvolvimento e validacdo de método analitico por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia em fase reversa para simultanea determinacgéo de compostos

fendlicos em vinho tinto

Resumo

Uma metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi
desenvolvida e validada para determinagdo simultanea de cinco compostos fendlicos em
vinho tinto. A separacdo cromatogréfica foi realizada em coluna C18, com fase movel
consistindo de &gua acidificada com &cido acético (pH 2,6) (solvente A) e 20 %
solvente A e 80 % de acetonitrila (solvente B). Os pardmetros de validacéo incluiram
seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatiddo,
utilizando padronizagdo interna. Todas as curvas de calibragio foram lineares (R? >
0,999) para a faixa de trabalho, foi obtida 6tima precisdo (RSD < 2,6 %) e as
recuperagBes para todos os compostos variaram de 80 — 120 %. Este método foi
aplicado em amostras de vinho tinto do Estado de Santa Catarina, Brasil, e foi
observada 6tima separacéo dos compostos fendlicos nestes vinhos.

Palavras-chave: conteudo fendlico; pardmetros de validagéo, vinho tinto.
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1 Introdugéo

Os compostos fendlicos constituem um dos mais importantes parametros de
qualidade do vinho, pois eles contribuem para as caracteristicas organolépticas,
principalmente, cor, adstringéncia e amargor (SHAHIDI; NACZK, 1995; BOULTON,
2001; LESSCHAEVE; NOBLE, 2005; GOMEZ-ALONSO; GARCIA-ROMERO;
HERMOSIN-GUTIERREZ, 2007). Os polifendis dos vinhos podem ser divididos em
dois grupos: compostos ndo-flavondides e flavonoides, sendo que no primeiro grupo,
também denominado de &cidos fendlicos, destacam-se os &cidos hidroxicindmicos
como, por exemplo, os &cidos cafeico, p-cumarico e ferrulico, e no segundo grupo estdo
antocianinas, flavonois, como a quercetina e os flavanois com destaque para a catequina
(GOMEZ-ALONSO; GARCIA-ROMERO; HERMOSIN-GUTIERREZ,  2007;
SPACIL; NOVAKOVA; SOLICH, 2008). O tipo e a concentragdo dos compostos
fendlicos no vinho sdo influenciados principalmente pela variedade da uva, diferentes
préticas viticolas e pelas técnicas enoldgicas utilizadas (RODRIGUES-DELGADO et
al., 2002; MATEJICEK et al., 2005). De acordo com diversos estudos epidemioldgicos,
os compostos fendlicos apresentam efeitos positivos para a saide humana, devido
diminuir a incidéncia de doencgas coronérias, reduzir a agregagdo plaquetaria (BURNS
et al., 2000), exercer atividade antioxidante, comprovada em estudos in vivo (WANG et
al., 2006) e in vitro (FERNANDEZ-PACHON et al., 2004; CIMINO et al., 2007), assim
como por exercer protecéo anticarcinogénica (FRANKEL et al., 1998; SIGLETARY et
al., 2003).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica de separacéo
analitica, comumente utilizada, pois apresenta alta resolucdo e facil automacéo,
necessitando de minima preparacdo de amostra. Alguns dos compostos fendlicos
encontrados nos vinhos mostram caracteristicas de absorbancia na regido do UV-Vis,
sendo que os cromatogramas obtidos em 280 nm s&o amplamente utilizados para
estudar os compostos fendlicos, pois a absorcéo neste comprimento de onda é adequada
para detectar a maioria destes compostos (BRAVO et al., 2006). Assim, colunas de fase
reversa C18, sistema de solventes binarios contendo &gua acidificada e solvente
orgénico polar (acetonitrila e metanol) e a detec¢éo na regido UV-Vis sédo utilizados e
constituem uma ferramenta crucial e confidvel para a analise dos compostos fendlicos
(LEE, 2000).
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Devido ao grande nimero, e as variacBes estruturais dos compostos fendlicos
presentes em alimentos, procedimentos analiticos para determinar polifendis individuais
tem sido relativamente dificeis e complicados. A complexidade da composicéo fendlica
do vinho induz ao desenvolvimento de varios métodos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, a fim de obter diferentes grupos de compostos fendlicos com propriedades
quimicas especificas em uma unica corrida cromatogréfica. A maior parte das pesquisas
tem utilizado cromatografia liquida para a identificacdo e determinacdo dos polifendis
no vinho (REVILLA; RYAN, 2000; LOPEZ et al, 2001; GOMEZ-ALONSO;
GARCIA-ROMERO; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2007; MUNOZ et al., 2008;
SPACIL; NOVAKOVA; SOLICH, 2008; De QUIROS; LANGE-YUSTY; LOPEZ-
HERNANDEZ, 2009), no entanto, ha uma necessidade para o desenvolvimento de
meétodos que permitam a deteccdo simultdnea dos principais fendlicos presentes nos
vinhos em uma Unica corrida cromatogréafica, com o intuito de diminuir o tempo de
analise necessario.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método para a
identificacdo e quantificagdo dos principais compostos fenolicos flavondides e néo-
flavondides em vinho tinto, usando cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo UV-Vis. Este foi otimizado e cuidadosamente validado atraves da avaliagdo da
seletividade, linearidade, faixa de trabalho, exatiddo, preciséo, limites de deteccéo e

quantificacdo.

2 Material e Métodos

2.1 Reagentes quimicos e solugBes padrdes

Acetonitrila usada foi grau HPLC fornecida pela Merck (Darmstadt, Germany),
e 0s &cidos aceético e tartarico, etanol e &cido cloridrico eram reagentes de grau analitico.
A 4gua usada na andlise foi obtida do sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA). Todos os solventes utilizados como fase movel foram previamente
filtrados em membrana com poros de 0,45 um (Millipore) e degaseificados antes do

uso.
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Padrdes de (+)catequina, é&cido p-cumérico e morin (2°,3,4°5,7-
Penthydroxyflavone) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
quercetina, acido ferrdlico e acido cafeico foram obtidos da Fluka (Steinheim,
Germany). Todos os reagentes apresentaram pureza maior que 95%.

Individual solugdo estoque de cada padrdo (1000 mg/L) foi preparada, sob
sistema de nitrogénio pela dissolu¢do do analito em metanol e acondicionado sob
protecdo da luz a -18 °C. Foi preparada uma solucéo estoque através da mistura de todas
as solucdes padrdes (150 mg/L) dissolvidos em vinho sintético (solugéo hidroalcodlica
5 g/L, acido tartarico 12 % v/v de etanol e pH 3,2). O vinho sintético foi utilizado com a
intencéo de evitar interferéncia na separagdo cromatografica e na resposta de detecgao.
As solugbes de trabalho e de calibracdo foram preparadas também em vinho sintético
pela diluicdo da solugdo estoque contendo a mistura dos padrdes, em concentragdes que
variaram de 0,3 to 150 mg/L. Solugdo de morin foi preparada em vinho sintético (16,2
mg/L) e foi utilizado como padréo interno (PI) e adicionado na solucéo de trabalho e de
calibragdo. O oxigénio foi eliminado de todas as solugdes através de corrente de
nitrogénio para evitar a decomposicdo de todos os compostos e esta foi estocada no

escuro com temperatura de 4 °C.

2.2 Amostras de vinho

Para a validacdo da metodologia foi utilizada amostra de vinho tinto Cabernet
Sauvignon, safra 2008, oriundos do Estado de Santa Catarina, Brasil. Para a avaliacdo
desta metodologia analitica foi utilizada amostra de vinhos comerciais: Cabernet
Sauvignon, Syrah e Touriga Nacional, produzidos no Brasil. Os vinhos foram filtrados
em membrana PTFE modificada com poros de 0,45 pum ¢ 13,0 mm de didmetro

(Millipore) e injetados diretamente no CLAE.

2.3 Anélises por CLAE

A andlise cromatografica foi realizada utilizando um cromatdgrafo liquido
Shimadzu (Kyoto, Japan), equipado com um degaseificador a vacuo (DGU-14A),
bomba quaternéria (LC-10AT), detector UV-Vis (SPD-10AV ) e com injetor manual
com capacidade de 20 pL. O Software é um CASS-VP (ver. 6,1) e foi usado para
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controlar o sistema de gradiente, o detector UV-vis e para a aquisicdo dos dados. Coluna
de fase reversa C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 um de tamanho de particula) (Hichrom,
Europe) foi utilizada. Para anteceder a coluna analitica foi usada uma coluna de guarda
CI8 (4,6 mm x 12,5 mm, 5 um de tamanho de particula) (Hichrom, Europe), a fim de
evitar que residuos ndo sollveis da amostra contaminem a coluna. A érea dos picos foi
determinada em comprimento de onda de 280 nm para todos 0s compostos fendlicos. A

temperatura ambiente foi controlada e mantida em 20 °C £1.

Determinacéo da composicao do solvente, gradiente de eluigéo e fluxo de solvente

A fase moével consistiu de dgua Milli-Q com pH ajustado para 2,6 com &cido
acético como solvente A e 20% da solucéo A com 80% de acetonitrila como solvente B.
Para determinar as condicdes inicial e final do gradiente, a composi¢éo dos solventes A
e B foram determinadas utilizando uma eluicdo de gradiente exploratoria.
Primeiramente, aumentou-se linearmente 0 a 100 % o solvente B com fluxo de 1,2
mL/min no tempo total de corrida de 45 e 60 minutos. Utilizando estas condicdes foi
injetado 20 puL da amostra de vinho, ¢ observou-se 0 tempo de retencdo (tg) do primeiro
e ultimo pico na corrida cromatogréfica, nos dois tempos analisados, sendo estes
utilizados para calcular a concentragdo inicial e final do solvente B. O mesmo
procedimento foi realizado com o solvente A a fim de determinar o melhor gradiente
para a eluicdo dos compostos. Foram testados uma série de gradientes a fim de obter a
melhor separacdo dos picos cromatogréficos.

Foram testadas 3 taxas de fluxo para a fase moével: 0,8, 1,2 e 1,5 mL/min em
diferentes proporgdes e tempos dos solventes A e B, para determinar o melhor fluxo do
solvente. As verificagdes foram realizadas com injecdo de 20 pL da amostra de vinho,
para analisar o efeito na resolugdo dos picos cromatogréficos.

A identificacdo dos compostos foi realizada injetando separadamente as soluc¢des
padrdes individuais para cada composto e também com a injecdo da solugdo estoque
contendo a mistura de todos os padrdes. Foi determinado para cada composto, a
resolucéo do pico e o tempo de retencdo. Quando todos os padrdes foram eluidos com
boa resolucéo, foi realizada uma corrida cromatogréfica com a amostra de vinho
Cabernet Sauvignon com adicdo da solucéo padrdo para verificar exata identificagéo de

todos os compostos, assim como a ordem de eluicéo.
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2.4 Validagdo da metodologia por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Apobs as condigBes de gradiente ser determinada no cromatografo liquido,
utilizando fase reversa, os testes de validagdo foram realizados para seletividade,
linearidade, faixa de trabalho, exatid&o, preciséo, e limites de deteccdo e quantificacdo
(ICH, 1994).

Determinacédo da seletividade
A seletividade do método foi avaliada comparando os cromatogramas do vinho
sintético com aqueles do vinho sintético adicionado de solugdo padrdo contendo todos

0S compostos.

Determinacédo da linearidade e da faixa de trabalho

Solucdo padrdo intermediaria foi preparada em vinho sintético através da
diluicdo da solugéo estoque com concentragdo de 150 mg/L para todos 0s compostos.
As solugdes de trabalho utilizadas para a curva de calibracdo de cada composto foram
preparadas em triplicata ¢ avaliadas pela inje¢ao de 20 pL. Curvas de calibracdo para
cada composto foram construidas separadamente considerando a area do pico (eixo-y)
versus a concentragdo (eixo-x). Todas as curvas foram construidas utilizando o método
de padronizagdo interna. A curva de calibracdo foi avaliada por regressdo linear e
coeficiente de determinacdo o qual demonstram a linearidade do método na faixa de

trabalho estudada.

Determinacédo dos limites de detecgdo e quantificagéo

O limite de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados com base
no desvio padrdo da resposta do branco (vinho sintético) e na inclinagdo da curva de
calibragéo para cada composto. O branco foi injetado 7 vezes consecutivas. Os limites
foram expressos como:
LOD =3.3x5s/S
LOQ =10xs/S

sendo, s: desvio padréo da resposta; S: inclinagdo da curva de calibragéo.
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Determinacéo da exatidao

A exatiddo foi determinada através de ensaio de recuperacdo (%) com a adicéo
de solugdo padrdo na amostra de vinho tinto e em vinho sintético. Foi adicionada
solucéo padrdo contendo mistura de todos os padrdes em trés diferentes concentragoes:
1,0, 15,0 e 30,0 mg/L. As analises foram realizadas em triplicata, totalizando 9 inje¢fes

para cada amostra.

Determinagéo da precisao
A precisdo foi avaliada através do método de precisdo intermediaria, em mesmo
dia, em que foram realizadas 7 inje¢Oes da amostra de vinho e expresso na forma de

desvio padréo relativo (DPR).

2.5 Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos em vinho tinto

Os compostos fendlicos dos vinhos Cabernet Sauvignon, Syrah e Touriga
Nacional, procedentes do Estado de Santa Catarina, Brasil, foram identificados por
comparacdo do tempo de retengdo nos espectros UV-vis com aqueles obtidos através de
injecdo de solucdo padrdo em iguais condigcdes. A area do pico foi usada para a
quantificagdo utilizando padronizacéo interna. Os vinhos foram injetados no volume de

20 puL em triplicata. Os valores foram expressos como mg/L.

2.6 Analise estatistica

O programa STATISTICA v. 6.0 (2001) (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) foi
usado para realizar as analises de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos, e para
obter a inclinagdo da reta e os interceptos das curvas de calibracdo calculados pela
equagdes de regressio linear, obter os coeficientes de determinagdo (R?) e calcular o

desvio padréo relativo (DPR).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Otimizacdo do método cromatografico

O desenvolvimento de Unico gradiente liquido para andlise de varios compostos
fendlicos constitui uma interessante e rapida solucdo para o estudo da presenga dos
principais polifendis presentes no vinho focado na sua caracterizagdo. A Tabela 1
demonstra 0s parametros instrumentais 6timos para a determinagdo cromatografica dos
compostos fendlicos no vinho. Para a otimizacdo destas condi¢es cromatograficas
foram testadas diferentes fases moveis, diferentes programas de eluicdo do gradiente,

assim como diferentes fluxos dos solventes.

Tabela 1. Condigdes cromatogréaficas para a determinacdo dos compostos fendlicos em

vinhos tintos.

Condicoes

cromatogréficas

Volume de injecéo 20 uL

Coluna de guarda C18, coluna de fase reversa, 4,6 x 12,5 mm, particulas
de 5 um

Coluna analitica C18, coluna de fase reversa, 4,6 x 250 mm, particulas
de 5 um

Fase movel A (Acido acético em &gua, pH 2,65)
B (20 % da solugdo A e 80 % de acetonitrila)
Primeiro segmento: 0.01-35 min: 0-30 % B
Segundo segmento: 35-40 min: 30-50 % B
Terceiro segmento: 40-45 min: 50-100 % B
Conditionamento: 45-60 min: 100-0 % B

Fluxo do solvente 1,2 mL/min

Temperatura da sala 20°C+1

Comprimento de onda 280 nm

para deteccdo
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A composicao da fase movel foi preparada de acordo com o descrito por Villafio
et al. (2006), no entanto, a fim de obter a melhor eficiéncia na separagdo foram testados
dois solventes organicos: metanol e acetonitrila, assim como, os &cidos acético e
fosforico para diminuir o pH do meio. De acordo com a literatura, 0s compostos
fendlicos presentes nas uvas e no vinho apresentam melhor separacdo quando a fase
movel é acidificada (pH proximo a 2,5), isto porque a adi¢do de &cido na fase movel
impede a dissociago idnica na coluna (VILLANO et al., 2006; GARCIA-FALCAO et
al., 2007; MUNOZ et al., 2008). Combinagbes de metanol:agua e acetonitrila:agua
foram verificadas, e foi observado que o uso de acetonitrila conferiu melhor resolucéo e
separacdo dos picos cromatogréficos, em menor tempo de corrida. Em relagdo ao &cido,
verificou-se que o acido acético apresentou melhor eficiéncia na separacdo dos
compostos. Com base nestes resultados, os solventes escolhidos como 6timo foram:
agua e acetonitrila acidificados com acido acético (pH 2,6).

Através da injecdo da solucdo padrdo contendo todos os compostos fendlicos
avaliados, foi determinado o tempo total da corrida cromatografica. Foram testados os
tempos de 45 e 60 minutos e foi observado ser necessario um tempo de 60 minutos para
que todos os compostos fenolicos de interesse sejam visualizados no cromatograma. O
gradiente de eluicdo também foi otimizado para conferir a melhor resolucéo entre os
picos. Foram testados diferentes proporgdes dos solventes A e B, no decorrer de 60
minutos, utilizando 2 e 3 segmentos. Observou ser necessario o uso de 3 segmentos para
0 gradiente de eluicdo, para evitar a co-eluicdo entre os compostos. O primeiro
segmento (0 para 30 % de acetonitrila) permitiu a eluicdo da catequina e dos &cidos
hidroxicindmicos (&cidos cafeico, p-cumérico e ferralico). O segundo gradiente
preparou para a eluicdo do morin (PI) e da quercetina, ambos eluidos no terceiro
gradiente, quando atingiu 100 % de solvente orgéanico. Todos 0s compostos foram
eluidos até 45 minutos, e os 15 minutos finais foram utilizados para re-condicinar a
coluna preparando-a para uma nova corrida cromatogréafica. Em relagéo as classes dos
fendlicos analisadas neste método observou-se que a ordem de eluicdo foi a seguinte:
flavonol seguido dos acidos hidroxicindmicos e por ltimo a classe dos flavanois. A
Figura 1 demonstra a separacdo dos 5 compostos fendlicos juntamente com o padréo
interno usado para identificar e quantificar os polifendis no vinho, sendo que este novo
método mostra-se capaz de determinar os compostos aqui estipulados com picos bem

distintos e com boa resolugéo.
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Figura 1. Cromatograma da solugdo padrdo contendo todos os compostos fendlicos em

vinho sintético apds a otimizacdo das condicbes cromatogréficas: (1) catequina; (2)

acido cafeico; (3) acido p-cumarico; (4) acido ferrdlico; (5) morin; (6) quercetina.

3.2 Método de validacao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Determinacédo da seletividade

A seletividade do método foi avaliada considerando o formato do pico, o tempo
de retencdo e a pureza do espectro cromatogréafico, a fim de detectar possiveis
interferentes. N&o foi detectado nenhum pico interferente no cromatograma do branco
(vinho sintético) nos tempos de retencdo especifico para cada composto analisado,
sendo que a pureza dos picos, comparando a solu¢do padréo e a amostra de vinho, foi

maior que 99 %.

Determinacédo da linearidade e faixa de trabalho

As curvas de calibragdo foram construidas com 6 pontos, em triplicata, para cada
composto fendlico, utilizando o método de padronizacdo interna (solucdo de morin,
16,2 mg/L). Os resultados da andlise de regressdo e a variacdo linear da curva estéo
demonstrados na Tabela 2. As curvas de calibragdo mostraram-se lineares na faixa de
trabalho estudada. Pode-se observar que todos os compostos apresentaram coeficiente

de determinacdo (R®) maior que 0,999, indicando um excelente ajuste dos compostos
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fendlicos ao modelo, dentro da faixa de trabalho (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH,
1997).

Tabela 2. Identificagio dos compostos, equacdo regressdo linear, incluindo o
coeficiente de determinagdo (R?) e a faixa de trabalho da curva de calibracdo (n=6),
limites de detecgdo (LOD) e quantificagéo (LOQ).

