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PERFIL DE ANTOCIANINAS E POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE VINHOS TINTOS
BRASILEIROS!
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RESUMO

A atividade antioxidante (AOX) de vinhos é decorrente, dentre outros fatores, da
presenca de substancias fendlicas, como as antocianinas que, além de contribuirem
para a formacdo da cor, devido a sua capacidade redutora, sdo capazes de
neutralizar moléculas de radicais-livres. No presente trabalho, 92 amostras de vinhos
tintos da safra 2008/2009, provenientes de diversas regides do pais, agrupadas de
acordo com a sua similaridade (UF e fisiografia), foram analisados quanto a cor,
através de parametros de luz, saturacdo e tonalidade; a concentracdo de
antocianinas totais (por espectrofotometria diferencial e por CLAE); a caracterizacao
dos pigmentos (por CLAE); a concentracdo de polifendis totais (IPT) (pelo método de
Folin Ciocalteau’s); e a atividade antioxidante (por DPPH"), sendo que as duas
ultimas caracteristicas foram avaliadas sob a forma de evolucdo temporal. Os
resultados mostram que, em relagéo ao perfil evolutivo, pelo menos um dos grupos
difere (p<0,05) nos tempos. A regido Vale do Rio Sédo Francisco (VSF) exibiu, tanto
0s mais elevados valores de IPT em todos os tempos de analise [(tzero=4.516;
t25=3.516; t35=2.475; t45=2.027; t55=1.598) mg.L'1 GAE], quanto a mais alta AOX, nos
guatro primeiros dos cinco momentos avaliados. A regido Oeste do Parana (OPR)
apresentou 0s mais baixos resultados para ambos os parametros considerados em
todos os tempos medidos, sendo que os valores de IPT corresponderam a 47, 52,
54, 58 e 63% e os valores de AOX a 49, 55, 57, 61 e 79% dos valores encontrados
para VSF. No decorrer das 55 semanas avaliadas, as diferencas entre 0os grupos
tende a diminuir. Em relacdo aos pigmentos, 12 padrdes comerciais permitiram
comparar 0s vinhos no que diz respeito as presenca e a quantificacdo destes
compostos. A excecio de dois, todos os vinhos analisados por CLAE confirmaram a
malvidina-3-monoglicosideo (Mv-3G), como o0 composto antocianico predominante.
O Vale dos Vinhedos (Vvi) apresentou os maiores conteudos, tanto do pigmento
majoritario da uva (Mv-3G — 38,66 u.L-1), quanto da cianidina-3-monoglicosideo (Cn-
3G - 0,914 p.L-1), composto antocianico mais relatado em alimentos. Correlagdes
fortes e muito fortes foram observadas entre IPT e AOX e fortes entre antocianinas
totais (expressas em Mv-3G por espectrofotometria diferencial) e Mv-3G
(quantificada por CLAE). ANOVA mostrou que, em CLAE, ndo houve diferencas
(p<0,1) entre as regibes, indicando que Vvariacdes internas nos Qgrupos,
sobressairam-se as evidenciadas pelas regides, ndo sendo possivel caracteriza-las
conforme o tipo nem a concentracao de antocianinas.

Palavras-Chave: contetudo de polifendis, neutralizacdo de radicais-livres, pigmentos
antocianicos, cor em vinhos, malvidina-3-monoglicosideo, terroir Brasileiro
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(especialidade/linha de pesquisa em Qualidade de Alimentos e projeto de pesquisa
em Quimica e Bioquimica de Alimentos), Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
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ANTHOCYANINS PROFILE AND SCAVENGING PROPERTIES OF BRAZILIAN
RED WINES?

Author: Mariana de Vasconcellos Dullius
Supervisor: Prof. Plinho Francisco Hertz

ABSTRACT

The antioxidant capacity (AOX) of wines is due, among other factors the phenolic
substances, such as anthocyanins that, beyond to color contribution, present
scavenging properties, having effect on radical oxygen species (ROS). In this study,
92 samples of 2008/2009 vintage Brazilian red wines, from dissimilar production
areas, were grouped according to similarities (Federal State and physiographic
attributes) and analyzed in terms of color, through light, saturation and hue
parameters; in terms of total anthocyanin concentration (by pH-differential
spectrophotometric methods and high performance liquid chromatography (HPLC));
in terms of pigment characterization (HPLC); in terms of total polyphenols
concentration (IPT) (Folin Ciocalteau’s method); and in terms of its scavenging
properties (DPPH"), being the last two attributes analyzed over time evolution profile.
The results showed that for the evolution profile, at least one of the groups differed
(p<0,05) in the evaluated times. The “Vale do Rio Sao Francisco” (VSF) region
exhibited not only the most elevated values for IPT in all analyzed sampling
[(tzero=4,516; 1,5=3,516; t35=2,475; t45=2,027; ts5=1,598) mg.L'1 GAE], as the most
AOX in the first four from the five evaluated moments. The “Oeste do Parana” (OPR)
presented the lowest results for both IPT and AOX parameters, in all measuring
times, and the IPT values corresponded to 47, 52, 54, 58 e 63%, while the AOX
values to 49, 55, 57, 61 e 79% from values found for VSF. Over the 55 weeks, the
differences among groups tended to diminish. Considering the pigments, 12
commercial standards allowed to compare wines based on presence and
concentration of these compounds. Except for two samples, all the HPLC-analyzed
wines confirmed the malvidin-3-monoglucoside, as the anthocyanin most abounding
in wines. The VVi exhibited the highest levels, even for the grape major pigment (Mv-
3G - 38.66 p.L™), as for cianidin-3-monoglucoside (Cn-3G — 0.914 p.L™), the most
reported anthocyanin in food. Strong and very strong correlations were found among
IPT and AOX, while total anthocyanins (in Mv-3G base, by pH-differential analysis)
and Mv-3G concentration (by HPLC) exhibited strong linear associations. ANOVA
showed that, in terms of chromatographic analysis, no differences (p<0,1) among
regions were found, indicating that inside-groups variations were high enough to not
allow the characterization according to qualitative and quantitative anthocyanin
profile.

Keywords: polyphenolic content, scavenging properties, anthocyanin pigments, wine
color, malvidin-3-monoglucoside, Brazilian terroir

'Master of Science dissertation on Food Science and Technology (concentration
area/research line on Food Quality, research project in Food Chemistry and
Biochemistry), Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, March, 2012.
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1. INTRODUCAO

A historia do vinho vem sendo escrita com a historia da humanidade. Diversos
paises tém no vinho uma parte de seu histérico preservado, pois 0 vinho esti
inserido nestas sociedades, como parte do patriménio cultural, como responsavel
pela movimentacdo da economia, como alicerce para o planejamento de politicas
publicas de desenvolvimento e, ainda, como impulsionador da pesquisa que
proporciona a geragao de informagao e a consolidagédo de conhecimentos que déo
suporte e alimentam as universidades e centros de investigacao cientifica.

Cientes da relevancia do vinho e preocupados com a preservacao deste
patrimonio, diversos paises, tradicionalmente envolvidos com a atividade de cultivo
de videiras (viticultura) e a elaboracdo de vinhos (vinicultura), vém trabalhando
exaustivamente na busca por meios que o0s permitam salvaguardar as
caracteristicas de seus produtos baseados na originalidade e irreprodutibilidade.
Entre esses meios, esta a criacdo de indicacdes de procedéncia e de denominacdes
de origem de produto. Através dessas ferramentas, consolida-se, por meios legais, a
elaboracao de vinhos exclusivos, os quais tém na sua personalidade a sua principal
virtude.

A obtencéo de vinhos unicos, ndo é, entretanto, uma ferramenta meramente
legal. Ela esta baseada em conceitos extensivamente estudados e trabalhados em
vitivinicultura, entre os quais tem destaque o terroir, que, de um modo bastante
simplificado, pode ser descrito como a interagdo de componentes de um sistema
gue envolve caracteristicas do solo sobre o qual esta sendo cultivada a videira, do
clima sob o qual esta inserida essa planta e do manejo — faca este referéncia, ora
aos procedimentos agrondmicos adotados no campo na hora de cultivar a
variedade, ora a metodologia enoldgica aplicada ao processo de elaboracdo do
vinho. Embora esse conceito possa ser aplicado a qualquer cultivo agricola, € no
cultivo da videira (Vitis sp.) que ele vem sendo amplamente trabalhado.

O terroir consiste, portanto, num conceito de caracterizacdo. Para estratifica-
lo, e melhor compreendé-lo, pode-se falar em caracterizacdo a nivel macro —
envolvendo os trés elementos anteriormente expostos — e a nivel micro — onde

entdo, cada um dos trés conceitos mencionados pode ser exaustivamente
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subdividido, de modo a buscar uma caracterizagdo com o maior detalhamento
possivel. Com essa caracterizagdo bem descrita, € possivel que sejam
estabelecidas comparacfes e, assim, podem-se confirmar as diferencas, que
justificam a personalidade, a originalidade e a irreprodutibilidade de vinhos, gerando
o argumento cientifico necessario para a consolidacdo das indicacbes de
procedéncia e das denominacdes de origem.

Outra abordagem relevante € a de que os vinhos, por procederem de uvas,
conservam consigo parte da composicdo daquelas, incluindo a presenca de
compostos que, hoje em dia, sdo diversas vezes apontados como benéficos da
saude humana. Entre eles, encontram-se além das j& conhecidas vitaminas e dos
minerais, os atualmente comentados compostos antioxidantes, entre 0s quais se
destacam os polifendis, que abrangem os compostos flavonoides e néo-flavonoides.
Dentro da imensa familia dos flavonoides, tém destaque as antocianinas, as quais
sdo responsaveis ainda por aportar a cor caracteristica ao vinho tinto. A todas essas
substancias mencionadas, atribui-se 0 nome genérico de compostos bioativos, os
guais sdo imensamente desejaveis em vinhos, e tém sua concentracdo nestes,
variavel em funcéo de inumeros fatores, que vao, desde a espécie do género Vitis,
até as condi¢des de armazenamento na garrafa.

Sé&o bastante diversos os compostos antioxidantes encontrados na uva, e
consequentemente no vinho. E, das seis antocianidinas (antocianina desprovida do
acucar) frequentemente encontradas em alimentos, a videira (Vitis spp.) € a Unica
espécie que apresenta cinco delas. Dessa forma, a imensa possibilidade de
combinacdes dessas substancias, influenciada por todos os fatores do terroir ja
previamente descritos, da origem a vinhos que — como parte da sua personalidade —
apresentam padrdes distintos de perfil de antocianinas e de potencial antioxidante.

Mesmo diante deste cenario de variaveis, esta dissertacdo apresenta o
estudo do perfil de antocianinas e a determinagédo do potencial antioxidante visando
a caracterizagdo do vinho tinto brasileiro com base nesses parametros. Dessa forma,
busca-se contribuir, pelo menos em parte, na caracterizacdo do vinho brasileiro em

Si.
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2. OBJETIVO

Avaliar de forma qualitativa e quantitativa o perfil de antocianinas e o potencial

antioxidante de vinhos tintos brasileiros.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

<

Estabelecer as condi¢cdes cromatograficas para separar as antocianinas, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

Qualificar e quantificar as principais antocianinas encontradas em vinhos
tintos brasileiros através da interpretacdo de cromatogramas gerados por
CLAE;

Avaliar colorimetricamente vinhos tintos através dos sistemas internacionais
de cor da escala de Munsell (Y, x, y), CIE Lab, L* a* b* e L*, C* h de
coordenadas bidimensionais, e tridimensionais retangulares ou cilindricas;
Determinar a diferenca total da cor entre vinhos, através do parametro AE?;
Avaliar o potencial antioxidante de vinhos tintos brasileiros;

Gerar informag0es que contribuam para a consolidacdo de denominagdes de
origem para o vinho brasileiro;

Gerar conhecimento para o estabelecimento de uma base de dados do vinho
tinto brasileiro;

Contribuir cientificamente para os diferentes segmentos da cadeia do vinho,
incluindo entre eles o setor produtivo, o setor da comercializagéo, o setor de
consumo e o setor da fiscalizagao;

Repassar os conhecimentos e procedimentos desenvolvidos a Laboratorios
Nacionais de Controle Agropecuario e a Secretaria de Defesa
Agropecuaria/MAPA.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Embasamento Sécio-Econémico-Cultural

O vinho brasileiro vem ganhando destaque e hoje j4 se pode afirmar que
constitui um grande elemento para a economia do pais. Segundo dados do
AGRIANUAL (2009), em 2009, foram produzidas no Brasil 1.310.189 toneladas de
uva, das quais 872.189 t sdo provenientes do Sul, e dessas, a grande maioria,
737.363 t, tem origem no Estado do Rio Grande do Sul. Segundo esta mesma fonte,
pode-se estimar a importancia dessa atividade agricola para os estados sulinos
guando se avalia a area cultivada. Dos quase 80 mil hectares de area de videiras,
praticamente 60 mil se encontram na Regido Sul do Brasil e, outra vez, o Rio
Grande do Sul lidera o ranking com 48,3 mil hectares cultivados. (AGRIANUAL,
20009).

Dados anuais publicados pelo IBGE (2007) de 1990 a 2007, que tém em
conta as 63 principais lavouras temporarias ou permanentes, colocam a uva como 0
oitavo produto mais importante, logo atras da cana de acucar, do tomate, do
abacaxi, da maca, da batata-inglesa, da laranja e da cebola. Em termos de
produtividade, pode-se observar um aumento de 13,7 mil kg.ha™ em 1990 para 17,2
mil kg.ha™ em 2007 (IBGE, 2007).

Dados do Cadastro Viticola de 2004 a 2009 (EMBRAPA, 2009), mostram que
a quantidade de uva processada em 2009 foi de 534,13 milhf6es de toneladas, das
guais, 462,02 milhdes de toneladas estéo representadas pelas uvas comuns (Vitis
spp.) e 72,10 milhdes de toneladas correspondem as uvas viniferas (Vitis vinifera).
No decorrer do periodo de 2004 a 2009, a média de producdo de vinhos situou-se
na faixa dos 361,5 milhdes de litros, sendo que o ano de 2006 apresentou a menor
producéo (276,33 milhdes de litros) e o de 2008 alcangou o maior volume (427,97
milhdes de litros). O ano de 2009 registrou o quarto maior valor de producédo para o
periodo analisado (341,82 milhdes de litros) (EMBRAPA, 2009).

Cabe salientar que, mesmo considerando as diferencas de producéo entre as
safras de 2004 a 2009, o volume de vinho comum e o volume de vinho de viniferas
ndo variam muito ao longo do periodo analisado, embora, quando comparados os

dois, o vinho comum supera, em média, quatorze vezes o volume de vinho de
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viniferas (EMBRAPA, 2009), justificando com distingdo a representatividade que a
uva americana e seus hibridos tém para a vitivinicultura brasileira.

O cultivo de videiras no Brasil também se expandiu em termos geograficos. A
viticultura de clima temperado, concentrada nos Estados do Sul e do Sudeste, os
quais representam juntos aproximadamente 88% da area de vinhedos e mais de
98% da producdo de uva destinada ao processamento (IBRAVIN, 2010%), vem
abrindo espaco para as novas fronteiras viticolas, como pode ser o caso da
viticultura tropical do Vale do Sao Francisco.

Dados de comercializacdo de vinhos no Brasil mostram que houve acréscimo
de 1,3% no primeiro semestre de 2010 — o melhor resultado desde 2006 — e valores
de venda de 42,5 milhdes de litros de vinho, frente aos 42 milhbes comercializados
no mesmo periodo de 2009. Deste volume, 2,32 milhdes apenas correspondem a
vinhos de viniferas, um volume 17,8% maior que o observado para o primeiro
trimestre de 2009, sendo o0 maior volume registrado desde 2007, quando a venda de
vinhos finos chegou a 3,13 milhdes de litros (IBRAVIN, 2010°). Boa parte do
crescimento em volume comercializado de vinho de viniferas deve-se a entrada no
mercado de novos rotulos brasileiros oriundos de regides incipientes na
vitivinicultura, as quais vém ampliando a fronteira vitivinicola nacional e
proporcionando ao consumidor produtos de distintos terroirs.

O crescimento da producdo de uvas e vinhos, bem como a expanséo e a
diversificacao das regides produtoras fazem deste setor um dos mais importantes da
agroindustria brasileira. Deste modo, a necessidade de obtencdo de dados que
caracterizem os produtos obtidos e que sirvam de base para a avaliacdo da
gualidade e da autenticidade é de extrema importancia (VALE, 2008).

O conceito de Indicacdo Geografica (IG) foi sendo desenvolvido lentamente
no transcurso da histéria de forma natural, quando produtores, comerciantes e
consumidores comprovaram que alguns produtos de determinados lugares
apresentavam qualidades particulares, atribuiveis a sua origem geografica, e
comecaram a denomind-los com o nhome geografico de sua procedéncia (SEBRAE,
2006). Esse fendbmeno teve inicio com certos produtos, como 0s vinhos, nos quais o
efeito dos fatores naturais era mais evidente (SEBRAE, 2006) porque, como bem

destaca Kramer (2007), os vinhedos expressam de tal forma o lugar em que sao
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cultivados que, nossa apreciacao e julgamento, os relacionam diretamente com a
fonte.

O fato de as denominacdes de origem existirem desde 1911 (Champagne, na
Franca) no Velho Mundo, e de, segundo Kramer (2007), virem sendo criadas em
todo o Novo Mundo, s0 ressalta a sua importancia. Segundo esse mesmo autor,
“sem elas, os vinhos existem num mundo sem gravidade, sem pertencerem a um
lugar que se permita delinear, sendo impossivel rastrear os presumiveis motivos de
sua distincdo” (KRAMER, 2007).

Toda a apelacéo de origem deve ser registrada no Bureau Internacional da
Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (OMPI) — para que esteja protegida
internacionalmente. De acordo com Bauemer (1991), ha duas razfes principais para
proteger: primeiramente porque o0s consumidores devem ser protegidos contra
praticas enganosas; e segundo porque geralmente a denominacédo envolve o nome
de um pais, de uma regido ou de uma localidade, o que amplia o interesse desses
lugares pelo estabelecimento da certificacdo. E justamente com a inclus&o do termo
‘controlada” a denominacdo de origem, que algumas regides mais tradicionais
buscaram imprimir a sua responsabilidade sobre o produto produzido (KRAMER,
2007).

Assim sendo, a denominagdo de origem controlada (DOC) deve ser
considerada sinal de distingdo e de autenticidade de produto, e sua utilizacdo deve
ser restrita as empresas vinicolas que se situam dentro do perimetro abrangido pela
DOC, nao deixando de se constituir, na verdade, numa modalidade de propriedade
intelectual, da mesma forma que o pode ser uma patente, uma marca registrada ou
um direito autoral (CHADDAD, 1995).

4.2. A Videira, aUva e a Baga

4.2.1. Pluralidade Viticola
A uva pode ser considerada uma classica fruta do Velho Mundo, da mesma
forma que a azeitona, o figo e a tamara. Desde a Era do Bronze, as uvas vém sendo

usadas como alimento — se proporcionam bagas grandes, suculentas e doces — e na
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elaboracdo de bebidas — quando seus frutos sdo pequenos e geralmente acidos
(HORNSEY, 2007).