Compostos Equagdo de regresséo R’ Faixa de LOD* LOQ*
trabalho*
Catequina y = 0,7488x + 0,0502 0,9992 0,3-150 0,04 0,12
Acido cafeico y = 3,3608x + 0,2287 0,9991 0,3-75 0,02 0,06
Acido p-cumarico |y =4,9013x + 0,3672 0,9998 0,3-30 0,08 0,24
Acido ferralico y =2,9768x + 0,2145 0,9998 0,3-30 0,04 0,13
Quercetina y = 1,5904x + 0,0477 0,9991 0,3-75 0,05 0,15

* expresso em mg/L

Determinacédo dos limites de detecgdo e quantificagéo

Os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) estdo representados na
Tabela 2. LOD apresentou variagdo 0,02 a 0,08 mg/L, enquanto LOQ variou de 0,06 a
0,15 mg/L, e pode-se observar que os valores de LOD foram em média 3 vezes menor
que o LOQ. Estes valores estédo de acordo com limites obtidos por outros pesquisadores,
para analise de fenolicos em uva e produtos derivados, (GARCI’A—FALCON, et al.,
2007; NAVE; CABRITA; COSTA, 2007; De QUIROS; LANGE-YUSTY; LOPEZ-
HERNANDEZ, 2009), o que indica que o método proposto é sensivel o suficiente para

determinar estes compostos em vinho tinto.

Determinacéo da exatidao

A exatiddo do metodo foi avaliada pela adigdo de solugdo padrdo, contendo 0s
compostos fendlicos (catequina, acido cafeico, &cido p-cumarico, acido ferrulico, morin
(PI) and quercetina) em concentragdo conhecida, dentro da faixa de trabalho, em vinho
sintético (solucdo utilizada para construcdo das curvas de calibracdo) e também em

amostra real de vinho tinto e assim calculado a recuperagéo (%) (Tabela 3).
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Tabela 3. Determinacéo da exatiddo do método expresso como recuperagdo (%) das amostras de vinho sintético e vinho tinto adicionados

de 3 diferentes concentragdes de solugéo padréo.

Compostos Vinho sintético Vinho tinto
1,0 mg/L 15,0 mg/L 30,0 mg/L 1,0 mg/L 15,0 mg/L 30,0 mg/L
1 108,94 £+ 10,93 88,20 £ 0,33 97,54 £ 0,82 93,09 £ 2,44 119,88 £1,26 95,76 £ 1,06
2 117,61 £ 0,03 104,51 £ 0,53 96,63 + 0,62 98,88 £ 2,30 118,35+ 2,42 109,29 £ 0,97
3 118,22 £ 0,54 110,84 £ 0,39 96,17 £ 0,21 108,11 £ 2,02 117,61 £ 4,06 93,93 +0,90
4 116,22 £ 0,89 106,87 £ 0,36 96,56 + 0,44 119,20 £ 2,30 115,78 £1,18 100,19 £1,03
5 100,15 £ 0,07 86,70 £ 0,59 101,60 £ 0,35 93,15+ 2,10 84,17 £ 2,09 81,34+ 0,72

Identificacdo dos compostos fendlicos: (1) catequina; (2) acido cafeico; (3) &cido p-cumaérico; (4) &cido ferrulico; (5) quercetina.
Resultados expressos como: recuperacao (%) + DPR (%)
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Com este proposito, as concentracdes de solucdo padrdo adicionadas no vinho
sintético e vinho tinto foram: 1,0, 15,0 e 30,0 mg/L. A recuperacao (%) foi calculada
através das curvas de padronizacédo interna. No vinho sintético o célculo de recuperagéo
foi como a raz&o [(concentracdo encontrada / concentragdo de polifendis adicionada) x
100]; e a recuperacdo (%) para a amostra real de vinhos tinto foi a razéo [(concentragdo
dos compostos fendlicos encontrados na amostra ap6s adigdo de padrdo minus
concentragdo de fenolicos naturalmente encontrado na amostra) / concentragdo de
polifendis adicionada x 100]. As recuperacdes para 0s compostos fenolicos variaram
entre 86 a 118 % para o vinho sintético e de 81 a 119 % para amostra de vinho tinto, o
qual estd de acordo com outras pesquisas para quantificagdo destes polifendis
(SLADKOVSKY; SOLICH; URBANEK, 2004; GARCIA-FALCON et al., 2007;
MURNOZ et al., 2008). Estes valores demonstram que os padrdes dos fendlicos aplicados
no vinho sintético comportaram-se de similar maneira que nas amostras de vinho tinto,
apresentando a variagdo da recuperacdo entre 80 a 120 %, indicando que este método é

aceitavel para quantificacdo destes compostos na matriz real.

Determinagéo da precisao

A precisdo desta metodologia foi, calculada com base no tempo de retencéo e na
concentragdo média dos compostos fendlicos e expressa como porcentagem de desvio
padrédo relativo (DPR) (Tabela 4). Os baixos valores obtidos neste estudo, 0,4 a 0,79 %
e 1,31 a 2,68 % para tempo de retengdo e concentracdo média, respectivamente, foram
considerados ser suficientes para quantificar compostos fendlicos em vinho ja que este é
considerado ser uma matriz de alta complexidade. A variagédo do DPR encontrado neste
metodo esta de acordo com outras pesquisas para validacdo de metodologia analitica
para deteccdo simultdnea de macroelementos (SNYDER; KIRKLAND; GLAIJCH,
1997; GARCIA-FALCON et a., 2007; MUNOZ-MURNOZ et al., 2008; FRANCISCO;
RESURRECCION, 2009).
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Tabela 4. Precisdo do método de acordo com o tempo de retencdo (tg) e concentragao

media dos compostos fendlicos (mg/L) na amostra de vinho.

Compostos | tr min (DP) DPR (%) Concentragao DPR (%)
média (DP)
1 22,20 (0,13) 0,59 31,27 (0,41) 1,31
2 24,59 (0,10) 0,43 11,76 (0,2) 1,70
3 30,32 (0,15) 0,50 3,51 (0,09) 2,54
4 32,74 (0,26) 0,79 0,30 (0,008) 2,68
5 44,99 (0,12) 0,26 6,95 (0,18) 2,59

(1) catequina; (2) acido cafeico; (3) &cido p-cumarico; (4) é&cido ferrdlico; (5)
quercetina.
DPR: desvio padrdo relativo.

3.3 Aplicacdo do método e quantificagdo dos compostos fendlicos em vinho tinto

O método proposto foi aplicado para analisar compostos fendlicos (flavondides e
acidos fenolicos) em 3 amostras de vinhos tintos comerciais brasileiros: Cabernet
Sauvignon, Syrah e Touriga Nacional (Tabela 5). As trés variedades diferiram
significativamente (p<0,05) em relagdo a composi¢do dos compostos analisados.
Catequina foi o fendlico predominante em todos os vinhos, o que é excelente para 0s
vinhos brasileiros, pois de acordo com De Quirds, Lange-Yusty e Lopez-Hernandez
(2009) entre os polifendis presentes no vinho, a catequina apresenta importante
atividade antioxidante. O vinho Cabernet Sauvignon apresentou maior contetdo de
flavondides (catequina e quercetina) que Syrah e Touriga Nacional. De maneira geral,
0s resultados encontrados para os compostos fenolicos nos vinhos brasileiros,
quantificados por CLAE, estdo de acordo e muitas vezes sdo superiores aqueles
encontrados por outros pesquisadores, sendo que estas diferencas no contetdo total dos
vinhos podem ser atribuidas a origem geografica, pois o contelildo destes compostos €
dependente dos fatores edafocliméaticos (GOLDBERG et al., 1996; GOMEZ-ALONSO;
GARCIA-ROMERO; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2007; RASTIA; SRECNIK;
SARIC, 2009).
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Tabela 5. Concentracdo média (mg/L) dos principais compostos fendlicos em vinhos

comerciais.

Compostos Cabernet Sauvignon Syrah Touriga Nacional
Catequina 50,42 + 0,62° 31,27 + 0,40° 22,34 +0,29°
Acido cafeico 7,16 +0,38% 11,76 + 0,20° 19,88 +0,81°
Acido p-cumérico 1,50 + 0,05 3,51 +0,09" 5,08 + 0,12°
Acido ferrdlico 0,11 +0,02° 0,31+0,01° 1,99 + 0,06°
Quercetina 15,35 + 0,96% 6,95 + 0,18" 9,06 +0,21°

Média + desvio padrdo. As analises foram realizadas em triplicata. Letras diferentes em
mesma linha representam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras.

4 Conclusao

No presente trabalho uma metodologia para determinacdo simultnea através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, fase reversa, de 5 representativos compostos
fendlicos em vinho tinto, foi desenvolvida e validada. O método proposto apresentou as
seguintes vantagens: a amostra pode ser diretamente injetada sem consumir tempo na
preparacdo de amostra ou prévio fracionamento; exibiu excelente preciséo, exatiddo e
limites de detec¢do como também excelente recuperacéo (80-120 %) para os fendlicos
presentes nos vinhos. O método cromatografico mostrou separacdo satisfatoria dos
padrdes e sob as mesmas condi¢Ges a separacdo dos compostos em amostras reais.
Assim, este método pode ser usado para determinar os compostos fendlicos em
diferentes amostras de vinho, como também caracterizar e diferenciar estas amostras.
Finalmente, os resultados nos permitem sugerir a aplicacdo deste método no controle de
qualidade de laboratérios em inddstrias interessadas em conseguir informagdes sobre 0s

principais compostos fendlicos e caracterizar as amostras de vinho.
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Vinhos Cabernet Sauvignon produzidos com dois clones, caracterizagéo e evolugéo

durante o envelhecimento em garrafa

Resumo

Os compostos fendlicos apresentam importante papel na qualidade da uva e do vinho,
assimo como sdo responsaveis por exercer efeitos benéficos a salde, devido sua
capacidade antioxidante. Além destes, os &cidos organicos também influenciam na
qualidade do vinho. Vinhos produzidos com diferentes clones de uma mesma variedade
de uva apresentam diferencas significativas em relacdo a sua composi¢do quimica. A
composicao altera continuamente durante todo o periodo de estocagem do vinho. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar e diferenciar vinhos Cabernet Sauvignon, safra
2008, produzidos com dois clones quanto a composicdo quimica e avaliar a evolugao
dos compostos fendlicos e da atividade antioxidante durante seu envelhecimento em
garrafa. As uvas foram procedentes de um vinhedo localizado na regido de S&o
Joaquim-SC, analisadas no periodo da colheita quanto as caracteristicas fisico-quimicas,
polifendis e pardmetros de cor. Todos os vinhos foram produzidos sob iguais condi¢des
de microvinificagdo e analisados quanto a composicdo fendlica, utilizando
espectrofotometria e cromatografia liquida e atividade antioxidante atraves de trés
métodos (DPPH, ABTS e FRAP). Os vinhos foram avaliados durante 11 meses de
envelhecimento em garrafa em relacdo a composicéo quimica e atividade antioxidante.
Foram observados haver diferenca significativa entre os clones 685 e 169 tanto para as
uvas Cabernet Sauvignon como também para os respectivos vinhos, em relagdo as
familias de compostos fendlicos determinadas neste estudo. As uvas e 0s vinhos
apresentaram caracteristicas particulares de acordo com o clone, no clone 169
predominou o teor de polifendis enquanto o clone 685 o contelido de antocianinas e
parametros de cor. Os vinhos apresentaram alta atividade antioxidante, para os trés
meétodos avaliados, o vinho produzido com o clone 169 foi o que demonstrou maiores
valores. Dentre os trés métodos os maiores resultados foram obtidos com o método
ABTS. Anélise de Componentes Principais demonstrou a correlacéo de cada clone com
as variaveis analisadas e juntamente com a Analise de Cluster foi observada separacéo e
agrupamento das amostras de vinho de acordo com o clone. Estes resultados levam a
concluséo que os principais compostos fendlicos determinados neste trabalho podem ser
utilizados como ferramenta para a classificacdo e discriminagdo dos diferentes clones.
Durante o tempo de guarda dos vinhos, a evolucdo dos compostos fendlicos foi similar
entre os vinhos produzidos com os dois clones, evidenciando que as alteragdes ocorridas
foram unicamente devido ao tempo de guarda, pois as amostras de vinho foram
submetidas as mesmas condigdes ambientais.

Palvras-chave: vinhos Cabernet Sauvignon, clones, atividade antioxidante, compostos
fendlicos, tempo de guarda.
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1 Introdugéo

Os compostos fendlicos apresentam importante papel na qualidade da uva e do
vinho, pois contribuem para as propriedades sensoriais como cor, adstringéncia e
amargor (BOULTON, 2001). Os polifendis presentes no vinho podem ser classificados
em dois grupos: compostos ndo-flavondides (&cidos hidroxicindmicos e
hidroxibenzdicos e seus derivados e os estilbenos) que participam das reacbes de
oxidacdo gque conduzem ao acastanhamento dos mostos e vinhos (SINGLETON, 1987;
CRAVERO; DI STEFANO, 1990) e compostos flavonoides (antocianinas, flavonois e
flavanois) que contribuem para a cor dos vinhos, sendo que as antocianinas sdo 0s
principais pigmentos dos vinhos tintos (MATEUS et al., 2003). Os &acidos fendlicos e 0s
flavonois sdo os principais responsaveis pela adstringéncia e amargor dos vinhos,
enquanto os &cidos hidroxicindmicos e flavanois, juntamente com flavonois atuam
como copigmentos das antocianinas participando da estabilizagdo da cor dos vinhos
tintos (RIBICHAUD; NOBLE, 1990; EIRO; HEINONEN, 2002). Além destas funcdes,
a estrutura quimica dos polifendis, principalmente flavondides e estilbenos (resveratrol),
torna-os aptos para agir como antioxidante, capturando e neutralizando radicais livres.
Assim, como conseqiiéncia, o conteido fendlico dos vinhos é extensivamente estudado,
principalmente por proporcionar efeitos benéficos a salde, que além da atividade
antioxidante, também apresentam efeitos antinflamatdrios, anticarcinogénicos, entre
outros (FRANKEL et al., 1998; BURNS et al., 2000; SIGLETARY et al., 2003,
CIMINO et al., 2007).

Além dos compostos fendlicos, os acidos orgénicos estdo entre 0s compostos
que representam uma fracdo significativa no vinho. Estes compostos no vinho sdo
originarios tanto da uva (acidos tartarico, malico e citrico), como também sdo
produzidos durante o processo de fermentacdo (&cidos latico, acético e succinico).
Dentre estes , 0s principais &cidos presentes nos vinhos séo 0s acidos tartarico, malico e
citrico (MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO, 2007). A concentragdo e a natureza
dos &cidos organicos em uvas e vinhos influenciam ndo somente no flavour, mas
também na estabilidade quimica e no pH, e consequentemente interferem na qualidade
do vinho (ESTEVES et al., 2004). De acordo com Silva et al. (2004) os &cidos

organicos também apresentam significativa atividade antioxidante.



Capitulo 3 72

Muitos fatores influenciam na composi¢cdo quimica do vinho, tais como a
variedade da uva, o grau de maturacdo da uva no periodo da colheita, as condices
edafoclimaticas, assim como as praticas culturais e tecnoldgicas (MAZZA, et al. 1999;
PEREZ-MAGARINO; GONZALEZ-SAN JOSE, 2004), interferindo na qualidade final
do vinho. Além disto, estudos tém demonstrado que diferentes clones de uma mesma
variedade de uva também apresentam diferencas significativas em relagdo a sua
composicdo quimica, o qual foi comprovado que determinados clones apresentam a
capacidade de produzir vinhos com distintas caracteristicas de cor, perfil aromético e
contetido fendlico (GOMEZ-PLAZA; GIL-MUNOZ; MARTINEZ-CUTILLAS, 2000;
ZAMUZ; MARTINEZ; VILANOVA, 2007; BOTELHO; MENDES-FAIA;
CLIMACO, 2008). A selegdo clonal tem permitido expressivos ganhos na viticultura,
por possibilitar a exploracdo de uma importante fonte de variabilidade genética,
acarretando em caracteristicas particulares para as uvas e vinhos.

A estabilidade do vinho durante a estocagem é conhecida ser dependente da sua
composicdo quimica. No entanto, a composicdo dos vinhos altera continuamente
durante o periodo de estocagem principalmente devido a fatores como temperatura,
luminosidade, posicdo da garrafa, contetdo de oxigénio e o tempo de estocagem. Estas
alteracdes apresentam intensidades variadas e complexas, podendo interferir no aroma,
na cor, assim como na composicao fenolica do vinho (RECAMALES et al., 2006;
HERNANZ et al., 2009). Além disto, a concentragdo dos compostos fenolicos
individuais, copigmentos, acetaldeido e metabdlitos das leveduras, como também o pH,
temperatura, a presenca de oxigénio e dioxido de enxofre, entre outros, sdo fatores que
interferem no progresso das reacBes quimicas envolvendo os polifendis durante o
envelhecimento do vinho (SOMERS; EVANS, 1977; ROMERO; BAKKER, 2000;
ALVAREZ et al., 2006). A maior parte dos compostos fendlicos s&o altamente instaveis
e sdo rapidamente transformados em varios pigmentos, sendo que diferentes tipos de
reacOes ocorrem durante o processo de envelhecimento dos vinhos, principalmente as
reagdes de oxidagdo, polimerizagdo e copigmentacio (MONAGAS; GOMEZ-
CORDOVES; BARTOLOME, 2006; ALCALDE-EON et al., 2006).

Informagdes conflitantes em relagdo ao efeito do envelhecimento na atividade
antioxidante dos vinhos tintos séo publicadas na literatura. Autores afirmam que durante
a estocagem, as reacOes de oxidagdo envolvendo os compostos fenolicos deveriam,

presumivelmente, conduzir a alteracbes a nivel da capacidade antioxidante do vinho,
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como uma consequéncia das alteragdes do equilibrio redox (LANDRAULT et al., 2001;
De BEER et al., 2005). No entanto h& pesquisas indicando ndo haver nenhuma alteracéo
significante no poder antioxidante durante o tempo de guarda (ROGINSKY et al., 2006;
RIVERO-PEREZ et al., 2008).

Muitos estudos tém sido conduzidos para estabelecer a evolucdo das diferentes
familias de compostos fenélicos durante o envelhecimento dos vinhos, tanto em barrica
quanto na garrafa. No entanto, séo raros os estudos dispostos na literatura a respeito do
comportamento destes compostos durante o tempo de guarda de vinhos produzidos com
diferentes clones de uma variedade de uva, como a Cabernet Sauvignon. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar e diferenciar vinhos Cabernet Sauvignon produzidos com
dois clones quanto a composi¢do quimica e avaliar a evolucéo dos compostos fendlicos

e da atividade antioxidante durante seu envelhecimento em garrafa.

2 Material e Métodos

2.1 Area experimental e amostras de uva

O experimento foi realizado em um vinhedo situado na regido de Sdo Joaquim
no Estado de Santa Catarina, Brasil (latitude 28° 15°, longitude 49° 50’ e altitude de
1260 m). Neste vinhedo dois locais foram demarcados para 0 presente experimento
designados de local A e B, com distancia média entre eles de 300 metros e com altitudes
semelhantes. Em cada local foram avaliados 2 clones da uva Cabernet Sauvignon, 685 e
169, safra 2008, designados como: A-685; A-169; B-685 e B-169. As plantas
apresentavam similaridade na idade (3 anos), conduzidas sob mesmo porta-enxerto
Paulsen 1103 (V. berlandierli Planch x V. rupestris Scheele) e sistema de condugdo
Manjedoura (V-System), com espacamento entre fileiras x plantas de 3,0 x 1,5 m.
Foram previamente marcadas 12 plantas, aleatoriamente, em 4 fileiras centrais, para
cada local.

De acordo com o Sistema de Classificacdo Multicritério (TONIETTO;
CARBONNEAU, 2004) o clima da regido de S&o Joaquim-SC é classificado como
‘Frio, de noites Frias e Umido’. Esta classificacdo é baseada no indice Heliotérmico de
Huglin (IH), de aproximadamente 1500; indice de Frio Noturno (IF): 12,1 °C
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(desenvolvido como um indicador da temperatura noturna durante a maturacdo); e
indice de Seca (IS) de aproximadamente 200 mm, correspondente ao balango de agua
no solo.

O solo desta regido é classificado como Inceptisolo, localizado em solo
basaltico, material de origem extrusiva e rochas vulcanicas. Caracteriza-se por ser bem
drenado, solo de consisténcia macia e friavel, apresenta alta capacidade de retencdo de
agua. A coloragdo varia de ‘cinza a cinza-escuro’. Os solos apresentam boa fertilizade,
sendo que estas caracteristicas tornam possivel o cultivo de variedade Vitis vinifera em
S&o Joaquim-SC (FALCAO et al., 2008a).

2.2 Microvinificagédo

Todos os vinhos foram produzidos sob iguais condigdes de microvinificagdo
realizada na EPAGRI (Empresa de Pesquisa e Extensdo Agropecuaria de Santa
Catarina), em Videira, SC, Brasil. Foi preparado para cada amostra duas replicatas da
fermentacdo dos vinhos. As uvas foram separadas dos cachos e mantidas em um tanque
de aco inoxidavel com capacidade de 20 L. O periodo de maceracéo foi de 10 dias, com
duas remontagens diérias a 22 °C. O mosto foi separado das partes solidas e transferido
para um tanque de aco inoxidavel com capacidade de 13 L. Antes de iniciar a
fermentacéo alcoolica, foram adicionados no mosto um agente sulfitante comercial (20
0/100 Kg de mosto, correspondendo a 10 mg/L de SO; livre) (Noxitan, Pascal Biotech,
Paris), cepa de Saccharomyces cerevisae (20 g/100 Kg) (Fermol Rouge, Pascal Biotech)
e enzimas comerciais com atividade pectinolitica (2-4 g/hL) (Pectinex SPL/Ultra, Pascal
Biotech). O consumo de &cido malico pelas bactérias laticas ocorreu espontaneamente
dentro de 20-25 dias. Apos a fermentagdo alcoodlica os vinhos foram mantidos a -4°C
durante 10 dias, foi adicionado Noxitan (em média 35 mg/L de SO, livre) e entéo, eles

foram engarrafados.
2.3 Reagentes quimicos
Padrdes de resveratrol, catequina, &cido galico, acido p-cumarico e morin

(2°,3,4°,5,7-penthydroxyflavone) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

USA), quercetina, acido ferrulico e acido cafeico foram obtidos da Fluka (Steinheim,
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Germany). Padrdes das antocianians (malvidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e
peonidina-3-glicosideo) foram obtidos da Extrassintese (Genay, Franca). Os acidos
tartarico, malico, latico, citrico e succinico foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Todos os reagentes apresentaram pureza maior que 95%. O reagente Folin-
Ciocalteu foi obtido da Fluka (Steinheim, Germany). Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromato-2-acido carboxilico, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), 2,4,6-tri(2-
piridil)-s-triazina (TPTZ) e 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS) obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Acetonitrila e metanol de grau HPLC foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Germany), acetato de etila, etanol, &cido acético e cloridrico e outros reagentes
apresentavam grau analitico. Foi utilizado agua de qualidade Milli-Q obtida através do
sistema de purificagdo Millipore (Bedford, MA). Todas as solugdes foram filtradas em

membranas com 0,45 um de diametro (Millipore) e desgaseificada antes do uso.

2.4 Analise das uvas

As uvas, safra 2008, foram coletadas no periodo da colheita e imediatamente
acondicionadas em caixas térmicas, transportadas para o laboratério de Bioquimica de
Alimentos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, na Universidade
Federal de Santa Catarina. Foram determinadas as componentes de rendimento como:
peso de cachos e bagas e nimero de bagas por cada cacho. Para as andlises fisico-
quimicas: pH, acidez total (g de &cido tartarico por 100 mL de mosto), solido sollvel
total (°Brix) e indice de maturagdo (acidez total / °Brix ) (O1V, 1990), foi preparado um
mosto das uvas, obtido a partir do esmagamento, utilizando 30 bagas em triplicata (90
bagas).

Para as analises de antocianinas monomeéricas totais (AMT), polifendis totais
(PT) e medida da cor, foi preparado um extrato metanélico das uvas, utilizando 30
bagas de uvas em triplicata (90 bagas) previamente lavadas, sendo as cascas separadas
da polpa, pesadas para a preparagao do extrato. O extrato foi preparado pela maceragao
das cascas durante 24 horas sob abrigo da luz a 4,0 = 1°C utilizando como solvente
extrator metanol/HCI 1% (LEES; FRANCIS, 1972). A quantificagdo das AMT foi
realizada através do método de pH diferencial utilizando &€ = 28000 ¢ MM = 529, de

acordo com Giusti e Wrolstad (2001) e expresso em mg de malvidina 3-glicosideo/100
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g de casca fresca. O conteudo de PT foi determinado através do método de Folin-
Ciocalteu, com leituras de absorbancia em 760 nm e expresso em mg &cido galico/100 g
de casca fresca (SINGLETON; ROSSI, 1965). A intensidade da cor (IC) foi
determinada por espectrofotometria UV-VIS com leituras de absorbancia em 420, 520 e
620 nm (GLORIES, 1984).

2.5 Analise dos vinhos

Os vinhos, safra 2008, produzidos com os clones 169 e 685 da variedade
Cabernet Sauvignon, locais A e B, foram analisados entre 6 e 8 meses apds a
microvinificacdo. Todas as andlises foram realizadas em triplicata com trés repetices

para cada amostra de vinho.

2.5.1 Analises Fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas realizadas foram pH (pH meter 220 MP Metler-
Toledo), acidez total (g/L acido tartarico), acidez volétil (g/L éacido acético) e teor

alcoolico (ebuliometria) de acordo com a OIV (1990).

2.5.2 Determinacdo do contetdo total das familias de polifenois

Os vinhos foram analisados por espectrofotometro UV-VIS (Hitachi U 2010,
CA, USA) quanto aos polifendis totais (PT) (mg/L &cido gélico), polifendis nédo-
polimerizados (PNP) (mg/L catequina), polifendis polimerizados (PP) (mg/L
catequina), orto-difendis (OD) (mg/L catequina), éster tartarico (ET) (mg/L é&cido
cafeico) e flavonol (FLV) (mg/L quercetina). PT foram determinados utilizando o
reagente Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965); PNP foi realizado através de
reagdo com a vanilina e o PP através da diferenca entre o teor de polifendis totais
expresso em catequina dos polifendis ndo-polimerizados (PARONETTO, 1977); OD
foram determinados utilizando o reativo de Arnow (FLANZY; AUBERT, 1969); éster

tartarico e flavonol foram determinados de acordo com Glories (1978).
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2.5.3 Parametros de cor

A cor foi determinada utilizando dois métodos: medida da absorbancia
espectrofotométrica do vinho em 420, 520 e 620 nm (GLORIES, 1984), realizada
diretamente em cubeta de 1 mm, utilizada para determinar a intensidade da cor (IC):
Auo + Asyo + Asao; € a tonalidade da cor (TC): Aszo/ Asgo.

A cor também foi determinada utilizando os pardmetros do sistema CIElab
obtidos por colorimetria (Minolta Chromo Meter CR-400). Os parametros observados
foram as coordenadas a* (indice cromético vermelho/verde), b* (indice cromatico
amarelo/azul), L* (luminosidade). C* (cromaticidade) foi calculado através da seguinte
equagio: C* = (a* % + b* 212,

O contetdo de antocianinas monoméricas, poliméricas e copigmentadas nas
amostras de vinhos foram determinados de acordo com Levengood e Boulton (2004). O
meétodo consiste nos efeitos colorimétricos do SO, e acetaldeido sob as formas das
antocianinas. Neste processo, em uma amostra de 2 mL de vinho foi adicionado 20 pL
de acetaldeido 20 % (v/v) e submetida a agitacdo e posteriormente repouso por 45
minutos no escuro (A**). Uma segunda amostra de 2 mL de vinho foi adicionada de
160 uL de solugdo de SO, 10 % (m/v) homogeneizada e deixado em repouso durante 10
minutos (AS%?). A absorbancia para cada amostra foi medida em 520 nm utilizando
cubeta de Imm. Foi determinada a absorbancia direta da amostra de vinho em 520 nm
(A"™). Para o calculo foram utilizadas as equacdes abaixo, e as absorbancias

corrigindo para cubetas de 1 cm:

Antocianinas copigmentadas = A% - AV (1)
Antocianinas monoméricas = A" - A2 )
Antocianinas poliméricas = A** — AV ?)

O teor de antocianinas monoméricas totais (AMT) foi determinado através do
meétodo do pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001), utilizando-se dois sistemas:
tampdo cloreto de potassio (pH 1,0) e tamp&o acetato de sodio (pH 4,5). Os valores de

absorbancia foram medidos em espectrofotbmetro de absorcdo UV-Visivel no
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comprimento de onda de méxima absorcéo e a 700 nm. A concentragdo foi expressa em

malvidina-3-glicosideo (massa molecular de 529 e absortividade molar de 28000).

2.5.4 Determinacdo Cromatografica

As anélises cromatograficas foram realizadas utilizando cromatografo liquido de
alta eficiéncia, Shimadzu (Kyoto, Japan), equipado com desgaseificador (DGU-14A),
bomba quaternéria (LC-10AT), detector UV-vis (SPD-10AV) e injetor manual de 20
pL, com software CLASS-VP (ver 6.1). A coluna (4,6 mm x 250 mm, 5 pm tamanho de
particula) e pré-coluna (4,6 mm x 12,5 mm) C18 fase reversa (Hichrom, Europe).

Para as andlises de polifendis, resveratrol e antocianinas, as amostras de vinho
foram filtradas em filtro de membrana PTFE modificado com poro de 0,45 um e 13 mm
de didmetro (Millipore) e injetadas diretamente no cromatografo liquido. Para analise
dos acidos organicos as amostras de vinho foram filtradas em membrana 0,45 um PTFE
modificada (Millipore) e diluidas em &gua ultra-pura (Milli-Q) (1:10) e posteriormente
injetadas no sistema cromatogréfico.

A identificacdo de cada composto foi realizada pela comparagéo do tempo de
retencdo e espectro dos picos UV-vis das amostras de vinho com aqueles obtidos pela
injecdo dos padrdes. Para todas as andlises cromatograficas foram determinados os
seguintes parametros analiticos: coeficiente de determinagdo (R?), os limites de
determinacgdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) e a recuperagéo (%) (ICH, 1994).

Acidos organicos

Os acidos organicos: tartarico, malico, latico, citrico e succinico foram diluidos
separadamente em &gua ultra-pura (Milli-Q) (10 g/L) e a solugdo de trabalho foi obtida
com a mistura de todos os padrdes (5 g/L). As curvas foram construidas por
padronizag&o externa.

A metodologia utilizada foi de acordo com Escobal et al. (1998) com
modificacdes. A separacdo cromatogréfica foi realizada através de eluicdo isocrética,
com deteccdo em 212 nm. A fase mdvel consistiu de agua ultra pura (Milli-Q)
acidificada com acido fosforico (1,2% m/v) com pH de 2,4. O fluxo do eluente foi de

0,7 mL/min, e o tempo da corrida cromatogréafica foi de 40 minutos.
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Compostos fendélicos

Todas as solucGes padrées dos compostos fendlicos foram preparadas
individualmente em metanol (1000 mg/L) e armazenadas sob protecédo da luz a -18 °C.
Foram preparadas solugBes estoque com concentracdo de 150 mg/L em vinho sintético
(solucdo hidroalcoolica: 5 g/L de 4cido tartarico, etanol 12% v/v e pH 3,2). As solugdes
de trabalho para a construgdo das curvas de calibracdo forma prepardas em vinho
sintético contendo a mistura dos padrdes de polifendis, com excecdo do acido gélico,
preparado individualmente. Solucdo de morin foi preparada em vinho sintético (16,2
mg/L) e foi utilizada como padréo interno e adicionada na solucdo de calibragcdo dos
compostos fendlicos e na amostra de vinho.

A separagdo cromatogréfica dos compostos fendlicos foi realizada de acordo
com método desenvolvido e validado no laboratério de Bioguimica de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (Capitulo 1). Foi utilizado como fase mdvel
agua:acido acético com pH 3,2 como solvente A e 20 % do solvente A com 80 % de
acetonitrila como solvente B. Os compostos fendlicos foram eluidos com trés estagios
de gradiente linear: 0-30 % solvente B por 35 minutos, de 30 a 50 % de B por cinco
minutos, 50 a 100 % de B durante 15 minutos, e retornando em 0 % de
solvente B durante 15 minutos. O fluxo utilizado foi 1,2 mL/min, e a temperatura da
sala foi mantida em 20 °C £ 1.

Os compostos foram quantificados por padronizacdo interna utilizando solugéo
de morin (16,2 mg/L), conforme descrito no Capitulo 1, com exce¢do do &cido galico

que foi determinado por padronizagdo externa.

Trans-resveratrol

A solucéo estoque de trans-resveratrol foi preparada em metanol (100 mg/L) e a
curva de calibracdo foi construida por padronizagdo externa. Para anélise foi seguida
metodologia proposta por Souto et al. (2001), com modifica¢des. O método para eluicdo
utilizado foi isocratico, com fase mdvel composta de agua ultra pura (Milli-Q) e
acetonitrila (75:25). O pH da solucdo foi ajustado para 3 com a adicdo de &cido

fosforico. O fluxo da fase movel foi de 1,2 mL/min, com deteccdo em 306 nm.
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Antocianinas livres

SolugBes estoque de malvidina, delfinidina e peonidina-3-glicosideo foram
preparadas individualmente em metanol (150 mg/L) e as curvas de calibragdo foram
construidas por padronizacdo externa.

A analise das antocianinas foi realizada de acordo com método descrito Garcia-
Falcon et al. (2007) com modificacbes. Foi utilizado como fase mdvel agua ultra-pura
(Milli-Q) acidificada com 5 % v/v de &cido formico (solvente A) e metanol acidificado
com 4&cido formico (solvente B). O gradiente de eluicdo utilizado foi: 20-40 % de
solvente B de 0-40 min, 40-100 % de B durante 10 min, 100 % de B foi mantido por 5
min. A coluna foi preparada para re-equilibrar com o solvente do tempo zero durante 5
min, antes da injecdo da proxima amostra. O fluxo da fase mével foi de 0,8 mL/min,

com detecgdo em 520 nm.

2.5.5 Atividade antioxidante

A Atividade antioxidante dos vinhos foi avaliada através de 3 métodos in vitro:
DPPH, ABTS e FRAP, e os resultados foram expressos em atividade antioxidante
equivalente a trolox (mM TEAC por L de vinho).

A atividade do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) foi medida através da
extingdo do méximo da absor¢do em 517 nm (KIM; GUO; PACKER, 2002). O método
consiste na incubacdo da amostra de vinho com solu¢do metandlica do radical DPPH (1
mM) durante 30 minutos.

O método ABTS (4cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)) foi
realizado conforme descrito por Re et al. (1999). O radical ABTS foi adicionado na
amostra de vinho e foi realizada leitura espectrofotométrica em 754 nm no tempo inicial
(tempo zero) e apds 6 minutos de reagdo.

O método FRAP foi realizado de acordo com Benzie e Strain (1996) com
algumas modificacfes descritas por Arnous, Makris e Kefalas (2002). Uma aliquota da
amostra foi adicionada em solucéo de cloreto férrico (3 mM) e deixado em banho-maria
durante 30 minutos. Posteriormente foi adicionado a solucdo de TPTZ (2,4,6-tri(2-

piridil)-s-triazina) e ap6s 10 minutos foi realizado a leitura da absorbancia em 620 nm.
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2.6 Avaliacdo do tempo de guarda dos vinhos em garrafa

O estudo da evolucédo dos principais compostos fenélicos individuais, polifendis
totais, polimerizados e ndo-polimerizados, orto-difenois, éster tartarico, flavonol,
antocianinas totais e suas fragdes, e atividade antioxidante, foram realizados com as
amostras dos vinhos Cabernet Sauvignon, clones 685 e 169 (local A) submetidas sob as
mesmas condic¢des apds o engarrafamento. O periodo de avaliagdo durante o tempo de
guarda iniciou ap6s 6 meses da elaboragdo dos vinhos e foi realizado durante 11 meses

de estocagem.

2.7 Analise estatistica

Todas as anélises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos
como valor médio + desvio padrdo. Foi utilizado o programa Statistica v.6,0 (2001)
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) para analise de variancia (ANOVA), teste HSD Tukey

(p<0,05), andlise de correlacéo, Analise de Componente Principais e Anélise de Cluster.

3 Resultados e Discussao

3.1 Analises cléassicas das Uvas e dos Vinhos

O monitoramento dos pardmetros fisicos e quimicos nas uvas no periodo da
colheita mostra-se muito importante para obter vinhos de boa qualidade. Algumas
caracteristicas de interesse dos dois clones (169 e 685) da uva Cabernet Sauvignon e do
respectivo vinho estdo representadas na Tabela 1. Pode-se observar evidente diferenca
entre os clones, sendo que o clone 685 apresentou resultados superiores em relagdo ao
peso dos cachos e das bagas, que o clone 169. A dimensdo da baga depende, dentre
outros fatores, das caracteristicas genéticas da cultivar (JACKSON, 2000), o que pode
ter induzido as diferencgas entre os clones. Os valores encontrados para o pH e acidez
total estdo de acordo com aqueles recomendados para elaboragdo de vinhos de boa

qualidade, pois segundo Rizzon e Miele (2003) pH inferior a 3,3 pode interferir
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negativamente, afetando a estabilidade do vinho. O indice de maturacdo (IM), que

representa o balango entre aclcar/acidez, tem como funcdo conferir ao vinho um

equilibrio gustativo. Os valores de IM encontrados par aos dois clones estdo de acordo
com aqueles estipulado pela literatura (AMERINE et al., 1980; RIZZON; MIELE,

2003).

Tabela 1. Pardmetros enoldgicos cléssicos determinados nas uvas e nos vinhos jovens

dos clones da variedade Caberent Sauvignon, safra 2008, local A e B.

Parametros A-685 A-169 B-685 B-169
Uvas

Peso do cacho (g)" 75,02  6148°  7535°  62,94°
n® bagas / cacho” 73° 68" 71° 60°
peso médio de 100 bagas (g) 212,1*  1242°  2185°  181,3°
pH 3,69° 3,78 3,75° 3,9°
sélidos soltveis totais (°Brix) 22,5° 22 22 23,5°
acidez total (g 4cido tartarico/100 mL) 0,63 0,64" 0,61° 0,65
indice de maturagéo (°Brix/AT) 3571  3437°  36,06°  36,15°
polifendis totais (mg/100 g de casca) 815,07* 1039,52° 926,19° 1120,08°
antocianinas totais (mg/100 g de casca) 501,41° 43543 622,32°  455,42°
intensidade da cor™ 16,23° 12,66°  21,29°  18,11¢
Vinhos

pH 3,75 3,81° 3,60° 3,80"
acidez total (g de 4cido tartarico/L vinho) 4,62° 5,21° 5,49° 4,92°
acidez volatil (g de 4cido acético/L vinho) | 0,32%“ 0,44° 0,30% 0,33
teor alco6lico (%) 11,5° 11,8° 11,0° 11,1°

“valor médio de n=10
unidade de absorbéancia
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A determinacdo do teor de polifendis e antocianinas nas uvas sdo de grande
importancia, pois refletem na qualidade dos vinhos. Em relagdo a concentragédo destes
compostos para as uvas analisadas no presente trabalho, os valores estdo de acordo e/ou
sdo superiores aos encontrados na literatura para a variedade Cabernet Sauvignon
(R1ZZON; MIELLE, 2002; GONZALEZ-NEVES et al., 2004) o que indica uma boa
maturacdo fendlica destas uvas. O clone 685 apresentou maiores valores para o teor de
antocianinas enquanto que o clone 169 maior concentracdo de polifendis totais. Estes
resultados estdo de acordo com outros pesquisadores que também encontraram
diferencas significativas entre clones de uma mesma variedade de uva considerando as
analises classicas da uva (ZAMUZ; MARTINEZ; VILANOVA, 2007; FERRANDINO;
GUIDONE, 2010).

A Figura 1 demonstra as curvas de fermentagdo alcodlica para os clones. Todas
as amostras de vinho iniciaram a fermentacdo ao mesmo tempo e a densidade final
obtida foi igual para todos os vinhos (0,995), sendo que o vinho A-169 atingiu a
densidade final antes das outras amostras. Pode-se observar que o comportamento dos
clones durante o processo de vinificagéo foi similar, com exce¢do da amostra B-685 que
apresentou fermentacdo mais lenta. Zamuz, Martinez e Vilanova (2007) ao avaliar
vinhos produzidos com 8 clones da variedade Cabermet Sauvignon observaram haver
diferencas nas curvas de fermentagdo para os vinhos, no entanto os clones 169 e 685

ndo foram avaliados por estes autores.