A medida que o Homem foi se dedicando ao cultivo da videira, foi também
selecionando aquelas plantas que apresentavam caracteristicas agronomicamente
mais interessantes. Dessa forma, com o passar dos anos, preponderaram aquelas,
plantas representativas da Familia Vitaceae, do Género Vitis e dos subgéneros
Euvitis e Muscadiniae, distribuidos em regibes de média latitude da América do
Norte e Eurasia (HORNSEY, 2007; GIOVANINNI, 2008). Dentro do subgénero
Muscadiniae, ha duas espécies com importancia: Vitis rotundifolia e Vitis
munsoniana, sendo que sua importancia reside especialmente na resisténcia a
filoxera (Phyloxera vastatrix), sendo exploradas como material genético na producao
de portaenxertos (GIOVANINNI, 2008). Todas as outras espécies remanescentes
estdo agrupadas dentro do subgénero Euvitis (HORNSEY, 2007), e, dentro dele,
subdividem-se em: videiras européias, cuja Unica representante é a espécie Vitis
vinifera, e todas as suas variedades; videiras asiaticas, cuja espécie de mais
destacada importancia € a Vitis amurensis devido a sua capacidade de tolerar
temperaturas de até -40 °C (GIOVANINNI, 2008); e videiras americanas, que
compdem a imensa maioria de espécies. Mesmo com a diversidade de espécies
existentes, quase 95% dos vinhedos comerciais atualmente existentes no mundo é
constituida de clones obtidos de variedades viniferas, enquanto que no Brasil,
contrariando a todas as tendéncias, 85% da producdo esta representada pelas
videiras americanas ou hibridas (GIOVANINNI, 2008). Cerca de 50% da producédo
brasileira de uva esta representada por uma Unica variedade, a Isabel (V.vinifera x
V. labrusca) (RIZZON e MIELE, 2006).

Assim sendo, o que geralmente se trabalha € a idéia de que uvas apropriadas
para a vinificacdo pertencem ao género Vitis vinifera (HORNSEY, 2007), embora,
esteja claro que no Brasil, as videiras americanas (Vitis spp.) e suas hibridas,

desempenham um papel consideravel na vitivinicultura.

4.2.2. Caracterizacdo do Fruto e de sua Producéao
A uva consiste num fruto ndo-climatérico (COOMBE, 1976), ou seja, que nao

€ capaz de amadurecer depois de colhido. Dessa forma, a maturagdo de compostos



25

polifendlicos s6 ocorre enquanto se mantém estabelecido o vinculo do fruto & planta
através do pedunculo, sendo de fundamental importancia a definicdo do momento
ideal de colheita.

O padrao de crescimento da uva é representado por uma dupla curva
sigmoide, na qual duas fases distintas sdo interrompidas por um intervalo de
crescimento (HORNSEY, 2007; BOSS, DAVIES e ROBINSON, 1996; COOMBE,
1976). Durante a primeira fase, a baga acumula carboidratos que sédo aplicados no
desenvolvimento das sementes, na multiplicacdo e expanséao celular e na sintese de
acidos organicos (COOMBE, 1992). J4 na segunda fase, quando se d& a maturacao
da baga, ha: perda da rigidez da polpa e da pelicula; acumulagédo de carboidratos
solluveis e decréscimo do conteudo total de acidos organicos (FAMIANI et al., 2000).
Adicionalmente, em cultivares de uva tinta, antocianinas e outros flavonoides séo
sintetizados nessa segunda fase, e, num passo seguinte, sdo acumulados no
epicarpo do fruto, conferindo a ele a pigmentacdo caracteristica (FAMIANI et al.,
2000). Outros compostos polifendlicos, tais como as proantocianidinas, ou também
chamados, taninos condensados, exibem um diferente momento de sintese, a qual
inicia a partir da floracdo e, num padrdo geral de acumulo em plantas, séo
armazenados nas sementes e nos tegumentos (BOGS et al., 2006).

E na primeira fase de crescimento que o fruto estd exclusivamente sendo
alimentado pelo xilema da planta, marcando esta como a fase mais suscetivel ao
déficit hidrico. A escassez de agua influencia diretamente na expansao, reduzindo o
tamanho final do fruto (THOMAS, MATTHEWS e SHACKEL, 2006), embora uma
parte dessa reducao possa também ser atribuida aos efeitos da maior concentracéo
de &cido abscisico (ABA), que, ao limitar a divisdo celular, provoca reducdo no
tamanho final do fruto. Com a reducdo do tamanho final da baga, a relacdo
epiderme/polpa é modificada (ROBY e MATTHEWS, 2004) e ha maior concentragao
de pigmentos e compostos antioxidantes no fruto.

A partir do inicio da segunda fase de crescimento, quando a mudanca de cor
consiste num evento visualizavel, ocorre o abrandamento de tecidos, além, é claro
de que os frutos comegcam a acumular substancias pigmentantes. Nessa fase, o
fruto passa a estar conectado a videira através do floema (THOMAS, MATTHEWS e
SHACKEL, 2006) e, substancias de reserva, produzidas e armazenadas em outros

orgaos da planta (folhas e raizes), passam a ser acumuladas no fruto. O déficit



26

hidrico, quando acontece depois da mudanca de cor, diminui o contetdo de polpa do
fruto, outra vez modificando a relacdo epiderme/polpa e, quando muito intenso,
enfraquece a epiderme através da reducdo da atividade da enzima
pectinometilesterase (PME) (ROBY e MATTHEWS, 2004). Dessa forma,
constituintes basicos da pelicula como os taninos e as antocianinas sobressaem-se
e 0 mosto destes frutos acaba sendo muito mais rico em derivados extraiveis da
pelicula (CHATELET et al., 2008).

Embora a videira tenha preferéncia por crescer em areas onde a agua esteja
prontamente disponivel (RIAZ et al., 2007), a planta apresenta — devido a sua
rusticidade — facilidade de adaptacdo em ambientes hostis, podendo ser encontrada
em ambientes extremamente aridos, como é o caso de regides do Chile, da
Australia, da Espanha e até mesmo do Brasil (Petrolina — PE e Norte da Bahia).
Essa adaptacdo esta intimamente relacionada a mecanismos que a planta
desenvolve como forma de combater o estresse, entre 0s quais se encontra a

sintese de compostos polifendlicos (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

4.2.3. Consideragdes Relacionadas ao Potencial Brasileiro

Devido a sua extenséo continental, no Brasil, podem ser atualmente descritas
diferentes regides de cultivo para a videira, das quais se esperam distintas
expressoes varietais. Giovaninni e Manfroi (2009) definiram cinco diferentes terroirs
para o Estado do Rio Grande do Sul (Serra Gaucha, Serra do Sudeste ou Alto
Camaqud, Campanha Gaucha, Campos de Cima da Serra e Costa do Guaiba), dois
para o Estado de Santa Catarina (Vale do Rio do Peixe e Serra Catarinense) e um
para o conjunto que engloba os Estados da Bahia, Pernambuco e Minas Gerais,
denominado Vale do S&o Francisco.

De acordo com Giovaninni e Manfroi (2009), em cada terroir brasileiro serao
encontradas particularidades regionais, ambientais e climaticas, que influenciardo a
matéria prima, base para a obtenc&o de vinhos. E de se esperar que, somando-se
as particularidades de clones as caracteristicas proprias de cada variedade e a
adaptabilidade de cada cepa as diferentes regides, gerem-se produtos viticolamente

distintos que, quando combinados com todas as peculiaridades enoldgicas possiveis
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de serem adotadas em cada elaboracdo, estar-se-a falando de uma enorme
diversidade de produtos potencialmente capazes de serem explorados.

Assim sendo, o estabelecimento de perimetros fisicamente semelhantes, bem
como a adocgao de praticas e métodos de cultivos apropriados, visa — conciliando
interesses comuns, de produtores — a esclarecer as préticas, a definir os métodos
legais para a obtencdo de produtos e a atuar na fiscalizacdo de Denominacgdes de
Origem Controlada (DOC) (KRAMER, 2007).

4.3. Relagdes Clima-Planta

Agronomicamente falando, é fundamental ter-se em consideracédo que toda e
gualquer condicdo ambiental exerce efeito sobre o desenvolvimento fenoldgico da
planta. Por fenologia, entende-se o ramo da ecologia que estuda os fendmenos
periédicos dos seres vivos e suas relacdes com as condigbes do ambiente, tais
como temperatura, luz, umidade, etc. (DE FINA e RAVELO, 1973). Ja por
desenvolvimento, compreende-se gue se trate das variacdes de volume, de peso, de
forma e de estrutura nos seres vivos, sejam elas visiveis ou invisiveis
(BERGAMASCHI, 2009).

As espécies vegetais, de acordo com o ciclo de desenvolvimento, sdo
classificadas como perenes guando os individuos permanecem vivos por diversos
anos, como é o caso da videira. Tal espécie é também agrupada entre aquelas que
alternam entre um ciclo vegetativo e um periodo de repouso, dentro do mesmo ano.
Nao obstante, a videira é ainda considerada uma planta capaz de cumprir uma
periodicidade anual, apresentando etapas fenoldgicas (figura 1) que acompanham
as oscilacbes do ambiente. A ocorréncia de uma estacdo seca (exemplo do semi-
arido) ou de um inverno frio pode exigir um periodo de repouso (dorméncia),
intercalado a periodos vegetativos. Assim, a planta cumpre um ciclo anual, embora a

espécie seja classificada como perene (BERGAMASCHI, 2009).
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Figura 1: Estadios fenologicos da videira em semanas de acordo com Eichorn e Lorenz, 1984. 01)
gemas dormentes; 02) inchamento de gemas; 03) algodado; 05) ponta-verde; 07) primeira folha
separada; 09) duas ou trés folhas separadas; 12) cinco ou seis folhas separadas e inflorescéncia
visivel; 15) alongamento da inflorescéncia e flores agrupadas; 17) inflorescéncia desenvolvida e flores
separadas; 23) 50% das flores abertas (pleno florescimento); 25) 80% das flores abertas; 27)
frutificacdo (limpeza de cachos); 29) graos tamanho “chumbinho”; 31) Grdos tamanho “ervilha”; 33)
inicio da compactacdo do cacho; 35) inicio da maturacéo; 38) maturagdo plena; 41) maturagdo dos
sarmentos.

Fonte: Disponivel em: http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/circular/cir056.pdf. Acessado em:
14/02/2012

Outros conceitos importantes de serem mencionados séo o foto-periodo e os
graus-dia. O foto-periodo consiste no intervalo de tempo do dia em que ha luz. Em
regibes equatoriais, a variacdo do foto-periodo é praticamente nula, e os dias e as
noites se mantém em aproximadamente 12 horas cada. A medida que as latitudes

se elevam, o foto-periodo varia, as estacfes climaticas tornam-se mais bem
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definidas, os verdes se caracterizam por dias longos e noites curtas e o inverno por
noites longas e dias curtos (BERGAMASCHI, 2009).

O conhecimento da duracdo de cada uma das fases fenoldgicas é
imprescindivel para a viticultura de qualidade, uma vez que permite a racionalizacao
do manejo da cultura a campo (MANDELLI et al. 2004), sendo possivel uma melhor
gestdo das praticas necessarias ao cultivo, tais como as podas, as quebras de
dorméncia, as aplicacGes de defensivos e/ou reguladores de crescimento, 0 manejo
hidrico, entre outros, além, evidentemente de permitir um melhor uso da méo-de-
obra, com significativa otimiza¢do dos recursos investidos (MURAKAMI, 2002).

Temperaturas de medianas a altas encurtam o ciclo vegetativo da planta,
antecipando a maturacdo (SALAMONI, 2009). Pelo fato de que a sintese dos
compostos de carbono é dependente das reservas acumuladas pela planta, através
do processo fotossintético, e transferidas ao fruto nas fases de amadurecimento, o
encurtamento do ciclo implica menor periodo de acimulo, culminando com reservas
energéticas mais baixas (SALAMONI, 2009). Neste sentido, Tarara et al. (2008)
comprovaram que o aumento da temperatura provoca um incremento da atividade
respiratoria da planta gerando um declinio na acidez titulavel atribuida a degradacéo
de compostos acidos da planta. A presenca de tais compostos determina o pH do
fruto, e um equilibrio adequado entre as substancias da baga influencia as
propriedades tamponantes dos vinhos.

Tarara et al. (2008) reforcam a existéncia de uma sinergia entre fatores como
a radiacdo solar e a temperatura do fruto para a expressdo do perfil e da
concentracdo de antocianinas em bagas da variedade merlot. Observou-se que
radiacdes solares elevadas influenciam a temperatura da baga (YAMANE e
SHIBAYAMA, 2006; MORI et al., 2007, XU et al., 2011) e que esse fato pode ser 0
responsavel pela reducdo dos compostos fendlicos na baga, especialmente das
antocianinas. Tal situacdo pode ser explicada ja que, de acordo com Deloire e
Hunter (2005), somente cerca de 10% do total da radiagdo solar global incidente é
necessario para que sejam produzidos os efeitos benéficos associados a maturacéo
do fruto. Segundo esses mesmos autores, ao se aumentar o nivel de radiacdo solar,
pode-se incorrer em riscos de escaldadura no fruto.

A temperatura atua de diversas formas na videira. Para desencadear o

processo de dorméncia, temperaturas inferiores a 20 °C séo exigidas, enquanto que
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a saida do repouso vegetativo e o inicio da brotagéo, temperaturas entre 10 e 13 °C
— ainda que nunca superiores a 18 °C — fazem-se necessarias (PEDRO JUNIOR e
SENTELHAS, 2003). Segundo esses mesmos autores, ja na fase de
desenvolvimento da baga, temperaturas ideais encontram-se na faixa dos 22 °C e,
para a maturacdo, em torno de 27 °C situa-se a condi¢ao étima.

No caso de regides subtropicais e tropicais, em que ndo ha uma demarcacao
muito precisa das estacdes do ano, o regime de chuvas acaba tendo uma relevancia
maior, jA que o excesso de umidade nos cachos proporciona as indesejaveis
podriddes nos frutos, as quais comprometem a qualidade da uva para o processo de
vinificagdo (TAVARES et al. 2004). Nesse sentido, a tomada de decisbes das
praticas agricolas, tais como a poda de frutificacdo e a quebra da dorméncia, pode
ser ajustada de modo a fazer com que as fases reprodutivas do ciclo fenologico da
videira coincidam com os periodos de menor precipitacdo assegurando sanidade ao
produto.

Devido ao fato de que as diversas variedades de uva respondem de forma
diferenciada a soma de graus-dia necessarios para o cumprimento do ciclo
vegetativo do ano, da poda de inverno a colheita, tanto o efeito da soma térmica
torna-se necessario, para o vencimento adequado das etapas fenoldgicas, quanto o
efeito do frio € imprescindivel, para que os fenbmenos a ele relacionados contribuam
com a qualidade de cada um dos estadios do ciclo da planta (BERGAMASCHI,
20009).

Tonnieto (1999) propbs considerar as condi¢cdes térmicas relativas ao frio
noturno sob a forma de um indice (indice nictotérmico). O indice informa as
condicGes térmicas relativas a média das temperaturas minimas ocorridas entre o
periodo que se estende da mudanca de cor das bagas a maturacdo das uvas, algo,
considerando o ciclo normal da videira, compreendido entre dezembro e fevereiro.

Em é&reas temperadas, o efeito do frio € muito importante, mormente para a
delimitacdo das areas apropriadas para o cultivo das diferentes variedades de
videira, jA que a entrada/saida dos ciclos vegetativos constitui uma caracteristica
varietal, devendo ser levada em consideracdo na hora de se tomar decisdes a
respeito do zoneamento agroclimatico (BERGAMASCHI, 2009).

A regularidade e a intensidade de baixas temperaturas sdo fundamentais,

pois oscilagdes durante o periodo de dorméncia podem fazer, ou com que a planta
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permanega por um maior periodo em repouso, ou com que acabem acontecendo
brotacdes e floragbes desuniformes, permitindo ainda que um determinado
percentual de gemas permaneca improdutivo naquele ano (PETRI, et al., 1996).

De acordo com Villanova et al. (1972) apud Moura et al. (2007), o zero-
vegetativo consiste em temperaturas igual ou inferiores a 10 °C, nas quais a videira
reduz ao minimo o seu dispéndio energético, a fim de apenas assegurar a
manutencdo do seu metabolismo basal.

Ainda que na fase final do ciclo sejam absolutamente definidoras as
interacBes clima-planta, decisbes agrondmicas, tais como praticas de manejo do
dossel, ajustes de rendimento de cachos/planta e decisGes sobre o momento ideal
para a colheita, etc., alteram as exigéncias térmicas da videira, marcando
significativamente o ciclo produtivo da planta (MOURA et al. (2007).

A pratica de se trabalhar mais de uma safra anual, devido aos drasticos
contrastes climaticos que podem existir entre os diferentes periodos do ano, constitui
um excelente sistema para o estudo e a compreensédo das relacdes clima-planta e
seus efeitos nas propriedades das uvas e, consequentemente, dos vinhos (XU et al.,
2011). Ainda que, no Brasil, até mesmo informacgdes acerca do comportamento de
ciclos normais de produgdo para regides incipientes na vitivinicultura sejam

escassas.

4.4. Compostos Fendlicos

Em seu ambiente natural, as plantas convivem com diversos tipos de
estresse, sejam eles abiodticos — provocados pelo vento, radiacdo, temperatura — ou
bidticos, quando sdo decorrentes da acdo de organismos vivos sobre as plantas
(VULETA et al., 2010). O estresse biotico pode ser exemplificado com a acdo de
microrganismos fitopatogénicos que — ao interferirem na homeostase celular, através
de processos infecciosos — acarretam danos aos vegetais. Esses processos podem
ser mais ou menos intensos em funcao de diversos fatores, tal como a predisposicéo
da planta (genética, nutricional, etc.). Contudo, salvo em situa¢cdes de alta pressao
populacional do microorganismo e/ou alta suscetibilidade do hospedeiro, tais
processos tendem a ser gradativos. Ja o estresse abidtico, por ndo raro ocorrer em
curtos espacos de tempo (VULETA et al., 2010), pode levar a planta a morte com
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facilidade. Igualmente, € sabido que esse tipo de estresse € capaz de operar como
uma consistente forca evolutiva, induzindo adaptacbes em populacbes de plantas
(SORENSEN, KRISTENSEN e LOESCHCKE 2003). Sdo exemplos de estresse
abidtico a intensidade luminosa, as temperaturas extremas e a escassez hidrica,
fendmenos que tendem a coexistir em periodos de seca (VULETA et al., 2010).

Também é notorio que plantas expostas a condi¢ces ambientais estressantes
sao estimuladas a superproducao de espécies reativas de oxigénio (ROS — do inglés
Reactive Oxygen Species). Tais moléculas sdo derivadas tdxicas do oxigénio
gasoso (O,) e tém a particularidade de danificar macromoléculas celulares, como
lipidios, proteinas e até mesmo o DNA (APEL e HIRT, 2004). Como consequéncia,
h& perda da homeostase celular e da planta como um todo e, dessa forma, ha um
prejuizo para a maioria dos processos metabdlicos, incluindo reducdes nos niveis de
fotossintese e da fotorrespiracdo (MITTLER, 2002; SUZUKI E MITTLER, 2006).

Concentragfes elevadas de ROS conduzem a morte celular, contudo, em
concentracfes intermediarias ou minimas, ROS podem ter uma importante funcao
regulatoria, pois contém o vigor e induzem a formacéo de diversos antioxidantes e
de mecanismos de reparo celular (TEMPLE, PERRONE, e DAWES, 2005).

Com o objetivo de minimizar os danos provocados por ROS, as plantas
desenvolveram um sistema de defesa antioxidante de alta eficiéncia, o qual inclui
tanto mecanismos enzimaticos como componentes ndo enzimaticos (VULETA et al.,
2010). Entre os mecanismos enzimaticos, encontram-se trés principais enzimas,
com atividade anti-ROS: a superéxido-dismutase (SOD); a catalase (CAT) e a
polifenoloxidade (POD) (SCANDALIOS, 1993; GECHEV et al.,, 2002). Entre os
mecanismos nao enzimaticos, encontram-se substancias como o ascorbato, a
glutationa e o tocoferol, além de diversos compostos carotenoides e polifendlicos
(SCANDALIOS, 1993). Muitas vezes, ambos 0s mecanismos sdo ativados de forma
conjunta, de modo a reforcarem a defesa geral da planta (VULETA et al., 2010).