11+
1,09
1,08 -
1,07
1,06
1,05
1,04
1,03
1,02

—o— A-685
—o— A-169
101 - —a— B-685
14 5 g A —x— B-169
0,99 : : : -
4/mai 6/mai 8/mai 10/mai 12/mai 14/mai 16/mai

densidade (20 °C)

fermentagdo alcodlica (dias)
Figura 1. Curvas de fermentac&o para os clones da variedade Cabernet Sauvignon, local
A e B, safra 2008.
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3.2 Acidos organicos

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas analiticas do método cromatografico, o
qual se mostra adequado para a quantificagdo destes compostos, pois os valores de R?,
para todos os compostos, foram maiores que 0,999 e os valores de recuperagdo variaram
de 93 a 98 % indicando boa eficiéncia para 0 método, valores que estdo de acordo com
dados da literatura para a quantificagdo de &cidos organicos (MATO; SUAREZ-
LUQUE; HUIDOBRO, 2007; PERES et al., 2009). Na Figura 2 um cromatograma

tipico dos acidos orgéanicos para identificagdo em amostras de vinho.

Tabela 2. Caracteristicas analiticas do método para quantificacdo de acidos organicos

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Compostos Concentracao R’ LOD LOQ Rec
(9/L) (9/L) (9/L) (%)
Acido tartarico 0,1-4,0 0,9998 0,0224  0,0748 98
Acido malico 0,05-1,0 0,9993 0,0373 0,1244 94
Acido latico 01-3,0 0,9999 0,0239  0,0797 97
Acido citrico 0,03-1,0 0,9998  0,0093  0,0308 95
Acido succinico 0,03-2,0 0,9991 0,0255 0,0852 93

LOD: limite de detecgdo; LOQ: limite de quantificagdo; Rec: recuperacéo

757 1
50j
2 ] 2
E -
257 3
i 4 5
ol
0 10 20 30 40

Figura 2. Cromatograma tipico de solucdo padrdo dos &cidos orgénicos. (1) acido

tartarico; (2) &cido malico; (3) &cido latico; (4) &cido citrico; (5) &cido succinico.
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Os resultados do teor de &cidos orgénicos nos vinhos estdo representados na
Tabela 3, sendo que os valores obtidos para os vinhos Cabernet Sauvignon estédo de
acordo com aqueles descritos na literatura (MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO,
2007; ZHENG et al., 2009), no entanto deve-se considerar que o teor destes compostos
no vinho depende do tipo de uva, do local de producdo, assim como das técnicas de
vinificacdo utilizadas. Diferencas significativas (p<0,05) foram encontradas entre os
clones. O &cido tartérico foi o &cido caracteristico para os vinhos produzidos com o0s
dois clones, sendo que este &cido representa cerca de 50 % do contetdo total dos &cidos
organicos do vinho. N&o foi detectada a presenca de &cido malico, o qual indica a
ocorréncia completa da fermentagdo malolatica, havendo a transformacdo deste em
acido latico. O acido citrico também ndo foi detectado nestes vinhos, indicando que nao
houve adigdo deste composto para ajustar a acidez do vinho assim como este pode ter
sido consumido durante a fermentacdo mololatica. Estudos realizados por Peres et al.
(2009) também ndo detectaram a presenca de &cido citrico em vinhos brasileiro, dentre

eles vinhos da variedade Cabernet Sauvignon.

Tabela 3. Concentracdo de &cidos orgénicos (g/L) dos vinhos Cabernet Sauvignon,
clones 169 e 685, locais A e B, safra 2008.

A-685 A-169 B-685 B-169

Acido tartarico 3,042+ 0,01 3,29° + 0,44 354°+0,02  3,64°+0,01

Acido malico nd nd nd nd
Acido latico 1,90*+ 0,01 2,01°+0,03 1,93°+0,01  1,979+0,02
Acido citrico nd nd nd nd

Acido succinico 0,78%+ 0,01 0,88° + 0,00 0,79+ 0,01 0,69°+ 0,01

nd: ndo detectavel. Valores médios + desvio padrdo. Letras diferentes em mesma linha indicam
diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras.
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3.3 Determinagéo do conteudo total das familias de polifendis e pardmetros de Cor

O conteddo total de polifendis das amostras de vinho foi determinado por métodos
espectrofotométricos (Tabela 4) e pode-se observar diferenca significativa (p<0,05)

entre as amostras de vinho produzidas com os clones da uva Cabernet Sauvignon.

Tabela 4. Concentracdo dos compostos fendlicos totais e pardmetros de cor dos vinhos

jovens de Cabernet Sauvignon, clone 169 e 685, locais A e B.

A-685 A-169 B-685 B-169
PT 21149°+10,2  2431,6°+29,6  22057°+27,9  2569,8°+ 324
PP 1293,6% + 24,8 1458,4° + 9,3 1319,5°+17,9  1516,6°+ 21,3
PNP 878,7°+ 19,4 834,3"+ 6,9 736,1°+ 11,2 753,19+ 17,1
oD 370,78°+569  451,33°+2,36  380,09°+321  44522°+1,52
ET 262,557+ 0,25  232,62°+141  23963°+0,80  311,14°+1,19
FLV | 24053*+041  20534°+056  200,35°+0,81  268,05°+0,75
AMT | 18522°+372  164,08°+326  209,33°+169  167,67°+259
IcY 12,03%+ 0,02 10,89° + 0,01 12,73+ 0,01 11,72 + 0,02
TCY 0,73%+ 0,01 0,80° + 0,01 0,63°+ 0,01 0,78" + 0,01
AMY 2,50% + 0,09 1,84" + 0,04 3,05+ 0,06 2,209+ 0,10
APY 2,27%+0,10 2,23"+0,08 2,35°+ 0,02 2,16"+ 0,01
ACY 1,692+ 0,03 1,23"+0,05 1,50°+ 0,10 1,22°+0,20
a* 1,66% + 0,05 1,41° +0,03 2,44° + 0,02 1,37% + 0,04
b* 0,11°+0,01 0,11°+0,01 0,22°+ 0,02 0,13+ 0,01
L* 18,85 + 0,04 19,73+ 0,04 18,67°+ 0,08 19,95 + 0,05
C* 1,66 + 0,02 1,42° +0,02 2,45° + 0,04 2,3°+0,03

Yexpresso em indice (unidades de absorbancia).

Valores médios + desvio padrdo. Letras diferentes em mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05) entre os diferentes clones em mesmo vinhedo.

PT: polifendis totais (mg/L de acido galico); PP: polifendis polimerizados (mg/L de catequina);
PNP: polifendis ndo-polimerizado (mg/L de catequina); OD: ortodifendis (mg/L de catequina);
ET: éster tartarico (mg/L de acido cafeico); FLV: flavonol (mg/L de quercetina); AMT:
antocianinas monoméricas totais (mg/L de malvidina 3-glicosideo). IC: intensidade da cor; TC:
tonalidade da cor; AM: antocianinas monoméricas; AP: antocianinas poliméricas; AC:
antocianinas copigmentadas; a*, b*, L*, C*: parametros CIElab.
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Em relacdo ao conteudo de polifendis, como PT, PP e OD, o clone 169 foi o que
apresentou os maiores valores, independente do local de produgdo. Em contraste, ao
avaliar os parametros de cor, AMT, AC, AP, AM, foi observado maiores valores para 0s
vinhos produzidos com o clone 685. Esta maior concentragdo de antocianinas contribuiu
para que estes vinhos apresentassem maiores valores de IC, a* e menores valores de TC
e L, o que esta de acordo com pesquisas realizadas por Cliff, King e Schlosser (2007).

Os valores encontrados de polifendis totais para os vinhos Cabernet Sauvignon
procedentes do Estado de Santa Catarina, Brasil, estdo de acordo, e muitas vezes séo
considerados elevados quando comparado com vinhos da mesma variedade de uva
produzidos em outros paises. Pesquisadores encontraram valores de PT para vinhos
Cabernet Sauvignon oriundos da China, variando de 1410 a 2488 mg/L (LI et al., 2009).
Rastija, Srecnik e Saric (2009) pesquisaram vinhos procedentes da Croatia, dentre eles
da variedade Cabernet Sauvignon e encontraram valores de PT em torno de 1400 mg/L.
Roginsky et al. (2006) ao avaliar vinhos tintos da California, encontrou para vinhos
Cabernet Sauvignon de diferentes safras, valores médios de 1800 mg/L. O contetdo de
antocianinas monoméricas totais (AMT) para todas as amostras de vinho, também
foram superiores aos resultados encontrados por Cliff, King e Schlosser (2007), que
obtiveram valores de AMT de 125 mg/L, no entanto, foram menores que aqueles
encontrados para os vinhos Cabernet Sauvignon produzidos no Rio Grande do Sul,
embora sejam oriundos de safras diferentes (RIZZON; MIELE, 2002).

3.4 Compostos fenolicos flavondides e ndo-flavondides

Os principais compostos fendlicos individuais, presentes nos vinhos, foram
determinados por cromatografia liquida. O método para quantificacdo dos &cidos
cafeico, ferrulico e p-cumérico, catequina e quercetina foram otimizados e validados de
acordo com ICH (1994), e estdo apresentados no Capitulo 1 deste trabalho. A Tabela 5
demonstra alguns pardmetros analiticos de validacdo dos diferentes métodos utilizados
para quantificacdo dos outros compostos fendlicos determinados nas amostras de vinho.
A Figura 3 ilustra cromatogramas tipicos para os polifendis determinados neste trabalho

para os vinhos Cabernet Sauvignon.
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Tabela 5. Pardmetros de validacdo dos métodos para quantificagcdo dos compostos fendlicos.

Compostos Concentragéo R’ LOD LOQ Rec (%0)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Malvidina 3-glicosideo 0,9-90,0 0,9999 0,0760 0,2307 94,3
Delfinidina 3-glicosideo 1,0-50,0 0,9978 0,0335 0,1018 92,3
Peonidina 3-glicosideo 0,2 -50,0 0,9926 0,0039 0,0119 90,1
Trans-resveratrol 0,1-25,0 0,9984 0,0536 0,1063 95,6
Acido galico 8,0-380,0 0,9981 0,3222 0,9763 88,4

LOD: limite de deteccdo; LOQ: limite de quantificacdo; Rec: recuperagao.
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Figura 3. Separacdo Cromatografica dos compostos fendlicos presentes nos vinho
Cabernet Sauvignon, safra 2008, determinados em comprimentos de onda especificos
para cada composto. A) 280 nm; B) 360 nm; C) 520 nm. (1) &cido gélico; (2) catequina;
(3) éacido cafeico; (4) acido p-cumaérico; (5) &cido ferralico; (6) quercetina; (7) trans-
resveratrol; (8) delfinidina 3-glicosideo; (9) peonidina 3-glicosideo; (10) malvidina 3-

glicosideo.
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Os compostos fendlicos flavondides e ndo-flavondides determinados neste
trabalho (Tabela 6) representam os principais polifendis presentes em vinho tinto. Sabe-
se que estes polifendis, sdo muito utilizados para diferenciar vinhos produzidos com
diferentes variedades de uva, no entanto, ha poucos trabalhos na literatura utilizando os
principais compostos fendlicos determinados por CLAE para diferenciar vinhos
produzidos com diferentes clones de uma mesma variedade de uva. Neste trabalho estes
compostos foram usados para caracterizar e diferenciar vinhos produzidos com 0s
clones 169 e 685 da variedade Cabernet Sauvignon.

Dentre os compostos determinados a catequina e o 4cido gélico foram encontrados
em maior concentracdo nos vinhos produzidos com o clone 169, o qual também
apresentou maior concentracdo de todos os compostos fendlicos ndo-flavondides
avaliados. Os vinhos produzidos com o clone 685 demonstraram maior concentragao
das antocianinas monomericas avaliadas, com destaque para a malvidina 3-glicosideo
que foi 0 composto majoritario nestes vinhos. Os resultados obtidos para as uvas estéo
de acordo com o observado para os respectivos vinhos, pois o clone 685 apresentou
maior teor de antocianinas nas cascas das uvas, e para o clone 169 maior concentragéo
de polifendis totais, indicando que a caracteristica da uva prevaleceu no respectivo
vinho.

Diferentes clones, com diferentes caracteristicas enoldgicas sao identificados em
muitas variedades de uva, mas a literatura apresenta dados que divergem em relagéo as
diferencas na composi¢do quimica dos clones. Pesquisas realizadas para diferenciar
clones cultivados em mesmo local, demonstraram que a composi¢do de antocianinas
difere significativamente entre amostras de clones de uma mesma variedade
(FORVEILLE; VERCAUTEREN; RUTLEDGE, 1996) o que esti4 de acordo com 0s
resultados obtidos no presente estudo. No entanto, pesquisas contrarias a este trabalho,
evidenciaram para diferentes clones das uvas Cabernet Sauvignon e Pinot Noir, que 0
conteido de antocianinas livres, determinadas por CLAE, sdo similares na maioria dos
clones estudados (CASTAGNOLI; VASCONCELOS, 2006; FIDELIBUS et al., 2006).
Outros pesquisadores afirmam que além da influéncia das caracteristicas do clone no
respectivo vinho, as variagdes entre as amostras sdo mais significativas ao considerar as
diferentes safras (REVILLA,; GARCIA-BENEYTEZ; CABELLDO, 2009).
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Tabela 6. Determinagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia dos compostos

fenolicos flavondides e ndo-flavondides (mg/L) nos vinhos Cabernet Sauvignon, clones

169 e 685, locais A e B.

Compostos A-685 A-169 B-685 B-169
Flavondides

Malvidina-3-glic. | 35,70°+0,15 32,32°+0,61 4221°+0,27 31,71°+0,09
Delfinidina-3-glic. | 4,27°+0,08 3,76°+0,03  7,1°+0,12  3,269+0,08
Peonidina-3-glic. 17,32°+ 0,20 14,07°+0,18 22,85°+045 14,12°+0,15
Catequina 17,51+ 0,12 5042°+0,85 9,96°+0,05 39,23%+0,33
Quercetina 38,6902+ 111 1536°+096 2456°+0,12 52,619+1,25
Nao-flavondides

Trans-resveratrol 0,75°+0,02 152°+0,04  065°+0,02  1,89°+0,03
Acido galico 30,29°+0,06 32,63°+0,71 3152°+0,33 44,22°+0,12
Acido caféico 156+0,09 516°+0,38  1,79°+0,05  1,84°+0,16
Acido ferralico 0,08°+0,01 0,12°+001 005°+001 0,14°+0,01
Acido p-cumarico | 147%°+0,04 250°+0,03  0,79°+0,02  6,80°+ 0,09

Letras diferentes em mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05) entre o0s
diferentes clones em mesmo vinhedo.

Ao considerar, de maneira geral, os vinhos Cabernet Sauvignon analisados neste
trabalho, foi possivel observar que este apresentou altos teores de compostos fenolicos,
com destaque para o &cido gélico e a catequina, quando comparado com vinhos da
mesma variedade oriundos de outros paises (MONAGAS et al., 2005; GUTIERREZ;
LORENZO:; ESPINOSA, 2005; CADAHIA et al., 2009). Além disto, os teores de trans-
resveratrol também se mostram significativos nestes vinhos e foram superiores aos
encontrados para vinhos Cabernet Sauvignon procedentes da regido nordeste do Brasil,
com valores de 0,55 e 0,04 mg/L (LUCENA et al., 2010), para os vinhos da Espanha
com concentragdo de 0,4 e 0,70 mg/L de acordo com pesquisas realizadas por Cadahia
et al. (2009) e Abril et al. (2005), respectivamente. Souto et al. (2001) ao pesquisar



Capitulo 3 92

trans-resveratrol em vinhos comerciais produzidos no Sul do Brasil, encontrou para
aqueles da variedade Cabernet Sauvignon, de diferentes safras, concentragdes variando
de 0,32 a 3,57 mg/L. Gerogiannaki-Christopoulou et al. (2006) determinaram a
concentracdo de trans-resveratrol em 31 amostras de vinho produzidas com diferentes
variedades de uvas, brancas e tintas, e os teores encontrados foram abaixo de 2,0 mg/L.
Estas diferengas encontradas em relagdo a composicdo fendlica dos vinhos Cabernet
Sauvignon de diferentes paises, pode estar condicionada, além dos diferentes clones
usados da variedade Cabernet Sauvignon, ao processo de vinificagdo que influencia na
extracdo e difusdo dos compostos do mosto para o vinho, aos fatores que afetam o
desenvolvimento da baga tais como solo, origem geogréafica e condigdes climéticas,
como também fatores que exercem forte influencia como o tamanho da baga e o grau de
maturagdo da uva (RIZZON; MIELE, 2002; MORENO-LABANDA et al., 2004,
BAUTISTA-ORTIN et al., 2007).

3.5 Atividade antioxidante e a correlagdo com os compostos fendlicos

A atividade antioxidante encontrada através dos diferentes métodos para 0s
vinhos produzidos com os dois clones da variedade Cabernet Sauvignon, (Figura 4)
demonstraram haver diferenga significativa (p<0,05) entre os métodos utilizados, com
excecdo da amostra B-685 que ndo mostrou diferencas para aos métodos DPPH e
FRAP. Foi observado que os valores de atividade antioxidante foram maiores para o
método ABTS em todas as amostras, variando de 18,68 a 22,51 mM TEAC para A-685
e B-169, respectivamente. Li et al. (2009), ao analisar 37 amostras de vinhos, tinto, rose
e branco, também encontraram maiores valores para atividade antioxidante através do
método ABTS. Os clones avaliados neste estudo, demonstraram diferenca significativa
(p<0,05) na capacidade antioxidante, em que o clone 169, tanto do local A como do B,
apresentaram valores superiores de atividade antioxidante para os trés métodos
avaliados, sendo que este clone também conferiu maior teor de polifenois tanto para as

uvas quanto para os respectivos vinhos.
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Figura 4. Atividade antioxidante através dos metodos DPPH, ABTS e FRAP (mM
TEAC) para vinhos de dois clones da variedade Cabernet Sauvignon, 685 e 169, locais
A e B, safra 2008. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo; colunas
com diferentes letras em uma mesma amostra indicam diferenca significativa entre os
métodos (p<0,05).

O potencial antioxidante encontrado neste estudo para os clones séo superiores
aqueles reportados na literatura para a mesma variedade (Di MAJO et al., 2008;
KONDRASHOV et al., 2009; LI et al., 2009), como também estes vinhos apresentaram
atividade antioxidante superior a vinhos produzidos com outras variedades de uva
(LANDRAULT et al., 2001; ALEN-RUIZ et al., 2009; NIXDORF; GUTIERREZ,
2010). Kondrashov et al. (2009) sugerem que os vinhos produzidos com a variedade
Cabernet Sauvignon podem ser de interesse nutricional devido sua alta capacidade
antioxidante. Além da atividade antioxidante ‘in vitro’, Wang et al. (2006) em estudo
realizado ‘in vivo’ também evidenciaram que o consumo moderado do vinho Cabernet
Sauvignon ajuda a reduzir o risco de incidéncia de doencas degenerativas, como
Alzheimer, assim como apresenta propriedades antinflamatorias, anticarcinogénicas e
protecéo cardiovascular (FRANKEL et al., 1998, BURNS et al., 2000).

Através de analise de correlagdo, uma correlagdo positiva foi encontrada entre a
atividade antioxidante determinada pelos 3 métodos (DPPH, ABTS e FRAP) e cada
fendlico individual determinado neste estudo. Isto estd de acordo com outros

pesquisadores que afirmam que a capacidade antioxidante do vinho é dependente dos
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compostos fenolicos (SATO et al., 1996; ZAFRILLA et al., 2003; LI et al., 2009), no
entanto ha divergéncias na literatura em relagdo quais sdo 0s principais compostos que
atuam como antioxidante. O método ABTS apresentou correlagcdo mais forte com os
polifendis que os métodos DPPH e FRAP para ambos os vinhos, o que também foi
reportado por Rivero-Pérez et al. (2008). Dentre os compostos analisados, a catequina
foi principal fendlico que demonstrou maior correlagdo com a atividade antioxidante,
para os trés métodos avaliados, apresentando um coeficiente de correlacdo de Pearson
(R) maior que 0,9, o que também tem sido reportado por outros pesquisadores que
afirmam ser a catequina 0 composto que mais contribui como antioxidante no vinho
(ARNOUS et al., 2002; Di MAJO et al., 2008; ROUSSIS et al., 2008). Isto confirma as
observacOes de outros autores que indicam ser a catequina o mais importante flavanol
detectado em vinhos de diferentes variedades (MONAGAS et al., 2005; GOMEZ-
ALONSO; GARCIA-ROMERO; GUTIERREZ, 2007; PUERTOLAS et al., 2010).
Além da catequina, os polifenois totais (PT) e os polimerizados (PP) também
demonstraram alta correlagdo com a capacidade antioxidante do vinho (R>0,8),
resultado este que esta de acordo com pesquisas realizadas por Alén-Ruiz et al. (2009)
que afirma ser as formas poliméricas presente no vinho dentre as principais
responsaveis pela atividade antioxidante. Estes resultados indicam que o potencial
antioxidante do vinho ndo esta relacionado somente a um composto, mas por haver um
sinergismo entre a acdo antioxidante das diferentes classes de polifendis. As
antocianinas foram os compostos que apresentaram a menor correlagdo com a atividade
antioxidante, o que também foi evidenciado por Sanchez-Moreno et al. (2003), para o
contetdo total de antocianinas. Os outros compostos fendlicos determinados também
demonstraram correlagdo positiva, no entanto com R< 0,50, o que também foi
evidenciado em estudos realizados por Di Majo et al. (2008), que ao correlacionar
compostos fendlicos individuais com a capacidade antioxidante dos vinhos encontrou
valores de R< 0,55. Os mesmos autores também sugerem gque nem sempre 0 composto
majoritario no vinho apresenta a maior correlacdo, e afirmam que a capacidade
antioxidante esta mais relacionada com a classe e estrutura dos compostos fendlicos que

com o contelido total.



Capitulo 3 95

3.6 Evolucdo dos compostos fenolicos durante o tempo de guarda em garrafa

AlteragBes no contetdo de compostos fendlicos em vinhos armazenados em
garrafa foram monitorados durante um periodo de 11 meses (Figura 5). No inicio da
estocagem os polifendis ndo antocidnicos predominantes foram aqueles pertencentes a
classe dos flavanois e flavonois, seguido pelos 4&cidos hidroxibenzdico e
hidréxicindmicos. A Tabela 7 demonstra o comportamento dos compostos, expresso em
porcentagem, considerando o resultado inicial e o final dos 11 meses de estudo. Os
vinhos produzidos com os dois clones apresentaram similar comportamento durante o
envelhecimento.

O contetdo de polifendis ndo-polimerizados diminuiu durante o envelhecimento
dos vinhos em garrafa, acompanhado pelo esperado aumento dos polifendis
polimerizados, o que também foi evidenciado por Monagas, GOomez-Cordoves e
Bartolomé (2006) e por Roginsky et al. (2006) em pesquisas realizadas em vinhos
tintos. Os orto-difendis também diminuiram ao longo do tempo, fato que pode ser
explicado pela perda da capacidade destes compostos de formar complexos quelantes
com o molibdénio, devido a participagdo em numerosas reacdes de condensacao,
polimerizacdo e oxidagdo que ocorrem ao longo do tempo. De acordo com Gomez-
Cordovés e Gonzales-SanJosé (1995) estes compostos atuam como substratos para
reagOes de oxidacéo e condensacdo. Os ésteres tartaricos permaneceram praticamente
inalterados enquanto o contetudo total de flavonol reduziu durante os 11 meses de

estudo.
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Figura 5. Evolucdo dos compostos fendlicos e da atividade antioxidante (DPPH e
ABTS) durante o tempo de guarda em garrafa (11 meses) dos vinhos produzidos com 0s
clones 685 e 169 da variedade Cabernet Sauvignon, local A, safra 2008: PT, polifendis
totais; PP, polifendis polimerizados; PNP, polifendis nédo-polimerizados; OD,
ortodifendis; ET, éster tartarico; FL, flavonol; GAE, acido galico; CAF, é&cido cafeico;
FER, acido ferralico; CUM, éacido p-cumaérico; CAT, catequina; QUER, quercetina;
MALYV, malvidina 3-glicosideo; DELF, delfinidina 3-glicosideo; PEON, peonidina 3-
glicosideo; AMT, antocianinas monomeéricas totais; AM, antocianinas monoméricas
(%); AC, antocianinas copigmentadas (%); AP, antocianinas poliméricas (%); DPPH,
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil); ABTS, (&cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-4cido
sulfonico).
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Tabela 7. Alteracbes dos compostos fendlicos (%) avaliados durante o envelhecimento
do vinho, clone 685 e 169, safra 2008, no periodo de 11 meses. Valores positivos (+)

indicam a porcentagem de aumento dos compostos e valores negativos (-) indicam a

porcentagem de diminuicéo.

Compostos A-685 A-169
(%) (%)
Polifendis totais (PT) -39,0 -34,0
Polifendis polimerizado (PP) +6,9 +12,6
Polifendis ndo-polimerizados (PNP) -52,8 -27,6
Orto-difendis (OD) -19,9 -19.8
Ester tartarico (ET) +3,04 +0,9
Flavonol (FL) -53,6 -61,1
Antocianinas monomeéricas totais (AMT) -50,1 -52,2
Antocianinas monomeéricas (AM) -29,9 -36,1
Antocianinas poliméricas (AP) +25,3 + 38,6
Antocianinas copigmentada (AC) -59,3 -69,3
DPPH + 50,0 + 48,6
ABTS +52 +6,1
Acido galico (GAE) -59,1 -55,8
Acido cafeico (CAF) -19,3 -721
Acido ferrulico (FER) -100,0 -100,0
Acido p-cumarico (CUM) -33,0 -84,8
Catequina (CAT) -99,0 -92,6
Quercetina (QUER) +229 + 46,1
Malvidina 3-glicosideo (MALV) -51,3 -64,3
Delfinidina 3-glicosideo (DELF) -100,0 - 100,0
Peonidina 3-glicosideo (PEON) - 76,7 -85,5
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Dentre 0s compostos ndo-flavondides, o comportamento dos principais &cidos
hidroxicindmicos (4cidos p-cumérico, cafeico e ferrdlico) para ambos os vinhos foi
semelhante e apresentaram diminuigdo na concentragéo, sendo que o acido ferralico, no
final do experimento, apresentou uma redugéo de 100 %. A diminuigdo da concentragéo
destes compostos, durante o envelhecimento do vinho, também foi evidenciada por
outros pesquisadores sendo causada, provavelmente, pela formagdo de copigmentos
com as antocianinas (GUTIERREZ; LORENZO; ESPINOSA, 2005; MONAGAS;
GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2005; GUADALUPE; AYESTARAN, 2008).
Kallithraka, Salacha e Tzourou (2009) ao estudarem a evolugdo dos compostos
fendlicos em vinhos brancos, evidenciaram que durante o periodo de 9 meses em
garrafa, os vinhos apresentaram aumento da concentracdo dos &cidos hidroxicindmicos,
talvez pela auséncia das antocianinas, estes ndo participarem das reacOes de
copigmentacdo que ocorre nos vinhos tintos. Nos vinhos estudados, também foi
observada uma reducdo de mais de 50 % no teor de &cido galico, sendo que a maior
diminuicdo na concentragdo foi entre o quarto e o oitavo més de estocagem. Dados
contraditorios sdo apresentados na literatura no que se refere ao comportamento do
acido galico durante o envelhecimento do vinho. Resultados semelhantes ao encontrado
neste trabalho também foram reportados por Garcia-Falcon et al. (2007) ao avaliar
vinhos tintos e por Hernanz et al. (2009) para vinhos brancos. No entanto,
pesquisadores como Gutiérrez, Lorenzo e Espinosa (2005) e Monagas, Gomez-
Cordovés e Bartolomé e (2006) ao avaliar vinhos Cabernet Sauvignon evidenciaram um
aumento na concentracdo de acido gélico. Revilla e Gonzéles-San José (2003) ndo
encontraram alteracdes significantes na concentracéo de acido gélico apds 24 meses de
guarda.

Os compostos flavondides, catequina e quercetina, apresentaram
comportamentos diferentes ao longo do tempo, observando diminuicdo para a catequina
e um aumento no teor de quercetina, em ambos os clones. A concentragéo de catequina
no final dos 11 meses foi muito proxima a zero. A diminui¢do do teor de catequina
durante a estocagem é bem conhecida, a qual também foi reportada por por Gutiérrez,
Lorenzo e Espinosa (2005) ao avaliar vinhos tintos, Hernanz et al. (2009) para vinhos
brancos ao avaliar 12 meses de engarrafamento, como também por Monagas, Gomez-
Cordovés e Bartolomé (2006) ao avaliar vinhos Cabernet Sauvignon. O mesmo autor

observou que para os vinhos Graciano o teor de quercetina praticamente ndo alterou ao
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longo do tempo. Pesquisas tém demonstrado que alguns derivados glicosilados dos
flavondis diminuem durante o tempo de envelhecimento. Como conseqiiéncia pode
ocorrer um aumento nas correspondentes agliconas, como resultado da hidrolise dos
compostos glicosideos (ZAFRILLA et al.,, 2003, GUTIERREZ; LORENZO:;
ESPINOSA, 2005). Assim, isto pode explicar o aumento na concentragdo de quercetina
observado neste trabalho. O mesmo foi evidenciado por Garcia-Falcon et al (2007) que
avaliou a presenca de quercetina em trés fases: apds a fermentacdo malolatica, com 3
meses de guarda em garrafa e com 1 ano, e somente conseguiu quantificar apds um ano
de guarda. Cadahia et al. (2009) evidenciou este comportamento para a concentracao de
mircetina que também aumentou durante o periodo dos 12 meses avaliados, com a
consequente diminuicéo dos derivados glicosilados.

Como esperado, foi observado uma diminuicdo na concentragdo das
antocianinas livres nas duas amostras de vinhos, sendo que a redugdo foi em média de
60, 80 e 100 % para a malvidina 3-glicosideo, delfinidina 3-glicosideo e peonidina 3-
glicosideo, respectivamente. Esta diminuicdo também foi evidenciada para o contetdo
de antocianinas monoméricas totais durante o tempo avaliado. Gutiérrez, Lorenzo e
Espinosa (2005) também observaram uma répida diminuicdo da concentragdo das
antocianinas monoméricas em vinhos Cabernet Sauvignon restando 32 % destas ap6s 9
meses de envelhecimento em garrafa. Esta diminuicdo no teor de antocianinas
monoméricas durante o envelhecimento em garrafa é consistente com a participacao
destas antocianinas em numerosas reagdes de condensacdo durante o periodo de
armazenamento, assim como na participacdo de reacdes hidroliticas (MONAGAS;
GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2006; ALCALDE-EON et al., 2006). Bakker,
Picinelli e Bridle (1993) ao pesquisarem a evolugéo de antocianinas utilizaram solucéo
modelo de vinho, com o objetivo de evitar a interferéncia dos constituintes do meio, e
observaram uma diminuicéo logaritmica da concentracdo de antocianinas monoméricas
durante a estocagem, juntamente com alteragdes no comprimento de onde méaximo. De
acordo com Somers (1971) as alteragdes mais rapidas na composicdo da cor, ocorrem
durante o primeiro ano de estocagem, quando a cor vermelho-vivo, que é tipica de
vinhos jovens, altera para vermelho-tijolo. Estas alterag@es sdo principalmente causadas
pelo desaparecimento dos pigmentos monoméricos por formas oligoméricas mais
estdveis. Em relagdo a contribuicdo das fracbes de antocianinas para a coloragdo do

vinho, observou-se que para os dois clones AC % e AM % diminuiram o que esté de
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acordo com o aumento das AP % ao longo do tempo avaliado. Peng et al. (2002)
reportou que os pigmentos poliméricos contribuem em 50 % da cor do vinho apds 2
anos de envelhecimento. Gutiérrez, Lorenzo e Espinosa (2005) também evidenciaram
aumento da polimerizacdo e diminui¢do da copigmentacéo, sendo estas mais drésticas
apds os 9 meses de envelhecimento. Os mesmos autores afirmam que as principais
reagdes envolvendo antocianinas monomericas, que acarreta na sua diminui¢éo ao longo
do tempo, é a formacdo de pigmentos poliméricos, através de condensagdo com outros
compostos fendlicos, mediado e acelerado pelo acetaldeido. No entanto, sabe-se que ha
a formacdo de novos pigmentos derivados das antocianinas, chamados de
piroantocianinas, originadas da reacdo entre antocianinas monomericas, principalmente
malvidina 3-glicosideo, e compostos presentes nos vinhos, principalmente com 0s
acidos hidroxicindmicos, a qual é resistente a presenca de bissulfito (HAYASAKA,
ASENSTORFER, 2002; MATEUS et al, 2003; SCHWARZ; WABNITZ;
WINTERHALTER, 2003), consequentemente estas reaces também contribuem para a
diminuicdo da porcentagem de AM. Muitos autores afirmam que a alteracdo da cor de
vinhos envelhecidos, de vermelho vivo para tonalidade de laranja escuro é resultado da
formacéo das piroantocianinas durante o tempo de guarda (RENTZSCH; SCHWARZ;
WINTERHALTER, 2007).

A atividade antioxidante, avaliada através dos métodos DPPH e ABTS,
demonstrou um aumento significativo ao longo do tempo estudado, sendo que o método
DPPH foi 0 que apresentou maior aumento, em torno de 50 %, para os dois clones. As
informac0Oes existentes na literatura em relacdo a evolugdo da atividade antioxidante dos
vinhos com o tempo de estocagem é ainda muito conflitante. Estudos realizados por
Zafrilla et al. (2003) demonstraram que ao avaliar a capacidade antioxidante de vinhos
tintos através dos dois métodos, ndo evidenciaram nenhuma alteracdo na atividade
antioxidante durante os 7 meses de estocagem. Outros pesquisadores afirmam que a
atividade antioxidante diminui ao longo do tempo (PELLEGRINI et al., 2000;
LANDRAUT et al., 2001; De BEER et al., 2005). No entanto, ha pesquisas que estdo de
acordo com o encontrado no presente trabalho, afirmando que a atividade antioxidante
aumenta ao longo do tempo de armazenamento (LARRAURI et al., 1999;
ECHEVERRY et al., 2005; KALLITHRAKA; SALACHA; TZOUROU, 2009) devido
0S compostos presentes nestes vinhos apresentarem maior habilidade de capturar

radicais livres do que os vinhos jovens. Dentre as reacOes que ocorrem com 0S
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compostos fendlicos presentes nos vinhos séo as transformagdes oxidativas, resultando
na condensacdo destes compostos. Este processo apresenta como caracteristica marcante
0 nimero de grupos —OH ativos, responsaveis pela atividade antioxidante, permanecer
praticamente inalterados em condigdes anaerdbias (SINGLETON, 2000), o qual pode
ter contribuido para o ndo decréscimo da atividade antioxidante dos vinhos ao longo do
tempo.

A fim de avaliar a influencia do tempo de estocagem em relagdo a atividade
antioxidante dos compostos fendlicos, foram realizadas anélises de correlagéo linear
entre 0s métodos DPPH e ABTS com cada compostos fendlico obtido apds os 11 meses
de envelhecimento dos vinhos em garrafa. Dentre 0s compostos, a quercetina
apresentou correlacdo significativa (p<0,05) com os dois métodos antioxidantes, com
um coeficiente de correlacdo (R) maior que 0,88, sendo que antes do periodo de
envelhecimento dos vinhos em garrafa (11 meses), foi a catequina que apresentou a
maior correlagcdo com a atividade antioxidante para todos os vinhos avaliados. Este fato
pode ser explicado devido a quercetina ser o Unico composto que apresentou aumento
da concentracdo ao longo do tempo, podendo ter contribuido para 0 aumento observado
da atividade antioxidante. Pesquisas realizadas por Kallithraka, Salacha e Tzourou
(2009), também avaliaram a correlacdo entre compostos fendlicos individuais e a
atividade antioxidante (DPPH) para vinhos brancos, durante 9 meses de
armazenamento, observando que para a maioria dos compostos fenélicos a correlagéo
diminuiu durante o tempo, chegando a valores insignificantes, com excec¢éo do &cido
cafeico que apresentou maior correlagdo no decorrer do tempo, assim como também
teve sua concentracdo aumentada durante o periodo avaliado.

AlteragBes na composicgdo fendlica séo principalmente devido a participacdo em
numerosas reagdes, como copigmentacéo, cicloadicdo, polimerizagdo e oxidagdo. Estas
reagbes enzimaticas e ndo-enziméticas iniciam logo apds a maceracdo das uvas e
continuam no decorrer da fermentagéo e do envelhecimento tanto em garrafa como em
barrica (GUADALUPE; AYESTARAN, 2008; CEREZO et al., 2010; PUERTOLAS et
al., 2010), contribuindo para importantes alteragdes nas propriedades sensoriais, como
também na estabilizagdo da cor dos vinhos com a formacéo de pigmentos mais estaveis.
Experimentos realizados por Recamalles et al. (2006) indicam que as condigdes de
estocagem podem exercer forte efeito no conteido de polifendis do vinho. Fatores tais

como luz e temperatura influenciam nas reacGes de hidrolise, oxidacéo e condensagéo.
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Os resultados obtidos para o presente trabalho, séo referentes a amostras de vinhos
armazenadas em iguais condi¢Oes de estocagem, sendo estas submetidas aos mesmos
tratamentos e processo de vinificagdo, assim pode-se sugerir que os efeitos observados

sdo atribuidos, unicamente, ao tempo de estocagem.

3.7 Analise multivariada

As técnicas multivariadas sdo muito utilizadas com o objetivo de explicar a
diferenciacdo entre as amostras e obter mais informacdo de quais sdo as principais
varidveis que influenciam nas similaridades e diferencas. Para isto, 0s compostos
fenolicos, sdo usados como ferramenta na diferenciacdo e classificacdo de amostras de
vinho. Pesquisas tém demonstrado que a fragdo fendlica pode separar os vinhos de
acordo com a variedade da uva, com a origem geografica e também pelas técnicas de
vinificacdo (PEREZ-PRIETO; LOPEZ-ROCA; GOMEZ-PLAZA, 2003; CLIFF; KING;
SCHLOSSER, 2007; RASTIA; SRECNIK; SARIC, 2009). Neste trabalho, a separagdo
dos clones do vinho Cabernet Sauvignon foi realizada através de analises multivariada
dos dados, a fim de verificar se os dois clones, 169 e 685, apresentam caracteristicas
distintas. A separagdo foi obtida através da Analise de Componentes Principais (ACP)
(Figura 6) e por andlise de Cluster (Figura 7).

ACP (Figura 6) foi realizada utilizando os compostos fenélicos flavondides e
nao-flavondides determinados por HPLC, atividade antioxidante (ABTS, DPPH e

FRAP), assim como antocianinas monoméricas totais e polifendis totais.
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CP 2:35,75%

CP 1:46,28%

Figura 6. Andlise de Componentes Principais (ACP) utilizando os resultados da
atividade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP) e dos compostos fenolicos para os
vinhos Cabernet Sauvignon produzidos com os clones 685 e 169 provenientes de dois
locais (A e B), safra 2008. Compostos fendlicos determinados por cromatografia
liquida: QUER: quercetina; GAE: &cido gélico; CUM: &cido p-cumérico; CAT:
catequina; CAF: acido cafeico; RES: resveratrol; FER: é&cido fertlico, DELF:
delfinidina 3-glicosideo; MALV: malvidina 3-glicosideo, PEON: peonidina 3-

glicosideo. PT: polifendis totais; AMT: antocianinas monomeéricas totais.

A Figura 6 demonstra que as amostras de vinho foram claramente separadas por
duas fungdes (CP1 x CP2), que explicaram 81,43 % da variabilidade total dos dados. A
primeira componente representou 46,28 % e a segunda componente 35,15 % da
dispersdo total. Pode ser observado que as amostras de vinho foram separadas de acordo
com o tipo de clone considerando CP1 que explicou a maior variabilidade dos dados. Os
clones 685 estdo localizados positivamente em relagcdo ao CP1, enquanto as amostras
dos clones 169 estdo localizadas negativamente. Em relacdo as varidveis analisadas,

houve clara separacdo em relacdo a CP1, em que as antocianinas ficaram localizadas
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positivamente e os polifendis e antioxidantes negativamente. Os vinhos do clone 685,
locais A e B, apresentaram alta correlacéo positiva com todas as antocianinas, indicando
a prevalecncia das caracteristicas de cor neste clone. J4 o clone 169 demonstrou alta
correlacdo positiva com a atividade antioxidante e com os polifendis, principalmente,
catequina, acido p-cumaérico e cafeico. Dados estes que estdo de acordo com o descrito
na Tabela 4 e 6.