Entre os compostos fendlicos presentes na baga, os de maior destaque séo:
flavonoides — que correspondem as antocianinas, aos flavondis e as
proantocianidinas (também denominadas de taninos condensados) — e 0s nao-
flavonoides, onde os estilbenos constituem os principais representantes do grupo
(KENNEDY, MATTHEWS e WATERHOUSE, 2002).
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Entre os flavonois de destacada importancia, encontram-se a quercetina e a
miricetina (MATTIVI et al., 2006). J& o resveratrol € considerado o estilbeno mais
bioativo em videiras (BAVARESCO et al., 2008). Quimicamente, € conhecido por
3,5,4’- trihidroxiestilbeno e apresenta dois isdbmeros Opticos: cis-resveratrol e trans-
resveratrol. A este Ultimo — por ser o Unico que apresenta atividade biolégica —
atribuem-se todos os beneficios associados ao resveratrol (ALVES, 2006).

A pelicula de uvas frescas contém entre 50 e 100 mg.g™ de resveratrol e no
vinho tinto a sua concentrag&o fica em torno de 1,5 a 3 mg.L"(JEANDET, BESSIS e
GAUTERON, 1991). Embora o resveratrol esteja presente em menor concentracao
em outros vinhos que néo tintos, quantidades apreciaveis desse composto foram
relatadas para vinhos brancos e rosados (ROMERO-PEREZ et al., 1996).

A capacidade antioxidante de vinhos geralmente é medida através do indice
de Polifendis Totais (IPT) (MAMEDE e PASTORE, 2004) e, devido a constituicdo
varidvel destes compostos no fruto, ha variacdes muito grandes entre os potenciais
anti-ROS dos vinhos. Estas mesmas autoras apontam que parte dessa diferenca
também é atribuida a diferencas entre as estruturas dos diversos polifenadis.

Landrault et al. (2001) e Xu et al. (2010) descrevem correlacdes importantes
entre o conteudo de compostos fendlicos e a atividade antioxidante de vinhos e,
ainda que Xu et al. (2011) afirmem que, justamente devido a essa relevante
associacdo linear, uvas com maior riqueza em compostos fendlicos também
apresentaram maior atividade antioxidante, maior conteido destas substancias néo
implica necessariamente atividade antioxidante mais elevada (RIVERO-PEREZ,
MUNIZ, GONZALEZ-SANJOSE, 2007). Parece que a atividade antioxidante de
vinhos estd mais relacionada ao tipo de compostos fendlicos presentes (RICE-
EVANS, MILLER, 1996) sendo que flavonoides, proantocianidinas e antocianinas
sd0 0s que apresentam maior potencial antioxidante (RICE-EVANS, MILLER, 1996;
FRANKEL, WATERHOUSE e TEISSEDRE, 1995).

Kliewer e Torres (1972) apud Bohn (2007) relatam que ainda que as
temperaturas diurnas tenham efeito sobre a coloracdo das uvas, as temperaturas
noturnas exercem efeito ainda maior. Tomana et al. (1979) apud Bohn (2007)
comprovam um aumento no teor de antocianinas causado por temperaturas mais
baixas durante a maturacdo do fruto. Mori et al. (2007) demonstraram que

temperaturas diurnas de 35 °C e noturnas de 20 °C, do inicio da troca de cor
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(véraison) até o final da colheita, reduziram o conteudo total de antocianinas em
cabernet sauvignon. As temperaturas Otimas de acumulo de compostos
pigmentantes foi relatada por Yamane e Shibayama (2006) como estando
compreendidas entre o intervalo de 18 °C para temperaturas noturnas e 24 °C para
temperaturas diurnas. Pirie (1977) em estudo anterior, j& havia chegado a concluséo
de que entre 17 °C noturnos e 26 °C diurnos situa-se a faixa ideal de temperaturas
para o acumulo adequado de substancias de cor na uva.

Em relacdo as propriedades antioxidantes, Xu et al. (2011) verificaram
comportamento distinto, por diferentes métodos, para videiras com ciclo vegetativos
distribuidos em diferentes periodos do ano (verdo ou inverno). Estes mesmos
autores mostraram que quando os frutos foram colhidos no inverno, além de haver
conteudo fendlico aumentado, compostos antocianicos especificos, representados
por glicosideos de delfinidina, de cianidina, de peonidina e de malvidina,

intensificaram as suas concentragoes.

4.5. Antocianinas

As antocianinas constituem uma das principais classes de pigmentos vegetais
gue atuam em multiplas funcbes eco-fisioldgicas, as quais incluem a sinalizacao
para insetos polinizadores e dispersores de sementes (GROTEWOLD, 2006) além
da protecdo as condicOes de estresse vegetal (GOULD, 2004).

As antocianinas tém capacidade foto-inibitéria e sdo capazes de aliviar o
estresse foto-oxidativo das células vegetais através da absorcao de energia quanta
que, em outro caso, seria interceptada pela clorofila (HARVAUX e KLOPSTECH,
2001). Assim sendo, as antocianinas desempenham um importante papel na
protecdo das membranas tilacéides da célula vegetal, pois capturam e sequestram
ROS antes que eles possam causar danos estruturais a essas formacdes celulares
(HARVAUX e KLOPPSTECH, 2001). Estes mesmos autores, em estudos com
mutantes de arabdopsis (Arabdopsis sp.), demonstraram que tal mecanismo
consiste numa estratégia de foto-protecao a longo prazo da qual a planta dispde.

Sendo derivadas da rota fenilpropanoide, as antocianinas apresentam
coloracdo que varia do vermelho ao azul (figura 2), passando pela purpura e pelo
violeta (VAN TUNEN e MOL, 1991).
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Figura 2: Alimentos representativos das principais antocianinas e distribuicdo da cromaticidade
Fonte: Adaptado de Fennema, 2000

Bioquimicamente, trata-se de compostos heterosideos formados pela
combinacdo de uma aglicona (antocianidina) e de um acucar, geralmente glicose
(GIOVANINNI e MANFROI, 2009). Embora existam aproximadamente 400
antocianinas diferentes (KONG et al., 2003), cerca de 22 agliconas sdo conhecidas,
sendo 18 delas de ocorréncia natural e seis com destacada importancia (figura 3)
em alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina
(FRANCIS, 2000), das quais todas, com excecao da pelargonidina, tém ocorréncia
relatada na uva (COULTATE, 2004).

A distribuicdo mais comum das seis antocianidinas em alimentos segue a
seguinte proporcao: cianidina (50%); pelargonidina, peonidina e delfinidina (cada
uma com 12%); e petunidina e malvidina (contribuindo individualmente com 7%)
(KONG et al., 2003; CARVALHO et al., 2010). Ainda que varie conforme a casta, na

uva, a malvidina € sempre a antocianidina majoritaria (COULTATE, 2004).
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Figura 3: Antocianidinas com importancia em alimentos e suas variagcdes em relacdo as moléculas de
acucar ligadas a cadeia lateral: a) cianidina aglicona; b) cianidina-3-monoglicosideo; c¢) cianidina-3,5-
diglicosideo; d) delfinidina aglicona; e) delfinidina-3-monoglicosideo; f) malvidina aglicona; @)
malvidina-3-monoglicosideo; h) malvidina-3,5-diglicosideo; i) pelargonidina aglicona; j) pelargonidina-
3-monoglicosideo; k) pelargonidina-3,5-diglicosideo; e |) peonidina aglicona

Fonte: Adaptado a partir de imagens disponiveis em: www.sigmaaldrich.com. Acessado em:
07/09/2011

De acordo com Tanaka, Sasaki e Ohmnya (2008), as antocianidinas
diferenciam-se entre si em funcdo do nimero e da posi¢cdo dos grupos metilados e
hidroxilados ligados a estrutura basica do cation flavilium (figura 4). As

antocianidinas sdo modificadas pelos grupos glicosilados e acilados, dando origem a
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centenas de diferentes moléculas de antocianinas, que diferem entre si quanto a
cromaticidade e a estabilidade (TANAKA, SASAKI e OHMYA, 2008).

Figura 4: Substituicdes nas cadeias laterais do cétion flavilium que determinam a estabilidade das
diferentes antocianidinas, sendo a) delfinidina; b) cianidina; c) pelargonidina; d) petunidina; e)
peonidina; e f) malvidina. Simbolos: hidrogénio (circulo vermelho); oxigénio (circulo azul); e carbono
(circulo cinza)

Fonte: Adaptado de Coultate (2004)

E caracteristico de Vitis vinifera a existéncia de uma molécula de glicose
ligada na terceira posi¢cdo do anel fendlico, ao passo que outras espécies de videiras
sédo diglicosiladas nas terceira e quinta posicdes do mesmo anel (RIBEREAU-
GAYON e STONESTREET, 1965). As antocianinas podem também sofrer
esterificacdo do acUcar glicose, na sexta posi¢cdo do anel, sendo que 0s principais
acidos que as podem esterificar sdo: o caféico, o p-cumérico e o0 acético
(COULTATE, 2004).

A estabilidade das antocianinas € afetada pelas cadeias laterais ligadas a
estrutura basica do cétion flavilium. Baseando-se no grau de metilacdo das
moléculas, para as seis antocianidinas com destaque em alimentos, pode ser

construida uma escala de estabilidade onde a malvidina, por possuir dois radicais
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metilados, representa a mais estavel das antocianidinas, o que pode ser muito
determinante para a definicdo da cor de vinhos. Também €& importante mencionar
gue atomos de hidrogénio ligados a cadeia lateral conferem mediana estabilidade as
antocianinas e que o radical hidroxil € o que confere ao pigmento maior
suscetibilidade aos processos de degradacédo (TANAKA, SASAKI e OHMYA, 2008).

O cation flavilium é deficiente em elétrons e consequentemente altamente
reativo, instavel e suscetivel a ataques por varios reagentes nucleofilicos, incluindo
agua, peroxidos, diéxido de enxofre, entre outros. Segundo Viguera e Bridle (1999),
esses ataqgues ocorrem principalmente nas posi¢cdes C-2 e C-4 (figura 4), sendo que
a posicdo C-4 parece ser a mais suscetivel, provavelmente devido a um menor
impedimento estérico.

Muito pouco €é conhecido sobre a estabilidade e o catabolismo de
antocianinas em plantas, entretanto, maior estabilidade e variedade de tons estéo
associadas a presenca de residuos acilados e cinamicos, até porque, as pontes de
hidrogénio que se formam entre a hidroxila hemiacetalica do residuo e alguma
hidroxila livre da estrutura do cation flavilium tende a proteger o cromoforo
(BROUILLARD et al., 2003).

A estabilidade € ainda associada ao fenbmeno da copigmentacao, resultante
da unido entre moléculas de antocianinas e outros compostos fendlicos, geralmente
incolores ou amarelados (KORZUCHOWSKA e WILSKA, 1996), como podem ser as
flavonas, os taninos e os estilbenos.

A caracterizagdo do perfil de antocianinas, associando-o a uma variedade
especificamente, é perfeitamente possivel. De acordo com trabalhos realizados por
diversos autores com a variedade barbera, importante casta italiana, ha uma
prevaléncia de malvidina (42%), seguida de delfinidina e petunidina em propor¢des
muito semelhantes (16% e 15% respectivamente), cianidina (7%) e peonidina (4%).
As formas aciladas representam 16% do total de antocianinas (DI STEFANO e
MAGGIOROTTO, 1995).

Dados de maturacdo de fruto, que consideram conteudo fendlico e perfil de
antocianinas juntos, permitem uma excelente separacédo, independente de safra, de
clones da cultivar barbera de mais de dois anos com uma certeza de até 75%
(FERRANDINO e GUIDONI, 2010). Estudos com outras variedades, e que incluam a

analise de perfis de diferentes flavonoides, podem ser Uteis para caracterizar
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identidades varietais com base em parametros metabdlicos, além de permitir a
diferenciagdo de comportamentos em resposta a fatores como temperatura e
radiacdo em nivel clonal (FERRANDINO e GUIDONI, 2010).

4.6. Ciclo dos Compostos Polifendlicos na Planta

4.6.1. Agentes Condicionantes para a Sintese

Sinais quimicos sao importantes elementos na adaptacdo ao estresse. Desde
meados dos anos 80, evidéncias tém sido previstas no papel da sinalizacdo de
compostos sintetizados em raizes secas de diferentes espécies, incluindo a videira
(Vitis spp.) (LOVEYS e DURING, 1984; DAVIES e ZHANG, 1991). Assim sendo, as
espécies do género Vitis caracterizam-se pela capacidade de sintetizar grandes
guantidades de compostos fendlicos, os quais conferem ao fruto a coloracdo e o
sabor caracteristicos e, transferem ao vinho importantes propriedades atreladas a
gualidade e a capacidade de conservacdo (BROUILLARD, 1983; BROUILLARD,
CHASSAING e FOUGEROUSSE, 2003).

Polifendis, como o préprio nome diz, sdo compostos que contemplam em sua
estrutura diversos anéis aromaticos do tipo fenol. Tém origem no catabolismo de
acucares, estando presentes na baga das uvas (Vitis spp.) desde a sua formacéao
(FENNEMA, 2000), embora se encontrem distribuidos em outras partes da planta.

O estresse € o principal mecanismo que desencadeia a producdo de
polifendis. De acordo com Pascholati e Leite (1995), em resposta a qualquer tipo de
estresse — seja ele de origem bidtica ou abidtica — elicitores sdo estimulados e
ativam a producéao de fitoalexinas. Tais compostos sédo de grande importancia, pois,
trata-se de moléculas quimicamente diversas, mas que acabam sendo agrupadas
em classes semelhantes de compostos, sendo os derivados do fenilpropandide, os
derivados de flavondides e isoflavondides e os sesquiterpenos os de maior
ocorréncia na uva e, portanto, o0s de maior interesse nos vinhos
(HAMMERSCHMIDT, 1999).

A maior parte das fitoalexinas consiste em compostos polifendlicos com

atividade antirradical-livre ou antioxidante. Sdo exemplos o capsidiol e a capsaicina,
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extraidos de pimentas, a pisatina, isolada da ervilha (Pisum sativum); e o resveratrol
(HAMMERSCHMIDT, 1999), abundantemente encontrado na pelicula da uva (Vitis
sp.) e no vinho tinto. A maior rusticidade associada as variedades americanas e
seus hibridos pode estar associada a uma maior concentracdo desse tipo de
compostos.

A deficiéncia hidrica estimula a sintese de compostos polifendlicos na planta,
e 0 momento e a intensidade em que ocorre determina alteracfes importantes na
cor e no flavor do vinho posteriormente elaborado (CHAVES et al., 2010). De forma
contribuinte, o déficit hidrico fortalece o sistema foto-protetor no fruto (DELUC et al.,
2009), justamente porque induz a planta a formagdo de antocianinas, conforme
demonstrado por Vuleta et al. (2010), evidenciando ser um fator com impacto
positivo na qualidade do vinho elaborado a partir de uvas tintas (BRAVDO et al.,
1985).

Roby et al. (2004) apontam para um efeito direto e importante do impacto do
estresse hidrico sobre o contetdo de taninos e antocianinas da baga, ainda que tal
impacto afete de forma diferenciada os tecidos do fruto, sendo que o contetudo de
tais compostos no epicarpo € menos influenciado que aquele encontrado no
mesocarpo interno.

Em vinhedos sob sistema de irrigacao, o vigor da planta pode ser estimulado
de forma exagerada, fazendo com que a planta desvie energia que poderia ser
usada na producao de frutos para o seu préprio crescimento, o que, segundo Bravdo
et al. (1985), gera um impacto negativo na pigmentacéo de frutos e no conteudo de

acucar, implicando queda na qualidade de vinho.

4.6.2. Biossintese e Armazenamento na Planta

Os compostos fendlicos encontram-se majoritariamente no exocarpo de frutos
e endocarpo das sementes (COULTATE, 2004).

Sabe-se que as antocianinas, ausentes em uvas brancas devido a uma
mutacdo multialélica, sdo sintetizadas através da ativacdo da rota de sintese dos
flavonoides (WALKER et al., 2007). Acumulam-se frequentemente em folhas jovens
e vao sendo degradadas a medida que a folha vai alcancando o estadio de
maturidade plena (CHALKER-SCOTT, 1999). Pelo fato de que antocianinas séo
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capazes de absorver a luz, tanto na regido do visivel como do ultravioleta do
espectro, a acumulacdo em folhas jovens tem por objetivo a protecdo solar, ja que
agueles compostos atuam como um filtro de radiacdo, assegurando a integridade e
a funcionalidade do aparato fotossintético contra os possiveis danos provocados
pela luz ultravioleta e pelo efeito fotoinibitorio decorrente das altas intensidades de
luz visivel incidentes na folha jovem.

Vuleta et al. (2010) comprovaram, trabalhando com Iris pumila, um tipo de
lirio, que 0 mecanismo de sintese de antocianinas esta estreitamente relacionado ao
estresse luminoso, pois ao comparar populacbes a sombra e ao sol, as primeiras
apresentaram menores concentragcbes do pigmento, da mesma forma que
observaram que as concentragcdes eram maiores na estacdo do verdo, quando
justamente a radiacéo solar e a demanda hidrica sdo mais elevadas. Somando-se a
bem descrita relacdo existente entre a sintese de antocianinas e o estresse
luminoso, também existem evidéncias entre aqueles compostos e 0 estresse
osmoético (CHALKER-SCOTT, 1999). A sintese de antocianinas pode ser induzida
por efeitos de salinidade dos solos (DUTT, BAL e BANDYOPADHYAY, 1991;
ERYILMAZ, 2006) ou por condicbes de estiagem (SHERWIN e FARRANT, 1998;
YANG et al., 2000;). Além disso, espécies com alta concentracdo de antocianinas
em nivel foliar sdo frequentemente encontradas em ambientes caracterizados pela
baixa fertilidade de solos (SPYROPOULOS e MAVROMMATIS, 1978).

Em relacdo a antocianina, a base da molécula € composta por dois anéis
aroméaticos e um oxigénio contido num anel heterociclico. Um dos anéis aromaticos
€ derivado da fenilalanina e o segundo anel procede da acdo da enzima chalcona-
sintetase (CHS), que condensa uma das moléculas de p-cumaril-coA com trés
moléculas de malonil-coA para produzir uma molécula de tetra-hidréxi-chalcona.
CHS é a primeira enzima comprometida com a rota de biossintese da antocianina
(OREN-SHAMIR, 2009).

Os fatores determinantes da concentracdo de antocianinas em vinhos tintos
sdo muito variados. Desde as caracteristicas adquiridas durante o processo de
cultivo das uvas, até os tratamentos pré e pés-colheita, em momentos anteriores a
vinificacdo, todos podem influenciar no perfil e no teor final dos pigmentos
antocianicos em tais bebidas (VALE, 2008).
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Diferencas observadas na morfologia e na composicdo da parede celular
podem explicar as diferencas varietais observadas, no que diz respeito a facilidade
de extracdo — maior ou menor — de antocianinas da epiderme para o mosto durante
o0 processo de elaboracdo do vinho (ROMERO-CASCALES et al.,, 2005). Estes
mesmos autores demonstraram que, embora algumas variedades apresentem alto
conteudo de compostos antocianicos, ainda assim elas oferecem dificuldades na
hora de extrai-los (ROMERO-CASCALES et al., 2005), fato esse sustentado pelas
diferencas morfoldgicas e constitucionais da parede celular.

Antocianinas sdo frequentemente acumuladas de forma transitéria,
aparecendo e desaparecendo durante o desenvolvimento de plantas ou quando
ocorrem mudancas nas condicbes ambientais (CHALKER-SCOTT, 1999).
Acumulam-se nos vacuolos das células vegetais (FENNEMA, 2000), estando
presentes na epiderme, no caso de uvas tintas, e nestes mesmos compartimentos
celulares de epiderme e polpa, no caso de uvas tintoreiras. Dentro do vacuolo,
encontram-se sob a forma de moléculas livres, ndo complexadas e sua estabilidade
e cromaticidade estdo atreladas a condi¢cGes intra-vacuolares, tais como pH,
coexisténcia com flavonoides incolores e copigmentacédo, e formacédo de complexos
com ions metalicos (MAZZA e MINIATI, 1993; TANAKA, SASAKI e OHMIYA, 2008).

As antocianinas estao localizadas majoritariamente no tecido epidérmico das
plantas, embora possam estar distribuidas tanto no tecido palicadico e mesofilico
esponjoso das folhas quanto na polpa de frutas e 6rgdos de reserva subterraneos de
plantas (SUGAWARA e IGARASHI, 2008).

De acordo com Oren-Shamir (2009), pelo fato de que a cor de frutas, de flores
e de folhas é um dos mais importantes fatores econémicos de uma diversidade de
produtos agricolas, uma melhor compreensdo da degradacédo de antocianinas pode
revelar maneiras de inibir este processo e, dessa forma, aumentar a pigmentacéo
mesmo sob condi¢des de baixa sintese.

As diferencas entre uvas tintas dao-se, predominantemente, pelo tipo e pela
concentracdo de antocianinas, o que estende, aos compostos fendlicos, fundamental
importancia a hora de caracterizar o vinho (CABRITA, SILVA e LAUREANO, 2003).
A caracterizacdo de conjuntos de substancias antocianicas, por sua vez, amplia a
utilizacdo da ferramenta de diferenciagcdo, dando a possibilidade de uma

caracterizagdo ao nivel de variedade, uma vez que sdo substancias sintetizadas nas
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células das uvas, estando em estreita dependéncia do seu patriménio enzimatico,
gue por sua vez é uma expressdo da informagdo codificada em nivel de genes
(CRAVERO e DI STEFANO, 1990).

Em relacdo ao resveratrol, principal polifenol da uva, sua sintese e catalise
ocorrem através da acdo da enzima estilbeno-sintetase (STS), a qual compartilha os
mesmos substratos usados pela enzima chalcona-sintetase, que atua na producéo
de flavonoides (VERSARI et al.,, 2001). O resveratrol € sintetizado por diversos
vegetais em resposta a condi¢cdes adversas, como estresse, radiacdo UV e infeccdo
por fungos (FLOREANI et al., 2003). E acumulado majoritariamente na pelicula das
bagas e nas sementes, e ha relatos de que tenha sido encontrado tanto em
variedades tintas como brancas, em concentracdes variadas, dependentes de
condicOes bidticas e abidticas.

Existem duas formas isoméricas, cis e trans (STOJANOVIC, SPRINZ e
BREDE, 2001), sendo que todas as propriedades atribuidas ao resveratrol estédo
associadas ao isbmero trans, que € a forma mais estavel e a Unica biologicamente

ativa.

4.7. Influencia Enolégica na Formacdo de Cor em Vinhos Tintos

4.7.1. Etapas Mecanicas e Fisicas

A hora de elaborar o vinho tinto, diversas etapas mecanicas e fisicas sdo
determinantes na concentracdo de compostos polifendlicos totais no vinho, entre
elas, o desengace e 0 esmagamento sdo as que mais influenciam.

O desengace, ou separacao da raquis, objetiva separar o engaco do restante
do cacho, antes que se proceda ao esmagamento da uva propriamente dita. A
constituicdo da raquis é quase que exclusivamente feita por taninos, os quais, em
ndo maturando completamente, acentuam sabores herbaceos, amargos e uma
adstringéncia exagerada, comprometendo o equilibrio. Giovaninni e Manfroi (2009)
salientam que, se esmagado junto, o engac¢o contribuira com a diluicdo do mosto,
interferindo na composicdo mineral e influenciando, especialmente na cor e no

alcool, ja que, devido a caracteristicas estruturais, € capaz de extrair a cor do meio e



44

fixa-la, bem como é capaz de absorver o alcool presente do meio, reduzindo em até
0,5 °GL o teor de alcool de vinhos tintos.

O esmagamento proporciona a primeira separacao entre 0 suco e as partes
sélidas através do rompimento das bagas e extravasamento do conteudo da polpa
com consequente exposicdo das sementes. Esse processo, de acordo com
Giovaninni e Manfroi (2009), facilita a maceracdo e permite uma melhor extracao

dos compostos fendlicos.

4.7.2. Etapas Quimicas e Bioldgicas

A maceracao, a fermentacado, a estabilizacdo e a evolugcdo do vinho sao as
fases que especialmente interferem na concentracdo de compostos polifendlicos.

De acordo com Giovaninni e Manfroi (2009), a passagem de compostos
polifendlicos — como as antocianinas e 0s taninos — da uva para o0 mosto durante a
fermentacdo € a que envolve a maior complexidade de fatores, os quais,
associados, constituem a cinética global da maceracao. Para estes autores, essa
cinética de transferéncia dos compostos esta intimamente associada ao grau de
maturacao fendlica e ao grau de maturacao da parede celular.

Romero-Cascales et al. (2005) sugerem que o contetdo de antocianinas e a
intensidade de cor resultantes nos vinhos ndo apresentam correlacdo com o
conteudo total de antocianinas que estava presente na uva, visto que, mesmo apos
uma maceracao prolongada por 15 dias, ainda assim havia retencdo de compostos
de cor na epiderme da baga, indicando que a extragdo ndo consegue ser total.
Quando a maceracdo € acompanhada de microoxigenacdo (MOX), os vinhos
resultantes apresentam maior intensidade de cor, bem como maior degradacao
durante o envelhecimento (CANO-LOPEZ et al., 2007).

O tipo de levedura utilizada na vinificacdo também é um fator determinante,
embora sua influéncia na concentragdo de compostos fendlicos permaneca como
algo pouco conhecido (CARIDI et al. 2004).

Fatores tais como as caracteristicas do solo, 0 manejo do enxofre e o tipo de
adubacao utilizada no vinhedo, influenciam enormemente no pH da uva e,
posteriormente do vinho. Segundo Giovaninni e Manfroi (2009), as uvas da Serra

Gaucha possuem, em geral, pH em torno de 3 a 3,5, podendo ser influenciados
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também pela cultivar utilizada e pela definicdo do ponto de colheita. Segundo estes
mesmos autores, nos Ultimos anos, o pH das uvas e, consequentemente dos vinhos,
vem subindo, especialmente no Estado do Rio Grande do Sul, ao que tudo indica,
em funcdo de um aumento da adubac&do potassica, ao uso de portaenxertos
extratores do ion K* e, ainda, devido a adocédo de sulfitos no manejo fitossanitario do
vinhedo ou durante a vinificagdo (GIOVANINNI e MANFROI, 2009). A grande
preocupacao é que as antocianinas sao instaveis em pH’s elevados, e a estabilidade
da cor dos vinhos fica comprometida com essa perda da acidez. Em relacéo
especificamente ao dioxido de enxofre, tal composto desempenha papel
fundamental na hora de elaborar vinhos, devido a acdo seletiva sobre os
microrganismos, a acdo antioxidante que impede alteracbes cromaticas e
organolépticas, a acdo antioxidasica, especificamente efetuada sobre enzimas, a
acdo reguladora exercida sobre a temperatura de fermentacdo e a acao
conservante, explorada durante as condicdes de armazenamento (RIZZON,
MANFROI e MENEGUZZO, 2003). Segundo Delanoe et al. (1987) apud Blasi (2004),
somente o enxofre sob a forma de SO, livre, ou seja, hdo combinado a moléculas do
vinho ou do mosto, desempenha o0s papéis anteriormente mencionados. Pela
legislacdo brasileira (ANVISA, 2009), o nivel maximo de enxofre permitido em vinhos
de até 15% v/v é de 350 mg.L™, entretanto, a regulamentacdo nao faz referéncia ao
percentual restritivo para o enxofre livre, ficando esse sujeito as oscilacdes de pH
naturalmente associadas aos processos evolutivos.

Durante o armazenamento, ocorre lentamente a evolugdo de vinhos, com a
modificacdo da cor e 0 arredondamento de aromas e sabores. 1SS0 acontece porque
micro-quantidades de oxigénio séo liberadas da rolha de cortica, provocando
vagarosamente a oxidacdo dos polifendis presentes no vinho. No caso especifico
das antocianinas, sua degradacao pode ser estimada através da degradacdo da sua
forma aglicona, pois, cada uma destas Ultimas, ao se degradar, da origem ao seu
acido fendlico correspondente (FLESCHHUT et al., 2006).

N&o haveria maturacdo do vinho se ndo houvesse degradacédo de polifendis,
pois € justamente devido a extensa polimerizacdo dos compostos antioxidantes que
a dureza e a adstringéncia do vinho séo perdidas, o que alerta para a situacao que
vinhos de maior idade ja apresentem maior degradacdo de compostos fendlicos,

exibindo predominancia de tons amarelos sobre os vermelhos (KRAMER, 2007).
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A degradacéo das antocianinas também envolve mecanismos enzimaticos, 0s
quais incluem as polifenol-oxidades (POD’s) (OREN-SHAMIR, 2009). Entretanto,
acredita-se que enzimas com atividade B-glicosidase precedam as POD’S, retirando
os residuos de acucar e facilitando a reacdo de oxidacdo subsequente (OREN-
SHAMIR, 2009).

Para um jovem vinho permanecer vermelho durante anos, suas antocianinas
necessitam estar combinadas com taninos, para que sejam consolidados pigmentos
genuinos do vinho — que ndo sdo mais pigmentos da uva — mesmo que seus
precursores sejam aqueles encontrados na epiderme e na semente do fruto
(BROUILLARD et al., 2003).

Landrault et al. (2001) analisaram a atividade antioxidante e caracterizaram os
compostos fendlicos de 34 diferentes amostras de vinhos tintos franceses de 10
distintas variedades viniferas de um periodo de safras de 1986 a 1999. Valores
médios para catequinas situaram-se em 177,72 mg.L™, embora o intervalo tenha
variado entre 61,7 mg.L" e 8254 mg.L*. A atividade antioxidante estabeleceu
valores semelhantes para as safras de 1996 a 1999, situando-as em 20 mmol.L™.
Para os cinco anos anteriores (de 1991 a 1995) observou-se atividade 33% inferior.
As variedades que demonstraram resultados mais interessantes de atividade
antioxidante foram a pinot noir, a egiodola, a mouvédre, a syrah, a cabernet
sauvignon e a merlot. Estes mesmos autores avaliaram a atividade antioxidante de
vinhos brancos também. Dos brancos analisados, um chardonnay feito com uma
técnica especial de maceracdo que inclui sementes e peliculas junto durante seis
dias e a temperatura de 28 °C revela os maiores resultados de atividade
antioxidante, chegando a 13,8 mmol.L™", equiparando-o a valores normalmente
encontrados para tintos. Entretanto, ao compararem um vinho branco de 1999 com
um vinho tinto do mesmo ano, ha uma diferenca média de 10 mmol.L™ a menos na
amostra de vinho branco (LANDRAUT et al., 2001).

Cano-Lopez et al. (2007) avaliaram o efeito da micro-oxigenacdo (MOX) em
vinhos da variedade vinifera monastrell. Observou-se maior intensidade de cor em
vinhos MOX quando comparados aos controles, sem MOX, o que se observa em
funcdo da maior area sob o pico de deteccdo dos compostos. A evolucdo dos

compostos durante o envelhecimento do vinho foi semelhante, ainda que a
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degradacédo tenha sido maior em vinhos com MOX em fungdo de que estes
possuiam um maior contetdo de compostos fendlicos.

Manfroi et al. (2007) compararam vinhos brasileiros tratados com diferentes
taninos enoldgicos na safra 2006. Vinhos controle (sem taninos) apresentaram
menor IPT, ainda que as diferencas ndo tenham sido significativas. J4 para a
capacidade antioxidante, houve diferenca significativa entre os tratamentos, com
clara influéncia dos taninos sobre a mesma. Os vinhos tratados com o pool de
taninos aplicado no mosto e com tanino de acacia apresentaram os maiores valores.
Em relacdo a esse Ultimo comportamento, pode-se especular que o tanino de acacia
apresenta diferencas nas caracteristicas dos polifendis e/ou contém compostos ndo
fendlicos com acdo antioxidante, que podem determinar uma diferente atividade,
guando comparado ao tanino de quebracho. Isto foi sugerido por Zanus, Gurak e
Zorzan (2005) que testaram vinhos das cultivares tannat e ancellotta, e
comprovaram o mesmo comportamento, sendo que a cultivar tannat apresentou
maiores médias para a capacidade antioxidante, enquanto a ancellotta apresentou a
maior quantidade de compostos fendlicos totais.

Em trabalho realizado com vinhos da Califérnia, diversos vinhos tintos de
diferentes safras (de 1987 a 1992) e distintas variedades viniferas (cabernet
sauvignon, merlot, pinot noir, petit syrah e zinfandel) foram avaliados quanto a sua
capacidade de inibicdo da oxidacdo do mau colesterol, o LDL (do inglés Low Density
Lipoprotein). Os resultados expressos em equivalente de acido galico — GAE (do
inglés Gallic Acid Equivalent) (% a 10 uM GAE) mostraram que a inibigdo do LDL
pelos vinhos tintos variou de 37% a 65%. Quanto a presenca de malvidina-3-
glicosideo, os valores variaram desde zero (cabernet sauvignon 1987) até 90,2
mg.L™? (cabernet sauvignon 1991), evidenciando que, para uma mesma variedade, a
idade do vinho é um fator determinante para a presenca deste composto, pois, no
vinho mais antigo, uma possivel degradacdo completa da malvidina-3-glicosideo
impossibilitou a deteccdo do composto. Em relagdo a cianidina, os resultados séo
bastante diversos: tal composto ndo foi detectado em cinco (zinfandel 1990; dois
cabernet sauvignon 1987; cabernet sauvignon 1989; e pinot noir 1992) dos 14
vinhos avaliados, sendo que aquele que apresentou o maior teor de cianidina
alcancou valores de 9,5 mg.L™ (petit syrah 1987). Dessa forma, pode-se intuir que a

aglicona (cianidina) apresenta comportamentos distintos de evolucdo que a forma
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glicosilada (malvidina-3-glicosideo), pois ndo € possivel estabelecer relacbes entre a
sua concentracdo e a idade dos vinhos, o que levanta a possibilidade de que a
presenca deste composto esteja bastante mais vinculada a variedade de uva. Por
fim, ao serem analisados dados de resveratrol, encontrou-se como valor minimo
0,338 mg.L™" (petit syrah 1987; mesma amostra que apresentou maior valor para a
cianidina) e como valor maximo 2,969 mg.L™ (merlot 1991), o que demonstra
comportamento semelhante para este composto aquele encontrado para a
malvidina-3-glicosideo no que diz respeito a associa-lo com a idade do vinho
(FRANKEL, WATERHOUSE e TEISSEDRE, 1995).

Em relacéo a vinhos elaborados com a variedade isabel, ndo havia qualquer
estudo até que Nixdorf e Hermosin-Gutiérrez (2010) justificaram a necessidade de
gue se conhecesse a composicdo fendlica e a atividade antioxidante de vinhos
brasileiros elaborados a partir desta, que talvez seja a variedade mais importante
numa esfera nacional. Partindo de amostras de Veranépolis (Serra Galucha), Maua
(PR) e Londrina (PR), de duas diferentes safras (2005 e 2008) estes autores
avaliaram a capacidade antioxidante através da atividade DPPH e caracterizaram
tais compostos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Sessenta
compostos fenolicos diferentes foram identificados, entre os quais, 30 antocianinas,
2 vitisinas, 10 hidroxi-fenil-pirano-antocianinas, 5 derivados do &cido hidréxi-
cinamico e 13 flavondis. A malvidina foi a antocianidina predominante. O diglicosideo
de malvidina foi identificado por detector MS (do inglés Mass Spectrophotometer). A
capacidade antioxidante em equivalente de TROLOX — TEAC (do inglés Total
Equivalent Antioxidant Capacity) foi maior para os vinhos de Verandpolis, situando-
se entre 4,2 e 6,3 mmol.L™, enquanto os demais vinhos situaram-se na faixa de 2,6
a 3 mmol.L™ (NIXDORF e HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010).

4.8. Efeitos no Organismo Humano

4.8.1. Paradoxo Francés
Sempre se dedicou muito esforco na busca por elucidar qual o verdadeiro

papel da alimentacédo na prevencédo de doencgas cardiovasculares, e a dita Dieta
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Mediterranea vem sendo constantemente apontada como o modelo correto a ser
adotado, justamente pelo fato de contemplar alimentos ricos em conteddo de
antioxidantes, os quais sdo reconhecidos pela sua contribuicdo positiva a saude,
através da contencdo dos eventos oxidativos associados a muitas doencas
(DELL’AGLI, BUSCIALA e BOSISIO, 2004). Entretanto, o que sempre chamou a
atencao foi o fato de que num pais como a Franca, cuja dieta basica inclui altos
niveis de gordura nas preparacoes, os indices de doencas coronarianas, geralmente
associadas a essa ma-alimentacéo, pudessem ser tdo baixos. Instaurou-se a duvida
conhecida como o “Paradoxo Francés”, fenbmeno que contempla baixos indices de
mortalidade por doencas do coracdo mesmo quando a dieta adotada inclui altos
indices de lipidios (CRIQUI e RINGEL, 1994). As respostas para o fenbmeno podem
ser atribuidas a influéncia do estilo de vida francés, que inclui o vinho em sua dieta
(BOHM, ROSENKRANZ e LAUFS, 2004).

Em experimentos realizados (FRANKEL, WATERHOUSE e KINSELLA, 1993;
MAXWELL, CRUICKSHANK e THORPE, 1994) com individuos que recebiam uma
dieta rica em gorduras, o aumento da atividade oxidante foi significativa, mas,
guando os mesmos individuos, ao ingerir a refeicdo, consumiam uma dose
moderada de vinho tinto, comprovou-se um aumento da capacidade antioxidante em
nivel de plasma sanguineo.

Boa parte dos beneficios é atribuida ao efeito do alcool que, especialmente
em individuos com metabolismos lentos de degradacdo dessa substancia (baixa
atividade da enzima élcool-desidrogenase), reduz o risco de infarto (BOHM,
ROSENKRANZ e LAUFS, 2004), além de permitir elevacdo nos niveis de
lipoproteina de alta densidade — HDL (do inglés High Density Lipoprotein) (HINES et
al., 2001). Assim sendo, um consumo concomitante de vinho com a dieta normal de
individuos reduz os niveis de oxidacdo do mau colesterol, o LDL, o qual esta
vinculado ao desenvolvimento de aterosclerose (LUIS, 2000).

Assim mesmo, ha uma parte dos beneficios que se atribui diretamente aos
compostos fendlicos presentes no vinho, pois eles apresentam atividade
antioxidante mais eficiente que o tocoferol (FRANKEL, WATERHOUSE e KINSELLA,
1993). Com o intuito de comprovar que o0 beneficio pudesse estar presente em
outros compostos do vinho, que ndo no alcool, Pace-Asiak et al. (1995) revelam

estudos nos quais se comprova o efeito de que substancias fendlicas presentes no
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vinho tinto, tais como o trans-resveratrol e a quercetina tém em inibir a agregacéo
plaquetaria. Keevil et al. (2000) buscaram entender se as substancias benéficas
associadas ao vinho poderiam estar presentes em sucos de uva também, e, num
estudo em que buscam inibir a agregacéo plaquetaria com trés diferentes tipos de
suco — uva, laranja e pomelo —, justificam que apenas o suco de uva alcanca tal

resultado, devido as concentragdes mais elevadas de polifendis que possui.