A anélise de cluster foi realizada pelo método de Ward (Figura 7), considerando
todos os compostos fenolicos totais, determinados por espectrofotdmetro, assim como
os compostos fenolicos individuais, determinados por CLAE, a fim de obter as

similaridades/diferencas entre as amostras.
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Figura 7. Dendograma de analise de cluster utilizando o teor dos compostos fenélicos
totais, individuais determinado por CLAE e atividade antioxidante, para os vinhos

Cabernet Sauvignon, produzidos com os clones 169 e 685, locais A e B, safra 2008.



Capitulo 3 107

A representacdo gréafica foi realizada na forma de um dendograma, em que o
critério de separacdo usado foi a distancia euclidiana (%). Foi possivel observar
claramente a formagdo de dois grupos homogéneos, sendo um grupo formado pelo
clone 169 referentes aos dois locais (A e B) e outro grupo formado com o clone 685.
Estes resultados sugerem que o perfil fenolico determinado neste trabalho foi suficiente
para diferenciar e separar vinhos produzidos com diferentes clones, indicando que cada
clone apresenta caracteristicas particulares que sdo transmitidas aos respectivos vinhos.

Resultados semelhantes a este trabalho foram obtidos por Gomez-Plaza et al.
(1999), que ao estudar diferentes clones da variedade Monastrel evidenciaram que 0s
vinhos apresentaram caracteristicas particulares e distintas em relacdo aos compostos
aromaticos, obtendo clara separacdo entre as amostras de vinho. Em outro estudo
realizado com os mesmos clones de Monastrel, Gomez-Plaza, Gil-Mufioz e Martinez-
Cutillas (2000) utilizaram para avaliagdo o teor de minerais, parametros de cor e 0s
acidos organicos, e evidenciaram haver diferencas significativas entre as amostras, e
através de técnicas multivariadas, como ACP e Andalise de cluster, os autores
constataram haver uma separagdo das amostras de vinho de acordo com o clone ao qual
pertencia, prevalecendo a caracteristica do clone. Pesquisadores utilizando o0s
pardmetros enoldgicos classicos determinados em vinhos, também evidenciaram
prevalecer a caracteristica do clone ao analisar vinhos produzidos com diferentes clones
da variedade Albarifio, obtendo clara separagdo entre as amostras ao aplicar nas
amostras Analise de Componentes Principais (ZAMUZ; MARTINEZ; VILANOVA,
2007). Esti et al. (2010) estudaram vinhos produzidos com diferentes clones da
variedade Grechetto, de diferentes safras, vinhedos e locais de producgéo, em relagdo aos
pardmetros sensoriais, e observaram que as amostras de vinhos forma agrupadas de
acordo com o clone, sendo que o efeito safra e local de producdo ndo exerceram

distingdo relevante entre as amostras.
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4 Concluséao

Foram observados diferengas significativas entre os clones 685 e 169 tanto para
as uvas Cabernet Sauvignon como também para 0s respectivos vinhos, em relagdo as
familias de compostos fendlicos determinadas neste estudos. Os vinhos apresentaram
alta atividade antioxidante, para os trés métodos avaliados, o vinho produzido com o
clone 169 foi o que demonstrou maiores valores. Dentre os trés métodos 0s maiores
resultados foram obtidos com o método ABTS. Correlacéo positiva foi encontrada para
todos os compostos fendlicos e a atividade antioxidante dos vinhos, sendo que a
catequina apresentou maior correlacdo seguida pelo polifendis totais e polifendis
polimerizados.

Os vinhos apresentaram as caracteristicas de acordo com o clone que foram
produzidos, o clone 169 demonstrou predominio do teor de polifendis enquanto o clone
685 predominou o conteldo de antocianinas, tanto nas uvas como no vinho. Estes
resultados foram confirmados através de analises multivariadas, em que a Analise de
Componentes Principais demonstrou a correlacdo de cada clone com as varidveis
analisadas e assim como na Anélise de Cluster também foi observada clara separagdo e
agrupamento das amostras de vinho de acordo com o clone. Os principais compostos
fenolicos determinados neste trabalho podem ser utilizados como ferramenta para a
classificagdo e discriminacdo dos diferentes clones.

A evolucédo dos diferentes compostos fendlicos foram muito similares entre 0s
vinhos produzidos com os dois clones, evidenciando que as alteracdes ocorridas foram
unicamente devido ao tempo de guarda, pois as amostras de vinhos foram submetidas as

mesmas condi¢des ambientais.
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Caracterizacao e diferenciacdo de dois clones da variedade Cabernet Sauvignon

quanto ao ciclo fenoldgico e evolugao da maturagéo

Resumo

A selegéo clonal tem permitido expressivos ganhos na viticultura tanto em qualidade
como em quantidade de producdo. A variedade Cabernet Sauvignon apresenta VArios
clones, sendo que a principal caracteristica que diferencia estes clones € o potencial
produtivo. O objetivo deste trabalho foi avaliar e caracterizar dois clones, 169 e 685, da
variedade Cabernet Sauvignon, procedentes de S&o Joaquim, Santa Catarina, Brasil,
durante o periodo de maturacéo, safra 2009, e determinar as principais caracteristicas
fisicas e quimicas dos clones e verificar a existéncia de diferencas entre as amostras. As
plantas apresentaram similaridade na idade, foram cultivados em mesmo vinhedo, sob
mesmo porta-enxerto e sistema de condugdo. Foram avaliados a duragdo do ciclo
fenoldgico de cada planta e detemrinado o requerimento térmico durante este periodo.
Os clones também foram diferenciados em relagéo a area foliar. Durante o periodo de
maturacdo foram monitorados a evolugdo da composigéo fisico-quimica, dos compostos
fendlicos, é&cidos organicos e antocianinas. No periodo da colheita das uvas
determinaram-se as componentes de rendimento para cada clone. Os resultados
demonstraram que os dois clones apresentaram semelhan¢a na duragdo do ciclo
fenoldgico, assim como no requerimento térmico (graus-dias) e no indice heliotérmico.
Durante o periodo de maturagdo a evolugdo dos compostos fendlicos e dos pardmetros
fisico-quimicos foi semelhante entre os clones. Os clones diferiram significativamente
quanto a produtividade, niamero de cachos e de bagas, area foliar, acidos organicos,
polifendis totais e antocianinas. Andlise de correlagdo e Anélise de Componentes
Principais demonstraram que o clone 685 foi fortemente correlacionado com as
caracteristicas de cor, principalmente antocianinas, enquanto o clone 169 com os
polifendis totais. Os resultados sugerem que a composicdo quimica e as caracteristicas
fisicas sdo atribuidas exclusivamente a cada clone e podem ser utilizadas como
ferramenta para a caracterizagdo e diferenciacdo de diferentes clones de mesma
variedade de uva.

Palavras-chave: clone, uva, Cabernet Sauvignon, maturacéo, fenologia.
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1 Introdugéo

A selecdo clonal tem permitido expressivos ganhos na viticultura tanto em
qualidade como em quantidade de producdo. Para as variedades da espécie Vitis
vinifera, os clones séo selecionados sob o ponto de vista sanitério e genético, buscando
a isencdo das principais viroses que atacam a videira, assim como a expressdo de
determinadas caracteristicas quimicas. Variagbes fenotipicas sdo frequentemente
observadas entre os clones de uma mesma variedade, que podem aparecer antes ou apos
0 periodo de maturacéo. Pesquisadores observaram que diferentes clones de mesma
variedade podem diferir em relagdo as caracteristicas produtivas, composi¢do quimica e
consequentemente, produzir vinhos com caracteristicas organolépticas distintas
(CASTAGNOLI; VASCONCELOS, 2006; ZAMUS; MARTINEZ; VILANOVA,
2007).

Para a variedade Cabernet Sauvignon, originaria da regido de Bordeaux na
Franca, existem 25 clones registrados, sendo que estes atendem as diferentes exigéncias
de producdo, no caso especifico da selecéo clonal francesa, sdo separados em 3 classes:
qualitativos (A), medianos (B) e produtivos (C). Dentre estes clones, estdo os clones
169 e 685 ambos de origem francesa. A principal caracteristica que diferencia estes
clones é a produtividade, o clone 169 caracteriza-se por menor vigor, com fertilidade
baixa e peso de cacho médio, enquanto para o clone 685 a fertilidade é de potencial
medio com boa produtividade, o qual apresenta maior vigor (ENTAV, 1995).

Na viticultura, a determinagdo das fases fenoldgicas da videira, principalmente
os periodos de brotacdo, floragdo e colheita, sdo utilizados para caracterizar as
variedades viniferas, assim como os diferentes clones de uma mesma variedade, pois 0s
periodos fenoldgicos variam de acordo com o gendtipo, condi¢des climéticas e com a
localizagdo geografica (JONES; DAVIS, 2000; LEAO; SILVA, 2003). A videira é
influenciada por diversos elementos meteoroldgicos do clima, dentre eles temperatura,
precipitacdo pluviométrica, radiacdo solar, vento e umidade relativa do ar, sendo este
um fator preponderante na duracdo do ciclo, qualidade do fruto, fitossanidade e
produtividade da videira (DELOIRE et al., 2005). Assim, a caracterizagdo das
exigéncias térmicas da videira mediante o conceito de graus-dias é utilizada por

diversos autores, sendo um método eficiente para avaliar a duragéo do ciclo, a producéo,
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a qualidade do produto e prever antecipadamente a data de colheita (PEDRO JUNIOR;
SENTELHAS; MARTINS, 1994; CHAVARRIA et al., 2009).

A qualidade da uva na colheita é o principal fator que interfere na qualidade do
vinho. O periodo de maturacdo das uvas caracteriza-se por um processo continuo, e
inicia com a alteracdo de cor e termina com a colheita da uva. Durante este periodo
ocorrem importantes modificagdes nas uvas que refletem em alteragbes na sua
composicao, tais como o aumento de volume e amolecimento da baga, acimulo de
acUcares, diminuicdo da acidez, aumento do pH, desaparecimento da clorofila e
consequente acumulo de pigmentos corantes na casca, sintese de substancias aromaticas
e modificacdo do sabor (MOTA et al., 2006; LEMOIGNE et al., 2008). Pesquisadores
definem o periodo 6timo de colheita, considerando principalmente, o teor de agucar, pH
e a acidez total da uva (HUNTER et al., 1990). No entanto, o acimulo de compostos
fenolicos e a evolucdo dos &cidos orgénicos também sdo frequentemente utilizados
(RIZZON; MIELE, 2002).

A concentracdo e a presenca de Varios compostos nas uvas dependem
principalmente de fatores genéticos e do meio, assim como das préticas viticolas.
(HASELGROVE et al., 2000). A concentragdo de alguns metabolitos secundarios,
como os compostos fendlicos, é sugerido ser dependente, principalmente, da
produtividade da planta, da &rea foliar e do peso das bagas por planta (PONI;
GIACHINO, 2000; SANTESTEBAN; ROYO, 2006).

Pesquisadores tém aplicado técnicas estatisticas multivariadas na viticultura com
a finalidade de identificar as principais varidveis que estdo relacionados com a
qualidade de uvas e vinhos, assim como para diferenciar uvas e vinhos de diferentes
clones de mesma variedade considerando a composicio quimica e aromética (GOMEZ-
PLAZA et al, 1999; ZAMUS; MARTINEZ; VILANOVA, 2007; REVILLA;
GARCIA-BENEYTEZ; CABELLO, 2009).

Com base no exposto acima, o objetivo deste trabalho foi avaliar e caracterizar
dois clones da variedade Cabernet Sauvignon, procedentes de S&o Joaquim, Santa
Catarina, Brasil, durante o periodo de maturacdo e determinar as principais
caracteristicas fisicas e quimicas dos clones e verificar a existéncia de diferencas entre
as amostras. Anélise multivariada dos dados foi utilizada para relacionar as principais

caracteristicas quimicas com cada clone.
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2 Material e Métodos

2.1 Caracterizagdo da area experimental

O experimento foi conduzido em um vinhedo situado na regido de S&o Joaquim,
localizada no Planalto Sul do Estado de Santa Catarina, Brasil, (1200 m de altitude,
28°15’1.2" de latitude e 49°34°51 de longitude), seguindo um delineamento
experimental inteiramente casualizado. Neste vinhedo foram avaliados dois clones da
variedade Cabernet Sauvignon, o clone 169 e 685, safra 2009, conduzidos sob mesmo
porta-enxerto Paulsen 1103 (V. berlandierli Planch x V. rupestris Scheele). Foram
marcadas, aleatoriamente, 12 plantas para cada clone, em 3 fileiras centrais, com
similaridade na idade (3 anos) e conduzidas no sistema de condugdo Manjedoura (V
sistem) com espagamento de 1,3 x 3,0 metros.

A regido de S3o Joagquim apresenta como caracteristica um relevo estavel e as
altitudes variam de 900 a aproximadamente 1400 m. De acordo com Falcéo et al.
(2008c) o solo desta regido é classificado como Inceptisolo, localizado em solo
basaltico, material de origem extrusiva e rochas vulcanicas. Caracteriza-se por ser bem
drenado, solo de consisténcia macia e friavel, apresenta alta capacidade de retencdo de
agua. A coloragdo varia de ‘cinza a cinza-escuro’. Os solos apresentam boa fertilizade,
sendo que estas caracteristicas tornam possivel o cultivo de variedade Vitis vinifera em

Séo Joaquim-SC.

2.2 Dados Climaticos

Os dados climéticos foram obtidos de uma Estagdo Metereoldgica Automatica da
Epagri/Ciram (Empresa de Pesquisa e Extensdo Agropecuéria de Santa Catarina,
Brasil). Os dados consistiam de observacdes diarias de temperaturas maxima, media e
minima (°C) do ar, amplitude térmica, precipitacdo pluviométrica (mm) e umidade
relativa do ar (%). Para a caracterizacdo climatica foram calculados os seguintes

parametros:

Soma térmica (Graus-dias): foi determinada do periodo da brotacdo até a colheita, como

também para cada subperiodo, de acordo com as equagdes 1 e 2.
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GD =X (Tm—Tp) + [(Tm — Tm)/2], quando T>Tp 1)
GD =X [(Tm~ Tb)* / 2*(Tw-Tm)], quando Tm<Ts 2

Sendo: Ty: Temperatura méaxima diéria (°C); Tr: Temperatura minima diaria (°C); Ty:

temperatura basal (10°C).

indice Heliotérmico (IH): determinado durante o periodo da brotacio até a colheita de
acordo com método proposto por Huglin (1978) (Equagdo 3). Para classificacdo da
regido foi utilizada a Classificacdo Climatica Multicritério (CCM) proposta por Tonietto
e Carboneau (2004).

IH=2 {[(Tmed — To) + (Tm— Tu)] / 2} 3)

Sendo: Tmed: temperatura média diaria (°C); TM: temperatura maxima diéria; Th:

temperatura base = 10°C.

2.3 Fenologia

As avaliagOes das fases fenoldgicas da planta foram acompanhadas entre o
periodo da brotacdo até a colheita, referente a safra 2009, e as datas para cada periodo
foram registradas. Os estadios fenoldgicos foram determinados como: 1) periodo da
brotacéo a floracéo; 2) florac&o a frutificacéo; 3) frutificacdo ao inicio da maturacéo; 4)

inicio da maturagdo até a colheita.
2.4 Determinagdo da area foliar

Para a determinagdo da é&rea foliar, primeiramente foram coletados,
aleatoriamente, 100 folhas dos ramos de diversas plantas e com diferentes tamanhos,
para cada clone avaliado. Estas folhas foram acondicionadas em caixas térmicas e
transportadas até o laboratério de Bioguimica de Alimentos na Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Com o auxilio de um paquimetro foi medido o comprimento
das nervuras principal (NP), lateral direita (NLD) e lateral esquerda (NLE) (cm), de

acordo com o meétodo proposto por Carbonneau (1976). As folhas foram fotocopiadas
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com a utilizacdo de um analisador portatil (AM 300 ADC, Inglaterra) para obter a area
de cada folha (cm?). Para a escolha de uma equacdo que pudesse representar a &rea
foliar em funcdo das dimensdes do comprimento das nervuras (NP, LE e LD), foi
realizado estudo de regressao linear para obter o coeficiente de determinacéo (R?) que
melhor explica o ajuste do modelo.

No periodo da colheita, para os dois clones, foi medido o comprimento de 2
ramos de cada planta, previamente marcada (12 plantas), em um dos ramos foi contado
0 niimero de folhas e do outro as folhas foram retiradas, acondicionadas em caixas
térmicas e transportadas até o laboratério. Em todas as folhas, foram medidas o
comprimento das nervuras principal e laterais (cm), e a partir do modelo matematico

escolhido, foi determinado a érea foliar por planta para cada clone.

2.5 Amostragem e Monitoramento da Maturagéo

O periodo de amostragem para 0 monitoramento da maturagdo, iniciou no
véraison, que compreende o periodo quando aproximadamente 50 % das bagas
atingiram coloragdo caracteristica, o qual é observado visualmente, e se estendeu até a
colheita. As uvas foram coletadas, em cada vinhedo, de plantas previamente marcadas
(12 plantas), a cada 10 dias, seguindo uma coleta uniforme e em diferentes partes do
cacho, o qual totalizou 240 bagas para cada avaliacéo realizada para os dois clones. Em
cada coleta, as bagas foram acondicionadas em caixas térmicas e transportadas até o
laboratério de Bioquimica de Alimentos, na Universidade Federal de Santa Catarina,
onde foram realizadas todas as anélises. Cada amostra de 240 bagas foram divididas em
3 sub-amostras (90, 90 e 60 bagas), sendo utilizado 90 bagas para as analises de
maturacdo tecnoldgica (andlises fisico-quimicas, acidos organicos) e 90 bagas para
maturacdo fendlica (polifendis totais, antocianinas totais e medida da cor), e o restante
foi armazenado & -18 °C. A colheita foi realizada considerando o pH e o teor de

acUcares (°Brix) das bagas de uvas.
Componentes de rendimento

Para cada clone foram determinados o peso de 100 bagas em duplicata, e 0

nimero e o peso das sementes ao longo do periodo de maturacdo. Na colheita foram
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determinados o nimero de cacho por planta, o peso das bagas (n=100) em duplicata
para obter o peso médio por baga, o peso dos cachos (n=5) e o niumero de baga por
cacho (n=5) para cada planta previamente marcada e calculado a produtividade por

planta (kg).

Anélises fisico-quimicas

As anélises fisico-quimicas foram realizadas com o mosto da uva, obtido a partir
do esmagamento da uva, utilizando 30 bagas em triplicata. As amostras foram
analisadas de acordo com metodologias propostas pela OIV (1990). Para determinagao
de pH utilizou-se pHmetro digital (pHmetro 220, Metler, Toledo); acidez total titulavel
(ATT) foi realizada por titulagdo com NaOH 0,1N; sélidos sollveis totais (SST - °Brix)
determinado por leitura direta a 25°C em refratdmetro (Abbe, Ausjena, modelo
265085).

Antocianinas monoméricas totais, Polifendis totais e Medida da cor

Para as analises de antocianinas monomeéricas totais (AMT), polifendis totais
(PT) e medida da cor foi preparado um extrato metanolico das uvas, utilizando 30 bagas
de uvas em triplicata, sendo as cascas separadas da polpa, pesadas para a preparagédo do
extrato. O extrato foi preparado pela maceracéo das cascas durante 24 horas sob abrigo
daluza 4,0 £ 1°C com metanol/HCI 1 % (LEES; FRANCIS, 1972). Os extratos foram
filtrados em papel Whatman n°1, utilizando funil de Buchner, e acondicionados em
frasco &mbar a -18°C. Todas as analises foram realizadas em espectrofotometria UV-
VIS (Hitachi, U2010, Tokyo, Jap&o).

A quantificacdo das AMT foi realizada através do método de pH diferencial de
acordo com Giusti e Wrolstad (2001), utilizando € = 28000 e MM = 529. Os resultados
foram expressos em mg malvidina 3-glicosideo/100 g de casca.