4.8.2. Agao Protetora contra Enfermidades

Diversos estudos epidemiolégicos ja abordaram a acgdo protetora de um
consumo moderado de alcool (KLATSKY, ARMSTRONG e FRIEDMAN, 1992;
LONGNECKER, 1994). Entre os principais resultados, destacam-se aqueles que
sugerem que o vinho tinto apresenta a capacidade de reduzir o risco de mortalidade
por doencas coronarianas (MC ELDUFF e DOBSON, 1997).

Recentemente, pesquisadores franceses demonstraram como diferentes
doses de compostos polifendlicos do vinho tinto (RWPC — do inglés Red Wine
Phenolic Compounds) podem interferir positivamente em diferentes enfermidades.
De acordo com Baron-Menguy et al. (2007), baixas e altas doses de RWPC tém
efeito pr6 e antiangiogénico na neo-vascularizagdo pos-quimica in vivo. Devido a
este Unico efeito duplo dos RWPC, sdo visualizaveis boas perspectivas tanto na
prevencdo de isquemias (baixas doses) como no combate ao cancer (altas doses)
(BARON-MENGUY et al., 2007).

O resveratrol € um dos compostos presentes no vinho que mais tem sido
pesquisado, pois devido a suas propriedades de inibicdo da agregacao plaquetaria,
diminui-se o risco de formacédo de coagulos sanguineos e, portanto, atribui-se a ele
um papel importante na hora de prevenir as doencas cardiacas (HINES et al., 2001).

Ja4 especificamente para as antocianinas, sdo relatadas acdes
antiinflamatdérias, antimicrobianas e antitumorais (WANG, COA e PRIOR, 1997) e,
devido justamente a esse leque de atividades possiveis de serem desempenhadas,
€ gque as antocianinas sdo apontadas como contribuintes nas acdes preventivas de
doencas relacionadas com o estresse oxidativo, tais como as doengas coronarianas
e os canceres (BARON-MENGUY et al., 2007).
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4.9. Caracterizacao de Diferentes Regides Brasileiras

O primeiro degrau para se construir uma verdadeira caracterizacdo, passa por
compreender as particularidades das regides em termos edafo-climaticos, para,
associando a esses as praticas agricolas, ser possivel a definicdo de conceitos
importantes, como o zoneamento agricola, um artificio utilizado a fim de delimitar
regibes, onde as condicbes ambientais, edéficas e econbmicas, caracterizem a
maior probabilidade possivel de sucesso em termos de produtividade e
rentabilidade, a uma determinada cultura (OMETTO, 1981).

4.9.1. Vale dos Vinhedos
Ainda que faca parte da grande regido da Serra Gaucha, o Vale dos Vinhedos

consiste em um cenario particular dentro daquele ambiente.
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Figura 5: Delimitacdo Geografica do Vale dos Vinhedos
Fonte: Adaptado por Ivanira Falcade de Falcade et al. (1999)

Seis anos depois da sua fundagdo em 1995, a Associacdo dos Produtores de
Vinhos Finos do Vale dos Vinhedos (APROVALE), trabalhando em conjunto com a
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Embrapa Uva e Vinho e com a Universidade de Caxias do Sul (UCS), consolidou um
dos seus principais objetivos: a implantagdo da primeira indicagdo geografica do
Brasil; a Indicacédo de Procedéncia (IP) Vale dos Vinhedos (TONNIETO, 2002).

Situada numa &rea de 81,23 km? que abrange os municipios de Bento
Gongalves, Garibaldi e Monte Belo do Sul (figura 5), a IP Vale dos Vinhedos veio
com o intuito de inovar o conceito de producao de vinhos no Brasil, demarcando
geograficamente, com base em um zoneamento agricola de carater técnico e
cientifico, e delimitando as possibilidades viticolas e enolégicas de producéao,
controle e inovagao (TONNIETO, 2002).
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Figura 6: Classificacé@o climatica de Kéeppen
Fonte: Disponivel em: clictempo.clicrbs.com.br. Acessado em 10/02/2012

As regras de producao sdo definidas e fiscalizadas pelo Conselho Regulador
da IP vale dos Vinhedos (INPI, 2000), que assegura ao consumidor um produto com
as particularidades da regido, através da informacédo no rétulo e do selo fixado a
capsula, o qual traz um numero de controle que € gerenciado pela entidade
reguladora (TONNIETO, 2002). Em 2010, uma normativa para a Denominacao de
Origem (DO) foi depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI,
2012).
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Em termos agroclimaticos, a regido é caracterizada pelo tipo Cfa, segundo a
classificacdo de Kdeppen (figura 6), que define um clima subtropical umido, no qual
0 més menos chuvoso apresenta uma precipitacdo superior a 60 mm, o qué
assegura uma condicdo permanente de umidade na regido, e quente, ja que 0 més

de mais elevada temperatura apresenta médias iguais ou superiores aos 22 °C.

4.9.2. Serra Gaucha

A vitivinicultura na Serra Gaucha foi estabelecida a partir da colonizacéo
italiana iniciada em 1875, como atividade tipicamente de agricultura familiar, que
envolve atualmente mais de 11 mil propriedades viticolas (TONNIETO, 2002).
Dentro da grande regido da Serra Gaucha — excluindo-se o Vale dos Vinhedos —
Pinto Bandeira foi a primeira Indicacdo de procedéncia concedida, em 2010 (INPI,
2012).

Na Serra Gaucha, o periodo vegetativo da videira inicia ao final de
agosto/inicio de setembro, e se estende até outubro para algumas cultivares
(MANDELLI, 2002). De acordo com esse mesmo autor, o ciclo total da cabernet
sauvignon é de aproximadamente 189 dias e a exigéncia térmica situa-se em torno
de 1.385 graus-dia, enquanto que a merlot distribui 0 seu desenvolvimento de poda
a colheita numa média de 174 dias, com uma soma térmica de 1.553 graus-dia,
sendo considerada mais precoce e mais exigente em temperatura (MANDELLI,
2002).

Devido as particularidades do clima subtropical caracteristico da regido,
Tonnieto e Carbonneau (1999) ressaltam que, na regido da Serra Gaucha, zonas de
encostas sdo preferenciais, pois nessas condi¢cbes, a drenagem do terreno é
facilitada. Os beneficios sdo ainda mais visiveis quando essas areas inclinadas
estdo; voltadas para o norte, jA que assim, favorece-se a incidéncia de radiagdo —
fator especialmente importante no inverno, quando as condi¢fes sanitarias das
plantas se veem prejudicadas pelo excesso de umidade, e no verdo por contribuir
com os processos de maturacdo. Ainda assim, sdo desejaveis essas areas pelo fato
de que apresentam condic6es menos férteis que as zonas de vale, retendo o vigor

das plantas e permitindo colheitas de maior qualidade. Em resumo, encostas, com
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fachada para o Norte constituem as areas preferenciais de exploragéo de videiras na
Serra Gaucha.

Westphalen e Maluf (2000), caracterizando as areas bioclimaticas para o
cultivo de Vitis vinifera L. nas regides da Serra do Nordeste do Rio Grande do Sul
concluiram que, em relagcdo aos indices apresentados por regibes viticolas
tradicionais de outros paises, a Serra Galcha apresenta um excedente hidrico, o
gue faz com que 0 manejo a campo necessariamente seja mais criterioso, de forma
a contornar as excelentes condigcdes proporcionadas para a incubacdo de
fitopatdgenos e difusdo de moléstias relacionadas ao cultivo da videira, que, se ndo
controladas, culminardo com a reducgéo na qualidade da uva ali cultivada.

Em regibes subtropicais, como é o caso da Serra Galcha, as elevadas
altitudes atuam como um fator compensador das baixas latitudes (inferiores aquelas
gue caracterizam os climas temperados. Como resultado dessa contrapartida tem-se
maior intensidade de frio invernal, e temperaturas mais amenas durante o ciclo

vegetativo.

4.9.3. Vale do Rio Séo Francisco

S&o recentes as consideracdes de especialistas que rotulam uma regiao
tropical, de clima quente e seco, como possa ser o semiarido brasileiro, como apta
para a elaboragcéo de vinhos finos de qualidade (PEREIRA et al., 2009). Fazendo
uso da descoberta desse potencial, a regido do Submédio do Vale do Rio Séo
Francisco (figura 7), localizada entre os paralelos 8 e 9 °S, em pleno Sertéo
nordestino, vem gerando, em seus aproximados 800 ha, uma producédo anual de
cerca de 8 milhGes de litros, que ja responde por aproximadamente 15% da
producdo nacional de vinhos finos, atrds apenas do Estado do Rio Grande do Sul
(PEREIRA et al., 2010). Desde a implantacdo do primeiro perimetro irrigado, em
1968, as taxas anuais de crescimento econdémico situam-se acima de 10%
(CORREIA, 2001).

A classificacdo de Kbeppen caracteriza o clima do Submédio do Vale do S&o
Francisco como sendo do tipo BSh, definido como tropical semi-arido, com
temperatura média anual em torno dos 26 °C, pluviosidade de aproximadamente 500
mm e altitude de 330 m em relagéo ao nivel do mar (TEIXEIRA & AZEVEDO, 2006).
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No VSF o periodo vegetativo € manejado para coincidir com o periodo seco
(TEIXEIRA, 2010) reduzindo as possibilidades de ocorréncia de problemas
sanitarios, especialmente doencas fungicas (TAVARES et al. 2004). Nesse caso,
trata-se de dois ciclos, onde um (marco a julho) € de producdo e outro é de
formacéao (setembro a dezembro) (CAMARGO, 2004).

A fisiologia da videira é alterada no VSF, pois, ao ndo ocorrerem temperaturas
abaixo de 10 °C, a videira vegeta continuamente, permitindo ao produtor programar
a colheita o ano inteiro, evitando os picos de safra, e rentabilizar-se nos periodos de
entressafra (CAMARGO e COELHO, 2007). O repouso vegetativo € alcangcado com
a reducao da lamina de 4gua de irrigacdo (SOARES, 2004).
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Figura 7: Regido do Vale do Rio S&o Francisco
Fonte: CBHVSF — Comité da Bacia Hidrogréfica do Vale do S&o Francisco, 2010
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O Submédio do Vale do Sao Francisco detém a Unica Indicacdo Geografica
para produtos da Regido Nordeste, é a Indicacdo de Procedéncia para uvas de
mesa e mangas. O certificado foi concedido pelo Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI) no dia 7 de julho de 2009, ao Conselho da Unido das Associacdes e
Cooperativas dos Produtores de Uvas de Mesa e Mangas do Vale do Submédio Séo

Francisco (UNIVALE) (INPI, 2009).

4.9.4. Campanha Gaucha

Ainda que haja registros do cultivo de videira em Alegrete, Uruguaiana e Bagé
desde 1930 (LONA, 2006), a vitivinicultura na regido da Campanha, comecou sua
expansdo a partir da década de ‘70, quando pesquisadores da Universidade de
Davis, na Califérnia, juntamente com pesquisadores da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL) identificaram uma larga faixa de terra na fronteira do Brasil com o
Uruguai, de aproximadamente 270 mil hectares, que, em funcdo de condicdes
edafocliméticas, seriam fortemente apropriadas para o cultivo de uvas viniferas
(FERREIRA, 2005).
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Figura 8: Divisao territorial e politica da regidao da Campanha Gatcha
Fonte: Adaptado de www.coreders.gov
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A regido é caracterizada pela presenca de um bioma Unico no Pais, a pampa,
compartilhado com outros trés paises — Uruguai, Argentina e Paraguai — e que
consiste numa das mais extensas areas de campo do mundo. E a maior das regides
fisiograficas gauchas, compreendida entre os paralelos 29 e 32 °S e entre 0s
meridianos 53,5 e 57,5 °W, englobando os municipios com as maiores éareas

territoriais do Estado (figura 8).

Figura 9: Diversidade edéfica do Estado do Rio Grande do Sul com destaque para a regido da
Campanha
Fonte: Adaptado de Streck et al. (2002)
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Devido ao perfil econbmico caracteristico da regido, representado pela
pecuaria e pela orizicultura, a vitivinicultura surgiu como uma alternativa ao produtor
rural, consolidando-se e expandindo-se, em parte devido as condicdes
edafoclimaticas, em parte, como bem descreve Dias (2007), devido a facilidade de
cultivo associada ao seu relevo ondulado caracteristico.

Segundo dados do IBGE (2010), a regido sudoeste do Rio Grande do Sul,
tinha, em 1990, aproximadamente 730 ha de uvas estabelecidos, que em 2009
alcancaram o patamar de 1.152 ha, representando um aumento de 63% para o
periodo.

Em Uruguaiana, na Fronteira Oeste, temperaturas mais elevadas que aquelas
encontradas na Serra adiantam a entrada da videira no ciclo vegetativo,
concentrando as brotacGes no periodo de agosto, ainda que a possibilidade de
ocorréncia de geadas tardias no més de setembro constitua um fator de risco ao
adiantamento da quebra de dorméncia naquela regiao (MANDELLI, 2002).

As visivelmente diversas condicbes impressas pelos solos (figura 9),
resultantes de matrizes minerais distintas e de processos geoldgicos diferenciados
(STRECK, et al. 2002), associados a extensao territorial da Campanha, permitem um
trabalho de terroir onde o fator edafico, sem duvida alguma, constituir-se-a em um

componente imprescindivel para a identidade dos vinhos daquela regiao.

4.9.5. Campos de Cima da Serra

Tradicionalmente uma zona de producdo pecuéria e de grdos, os Campos de
Cima da Serra vém chamando a atencdo para a possibilidade do desenvolvimento
de uma vitivinicultura de qualidade nos ultimos anos.

Com um clima que, segundo a classificacdo de Kbéeppen, difere de todas as
demais regifes gauchas por ser do tipo Cfb, ou seja, mesotérmico, sempre umido,
mas caracterizado por verdes brandos, nos quais a temperatura do més mais quente
apresenta média inferior a 22° C (figura 10).

Dessa forma, a escolha de variedades mais tolerantes ao frio, com menor
exigéncia térmica para o vencimento das fases fenoldgicas e com ciclos mais curtos
gue permitam manejar a fase vegetativa dentro do periodo em que as Ultimas

geadas de primavera e as primeiras geadas de outono sejam menos provaveis,
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reduzem o risco e aumentam a probabilidade de que se obtenham cultivos
adequados a regido, explorando o potencial de tipicidade que possa ser impresso

pela regido mais fria do Rio Grande do Sul.
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Figura 10: Variacdo climética anual no Estado do Rio Grande do Sul, com destaque para a regido dos
Campos de Cima da Serra

Fonte: Adaptado de SEMC — Atlas Edlico do Rio Grande do Sul (2002), elaborado por SCP/DEPLAN
(2004)

4.9.6. Serra de Santa Catarina

Com um clima que, segundo a classificacdo de Koéeppen, difere de todas as
demais regifes catarinenses, por ser do tipo Cfb, ou seja, mesotérmico, sempre
umido, mas caracterizado por verdes brandos, nos quais a temperatura do més mais
guente apresenta média inferior a 22° C, a Serra de Santa Catarina, por compartilhar
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a mesma regido geografica de serra, apresenta caracteristicas muito similares
aguelas encontradas na regiao rio-grandense dos Campos de Cima da Serra.

O zoneamento climatico (figura 11) classifica a regido da Serra de Santa
Catarina como preferencial, com um acumulo de mais de 600 horas de frio, para o
cultivo da videira vinifera. Segundo Giovaninni e Manfroi (2009) existe uma segunda
area de producdo naquele Estado representada pelo Vale do Rio do Peixe,
entretanto, ainda que constitua importancia em volume, tal regido esta numa zona
considerada Preferencial Il, na qual o cultivo é recomendado com inducéao artificial

de brotacdo, j& que o somatério de horas de frio ndo ultrapassa o valor de 300 h.
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Figura 11: Zoneamento agroclimatico para a cultura de Vitis vinifera no Estado de Santa Catarina
Fonte: Epagri/Ciram, 2008

A soma térmica na estacdo de crescimento pode ser verificada através do
conceito de graus-dia (PEDRO JR et al., 2003). Desta maneira pode se monitorar a
atividade bioldgica do fruto durante a estacdo de crescimento. A soma térmica é Uutil

como indicador da capacidade do local para a maturagcao de determinada variedade.
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Contudo, é importante observar o padrdo comportamental da soma térmica. E
possivel que duas localidades com a mesma soma térmica tenham diferentes
janelas climatico-fenoldgicas. Particularmente, latitudes maiores ou regibes de
altitude frequentemente tém baixa soma térmica em ambas as pontas (fim e inicio da
estacdo) fazendo-se necessario usar variedades que possam tolerar uma janela
climatica mais curta.

O frio, € uma caracteristica intrinseca a Serra de Santa Catarina, entretanto, a
escolha de variedades adaptadas, constitui um critério de decisdo do produtor e,
mais que isso, o seu desempenho, estara vinculado ao manejo também definido por
ele. Baixa qualidade de vinhos pode estar associada a mas praticas agricolas, uma
vez que a formacdo de substancias quimicas indesejaveis, como as metoxi-
pirazinas, € decorrente de niveis insuficientes de radiacdo solar incidente e da
dindmica de agua no solo entre outros fatores (HASHIZUME e SAMUTA, 1999). O
acumulo de tais componentes, depreciadores do aroma, da-se, especialmente na
primeira fase de crescimento do fruto (PEDRO JR. et al., 2003), sendo comum a sua
ocorréncia quando fatores tais como variedades com incompatibilidade de ciclo

combinam com situacdes de primaveras frias, nubladas e iumidas.

4.9.7. Oeste do Parana

A regido Oeste do Parana apresenta caracteristicas bastante semelhantes
com a regido Norte do Parana, na qual a producdo de uvas finas de mesa ja
consiste numa atividade consolidada, com duas safras anuais (KISHINO e
ROBERTO, 2007). Entretanto, com o aumento do volume de producédo e o reflexo
dessa oferta exagerada na baixa remuneracdo ao produtor pela matéria-prima,
desviou-se o foco da regido para o cultivo de videiras viniferas, destinadas a
elaboracao de vinhos.

Devido ao clima subtropical caracteristico (Cfa), sempre umido e com verdes
guentes, as uvas européias destinadas a vinificacdo, provenientes da poda de
agosto com posterior colheita em janeiro, podem acabar apresentando brotacao
desuniforme de gemas, além de estarem suscetiveis a problemas fitossanitarios e a
deficiente acumulacdo de compostos desejaveis, devido a coincidéncia da
maturacdo com o periodo chuvoso da regido (JUBILEU, SATO e ROBERTO, 2010).
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O manejo de podas, o uso de reguladores de crescimento e o cultivo de
variedades de ciclo longo permitem deslocar a maturacao e a colheita para o outono,
guando, de acordo com Jubileu, Sato e Roberto (2010), ocorrem condi¢cdes mais
favoraveis, como baixa precipitacdo, alta amplitude térmica e temperaturas mais
baixas para a obtencdo de uvas de qualidade tecnoldgica superior. Entretanto, esses
mesmos autores reforcam o fato de que variedades de ciclo longo, como a cabernet
sauvignon, nem sempre atingem a coloracdo desejada, fato que expde que néo
necessariamente uma qualidade tecnoldgica superior corresponda a uma qualidade
fendlica superior.

Kishino e Caramori (2007) comentam a imprescindibilidade do uso do
regulador de crescimento cianamida hidrogenada como substituinte parcial da
necessidade de frio e estimulador da brotacdo de gemas de forma uniforme, para a

obtencao de um produto de qualidade superior.
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Figura 12: Probabilidade da ocorréncia de geada no Estado do Parana
Fonte: IAPAR, 2006
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E se a falta de frio consegue ser gestionada através do uso de reguladores de
crescimento (KISHINO e CARAMORI, 2007), o deslocamento do ciclo da planta para
momentos mais oportunos agroclimaticamente ndo deve se tornar um fator
complicador, especialmente, tendo-se em vista que outra condi¢cdo associada ao frio,
a geada, apresenta uma probabilidade de ocorréncia de menos de 10% na maior
parte da regido produtora do Oeste do Parand, a qual se concentra no municipio de
Toledo (IAPAR, 2006).

Dados do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) permitem destacar que,
com o atraso da primeira geada de outono (apdés 20 de maio) e a precocidade da
ultima geada de primavera (até 19 de agosto), resta um grande periodo do ano que
permite 0 manejo vegetativo da videira, basta que sejam escolhidas as variedades
adequadas e respeitadas as condicbes de cultivo que propiciem qualidades

superiores as videiras, as uvas e aos vinhos (IAPAR, 2006).

4.10. Anélises de Polifendis, de Cor e de Atividade Antioxidante em Vinhos

4.10.1. Metodologia para Quantificacdo de Polifendis Totais

Entre as metodologias descritas para a andlise de polifendis, Singleton,
Orthofen e Lamuela-Raventds (1999) destacam a importancia do protocolo
executado a partir do método de Folin Ciocalteau’s, descrito por primeira vez por
Singleton (1965). Trata-se de um método, rotineiramente usado em laboratério pela
sua adaptacao a pequenas escalas, evitando o desperdicio de reagentes e gerando
pouco residuo com a analise (WATERHOUSE, 2002). Curvas de calibracdo séo
elaboradas a partir de concentracdes conhecidas de acido gélico, pois devido ao fato
de que o método quantifica o conteudo total de fendlicos, a escolha daquele como
padréo baseia-se, primeiramente no fato de que ele existe em baixa concentragao
em vinhos; num segundo aspecto, devido as suas propriedades de estabilidade e
pureza; e, por fim, no seu relativo menor preco de aquisicdo como padrao comercial
(WATERHOUSE, 2002). De acordo com esse mesmo autor, para o caso de vinhos

brancos, a rea¢do acontece com o produto na sua forma integral; j& para o caso de
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vinhos tintos, diluicbes de ajuste a faixa 6tima de leitura em espectrofotdmetro sao
previamente necessarias.

Alguns interferentes, como possam ser 0s acucares redutores, os sulfitos e o
ascorbato comprometem a viabilidade do método, entretanto, Waterhouse (2002)
destaca que alguns desses fendmenos possam estar mais amplamente associados
a vinhos brancos, especialmente sulfitos e ascorbatos, que, pelo seu efeito de
preservacao, sdo adicionados em maior concentracdo a mostos e vinhos brancos.

Em geral, a resposta fendlica em indice de Polifenois Totais (IPT) acontece de
acordo com o numero de grupos fendlicos presentes nos compostos e, em vinhos, a
maior vantagem do método esta na equivaléncia de resposta que existe com 0 uso
do acido galico como padrédo, o qual reduz as oscilagcbes a uma estreita faixa que
varia de 0,87, para o acido caféico, a 1,1, para a epicatequina, permitindo acurada
precisdo do nivel de substancias fendlicas mesmo com a enorme complexidade de
compostos encontrada em vinhos (SINGLETON, 1974).

4.10.2. Metodologias para Medida da Atividade Antioxidante

A AOX das amostras pode ser determinada a partir de diferentes
metodologias, entre as quais Brand-Williams (1995) destaca a de neutralizagdo do
radical instavel 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH") e Re et al. (1998) descrevem a
por descoloracdo do também radical 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido-
sulfénico), o ABTS", ambas baseadas no principio da captura de um radical organico
formado.

Devido ao seu mais elevado efeito na supressdo do radical, o 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametil-croman-2-acido carboxilico (RE et al., 1998), ou também chamado
TROLOX®, é o composto utilizado como padrdo para ambas as andlises utilizadas.
Curvas padrdo com concentracbes conhecidas desse composto, considerado um
analogo do a-tocoferol (EUM e LEE, 2004), sdo construidas de forma a comparar a
atividade antioxidante de diferentes matrizes, inclusive o vinho.

Em relacdo ao método de captura do radical instavel DPPH*, Sharma e Bhat
(2009) recopilaram uma série de informacdes reconhecendo que, em fungdo da
variacdo existente em protocolos baseados por esse principio — desde a
concentracéo do DPPH (22,5 a 250 uM), passando pelo tempo de incubacé&o (5 min
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a 1 h), e que envolvem ainda condi¢Oes de pH, da reacao entre o solvente e matriz —
tornam-se inapropriadas as comparacdes entre analises de diferentes laboratorios,
cabendo apenas a comparacao de amostras sob as mesmas condi¢cdes de analises.

J4 o0 método do ABTS, aprimorado por Re et al. (1998) e adaptado por
EMBRAPA (2007), consiste na oxidacdo do composto ABTS pelo persulfato de
potassio (K,S,0g), gerando o ion-radical, o qual, em presenca de antioxidantes
doadores de elétrons, volta a ser estabilizado. Do mesmo modo que no método
DPPH, influéncias, tanto da concentracdo de antioxidantes presentes, como do
tempo de reagdo na inibicdo do cation devem ser consideradas na determinacéo da
atividade antioxidante (RE et al., 1998).

Tanto no método DPPH (EMBRAPA, 2007°), como no método ABTS
(EMBRAPA, 2007), para um mesmo tempo de andlise, uma descoloracdo mais
intensa do radical original sera observada quanto maior for a concentracdo de
compostos antioxidantes presentes na amostra. As amostras devem ser diluidas

conforme a necessidade, afim de que se ajustem as curvas-padrao.

4.10.3. Metodologias para Anélise de Cor
A cor depende de percepcoes e de interpretacdes subjetivas (KONIKA-
MINOLTA, 1998). Ao longo dos anos, diversas escalas de cores foram sendo
construidas com o intuito de se conseguir quantificar, numericamente, uma
informacé&o: a cor. Em 1905, um artista americano chamado Albert Henry Munsell,
criou, com uma série de pastilhas coloridas ordenadas de acordo com a sua
tonalidade, luminosidade e saturacdo, a primeira escala de cores, denominada
Escala de Munsell, permitindo, por primeira vez, a comparacdo de amostras
segundo a sua cor (KONIKA-MINOLTA, 1998). Na sequencia, métodos
desenvolvidos por uma organizacdo internacional dedicada a luz e a cor, a
Comission Internationale de L’Eclairage (CIE), incorporou aquela primeira
metodologia, suas proprias escalas (KONIKA-MINOLTA, 1998).
Hoje em dia, as escalas mais comumente utilizadas em industrias de todos os
tipos, inclusive de alimentos, baseiam-se naqueles primeiros critérios e em

combinacgdes deles para definir os valores para as cores.
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As primeiras escalas, baseadas nos valores tri-stimulus X, Y, Z e Y, X, Y,
deram origem, em 1931, ao primeiro diagrama de cromaticidade, o qual enfrenta
todas as dificuldades de uma escala bidimensional (figura 13). Escalas mais
modernas, como a CIE L* a* b* que incorpora uma terceira dimensdo a uma
escala de coordenadas retangulares (figura 14), e o sistema L*, C* h, que conta
com a terceira dimensdo num sistema de coordenadas cilindricas (figura 15),
permitem diferenciar as cores no espaco (KONIKA-MINOLTA, 1998).

Através da escala CIE L*, a*, b*, valores globais de cor podem ser definidos

através de uma equacao que considera a variagdo entre esses parametros.
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Figura 13: Diagrama de cromaticidade de 1931
Fonte: Konika Minolta (2003)
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4.10.4. Metodologias para Qualificacado e Quantificacdo de Antocianinas

4.10.4.1. Espectrofotometria por pH-diferencial

Giusti e Wrolstad (2001), recopilaram uma série de informagdes acerca do
método de quantificacdo de antocianinas através do conceito de espectrofotometria
por diferenca de pH. Trata-se de uma analise simples, cuja metodologia baseia-se
na propriedade de transformacéo estrutural da regido do cromoéforo da antocianina,
guando ocorre variagdo nas caracteristicas de pH do meio em que se encontram 0s
compostos (figura 16) (GIUSTI e WROLSTAD, 2001).

2.0
1.8
1.6
1.4
124
1.0
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0.2 pH 4.5

OO | T T | 1
260 360 460 560 660 760

Comprimento de Onda (nm)
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Absorbancia

Figura 16: Caracteristicas espectrais de antocianinas a pH 1,0 e 4,5.
Fonte: Giusti e Wrolstad (2001)

Essa transformacdo, baseia-se nas propriedades de alteracdes estruturais
reversiveis, entre o cation flavilium e a pseudo-base carbinol: em pH 1,0, as formas
oxbnicas (cétion flavilium) sdo predominantes e a solucdo exibida apresenta
coloracdo que varia do laranja ao purpura; jA em pH 4,5, as formas hemicetalicas

(pseudo-base carbinol) sdo favorecidas e ndo se observa cor, pois as antocianinas
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nao sao capazes de absorver nesse pH quando sdo selecionados os comprimentos
de onda em que exibem a méxima absorcéo (GIUSTI e WROLSTAD, 2001).

Para a analise, sdo selecionados dois comprimentos de onda, o de maxima
absorcdo da forma predominante de antocianina, sendo, a malvidina considerada,
no caso da uva e do vinho, e, portanto, aceito o comprimento de onda de 520 nm, e
um segundo comprimento de onda é selecionado em 700 nm, de forma a corrigir a
turbidez. A concentracdo total de antocianinas € calculada com base na Lei de
Lambert-Beer, a qual estabelece uma relacdo exponencial entre a transmissao de

luz através de uma determinada substancia e a concentracdo dessa substancia.

C= (As20/pH 1,0 — Az00/pH 1,0) — (As20pH 4,5 — AzooipH a5) - D . F

Nessa equacéo, C é a concentragdo total de antocianinas (mg.L‘l); Aso0 € A7go
sdo, respectivamente, as absorbancias a 520 e a 700 nm, ambas lidas com a
amostra diluida em tampéo a pH 1,0 e a pH 4,5; D é o fator de diluicdo da amostra;
F é a média ponderada do coeficiente de extingdo molar das principais antocianinas
encontradas no alimento em questdo (uva e vinho podem ser baseadas na
malvidina-3-monoglicosideo, cujo coeficiente de extingdo molar a 520 nm é proposto
por Niketic-Aleksic e Hrazdina (1972) como sendo &= 28.000) (GIUSTI e
WROLSTAD, 2001).

4.10.4.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

Traduzida do inglés High Performance Liquid Chromatography (HPLC), trata-
se de um tipo de cromatografia liquida que emprega colunas recheadas com
materiais especialmente preparados e uma fase movel, eluida sobre altas pressdes
(JARDIM, COLLINS E GUIMARAES, 2006).

Para a analise de matrizes complexas, como € o0 caso do vinho, a
cromatografia liquida apresenta a vantagem de: detectar compostos, mesmo em
quantidades muito pequenas, da ordem de 10° g (nanogramas) ou até de 102
(picogramas); permitir tempos reduzidos de analise, devido a alta eficiéncia da

coluna e aos altos fluxos tolerados por esta; resolver com alto desempenho um
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namero variado de moléculas, as quais aparecem sinalizadas sob a forma de picos
no cromatograma,; identificar esses compostos com precisdo, com base em uma
infinidade de critérios, quais possam ser a comparagcao dos tempos de retencédo dos
padrées, a ordem de eluicdo dos componentes da amostra ou, em equipamentos
mais sofisticados, pela confirmacdo, ou dos espectros de absorbancia dos
compostos (detector de arranjo de diodos), ou dos espectros de massas
(espectrobmetro de massas); quantificar as substancias da amostra através da
integracdo das areas dos picos lidas pelo(s) detector(es) (JARDIM, COLLINS e
GUIMARAES, 2006).

A fase moével desempenha fungéo de arrastar os componentes da amostra e
de separa-los, por isso a mistura de solventes que compdem a fase moébvel é
chamada de sistema de eluicdo, podendo ser isocratico (que mantém a mesma
proporcdo de mistura dos solventes do inicio ao fim da corrida cromatogréfica) ou
em gradiente (onde a composicdo da fase mével varia durante o processo de
separacdo, de modo que a forca cromatogréafica — incremento gradual do solvente
mais apolar do sistema com o decorrer do tempo de andlise — se intensifique)
(JARDIM, COLLINS E GUIMARAES, 2006). De acordo com esses mesmos autores,
salvas excec¢Oes, a maior parte dos problemas de separacdo pode ser solucionada
com a utilizacdo de misturas binarias de solventes e com o desenvolvimento da
forca cromatografica. Contudo, para que haja um adequado processo de separacao
€ tdo necessario o ajuste apropriado do gradiente de eluicdo como a escolha da
mistura de solventes que irdo compor a fase movel.

Devido as altas pressdes de trabalho, qualquer material injetado na coluna do
cromatografo deve ser previamente filtrado, da mesma maneira que todos os
solventes devem ser de alto grau de pureza.

Em cromatografia de fase reversa, um dos eluentes é sempre a agua — obtida
em equipamentos de ultra-purificacdo — o qué assegura maior polaridade a fase
movel em relacdo a fase estacionaria. A fase estacionaria consiste em uma coluna
de aco inoxidavel, recheada de silica, geralmente, revestida com estruturas de
carbono que se diferenciam em fungcdo do namero de carbonos que as compdem
(JARDIM, COLLINS E GUIMARAES, 2006). Devido & variedade de polifendis

presentes nos vinhos e a semelhanca desses compostos em termos de estrutura,
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funcdo, absorcéo de luz e afinidade por solventes, a escolha de colunas que sejam
especificas para antocianinas é uma ferramenta a qual se faz necessaria.

Cabe ressaltar que, muitas vezes, a preparacdo de amostras consiste numa
etapa prévia — como descrito por Chaovanalikit e Wrolstad (2004) — necessaria para
a adequada separacdo de matrizes complexas, como € o0 caso do vinho. Sendo este
0 caso, cartuchos de extracdo descartaveis, contendo 0 mesmo recheio que a

coluna analitica, podem ser usados.

5. RESULTADOS

Os resultados desse trabalho estdo apresentados sob a forma de artigos,
descritos nos capitulos 7.1 e 7.2. O segundo artigo sera submetido a revista Journal
of Agriculture and Food Chemistry, portanto, a redacdo utilizada para a sua
apresentacdo segue as normas da American Chemistry Society. Em relacdo ao
primeiro artigo, ainda ndo se definiu para qual revista se irA submeter, estando o
documento formatado, portanto pelo padrdo definido pela Associacdo Brasileira de

Normas Técnicas (ABNT).
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5.1. EVOLUCAO TEMPORAL DE COMPOSTOS FENOLICOS E DE ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE VINHOS TINTOS BRASILEIROS



73

Evolugcdo Temporal de Compostos Fendlicos e de Atividade Antioxidante
de Vinhos Tintos Brasileiros

Mariana de Vasconcellos Dullius'’, Amanda Heemann Junges?*, Flavio Varone Gongalves?,
Alessandro de Oliveira Rios®, Vitor Manfroi, Maria Goreti Rodrigues Vale®,
Plinho Francisco Hertz'

TInstituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncias dos Alimentos,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Avenida Bento Gongalves, 9.500, Agronomia, Prédio
43.212, Cep: 91.501-970, Porto Alegre, RS, Brasil

*Centro Estadual de Meteorologia, Fundacéo Estadual de Pesquisa Agropecuaria —
CemetRS/FEPAGRO, Rua Gongcalves Dias, 570, Porto Alegre, RS, Brasil

SInstituto de Quimica, Departamento de Quimica Inorgéanica, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Avenida Bento Gongalves, 9.500, Agronomia, Prédio 43.111, Cep: 91.501-970, Porto Alegre, RS,
Brasil

" A quem a correspondéncia deve ser enviada: mariana.dullius@gmail.com

RESUMO

A Vvitivinicultura, em comparagdo a outros locais do mundo, € uma atividade
relativamente recente no Brasil, o que faz com que ainda ndo estejam
absolutamente consolidadas as regidbes de produgcdo, baseadas nas suas
caracteristicas Unicas de terroir, as quais possam dar origem as DOC’s. Com base
no estudo de 90 amostras de vinhos provenientes de sete diferentes regides
brasileiras, avaliados em cinco momentos no decorrer de um ano, o IPT e a AOX
apresentaram evolucdo distinta. Através da ANOVA, pelo menos uma das regides
diferiu das demais em termos de IPT e AOX (p<0,05). As variaveis estudadas
apresentaram correlacdes fortes e muito fortes no decorrer do periodo considerado.
A regido VSF exibiu, tanto os mais elevados valores de IPT em todos os tempos de
anélise [(t,er0=4.516; t,5=3.516; t35=2.475; t45=2.027; ts5=1.598) mg.L™* GAE], quanto
a mais alta AOX, nos quatro primeiros dos cinco momentos avaliados. A regidao OPR
apresentou 0s mais baixos resultados para ambos os parametros considerados em
todos os tempos medidos, sendo que os valores de IPT corresponderam a 47, 52,
54, 58 e 63% e os valores de AOX a 49, 55, 57, 61 e 79% dos valores encontrados
para VSF. A evolucao temporal de IPT e de AOX mostrou que as diferencas entre
vinhos procedentes de regides de origem distintas diminuem com o decorrer das 55
semanas e que, em tyyo, caracteristicas aportadas por variaveis meteoroldgicas
podem ter favorecido as diferencas, enquanto que em tss as condicbes de
estocagem aproximaram ao maximo 0s grupos.

Palavras-Chave: polifenoéis totais, propriedades antirradicais-livres, variaveis meteorolégicas,
caracterizacdo vitivinicola, terroir Brasileiro.
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ABSTRACT

The wine production, when compared to other places worldwide, is a relatively recent
activity in Brazil. Therefore the regions of production remain still not completely
consolidated, and it could be done if it would have taken into consideration the
unique characteristics of its terroir, which could allow to originate and consolidate the
DOC’s. This work brings evidence, based on the study of 90 samples of wine, having
origin in seven distinct Brazilian regions, and evaluated in five different times with the
past of one year, the IPT and the AOX tends to perform distinctively and for the
ANOVA test, at least one of the regions differ for IPT and AOX (p<0,05). The
variables presented even strong or really strong correlation during the analyzed
interval of time. The VSF region presented not only the most elevated values for IPT
in all measured times [(tzer0=4.516; t,5=3.516; t35=2.475; t45=2.027; t55=1.598) mg.L'1
GAE] as the highest ones for AOX in four from the five times of analysis. On the
other hand, the OPR region showed the lowest results among all regions in all
measuring times, exhibiting IPT values of 47, 52, 54, 58 e 63% and AOX
concentrations of 49, 55, 57, 61 e 79% from those found for VSF. The temporal
evolution of IPT and AOX showed that the differences among wines coming from
distinct regions become smaller with the past of the 55 weeks, and that, in tzro,
particularities printed by climate variables may had favored the differences, while in
tss, the stocking conditions approached groups to the most.

Keywords: total polyphenols, scavenger properties, climate variables, viticulture
characterization, Brazilian terroir

INTRODUGCAO

Devido a sua extensao continental, podem ser atualmente descritas diferentes
regibes de cultivo para a videira no Brasil, das quais se esperam distintas
expressdes varietais. Giovaninni e Manfroi (2009) definiram cinco diferentes terroirs
para o Estado do Rio Grande do Sul (Serra Gaucha, Serra do Sudeste ou Alto
Camaqua, Campanha Gaucha, Campos de Cima da Serra e Costa do Guaiba), dois
para o Estado de Santa Catarina (Vale do Rio do Peixe e Serra Catarinense) e um
para o conjunto que engloba os Estados da Bahia, Pernambuco e Minas Gerais,
denominado Vale do S&o Francisco.