O conteddo de PT foi determinado utilizando o método de Folin-Ciocalteu, com
leituras de absorbancia em 760 nm e expresso em mg &cido galico/100 g de casca
(SINGLETON; ROSSI, 1965).

Para a medida da cor os extratos foram diluidos 10 vezes em &gua destilada e

foram realizadas leituras de absorbancia em 420, 520 e 620 nm. Estes resultados foram
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utilizados para calcular a intensidade (IC) e a tonalidade (T) da cor de acordo com
Glories (1984) (Equagdes 4 e 5).

IC = Abs 420 + Abs 520 + Abs 620 4)
T = Abs 420 / Abs 520 (5)

Acidos organicos

Foram determinados os 4acidos tartarico, malico, latico, citrico e succinico
durante o periodo de maturacdo. Os compostos foram quantificados utilizando
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), Shimadzu (Kyoto, Japan), equipado
com desgaseificador (DGU-14A), bomba quaternaria (LC-10AT), detector UV-vis
(SPD-10AV) e injetor manual de 20 pL, com software CLASS-VP (ver 6.1). A coluna
(4,6 mm x 250 mm, 5 pm tamanho de particula) e a pré-coluna (4,6 mm x 12,5 mm)
foram C18 de fase reversa (Hichrom, Europe).

Foi preparado o mosto das uvas através do esmagamento de 20 bagas em
duplicata, posteriormente este mosto foi centrifugado a 3 000 rpm (Jaetzki k24, Jena,
Alemanha) durante 15 minutos, transferido para frasco ambar e acondicionado a -18 °C.
Para realizagdo da analise o mosto foi diluido 10 vezes em &gua ultra-pura (Milli-Q),
filtrado em membrana de 0,45 pm (Millipore) e injetado no cromatografo (20 pL).

A metodologia para quantificagdo foi de acordo com Escobal et al. (1998) com
modificacdes. A separacdo cromatogréfica foi realizada através de eluicdo isocratica,
com deteccdo em 212 nm. A fase mdvel consistiu de agua ultra pura (Milli-Q)
acidificada com é&cido fosforico (1,2 % m/v) com pH de 2,4. O fluxo do eluente foi de
0,7 mL/min, e o tempo da corrida cromatogréfica foi de 40 minutos.

Padrdes dos acidos organicos foram diluidos separadamente em &gua ultra-pura
(Milli-Q) (10 g/L) e a solugdo de trabalho foi obtida com a mistura de todos os padroes

(5 g/L). As curvas foram construidas por padronizagdo externa.
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2.6 Analise estatistica

Para as analises de regressdo linear, analise de variancia (ANOVA), teste de
Tukey (p<0,05) e anélise de componentes principais (ACP) foram utilizados o programa
Statistica 6.0 (2001) (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

3 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacgdo climatica e determinagéo dos estadios fenolégicos

O monitoramento dos pardmetros climéaticos além de influenciar diretamente na
qualidade das uvas e dos vinhos, também caracterizam as diferentes regides
vitivinicolas. De acordo com o Sistema de Classificagdo Climéatica Multicriterio
(TONIETTO; CARBONNEAU, 2004) o clima da regido de S&o Joaquim é classificado
como “Frio, de noites Frias e Umido”.

A temperatura exerce forte influéncia em todo o desenvolvimento da videira,
sendo que a temperatura basal inferior a 10 °C impede seu desenvolvimento
(WINKLER, 1980). Além disto, a temperatura influencia no pH, nivel de acidez,
concentragdo de agucar, componentes aromaticos e no teor de compostos fenélicos.
Considerando as temperaturas diarias observadas para a regido de S&o Joaquim durante
este estudo, safra 2009, os valores médios de temperatura no periodo de maturagdo das
uvas variaram de 11,9 a 20,5 °C (dados ndo mostrados). A ocorréncia de noites frias, o
que é caracteristica desta regido, favorece o acumulo de aglcares e dos compostos
fendlicos, principalmente das antocianinas (TOMANA; UTSUNOMIYA; DATAOKA,
1979). A maior amplitude térmica registrada (15,2°C) nesta safra, ocorreu no periodo
que compreende o inicio da maturacdo até a colheita (dados ndo mostrados), a qual é
considerada um fator importante na fisiologia vegetal, pois influencia o equilibrio
fotossintético/respiratdrio da planta, e consequentemente, no acimulo energético para o
desenvolvimento das uvas neste periodo (GONZALEZ et al., 2007). De acordo com
Briguenti e Tonietto (2004) amplitude térmica em torno de 10°C pode ser considerada

excelente para o desenvolvimento da videira.
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Na Figura 1 estdo representados os valores mensais registrados de precipitacéo
(mm) e umidade relativa do ar (%) durante o ciclo da videira. Observou-se que a
umidade relativa do ar foi acima de 87 % o que é caracteristico da regido Sul do Brasil.
Os valores registrados para a safra 2009 sdo considerados normais e estdo de acordo
para promover adequado desenvolvimento das bagas (ESTEBAN; VILLANUEVA;
LISSARRAGUE, 2002). Com relacdo a precipitagdo pluviométrica (mm) registrada
durante todo ciclo da videira, safra 2009, foi aproximadamente de 900 mm. No periodo
final da maturacéo, foi registrado a menor precipitacdo do ciclo, o qual é favoravel para
0 acumulo de agUcares pela planta além de evitar a ocorréncia de podriddo do cacho
(Botritis). Falcéo et al. (2008a) em estudos realizados na Regido de Sdo Joaquim, com
uvas Cabernet Sauvignon, safras 2005 e 2006, verificaram uma variagdo para a
precipitacdo pluviométrica durante todo o ciclo da videira de aproximadamente 900 e
600 mm, respectivamente. Pesquisas indicam que os vinhos de qualidade s&o
produzidos em regides com precipitacio anual de 600 a 900 mm. E conhecido que altos
indices de precipitacdo influenciam negativamente na qualidade final das uvas, podendo
influenciar a acidez e o teor de solidos sollveis totais do mosto e consequentemente na
perda de qualidade para a elaboracdo do vinho (JACKSON, 2000; MEDRANO et al.,
2003).
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Figura 1. Valores médios mensais de precipitacdo (mm) e umidade relativa do ar (%),

durante o ciclo 2009, para a Regido de S&o Joaquim-SC.
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A quantificacdo das unidades térmicas necessérias para a videira completar as
diferentes fases do ciclo produtivo fornecem ao viticultor o conhecimento das provaveis
datas de colheita, indicando o potencial climatico da regido para o cultivo da videira.
Dentre os indices climaticos com aplicacdo na viticultura, destacam-se a soma térmica
(GD) e o indice heliotérmico (IH), relacionados as exigéncias térmias das diferentes
variedades assim como dos diferentes clones de uma mesma variedade, correlacionando
a qualidade da vindima com a tipicidade dos vinhos (TONIETTO; CARBONNEAU,
2004).

O somatoério de graus-dias (GD) acumulado durante os estadios fenoldgicos do
ciclo 2009 para os dois clones estdo representados na Figura 2, sendo que os valores

encontrados para os dois clones avaliados foram muito semelhantes.
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Figura 2. Requerimento térmico (Graus-Dias — base 10°C) para os periodos das
principais fases fenoldgicas: Brotagdo & Floracdo, Floracdo a Frutificagdo, Frutificacdo
ao Inicio da Maturagdo e do Inicio da Maturagdo até a Colheita, dos clones 169 e 685 da

variedade Cabernet Sauvignon, safra 2009.

O requerimento térmico da videira é diretamente relacionado a duracdo do
periodo que vai da brotacéo até a colheita, o qual explica a semelhanga dos GD entre 0s
clones, pois estes apresentaram semelhante duracéo do ciclo fenoldgico. Resultados de
acordo com este, foram evidenciados por Fallahi et al. (2005) em pesquisas realizadas

com diferentes clones de diferentes variedades de uvas, os autores observaram nao
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haver diferenca significativa na soma térmica (GD) para clones da variedade Cabernet
Sauvignon, quando avaliados em mesma safra. No entanto, a soma térmica dos clones
685 e 169, em cada fase fenoldgica, diferiu significativamente (p<0,05), pois o periodo
de duracdo também foi diferente. O clone 169 apresentou maior requerimento térmico
no periodo do inicio da maturacgéo até a colheita (488,4 GD), enquanto para o clone 685
foi no periodo de frutificacdo até o inicio da maturacdo que apresentou maiores valores
(501,75 GD). Os resultados obtidos de aproximadamente 1200 graus-dias para a safra
2009 classificam a regido de S&o Joaquim como Regido | (<1389 GD), que € uma
regido fria de acordo com a Escala de Winkler (WINKLER et al., 1974).

Pesquisas realizadas por Falcdo (2007) e Gris et al. (2010) também
demonstraram que a regido de S&o Joaquim pertence a Regido | nesta classificagdo. De
acordo com Tonieto e Carbonneau (2004) locais com classificagdo proxima tendem a
pertencer a mesmos grupos climaticos, e consequentemente, apresentam caracteristicas
semelhantes na tipicidade do vinho. Dentre os regides vitivinicolas do mundo
classificadas na mesma Regido | que S&o Joaquim estdo o Vale do Reno na Alemanha,
as regides de Champagne e Cote d’Or na Franga e a regido de Puget Sound nos Estados
Unidos. Pesquisas tém demonstrado diferentes demandas térmicas para a variedade
Cabernet Sauvignon procedente das diferentes regides viticolas do Brasil e também de
outros paises, pois dentre os fatores que influenciam estéo a altitude, latitude e o clima
(TESIC et al., 2001; ROBERTO et al., 2005; SANTOS et al., 2007).

O indice heliotérmico (IH) é amplamente utilizado na viticultura, principalmente
para classificar regides viticolas, avaliar as condi¢Bes climaticas para a adaptacdo da
videira, monitorar o desenvolvimento bioquimico e fisioldgico das variedades e dos
respectivos clones, e acompanhar os estadios fenolégicos e a maturagcdo das uvas
(BARBEAU et al., 1998; TONIETTO; CARBONNEAU, 2004). Na Figura 3 estao
apresentados os valores de IH, onde se verifica o somatério do calculo diario de IH

durante os periodos fenoldgicos entre a brotacéo e a colheita.
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Figura 3. Somatorio do indice Heliotérmico acumulado durante as principais fases

fenoldgicas para os clones 169 e 685 da variedade Cabernet Sauvignon, safra 2009.

Os indices para atingir a maturagdo para os dois clones, safra 2009, foram muito
semelhantes. Com base na Classificacdo Climatica Multicritério (CCM), desenvolvida
por Tonietto e Carbonneau (2004), os valores encontrados de IH classificam esta regido
como IH;, denominada de Regido muito fria (<1500). De acordo com os valores de IH,
no Brasil ha diferentes regiGes viticolas, como por exemplo, a regido de Bento
Gongalves, polo viticola na Serra Galcha, considerada uma regido de clima temperado
quente (IH4) (>2100 < 2400) (BRIGUENTI; TONIETTO, 2004).

Em geral, foi verificado que os pardmetros climéticos avalidos para a regido de
Séo Joaquim foram apropriados para o desenvolvimento fenol6gico dos dois clones,
assim como para o periodo de maturagdo das uvas Cabernet Sauvignon, safra 2009.

A Tabela 1 apresenta as datas de ocorréncia dos estadios fenoldgicos e na Figura 4
observa-se a duracéo total do periodo entre a brotacéo e a colheita na safra 2009, para 0s

dois clones avaliados.
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Tabela 1. Datas do inicio da ocorréncia das fases fenoldgicas dos dois clones da

variedade Cabernet Sauvignon, safra 2009.

Fases Fenoldgicas Clone 685 Clone 169
Brotacéo 09/10/2008 03/10/2008
Floragéo 25/11/2008 12/11/2008
Frutificacdo 10/12/2008 05/12/2009
Maturagéo 19/02/2009 12/02/2009
Colheita 01/05/2009 29/04/2009
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Figura 4. Duragdo dos eventos fenoldgicos, a partir da brotacdo, para os clones 685 e

169 da uva Cabernet Sauvignon, safra 2009.

Observou-se pequenas diferencas na duracdo das fases fenoldgicas dos dois
clones, sendo que o clone 169 apresentou o ciclo de 209 dias e o clone 685 de 205 dias.
Regina e Audeguim (2005) avaliaram 3 clones da variedade Syrah e também
observaram haver diferencas de apenas 4 dias no periodo da colheita das uvas dos
diferentes clones, ndo havendo diferenca na duracdo das fases fenoldgicas. Além disto,
foram observadas diferencas no periodo entre a floragéo e frutificacdo em que o clone
169 também apresentou maior duracdo (23 dias). Ewart et al. (1993) ao avaliar clones
da variedade Sauvignon Blanc, de mesma safra, observaram pequenas diferencas no
periodo que abrange o inicio da maturagdo até colheita dos clones cultivados no sul da

Austrélia.
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Pesquisas realizadas com a variedade Cabernet Sauvignon evidenciaram diferentes
periodos de duracdo para as fases fenoldgicas. Falcdo et al. (2008b) em estudos
realizados com esta mesma variedade, provenientes também do Estado de Santa
Catarina, observaram uma variacdo do ciclo fenoldgicos entre os diferentes locais
avaliados, sendo que para S&o Joaquim a duracdo foi de 211 dias para a safra 2005/06, o
qual se mostra proximo ao encontrado neste trabalho referente a safra 2009. Em
consequéncia do regime térmico, a duracdo do periodo que vai da brotagdo a colheita
das uvas é maior em S&o Joaquim quando comparado com outras regides viticolas
brasileiras, como por exemplo, no Estado do Parana foi registrado para a variedade
Cabernet Sauvignon um ciclo fenoldgico de 126 dias (Roberto et al., 2005). Segundo
Jones e Davis (2000) na regido de Bordeaux na Francga, a duragéo do ciclo para a mesma
variedade foi de 193 dias. Estas diferencas observadas na duragéo dos ciclos podem ser

atribuidas as diferentes condicdes climaticas de cada regido viticola.

3.2 Caracterizacéo dos clones quanto a Area foliar e Componentes de rendimento

A determinacdo da &rea foliar (AF) é um pardmetro de extrema importancia para
a viticultura, pois fornece informagdes das relacdes entre fotossintese e produtividade da
planta, assim como do potencial qualitativo dos frutos (LOPES; PINTO, 2005). A érea
foliar total de cada clone foi determinada a partir dos resultados da anélise de regresséo,
efetuados com a é&rea foliar real (AF) e as medida dos resultados do comprimento das
nervuras principal (NP) e laterais direita (NLD) e esquerda (NLE) e suas combinagdes.
A equacdo utilizada foi aquela considerando AF x somatério do comprimento das
nervuras laterais (NLD + NLE), pois apresentou, para os dois clones, maior coeficiente
de determinacdo (R? > 0,9), o qual estd de acordo com pesquisa realizada por
Santesteban e Royo (2006) que também utilizaram a soma das nervuras laterais para
expressar a AF.

Pode-se observar (Tabela 2) que os clones diferiram significativamente (p<0,05)
em relacdo AF, sendo que o clone 685 apresentou maior area foliar por planta (m?). E
importante ressaltar que o clone com maior AF também apresentou resultados
superiores em relacdo as componentes de rendimento, o que estd de acordo com outros
pesquisadores que afirmam que a AF é dependente do vigor da planta (CANDOLFI-
VASCONCELLOS; KOBLET, 1990; SANTESTEBAN; ROYO, 2006).
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Tabela 2. Caracterizacdo dos clones 685 e 169 da variedade Cabernet sauvignon, safra

2009, procedente da regido de S&o Joaquim, SC.

Clone 685 Clone 169
NGmero de ramos 23° 15°
Namero de folha / ramo 16° 21°
Comprimento do ramo (m) 1,48° 1,38"
Produtividade da planta (Kg) 4,05 2,19
NUmero de cachos / planta 31,172 20,64b
Peso do cacho (g) 146,8° 113,9°
NUmero de bagas / cacho 96° 85"
Peso da baga (g) 1,3 1,2°
Peso da semente (g) (n=50) 2,2 2,1°
Numero de semente / baga 1,3 1,3%
Area foliar / planta (m?) 6,31 4,04°

Resultado expresso em valores medios. Letras diferentes em mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) entre os clones.

Observou-se que o clone 685 apresentou uma produtividade significativamente
maior (p<0,05) que o clone 169, safra 2009. Este mesmo clone também apresentou
maior nimero de cachos por planta o que estd associado ao peso dos cachos e ao
namero de bagas, que também foram superiores (Tabela 2). Pesquisadores afirmam que
esta diferenciacdo do tamanho e peso das bagas reflete em uvas com teores de s6lidos
distintos e est4 diretamente relacionado aos indices de chuvas no periodo de maturacdo
(RIZZON; MIELE, 2006), assim como a produtividade esta positivamente relacionada a
duracdo dos ciclo fenolégico (GRANJEIRO; LEAO; SOARES, 2002). Além disto,
Mota et al. (2009) também verificaram que o porta-enxerto influencia
significativamente na produtividade das variedades. No entanto, neste trabalho os clones
foram procedentes de mesma safra, apresentaram semelhante duracdo do periodo
fenolégico, como também foram cultivados em mesmo local, sob mesmo pota-enxerto,
podendo atribuir as diferentes caracteristicas encontradas exclusivamente as
caracteristicas genéticas de cada clone.

Trabalhos que estéo de acordo com as diferengas encontradas para os dois clones
avaliados neste estudo, foram evidenciados por Wolpert, Kasimatis e Verdegaal (1995)

que avaliaram 7 clones da variedade Cabernet Sauvignon cultivados na Califérnia, e
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observaram haver diferengas significativas na produtividade dos clones, assim como no
peso dos cachos e das bagas. Estudos realizados com 20 clones da variedade Pinot Noir
demonstraram haver diferencas nas componentes de rendimento, produtividade e peso
dos cachos (CASTAGNOLI; VANSCONCELOS, 2006). Alonso, Blanco e Rodiguez
(2004) evidenciaram em estudo com clones da variedade Albarifio a existéncia de
variabilidade agronbmica entre os clones, sendo que estes diferiram quanto a
produtividade, rendimento de mosto por baga, e no potencial alcodlico. Regina e
Audeguim (2005) ao avaliar 3 clones da variedade Syrah, observaram haver expressiva
diferenca em relagéo a produtividade destes clones.

Analise de correlagdo foi realizada considerando como nivel de significancia 5%
(p<0,05) e foi possivel observar correlagéo positiva entre a produtividade e a area foliar
(R =0,8) para o clone 685 e negativa para o clone 169 (R = -0,5), 0 que esta de acordo
com os resultados, pois o clone 169 demonstrou menor produtividade. Ha pesquisadores
que afirmam que variedades com maior érea foliar, tendem a ser mais produtiva e com
maior vigor e apresentar bagas mais pesadas (SANTESTEBAN; ROYO, 2006). No
entanto, Barbeau et al. (1998) também encontraram correlacdo negativa entre estas duas
varidveis para a variedade Cabernet Franc cultivada na Franca. A produtividade
apresentou correlagdo positiva com o peso e 0 nimero de bagas para ambos os clones,
apresentando maior correlagéo para o clone 685 (R > 0,8). Aléem disto, para o clone 685
a produtividade também foi correlacionada positivamente com o nimero de cachos e
para o clone 169 esta correlacdo foi negativa. Esta maior correlagcdo observada para o
clone 685 entre as componentes de rendimento e AF, estdo de acordo com
pesquisadores que afirmam que a maturagdo e o desenvolvimento das bagas s&o
relacionados com a fotossintese, pois o potencial enoldgico das bagas é diretamente
relacionado com a quantidade de luz que a planta é exposta sendo esta dependente da
area de folia da planta (MIELE, 1989; HUNTER; VISSER, 1990; SANTESTEBAN;
ROYO, 2006).

3.3 Avaliacéo do periodo de maturacao

Os indicativos mais utilizados para determinar a qualidade do mosto das uvas
para a vinificagdo sdo o pH, sélidos sollveis e acidez, no entanto, somente estes fatores
ndo sdo suficientes para avaliar a qualidade da uva para elaboragdo de vinhos de alta

qualidade. Assim, foram avaliados pardmetros referentes a maturacdo fendlica
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(polifendis totais e antocianinas monoméricas totais) e maturacdo tecnoldgica
(parémetros fisico-quimicos e acidos orgénicos) para os dois clones da uva Cabernet
Sauvignon, 685 e 169, safra 2009 (Figuras 5 e 6). A Tabela 3 demonstra a composi¢éo
quimica final do mosto no periodo da colheita.