De acordo com Giovaninni e Manfroi (2009), em cada terroir brasileiro seréao
encontradas particularidades regionais e ambientais, que influenciardo a matéria

prima uva, base para a obtengcdo de vinhos. Somando-se as particularidades de
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clones as caracteristicas das variedades e a adaptabilidade das cepas as diferentes
condicGes edafoclimaticas, geram-se produtos viticolamente distintos. Sendo assim,
combinando-se os fatores citados as peculiaridades enologicas possiveis de serem
adotadas na elaboragéo dos vinhos, estar-se-a falando de uma enorme diversidade
de produtos potencialmente capazes de serem obtidos. Dessa forma, o
estabelecimento de areas ambientalmente semelhantes, com a adocédo de praticas e
métodos de cultivos proprios, visa a definir métodos legais para a obtencdo de
produtos tipicos e a atuar na fiscalizacdo de denominacdes de origem controlada
(DOC’s) (KRAMER, 2007).

Diversas propriedades dos vinhos podem ser usadas para a sua
caracterizacao, entre as quais, o seu conteudo fendlico e as suas capacidades em
neutralizar moléculas de espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive Oxigen
Species — ROS). A atividade antioxidante (AOX) de vinhos geralmente é medida
através de métodos que exigem dos compostos com atividade antirradical-livre (anti-
ROS) presentes nos vinhos a neutralizacdo de solugcbes organicas contendo
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Re et al., 1998). Por sua vez a concentracao
de polifendis presentes pode ser determinada pelo indice de Polifendis Totais (IPT)
(MAMEDE e PASTORE, 2004) e, devido a constituicdo variavel destes compostos
no fruto, ha variacdes muito grandes entre os potenciais anti-ROS dos vinhos.

Polifendis sdo compostos que contemplam em sua estrutura diversos anéis
aromaticos do tipo fenol. Tém origem no catabolismo de acucares, estando
presentes na baga das uvas (Vitis spp.) desde a sua formagédo (FENNEMA, 2000).
Além de nos frutos, sdo encontrados amplamente distribuidos em outras partes da
planta. Mamede e Pastore (2004) apontam que parte da diferenca das atividades
anti-ROS dos vinhos também é atribuida a variacdes entre as estruturas dos
diversos polifendis.

Uma série de fatores — enzimaticos e ndo enzimaticos — desenvolvidos pela
planta como forma de responder ao estresse oxidativo determinam a sintese dos
polifendis (VULETA et al., 2010). Entre os mecanismos ndo enzimaticos, encontram-
se substancias como ascorbato, glutationa e tocoferol além de diversos compostos
carotendides e polifendlicos (SCANDALIOS, 1993). Muitas vezes, esses
mecanismos séo ativados conjuntamente para reforcarem as defesas da planta
(VULETA et al., 2010).
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Landrault et al. (2001) descrevem correlacdes entre o contetdo de compostos
fenolicos e a atividade antioxidante de vinhos. Entretanto, o maior conteudo destas
substancias fendlicas ndo implica, necessariamente, maior atividade antioxidante
(RIVERO-PEREZ, MUNIZ, GONZALEZ-SANJOSE, 2007). A atividade antioxidante
de vinhos parece estar mais relacionada ao tipo de compostos fendlicos presentes
(RICE-EVANS e MILLER, 1996). Nesse sentido, flavondides, proantocianidinas e
antocianinas sdo 0s que apresentam maior potencial antioxidante (FRANKEL,
WATERHOUSE e TEISSEDRE, 1995; RICE-EVANS e MILLER, 1996).

Entre os compostos fendlicos presentes na baga, encontram-se: flavonéides —
gue correspondem as antocianinas, aos flavondis e as proantocianidinas (também
denominadas de taninos condensados ou flavan-3-6is) — e os nao-flavondéides, onde
os estilbenos constituem os principais representantes do grupo (KENNEDY,
MATTHEWS e WATERHOUSE, 2002).

Entre os flavondis mais recorrentes em vinhos, encontram-se a quercetina e a
miricetina (MATTIVI et al., 2006). O 3,5,4’- trihidréxi-estilbeno, ou resveratrol, ¢é
considerado o estilbeno mais bioativo em videiras (BAVARESCO et al., 2008).
Apresenta-se sob a forma de dois isOmeros Opticos, 0 cis-resveratrol e o trans-
resveratrol. A este Ultimo — por ser o Unico que apresenta atividade biolégica —
atribuem-se todos os beneficios para a saude associados ao resveratrol (ALVES,
2006).

As videiras cultivadas em éareas de elevada altitude, onde a radiacao
ultravioleta (UV) e a concentracdo de acido abcisico (ABA) sdo mais intensas,
podem sintetizar maiores quantidades de resveratrol (CELOTTI et al., 1996, BERLLI,
2011) e de antocianinas (MATEUS et al., 2001). A irradiacao pela luz UV-B parece
estar associada com o0 aumento na concentragdo da enzima responsavel pela
biossintese dos flavondides (BERLI, 2011), sendo que estes protegem o0 material
genético das plantas contra danos provocados pelos raios-UV (KOLOUCHOVA-
HANZLIKOVA et al., 2004).

Segundo Kramer (2007), ndo haveria maturacdo do vinho se ndo houvesse
degradacdo de compostos polifendlicos, pois é justamente devido a extensa
polimerizagdo dos compostos antioxidantes que a dureza e a adstringéncia do vinho
sdo perdidas. Vinhos de maior idade apresentam avangcada degradacdo de
compostos polifendlicos, com predominancia, em termos de tonalidade, do amarelo

sobre o vermelho (KRAMER, 2007). Além da importancia na evolucdo dos vinhos, os
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compostos fendlicos, devido a sua propriedade antioxidante, sdo relatados em
estudos epidemiolégicos pela sua acdo protetora aos sistemas biologicos
(KLATSKY, ARMSTRONG e FRIEDMAN, 1992; LONGNECKER, 1994). Entre os
principais resultados encontrados em diversas pesquisas, destacam-se: aqueles que
sugerem que o vinho tinto apresenta a capacidade de reduzir o risco de mortalidade
por doencas coronarianas (MC ELDUFF e DOBSON, 1997); aqueles que apontam
gue a ingestdo moderada de vinhos aporta uma adequada concentracdo de
compostos fendlicos, os quais podem contribuir para diminuicdo no risco de
isquemias (BARON-MENGUY et al.,, 2007); aqueles que associam uma alta
concentracdo de compostos fendlicos pela dieta a prevencédo de tumores malignos
(BARON-MENGUY et al., 2007); aqueles que destacam o resveratrol pelas suas
propriedades de inibicdo da agregacdo plaquetaria e pela diminuicdo do risco de
formacao de coagulos sanguineos (HINES et al., 2001); e aqueles que atribuem as
antocianinas acoes anti-inflamatoérias, antimicrobianas e antitumorais (WANG, COA
e PRIOR, 1997).

Esse trabalho tem como objetivo comparar vinhos tintos de diferentes regides
brasileiras, em termos de IPT e da AOX, e caracterizar o perfil de regidées com

potencial para estabelecimento e consolidagdo de DOC'’s.

MATERIAIS E METODOS

Amostras: Noventa (90) garrafas de vinhos tintos apresentados na Amostra
Nacional de Vinhos de 2009 (ANAVI 2009), classificadas de acordo com a sua
localidade ou regido de origem pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa Uva e Vinho), foram obtidas, desta mesma empresa, e armazenadas em
frascos ambar de 250 mL a 4 °C. As amostras foram reagrupadas (tabela 1), tendo-
se em consideracéo: a Unidade da Federacdo na qual se situam (RS, BA, PE, SC,
PR) e a regido fisiografica (ARENDI, 1997) da qual fazem parte (Encosta Superior
do Nordeste (ESN); Sertdo (Ser); Campanha Gaucha (Cam); Campos de Cima da
Serra (CCS); Planalto Serrano (PSe); e Planalto de Guarapuava (PGu). Dessa nova
divisdo, resultaram sete grandes grupos: Vale dos Vinhedos (VVi); Serra Gaulcha

(SGa); Vale do Rio Sao Francisco (VSF); Campanha Gaucha (Cam); Campos de
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Cima da Serra (CCS); Serra Catarinense (SCa); e Oeste do Parana (OPR): 4), com
11, 45, 2, 12, 7, 9 e 4 amostras respectivamente. As amostras foram identificadas
por niumero seguido de uma letra minascula (a, b, c, d, e, f) que define o grupo,
seguindo a sequencia descrita anteriormente. A regido fisiografica ESN foi dividida
em dois grupos: VVi e SGa, por levar em conta o fato de que a primeira ja possui
Indicacdo de Procedéncia (IP) e pudesse constituir um cluster de amostras com
caracteristicas distintas. ApOs a classificacdo, as amostras foram redistribuidas em
frascos ambar de 15 mL e mantidas a temperatura e umidade ambiente até as
andlises. Em cada tempo de analise, um frasco de 15 mL de cada amostra era
analisado e, na sequéncia, descartado.

Procedimentos Analiticos: As analises de IPT e AOX foram realizadas em
cinco periodos: tempo zero (tzero); 25 (tzs), 35 (t3s), 45 (t45) € 55 semanas apés o
tempo zero (tss). O IPT dos vinhos foi determinado através do método de Folin
Ciocalteau’s, descrito em (SINGLETON, ORTHOFEN e LAMUELA-RAVENTOS,
1999; WATERHOUSE, 2002). As amostras foram diluidas em agua destilada e
usadas em 10, 10, 15, 15 e 20% de concentracdo, respectivamente, em cada um
dos cinco tempos de analise. As leituras foram executadas em comprimento de onda
de 765 nm no espectrofotbmetro UV-Vis-3000 PRO (Amersham-Biosciences). Os
reagentes utilizados foram de grau analitico e as reacfes foram conduzidas em
triplicata, na penumbra. O IPT foi calculado a partir de curvas de calibracdo tendo o
acido galico (Sigma-Aldrich) como padrdo. Os resultados foram expressos em mg.L™
de &cido galico, ou em equivalente de acido galico (GAE). Foram elaborados
graficos com a evolucéo temporal dos resultados médios de cada regido avaliada. A
AOX das amostras foi determinada usando o método de neutralizacdo do radical
instavel 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH") descrito em (BRAND-WILLIAMS,1995).
As amostras foram diluidas em agua destilada e usadas em 2, 2, 4, 4 e 6% de
concentracdo, respectivamente para cada tempo avaliado. As leituras foram
executadas em espectrofotdbmetro UV-Vis-3000 PRO (Amersham-Biosciences) no
comprimento de onda de 515 nm. Os reagentes utilizados foram de grau analitico e
as reacdes foram conduzidas em triplicata, na penumbra. A AOX foi calculada
através de curvas de calibragdo construidas tendo o TROLOX (Sigma-Aldrich) como
um antioxidante padrao. Os resultados foram expressos em yM de TROLOX ou em
Capacidade Antioxidante Equivalente ao TROLOX (TEAC). Foram elaborados

graficos com a evolugéo temporal dos resultados médios de cada regido avaliada.
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Tabela 1: Identificacdo das amostras por: Unidade da Federacdo na qual tiveram origem (RS, BA,
PE, SC e PR); regiéo fisiografica a qual pertencem (ESN=Encosta Superior do Nordeste; Ser=Sertéo;
Cam=Campanha Gaucha; CCS=Campos de Cima da Serra; PSe=Planalto Serrano; e PGu=Planalto
de Guarapuava); regido de origem do vinho (VVi=Vale dos Vinhedos; SGa=Serra Gaulcha; VSF=Vale
do Rio Sé&o Francisco; Cam=Campanha Galcha; CCS=Campos de Cima da Serra; SCa=Serra
Catarinense; e OPR=0Oeste do Parana); e variedade de uva (merlot/cabernet sauvignon)

Regiao de .
Amostra Variedade _Regifo Origem do,  Unldndeida
Fisiografica s Federagao

1a Merlot ESN Wi RS
2a Cabernet Sauvignon ESN Wi RS
3a Cabernet Sauvignon ESN Vi RS
4a Merlot ESN Vi RS
5a Merlot ESN Wi RS
Ba Cabernet Sauvignon ESN Vi RS
7a Merlot ESN Vi RS
8a Cabernet Sauvignon ESN Wi RS
9a Merlot ESN Wi RS
10a Merlot ESN Wi RS
11a Cabermet Sauwvignon ESN Wi RS
1b Cabemet Sauvignon = Sqa RS
2 Cabermet Sauvignon ESN Sga RS
3b Cabemet Sauvignon EsN Sga RS
4b Cabernet Sauvignon ESN Sga RS
5b Merlot ESN Sga RS
6b Merlot ESN Sga RS
7b Cabemet Sauvignon EsN Sga RS
8b Cabernet Sauvignon ESN Sga RS
9b Cabernet Sauvignon ESN Sga RS
10b Merlot ESN Sga RS
11b Merlot ESN Sga RS
12b Merlot ESN Sga RS
13b Cabemst Sawignon ESN Sga RS
14b Cabernet Sawignon ESN Sga RS
15b Cabemet Sauvignon ESN Sga RS
16b Merlot ESN Sga RS
17b Merlot ESN Sga RS
18b Cabermet Sawvignon ESN Sga RS
19b Cabemet Sauvignon = Sga RS
206 Cabermet Sauvignon EsN Sga RS
21b Cabemet Sauvignon EsN Sga RS
226 Cabermet Sauvignon EsN Sga RS
23b Merlot ESN Sga RS
24b Merlot ESN Sga RS
25h Merlot ESN Sga RS
26b Cabernet Sauvignon ESN Sga RS
27h Merlot ESN Sga RS
28b Cabernet Sauvignon ESN Sga RS
2% Merlot ESN Sga RS
30b Merlot ESN Sga RS
31b Cabemet Sawignon ESN Sga RS
32b Cabernet Sawignon ESN Sga RS
33b Cabemet Sauvignon ESN Sga RS
34b Cabernet Sawvignon ESN Sga RS
35h Merlot ESN Sga RS
36b Cabermet Sauvignon ESN Sga RS
37b Merlot ESN Sga RS
38b Cabernet Sauvignon ESN Sga RS
3% Cabernet Sauvignon ESN Sga RS
40b Cabemet Sauwvignon == Sga RS
116 Cabermet Sauvignon ESN Soa RS
42b Merlot ESN Sga RS
43b Merlot ESN Sga RS
44b Merlot ESN Sga RS
45b Merlot ESN Soa RS
1c Cabermnet Sauvignon Ser VSF BA
2 Cabernet Sauvignon Ser VSF PE
1d erlot Cam Cam RS
2d Cabernet Sauvignon Cam Cam RS
3d Cabernet Sauvignon Cam Cam RS
4d Cabernet Sauvignon Cam Cam RS
5d Cabernet Sauvignon Cam Cam RS
6d Cabernet Sauvignon Cam Cam RS
7d Cabernet Sauvignon Cam Cam RS
8d Merlot Cam Cam RS
9d Caberst Sawignon Cam Cam RS
10d Cabemet Sauvignon Cam Cam RS
11d Cabernet Sauvignon Cam Cam RS
12d Cabermet Sauvignon Cam Cam RS
Te Cabernet Sauvignon ccs ces RS
2e Cabernet Sauvignon ccs ccs RS
3e IMerlot cecs ccs RS
de Cabernet Sauvignon ccs ccs RS
Ge Cabernet Sauvignon ccs €cs RS
6e Cabernet Sauvignon ccs ccs RS
Te Merlot cecs ccs RS
1f Cabemet Sauvignon Pse Sca

2f Merlot Pse Sca

3f Cabernet Sauvignon Pse Sca

i Cabemet Sauvignon Pse Sca

5f Cabernet Sauvignon Pse Sca sC
6 Cabemet Sauwvignon Pse Sca sc
7 Merlot Pse Sca sC
8f Cabemet Sauvignon Pse Sca sc
of Cabernet Sauvignon Pse Sca sC
19 Cabemet Sawignon Pgu OPR FR
29 Merlot Pgu OPR PR
3y Merlot Pgu PR PR

4g Cabemet Sauignon Pgu oPR PR
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Analise dos Resultados: Os resultados foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) a 95% de probabilidade estatistica. Correlacbes de Pearson
foram aplicadas a um grau de significancia de 95%. Os resultados foram discutidos
de acordo com: tempo de analise em semanas; evolugdo temporal dos parametros
IPT e AOX; regido de origem das amostras (grupo); e variedade (merlot ou cabernet

sauvignon).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por serem provenientes de regides distintas, variaveis meteorologicas
fornecidas pelo Centro Estadual de Meteorologia, Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria (CemetRS/FEPAGRO) e pelo Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET) (tabelas 2-6) foram interpretadas na hora de explicar os resultados. Devido
ao fato de os vinhos serem resultado de um processo de sintese e acumulo de
compostos fendlicos que tiveram origem na videira (HORNSEY, 2007), condi¢des
agroclimaticas devem ser levadas em consideracdo, de forma a compreender as
possiveis diferencas existentes entre 0s grupos, as quais possam ser resultado da
combinacdo do ambiente (clima, solo, planta) com o manejo (préticas agronémicas e

enoldgicas) adotado.

Tabelas 2-6. Variaveis meteorologicas obtidas das estacdes meteorolégicas localizadas em
Uruguaiana, Bagé, Caxias do Sul, Bento Gongalves, Petrolina e Sdo Joaquim, de outubro de 2008 a
marco de 2009. Fonte: Dados de Uruguaiana e Caxias do Sul (CemetRS/FEPAGRO); dados de
Bagé, Petrolina, Petrolina* e S&o Joaquim (INMET); dados de Bento Gongalves (EMBRAPA, 2012)

Precipitagao Mensal (mm)

Periodo Uruguaiana Bage Caxias do Sul Bento Gongalves Petrolina Petrolina* Sao Joaquim
Outubro de 20008 236.3 97.9 267.3 309.6 0.0 90.2 382.8
Novembro de 2008 231 519 104.1 70.3 0.0 553 238.3
Dezembro de 2008 219 78.8 101.6 85.8 63.1 71 926

Janeiro de 2009 123.9 98.3 226.7 269.6 54 34 1922
Fevereiro de 2009 146.5 156.1 148.7 1445 1214 34 115
Margo de 2009 139.0 452 824 90.6 116.4 0.0 931

Temperatura Minima Mensal (°C)

Periodo Uruguaiana Bagé Caxias do Sul Bento Gongalves Petrolina Petrolina* Sao Joaquim
Outubro de 2008 141 12.5 117 13.1 210 235 10.2
Novembro de 2008 17.0 15.2 129 147 224 228 10.9
Dezembro de 2008 18.6 16.0 137 15.6 223 214 112
Janeiro de 2009 184 16.8 143 16.1 229 20.9 12.7
Fevereiro de 2009 19.2 17.7 15.7 17.8 221 211 143

Margo de 2009 174 16.9 149 171 239 226 13.7
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Tabelas 2-6 (cont.). Variaveis meteoroldgicas obtidas das estacdes meteoroldgicas localizadas em
Uruguaiana, Bagé, Caxias do Sul, Bento Gongalves, Petrolina e Sao Joaquim, de outubro de 2008 a
marco de 2009. Fonte: Dados de Uruguaiana e Caxias do Sul (CemetRS/Fepagro); dados de Bagé,
Petrolina, Petrolina* e Sdo Joaquim (INMET); dados de Bento Goncgalves (EMBRAPA, 2012)

Temperatura Maxima Mensal (°C)

Periodo Uruguaiana Bagé Caxias do Sul Bento Gongalves Petrolina Petrolina* Sao Joaquim
Outubro de 2008 247 221 204 212 343 308 17.2
Novembro de 2008 304 275 233 25 355 29.0 18.5
Dezembro de 2008 321 279 2438 26.2 334 295 213
Janeiro de 2009 315 291 241 257 34.0 302 21.0
Fevereiro de 2009 309 291 255 26.6 322 3.2 227
Margo de 2009 301 274 250 26.2 33.0 342 224

Temperatura Média Mensal (°C)

Periodo Uruguaiana Bagé Caxias do Sul Bento Gongalves Petrolina Petrolina* Sao Joaquim
Outubro de 2008 194 17.6 16.0 16.8 276 271 13.0
Novembro de 2008 237 214 18.1 194 28.7 259 14.0
Dezembro de 2008 254 221 19.2 20.3 279 255 15.3
Janeiro de 2009 25.0 226 19.2 204 28.5 256 15.9
Fevereiro de 2009 251 232 206 217 271 26.1 17.6
Margo de 2009 238 222 19.8 21.0 255 283 16.9

Amplitude Térmica Mensal (°C)

Periodo Uruguaiana Bage Caxias do Sul Bento Gongalves Petrolina Petrolina* Sao Joaquim
Outubro de 2008 10.5 96 8.7 8.1 13.3 7.3 7.0
Novembro de 2008 13.5 124 104 10.3 131 6.4 7.6
Dezembro de 2008 135 1.9 111 10.6 1.1 8.1 101
Janeiro de 2009 13.0 12.3 9.8 96 1 93 83
Fevereiro de 2009 11.8 114 9.7 8.8 10.1 10.1 8.4
Margo de 2009 12,7 10.6 10.2 91 04 11.6 8.7

* Dados fazem referéncia ao periodo de abril de 2009 a Setembro de 2009, por considerar a
possibilidade de que o ciclo reprodutivo da planta possa ter acontecido neste periodo

Nas regides analisadas, observou-se queda no IPT (Figura 1), ao longo de
periodo, acompanhada pela perda da AOX (Figura 2). Foram observadas diferencas
entre os valores iniciais e finais de cada regido em estudo. Cabe salientar que o
grande intervalo entre o tempo zero e o tempo 55 semanas fez com que o volume de
ar dentro dos frascos fosse proporcionalmente elevado para o volume de vinho ali
contido. Nessas condicdes, ha efeito do oxigénio sobre as antocianinas (CANO-
LOPEZ et al., 2007; KRAMER, 2007), cuja agdo prolongada culmina com a perda de
cor do vinho e formacdo de copolimeros de tonalidade amarelada, as quais
imprimem no vinho uma aparéncia de envelhecido.