O comportamento da evolugédo dos sélidos solUveis totais para os dois clones foi
muito semelhante, registrando um aumento progressivo até o final da maturagéo,
atingindo valores finais de 23,5 e 24,0 °Brix para o clone 169 e 685, respectivamente.
Apesar de ser observado diferenga estatistica entre os resultados (Tabela 3), esta
variacéo (0,5 °Brix), ndo demonstra significado enolégico para diferenciar o mosto dos
dois clones. Esta semelhancga nos teores de SST pode estar relacionada com o0 peso das
bagas dos clones, que também apresentaram tamanhos semelhantes (Tabela 3).

Os valores de pH apresentaram crescente aumento até a 52 coleta decaindo até o
final da maturacdo, atingindo valores finais de 3,49 e 3,51 para o clone 685 e 169,
respectivamente (Tabela 3), ndo apresentando diferenga significativa (p<0,05) no pH
final. Segundo Rizzon e Miele (2002) valores de pH abaixo de 3,3 podem interferir
negativamente na qualidade do vinho, no entanto, Amerine e Ough (1976) afirmam que
valores superiores a 3,6 também podem interferir negativamente na estabilidade do
vinho. A avaliacdo do pH do mosto das uvas é de extrema importancia, pois este
interfere diretamente na cor dos vinhos, na deterioracdo microbiana e no processo de
fermentacdo. Observou-se durante a maturagdo, uma queda brusca nos valores de acidez
total (ATT) para os dois clones, no mesmo periodo que houve aumento do pH,
registrado até 50° dias ap0s o inicio da véraison. Esta mesma tendéncia da diminuicéo
da acidez total ao longo da maturacdo também foi observada por Falcdo et al. (2007) ao
avaliar uvas Cabernet Sauvignon e por Gris et al. (2010) ao avaliar diferentes variedades
de uvas cultivadas na regido de S&o Joaquim, SC. A diminuicdo da acidez com a
maturacdo, resulta de vérios fatores, como aumento da respiracdo pela planta, reducéo
da translocacéo dos acidos da folha para o fruto, transformacéo dos acidos em outros
compostos, efeito da diluicdo devido aumento do volume da baga e a reducdo da
capacidade da fruta em sintetizar 4cidos orgéanicos neste periodo (RIBEREAU-GAYON
et al., 2006). Os dois clones diferiram significativamente no teor de acidez total. Foi
obtida correlagéo significativa, R = 0,88 e R = 0,86, entre a diminuicdo dos valores de
pH e 0 aumento da acidez ao longo do periodo da maturagéo para os clones 169 e 685,

respectivamente.
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Figura 5. Evolugdo do pH, acidez total titulavel (ATT), solidos sollveis totais (SST,

°Brix), indice de maturagdo (IM), polifendis totais (PT) e antocianinas monomeéricas

totais (AMT) de dois clones da uva Cabernet Sauvignon: clone 169 (—) clone 685
(—%=), safra 2009.
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Tabela 3. Resultado das analises realizadas para os dois clones, 685 e 169, da uva

Cabernet Sauvignon no periodo da colheita, safra 2009.

Clone 685 Clone 169
Sélidos soltveis totais (°Brix) 23,5+ 0,02 24,0 + 0,03
pH 3,49 +0,01° 3,51 +0,02°
Acidez total” 0,75 + 0,08° 0,61 + 0,06"
indice de maturagdo 31,3+0,11% 39,3 +0,09°
Antocianinas totais™ 471,49 + 5,63 401,87 +3,51°
Polifendis totais™ 468,37 + 8,54° 685,98 + 6,32"
Intensidade da cor™" 14,11 +0,08° 11,19 +0,09"
Tonalidade da cor”~ 0,38 + 0,02 0,38 + 0,03
Abs 420 nm™"" 3,812 +0,01° 2,995 +0,02"
Abs 520 nm™"" 9,912 +0,02° 7,841 +0,01°
Abs 620 nm™" 0,390 + 0,01° 0,350 + 0,00
Acido tartarico” 241+ 0,12 4,01 +0,10°
Acido malico™" 3,73+0,15° 2,38+0,11"
Acido latico™" nd nd
Acido citrico” 0,08 +0,01° 0,04 +0,01°
Acido succinico”™™™" 0,69 + 0,02° 0,73 +0,02°
Acido tartarico/acido malico 0,65 1,68

“mg de acido tartrico / 100 mL de mosto; ~mg de malvidina 3-glicosideo / 100 g de
casca;  mg de acido gélico / 100 g casca; ~ valores de absorbancia; ™ g/L de mosto.
Valores médios + desvio padrdo. Letras diferentes em mesma linha indicam diferenga
significativa entre as médias (Teste de Tukey, p<0,05).

O indice de maturacdo (IM) que representa o balango entre o teor de aclcar e a
acidez do mosto, conferindo um equilibrio gustativo ao vinho, torna este indice muito
utilizado como um marcador para realizar a colheita da uva (MOTA et al., 2006). Os
clones apresentaram aumento progressivo do IM até a 62 coleta das uvas, para o clone
169 o valor permaneceu constante até a colheita e para o clone 685 o aumento néo foi
muito intenso. Os clones 169 e 685 apresentaram valores finais de IM igual a 31,3 e

39,3, respectivamente. Estes valores indicam que houve um bom amadurecimento das



Capitulo 4 130

bagas, o que de acordo com Rizzon e Miele (2003) os valores de IM devem estar
proximos a 30, enquanto que Amerine et al. (1980) indicam valores entre 37 e 39. Os
valores de IM encontrados para os dois clones da variedade Cabernet Sauvignon
cultivada em S&o Joaquim, SC, sdo superiores aqueles encontrados para a mesma
variedade procedente do Estado do Rio Grande do Sul (RIZZON; MIELE, 2002), o qual
pode estar associado aos maiores teor de SST encontrados para as uvas cultivadas no
Estado de Santa Catarina.

Em relacdo a evolucdo dos polifendis totais (PT) e antocianinas monomericas
totais (AMT) os clones apresentaram caracteristicas distintas. Foi observado um
aumento no teor de AMT no decorrer do periodo de maturagdo para os dois clones,
sendo que o clone 685 apresentou maior concentracdo final (471,49 mg/100g casca)
(Tabela 3). Os valores de PT para o0 mosto dos clones diferiram significativamente, em
que o clone 169 apresentou concentragdo superior (685,98 mg/100 g casca). Os dois
clones apresentaram aumento no teor de PT até a 72 coleta, observando uma queda no
contetdo no periodo final da maturacdo. Outros pesquisadores também observaram este
comportamento da concentragéo fendlica no final da maturagdo, atribuindo as condigdes
ambientais que ocorrem neste periodo (JONES; DAVIS, 2000; RYAN; REVILLA,
2003; GRIS et al., 2010). Pesquisas demonstram que o acimulo de compostos fendlicos
nas bagas das uvas é favorecido por baixas temperaturas durante o periodo de
maturacdo (MAZZA; MINIATI, 1993; MORI; SUGAYA; GEMMA, 2005), o qual foi
evidenciado na regido de S&o Joaquim, safra 2009, o que pode explicar a elevada
concentracdo fendlica das uvas. Contudo, os dois clones foram avaliados sob mesmo
local, influenciados pela mesma temperatura, assim as diferencas observadas no teor
final de PT e AMT, sugerem que estes clones apresentam caracteristicas distintas em
relacdo ao conteudo fendlico. Estudos realizados durante o periodo de maturacdo das
uvas de trés clones da variedade Syrah, a fim de demonstrar a ocorréncia de alteragdes
na composicdo das uvas, evidenciaram haver diferencas cinéticas na formagdo de
aclcares e de antocianinas individuais entre os clones (ROGGERO; COEN;
RAGONNET, 1986). No entanto, Castagnoli e Vansconcelos (2006) ao avaliar 20
clones da variedade Pinot Noir observaram que o teor de antocianinas nas cascas foi
muito semelhante entre os clones.

O perfil e a concentragdo do nivel de acidos organicos sdo correlacionados com

a variedade da uva, o tipo de clone, localizagdo do vinhedo e técnicas de vinificacdo. A
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acidez da uva na maturacdo deve-se principalmente aos &cidos tartarico e malico,
encontrados em todas as partes da videira (RIBEREAU-GYON et al., 2006). A
evolucdo dos &cidos orgéanicos € muito utilizada para avaliar o processo de maturacéo da
uva. Estes &cidos exercem importante papel nas propriedades organolépticas do vinho.
O comportamento dos &cidos organicos observados neste estudo, no decorrer do periodo
avaliado, estd de acordo com dados reportados por outros pesquisadores
(LAMIKANRA et al., 1995; RIZZON; SGANZERELA, 2007). Para os dois clones
(Figura 6), o &cido predominante no inicio do periodo da maturacdo foi o malico, pois
este é intensamente sintetizado no periodo da brotacéo e frutificagdo, sendo que houve
diminuicdo da sua concentracdo ao longo do periodo de maturacdo, por predominar
reagdes de degradacdo em relacdo & sintese. No decorrer da maturacdo, houve também
diminuicéo da concentracéo do &cido tartarico e em menor intensidade do &cido citrico.
Dentre estes acidos, a maior taxa de degradacdo foi do &cido malico, com perda de
aproximadamente 70 % da sua concentracdo inicial, para os dois clones, o que esta de
acordo com Rizzon e Sganzerela (2007) que afirmam que o teor de acido malico
diminui de forma constante e mais rapida comparado com os outros 4cidos presentes
nas uvas. Esta reducdo do &cido malico est4 diretamente relacionada a diminuigdo da
acidez do mosto observado durante este periodo (Figura 5). Foi também observado um
pequeno aumento na concentragdo do acido succinico para os dois clones no final da
maturagdo, o qual ndo exerceu influencia significativa no pH final do mosto, pois este
aumentou no decorrer do periodo de maturagdo de acordo com a diminui¢do dos acidos
majoritarios. N&o foi detectado em nenhuma das amostras, a presencga do &cido latico, o
qual ndo estd presente naturalmente nas uvas, sendo origninado no vinho através da

fermentacdo malolatica.
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Figura 6. Evolugdo do contetdo de &cidos organicos ap6s o inicio da maturacdo até a
colheita das uvas Cabernet Sauvignon, safra 2009, local A, clones 169 e 685. Acido

tartario (—2—); acido malico (—%); écido citrico ( ——); 4cido succinico (—<—).

No periodo da colheita das uvas (Tabela 3), os clones apresentaram diferentes
acidos predominantes no mosto, para o clone 685 a maior concentracdo foi do &cido
malico, enquanto para o clone 169 predominou maior teor de acido tartérico. Esta
diferenca no contetido final pode ser atribuida ao clone 685 apresentar maior &rea foliar,
pois a sintese do acido mélico ocorre principalmente nas folhas o que pode explicar a
maior concentra¢do no inicio da maturagdo, pois a taxa de degracdo deste acido foi
similar para os dois clones ao longo da maturagéo. De acordo com Rizzon e Sganzerla
(2007) a capacidade de sintetizar ou degradar o &cido malico pode variar entre as
variedades de uva, podendo também ser diferente entre os clones de uma mesma
variedade.

A concentracdo final encontrada no mosto dos &cidos tartarico e malico estéo de
acordo com aqueles reportados por Rizzon e Sganzerla (2007) para o mosto de uvas
procedentes do Estado do Rio Grande Sul, e por Zheng et al. (2009) para mostos de
uvas Cabernet Sauvignon cultivadas na Australia. O baixo teor evidenciado para 0s
acidos succinico e citrico no final da maturacéo estdo de acordo com dados reportados
na literatura, para uvas Vitis vinifera (LAMIKANRA et al., 1995, SOYER et al., 2003;
ZHENG et al., 2009).
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Ribéreau-Gayon et al. (2006), afirmam que a degradacdo dos &cidos organico
sdo influenciadas pelas temperaturas, disponibilidade de &gua e condicdes de producéo.
No entanto, como os dois clones avaliados foram submetidos as mesmas condigdes,
estas diferencas encontradas na concentragdo e no tipo de acido predominante podem
ser atribuidas unicamente a caracteristica quimica particular de cada clone.

No final da maturagdo das uvas na safra 2009 foi observado através de analise de
correlacdo, considerando como nivel de significAncia 5 % (p<0,05), que a ATT foi
correlacionada positivamente com os &cidos mélico (R = 0,96) e citrico (R = 0,89), para
0s dois clones avaliados. De acordo com Rizzon e Miele (2003) a ATT das uvas
apresenta maior correlacdo com o teor de &cido tartarico, no entanto os dois clones
apresentaram correlacdo menor que 0,65 com este acido. Os resultados de PT, AMT, IC
(Tabela 3), demonstram boa maturagdo fenolica para os dois clones, o que estdo de
acordo com outras pesquisas para elaboragdo de vinhos de qualidade (RIZZON;
MIELE, 2002; NAVARRO et al., 2008; SEGADE; VAZQUEZ; LOSADA, 2008). Os
dois clones demonstraram diferencas significativas no teor final dos compostos
relacionados com os parametros de cor (IC, Abs 420 e 520 nm, AMT) e o conteido de
PT. Além disto, foi observada correlacdo significativa (p<0,05) caracterizando o clone
685 com os atributos de cor (R>0,9), enquanto o 169 apresentou maior correlagdo com
o teor de PT (R>0,9), sugerindo que os dados da maturagdo fendlica podem ser
utilizados como ferramenta para diferenciar estes clones.

Resultados semelhantes ao deste trabalho na diferenciacéo de clones de mesma
variedade de uva foram obtidos por Zamuz, Martinez e Vilanova (2007) que analisaram
diferentes clones da variedade Albarifio (Vitis vinifera) todos procedentes do mesmo
local e da mesma safra. Os autores observaram que houve diferenca significativa, com
99,9 % de probabilidade, em relagdo aos pardmetros fisico-quimicos (pH, solidos
sollveis totais, acidez total e indice de maturacdo) determinados no mosto das uvas no
periodo da colheita. Eles evidenciaram que os pardmetros classicos determinados no
periodo da colheita das uvas podem ser usados como ferramenta para diferenciar clones
de uma mesma variedade de uva. Ferrandino e Guidoni (2010) avaliaram diferentes
clones da variedade Barbera (Vitis vinifera), cultivados em mesmo local, no periodo da
colheita, em safras distintas. Os autores observaram que os dados de maturagdo, como

pH, solidos soluveis e acidez total apresentaram diferenca significativa com 99,9 % de
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probabilidade (p<0,0001) entre os diferentes clones, sendo que para o peso das bagas a
diferenca encontrada foi considerando 95 % de probabilidade (p<0,05).

Com o objetivo de identificar as variaveis que podem diferenciar os clones, foi
realizado Anélise de Componentes Principais (ACP) (Figura 7) a partir dos dados de
composicdo da uva na colheita, safra 2009 que apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) para os dois clones avaliados, a fim de identificar as diferengas mais
importantes entre as amostras e relacionar com a composi¢cdo quimica e com o0
respectivo clone. Foi possivel observar que CP1 x CP2 explicaram 99,33 % da
variabilidade total dos dados. A primeira componente que representa 96,78 %
variabilidade total, pode ser denominada de “clone”, pois os dois clones da uva
Cabernet Sauvignon, 169 e 685, apresentaram-se distribuidos ao longo da CP1,
demonstrando evidente separacdo das amostras. As variaveis de cor (AMT, Abs 420,
Abs 520, IC), acidos malico e citrico e acidez total titulavel mostram-se fortemente
negativamente correlacionadas com o CP1, sendo estas fortemente correlacionadas entre
si. O clone 685 apresentou alta correlagdo com os pardmetros de cor enquanto o clone
169 mostrou forte correlagdo com PT, IM, e &cidos tartérico e citrico. Ferradino e
Guidone (2010) observaram que através da Analise de Componentes Principais foi
possivel diferenciar clones de mesma variedade de uva, sendo que a utilizagdo dos
dados de maturacdo permitiu obter 6tima separacdo dos clones independente da safra
analisada, indicando que a determinagdo destes pardmetros enoldgicos classicos podem

ser utilizados como ferramenta para diferenciar clones de mesma variedade de uva.
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Abs420

CP2: 2,55%

CP1: 96,78%

Figura 7. Analise de Componentes Principais realizada com os resultados significativos
da composicdo das uvas na colheita dos dois clones da uva Cabernet Sauvignon, 169 e
685, safra 2009. ATT, acidez total titulavel; SST, sélidos sollveis totais; Abs420,
absorbancia em 420 nm; Abs520, absorbancia em 520 nm; AcM, &cido malico; AcL,
acido latico; AcS, acido succinico; AcT, acido tartarico; IM, indice de maturacdo; IC,

intensidade da cor; AMT, antocianinas monomeéricas totais; PT, polifendis totais.
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4 Conclusao

Os clones 169 e 685, apresentaram comportamento semelhante em relagdo a
duragdo do ciclo fenoldgico, assim como na evolucdo dos compostos avaliados durante
0 periodo de maturacdo. Os clones apresentaram diferencas em relacdo as caracteristicas
quimicas, e as componentes de rendimento, observando que o clone 685 apresentou
maior produtividade, com consequiente maior nimero de cachos e bagas. Andlise de
Componentes Principais e andlise de correlagdo demonstraram que o clone 685
apresentou maior correlacdo com as caracteristicas de cor, principalmente antocianinas
monomeéricas, enquanto o clone 169 caracterizou-se por apresentar maior correlacéo
com polifendis totais. Estes resultados sugerem que a composi¢do quimica e as
caracteristicas fisicas sdo atribuidas exclusivamente a cada clone e podem ser utilizadas
como ferramenta para a caracterizagdo e diferenciacdo de diferentes clones de mesma

variedade de uva.
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Conclusdes Gerais

Considerando que os compostos fendlicos flavonoides e ndo-flavondides sdo
importante parametro de qualidade em vinho, neste trabalho foi desenvolvido e validado
uma metodologia para determinacdo simultanea através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia dos principais compostos fendlicos em vinho tinto. O método proposto
apresentou excelente precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e recuperagdo para 0S
fenolicos presentes nos vinhos. A separagdo cromatografica dos compostos avaliados
foi satisfatoria. Assim, este método pode ser usado para determinar 0s compostos
fendlicos em diferentes amostras de vinho, como também caracterizar e diferenciar estas
amostras.

Foram observadas diferenca significativa entre os clones 685 e 169 tanto para as
uvas Cabernet sauvignon como para 0s respectivos vinhos, safra 2008, em relagdo as
familias de compostos fenolicos determinadas neste estudo. Os vinhos apresentaram alta
atividade antioxidante, para os trés métodos avaliados, o vinho produzido com o clone
169 foi o que demonstrou maiores valores. Correlagdo positiva foi encontrada para
todos os compostos fendlicos e a atividade antioxidante dos vinhos, sendo que a
catequina apresentou maior correlacdo seguida pelo polifendis totais e polifendis
polimerizados. Os vinhos safra 2008 apresentaram as caracteristicas de acordo com o
clone que foram produzidos, o clone 169 demonstrou predominio do teor de polifendis
enquanto o clone 685 predominou o contetido de antocianinas, tanto nas uvas como no
vinho. Os principais compostos fendlicos determinados neste trabalho podem ser
utilizados como ferramenta para a classificacdo e discriminagdo dos diferentes clones.
As uvas dos clones 169 e 685, safra 2009, apresentaram diferencas em relagdo as
caracteristicas quimicas, e as componentes de rendimento, observando que o clone 685
apresentou maior produtividade, com conseqiiente maior nimero de cachos e bagas.

Os resultados foram confirmados através de analises multivariadas, em que a
Analise de Componentes Principais demonstrou a correlacdo de cada clone com as
varigveis analisadas e juntamente com a Anlise de Cluster foi observada separacéo e
agrupamento das amostras de vinho de acordo com o clone. Estes resultados sugerem
que a composicdo quimica e as caracteristicas fisicas sdo atribuidas exclusivamente a
cada clone e podem ser utilizadas como ferramenta para a caracterizagéo e diferenciagéo

de diferentes clones de mesma variedade de uva.
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