A maior diferenga, em termos de valores iniciais e finais de IPT, foi observada
nos vinhos provenientes da regidao VSF, em que as amostras partiram dos mais
elevados valores de IPT (5.170 GAE) e AOX (17.125 TEAC) e cairam até 1804 GAE
e 5.498 TEAC respectivamente. As regides que menos oscilam, em termos de

valores iniciais e finais de IPT, também sédo aquelas que partem de valores mais
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baixos, como podem ser a regido OPR (2.104 a 1.008 GAE; 8.397 a 4.346 TEAC) e
a regido da SGa (2.738 a 1.426 GAE; 9.669 a 5.169 TEAC). Pela ANOVA, pelo
menos uma das regides difere das demais (p<0,05) para IPT e AOX.

A regido do VSF apresentou os maiores dados de IPT e AOX. Quando
analisados em termos qualitativos, os elevados valores de IPT e AOX nao
implicaram maior concentragcdo de antocianinas (Dullius et al. dados nao
publicados). Sabe-se que, para a sintese de pigmentos, a variacdo térmica
(diferencgas entre as temperaturas minimas e maximas do ar) € fundamental, e que o
fato de haver elevado IPT ndo implica, obrigatoriamente, maior intensidade de cor
(DOWNEY et al., 2006, YAMANE et al., 2006, MORI, et al., 2007; XU et al., 2011). A
elevada AOX encontrada em vinhos do VSF pode ser atribuida a outros
componentes fendlicos incolores ou amarelos, tais como os estilbenos, as flavonas e

os flavan-3-6is.
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Figura 1: Evolucdo dos compostos fendlicos (IPT) de vinhos tintos procedentes de diferentes regides
do Brasil no periodo de zero a 55 semanas. Dados médios para as amostras das regifes Vale dos
Vinhedos (Vvi), Serra Galicha (SGa), Vale do Rio Sao Francisco (VSF), Campanha Galcha (Cam),
Campos de Cima da Serra (CCS), Serra de Santa Catarina (SSC) e Oeste do Parana (OPR)

As condicdes de estresse hidrico a que estdo submetidas as videiras no VSF,
associadas a maior disponibilidade de radiacdo solar (com pouca variacao inter-
anual) podem fazer com que haja maior sintese de acido abcisico (ABA) e de
flavondides. Berli (2011) encontrou alteragdes no perfil de antocianinas e de outros

compostos fendlicos em uvas merlot tratadas com irradiacdo UV e ABA em méaximas
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concentracdes e, com essa alteracéo, observou maior aumento naqueles compostos
com maior AOX. O estresse hidrico, quando bem manejado, naturalmente leva a
uma concentracdo de ABA na planta, especialmente quando for aplicada a

estratégia de manter parcialmente seca a zona de raiz (STOLL et al., 2000).
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Figura 2: Evolucdo da atividade antioxidante (AOX) de vinhos tintos procedentes de diferentes
regides do Brasil no periodo de zero a 55 semanas. Dados médios para as amostras das regides
Vale dos Vinhedos (Vvi), Serra Galicha (SGa), Vale do Rio Séo Francisco (VSF), Campanha Gaucha
(Cam), Campos de Cima da Serra (CCS), Serra de Santa Catarina (SSC) e Oeste do Parana (OPR)

A influéncia da insolacdo (namero de horas de sol) e, consequentemente, da
disponibilidade de radiacéo solar para as plantas pode auxiliar na interpretacdo dos
resultados encontrados neste trabalho. No entanto, cabe salientar que néo se pode
afirmar que o periodo reprodutivo das videiras tenha ocorrido no mesmo periodo do
ano em todas as regifes analisadas. Analisando-se os dados de insolacdo da regiao
de Bento Goncalves, observa-se que os periodos mais determinantes para a sintese
de compostos fendlicos, os quais acontecem na fase final do ciclo reprodutivo (do
inicio da troca de cor ao amadurecimento e colheita), ndo coincidem com os maiores
valores de insolacédo do periodo analisado, os quais ocorreram antes desse periodo
critico mencionado. Assim sendo, os perfis temporais de IPT e AOX dos vinhos
provenientes da regido de Bento Gongalves para a safra 2008/2009 séo reflexo de

uma condicdo menos favorecida, do ponto de vista da varidvel climética insolacéo.
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Este aspecto certamente influenciou a sintese e o acumulo de compostos na uva,
tendo reflexo nos perfis temporais de IPT e AOX (PEDRO JR e SENTELHAS, 2003).
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Figura 3. Insolagdo mensal (nUmero de horas de sol) durante o periodo reprodutivo da videira
(outubro de 2008 a marco de 2009) das estacdes meteoroldgicas localizadas em Bento Gongalves-
RS e Petrolina-PE. Os dados Petrolina* correspondem ao periodo de Abril de 2009 a Setembro de
2009, por considerar a possibilidade de que o ciclo reprodutivo da planta possa ter acontecido neste
periodo

Para a coloracdo adequada das bagas e para um desejavel acumulo se
solidos soluveis, sdo necesséarias entre 1200 e 1400 horas de sol durante todo o
ciclo vegetativo da videira, desde a saida da dorméncia até a colheita (PEDRO JR e
SENTELHAS, 2003). As regifes que mais oferecem essa disponibilidade climatica
sdo VSF e Cam, justamente as regibes que apresentaram os mais altos valores
iniciais de IPT e, também elevados valores para AOX, demonstrando que os vinhos
elaborados com uvas daquelas regides, sédo resultado de uma condi¢édo de sintese e
acumulo de polifendis favorecida pela disponibilidade de horas de sol.

Regides subtropicais sdo capazes de compensar em termos climaticos sua

condicdo de baixa latitude quando se encontram situadas em elevada altitude.
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Fatores como a amplitude térmica e a variagdo no fotoperiodo séo intensificadas,
portanto, em relevos de Serra (PEDRO JR e SENTELHAS, 2003). Dessa maneira,
as regides serranas VVi, CCS, SSC, SGa podem atribuir em parte o seu IPT e AOX
a essa condicdo climatica, importante para um melhor desempenho da cultura da
uva.

Os valores mais baixos, em todos os tempos, para ambas as analises (IPT e
AOX), ocorridos em OPR podem indicar uma série de possibilidades. Podem ser
citadas: 1) o fato de a combinacdo das condicbes ambientais do ano agricola
2008/2009 nao ter favorecido a safra da uva vinifera, independentemente do manejo
adotado; 2) o fato de que desempenhos mais elevados, em termos de IPT e AOX,
naquele perimetro de producédo da videira vinifera esteja limitado pelas condicfes
ambientais existentes no OPR. Caso isso seja verdade, em uma sequencia de anos
analisados, seriam encontrados valores semelhantes aos desse trabalho. Estudos
com variedades mais adaptadas aquele ambiente podem contribuir para um
desempenho mais interessante do ponto de vista de IPT e AOX para OPR.

Em relacdo as amostras provenientes do VSF, embora ndo se possa
determinar o periodo da floracdo a frutificacdo, a baixa amplitude térmica diaria,
distribuida uniformemente ao longo do ano (tabela 6), permite deduzir que séo
insuficientes as condi¢des para a sintese de pigmentos. Entretanto, considerando-se
gue os maiores valores de insolacdo (figura 3) e o0s menores volumes de
precipitacdo pluvial (tabela 2) ocorrem naquela regido, a sintese de polifenéis pode
ter sido favorecida. Com isso, ainda que ndo possam ser explicados pelo contetdo
de antocianinas (Dullius et al., dados n&o publicados), os elevados valores de IPT e
AOX encontrados neste trabalho, podem estar relacionados a outros tipos de
dcompostos fendlicos. Pereira (2009) destaca que a maturacdo rapida da uva
provocada por altas temperaturas do ar pode gerar um descompasso entre a
maturacdo tecnoldgica e a maturagdo fendlica. Os vinhos resultantes apresentam
baixa estabilidade de compostos de cor, altos pH’s, alta sensibilidade a oxidagéo,
taninos duros e adstringentes, o qué da a esse tipo de produto baixo potencial para
a guarda (Pereira, 2009).

Em relacdo as variedades, merlot e cabernet sauvignon ndo apresentaram
diferencas significativas pelo teste t de student para um a de 0,1. O fato de a analise
ter sido realizada com todas as amostras de vinhos — e ndo especificamente por

regido — pode ter mascarado diferencas entre as variedades. Spinelli et al. (2006)
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encontraram maiores teores de trans-resveratrol e estilbenos totais superiores em
vinhos merlot quando comparados aos vinhos tannat e cabernet sauvignon. Dias
(2009) também encontrou teores mais elevados de resveratrol na variedade merlot,
0 qué pode culminar com IPT e AOX diferentes em fungédo da variedade, j& que,
gualitativamente, as uvas diferem entre si e o tipo de composto fendlico
predominante influencia a AOX de vinhos.

Ja a analise de correlacao entre os dados confirma a associacao linear entre
IPT e AOX. Para os tempos estudados, e segundo a classificagcdo de Hair (2004),
os dados apresentaram 0s seguintes valores de correlagdo: t,¢,=0,96 (associacéo
linear muito forte); t,5=0,96 (associacdo linear muito forte); t3s=0,92 (associacao
linear muito forte); t45=0,95 (associacdo linear muito forte); e t55=0.83 (associacao
linear forte). Esse resultado era esperado em funcdo da capacidade antioxidante
exercida pelos compostos fendlicos.
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Figura 4. Variacdo de temperatura ambiente no local de estocagem dos vinhos durante o periodo de
andlise.

Nos periodos analisados, as maiores quedas nos valores de IPT e AOX séo
observadas entre ty5 e t3s. Esse intervalo de tempo coincide com a maior queda de
temperatura do ar no local de armazenamento dos vinhos, ocorrida entre marco de
2011 e julho de 2011 (Figura 4) e com o mais longo periodo, em dias continuos, nos

guais a umidade relativa do ar permaneceu abaixo de 65% (Figura 5). A temperatura
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do ar interfere na estabilidade de vinhos, e o efeito mais pronunciado desta
influéncia se deu no final do verdo. Neste periodo, a diminuicdo da temperatura do
ar pode ter favorecido a precipitacdo dos compostos fendlicos e, consequentemente,

a diminuicdo do IPT e da AOX dos vinhos analisados.
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Figura 5. Variagdo da umidade ambiente no local de estocagem dos vinhos durante o periodo de
analise.

O perfil de evolugdo temporal dos grupos, independentemente dos seus
valores iniciais de IPT e AOX, tende a diminuir as diferencas entre si. A0 serem
igualadas condigcdes de temperatura, umidade e estocagem, as variagoes
agroclimaticas e enoldgicas que definiram diferencas, em termos de IPT e AOX, aos
vinhos provenientes de diferentes regides brasileiras, foram reduzidas. As condi¢des
relativas ao armazenamento (temperatura, umidade e tipo de frasco) podem ter
determinado o perfil temporal de evolugdo, minimizando em 55 semanas as

diferencas finais entre os vinhos analisados, em termos de IPT e AOX.

CONCLUSOES
1. Os perfis de evolucdo temporal de IPT e AOX caracterizam-se pela
diminuicdo dos valores no periodo de 0 a 55 semanas, independentemente da

regido fisiografica de procedéncia dos vinhos.
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2. Os vinhos provenientes das regides VSF e VVi tém diferentes valores
iniciais de IPT e AOX, sendo os maiores valores registrados pelos primeiros.

3. Os vinhos da regido OPR exibem, durante o decorrer do periodo de
analise, sempre os menores valores de IPT e de AOX.

4. Os vinhos de regibes caracterizadas ou pelas altas disponibilidades de
radiacdo (VSF e Cam) ou pelas elevadas altitudes (VVi, CCS, SSC e SGa)
apresentam maiores valores iniciais de IPT.

5. As diferencas em termos de disponibilidade de radiacdo solar e de
amplitude térmica sdo associadas as diferencas em termos de valores de IPT e AOX
de regibes como Vale do Sdo Francisco (Petrolina) e Vale dos Vinhedos (Bento
Goncalves). A maior disponibilidade de radiacdo solar, com menor variabilidade do
namero de horas de sol no ano, esta associada as maiores concentracdes inicias de
IPT e AOX nos vinhos do VSF. No VVi, a concentracao de polifendis e a atividade
antioxidante € decorrente da maior amplitude térmica que caracteriza o periodo de
formacéao das bagas.

6. Ao final do periodo de analise, os valores de IPT a AOX n&o diferem entre
vinhos provenientes de regifes distintas, o que pode estar associado ao efeito
oxidativo do oxigénio contido nas garrafas e as condicbes de armazenagem
(temperatura e umidade relativa do ar).

7. Vinhos de regides brasileiras que apresentam condicdes climaticas
diferenciadas conseguem ser caracterizados, em termos de IPT e AOX, de forma

distinta.

CONSIDERACOES FINAIS

O perfil evolutivo temporal de IPT e AOX pode ser uma informacao a se ter
em consideracado na hora de se definir os perimetros DOC, baseados na tipicidade e
autenticidade dos vinhos. Entretanto, cabe reforcar a necessidade de que sejam
avaliadas séries mais longas de safras, que incluam maior nimero de amostras,
especialmente das regides incipientes na vitivinicultura, de forma a que se possa
conhecé-las melhor e minimizar os riscos de que sejam tomadas conclusées
precipitadas acerca das reais potencialidades das regioes.

A videira vinifera, como qualquer cultivo agricola, apresenta variedades e

clones que estdo adaptados as regides mais tradicionais de cultivo, sendo
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necessarios estudos agronémicos que venham a contribuir com a sua exploragao
em novas areas de producao.

Para uma melhor caracterizacdo das regides, analises qualitativas dos
polifendis presentes nos vinhos deveriam ser consideradas, bem como o estudo de
safras consecutivas, as quais permitiiam melhores compreensbes acerca do
comportamento tipico das variaveis IPT e AOX. Além disso, informacdes especificas
relacionadas ao manejo de enxofre feito pelas vinicolas precisam ser melhores
conhecidas, de modo a eliminar o efeito AOX-pH-dependente proporcionado pelo

enxofre ndo-combinado.
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Abstract

Anthocyanins have a critical role into color stability and wine aging. It is also know that its
synthesis is related with viticultural multifactor, having the climate the most prominent
among them. In this work, 38 samples from four different regions of Brazil were analyzed in
terms of color (colorimeter) and total anthocyanin content (spectrophotometric method and
HPLC). The results showed that the total concentration and the abundance of color
compounds can be related to climate conditions, since the mildest region, the “Vale dos
Vinhedos”, reached the highest (38.66 w.L™) content for malvidin-3-monoglucoside and also
the most elevated (0.914 p.L™) content for cyanidin-3-monoglucoside, although, in terms of
total identified pigments, “Serra Gaucha” overcame all the studied regions, with seven
anthocyanins recognized. The hottest region, the “Vale do Rio Sdo Francisco”, presented the
poor composition of anthocyanin and also the lowest amounts of the analyzed pigments for
the year in question.

Keywords: phenolic compounds, wine pigments, color analysis, spectrophotometric

analysis, HPLC, Brazilian terroir.
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Introduction

Grape and wine qualities are defined by plenty of factors, including variety, environmental
conditions and enological practices that set the so-called “terroir-effect” *. Generally, in a
given area, the soil type and the management adopted in the vines do not change significantly
from year to year, letting the climate being the most prominent variable in determining grape
quality # 2.

The composition of the grape depends on the interactions between the genotypes of the
rootstock and of the variety with the global environment around the vine and the

4

microenvironment around the racemes and the fruits “. Phytochemicals, specially the

polyphenols have a huge component varietal-dependant and some enological treatments can

improve its content in berry skin extracts °

. However, the process of synthesis and
accumulation in berries is full of complexity and actually defined by more than a single factor
2.5 Climatic issues, though, are mentioned as the most prominent reasons on the synthesis of
the color compounds in the vines. The temperature gap between day and night associated with
the insolation seems to be the most determinant aspects that settle on the kind of and on the
total amount of pigment generated in grapes % " ® Exposure to the sunlight is also a
substantial issue in the phenol accumulation °, however when strong solar radiation occurs the
temperature of the berry raise and it is also a motive to decrease the level of phenolic
compounds, such as anthocyanins in the fruit " 8. But actually, the accumulation process
seems to be more dependent on soil type and fertility '°, intrinsic soil water-holding capacity,
and the annual amount and distribution of the rainfall in a particular terroir **. Water deficits
also enhance the expression of many genes responsible for the biosynthesis of anthocyanins
and accelerate its accumulation in berries 2. The water scarcity is confirmed *2 as a stimulus

for the polyphenolic synthesis * and its role as empowering the photosynthetic system is

proposed * as having a positive effect in the quality of red grapes and wines, as mentioned. In
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vineyards under artificial irrigation, the plant’s vigor can be exhaustively stimulated, causing
the plant to divert energy to its own growth, instead of fruit production, which creates a
negative impact on berry pigmentation and sugar content, implying a robust drop in wine
quality *°.

From the six most abounding anthocyanidins found in food, five of them (malvidin, cyanidin,
delphinidin, petunidin, and peonidin) are reported in grape **, and being the pelargonidin the
only one that is not reported *°.

It has been proved *° that the anthocyanins differ among each other according to the number
and the position of the methyl and hydroxyl groups connected to the basic flavylium structure.
This situation, allied to the fact that glycosyl, acetyl and ferric groups associate to that
structure, define the variety of the pigments in terms of chroma and stability. With the
advance of the maturation process, the hydroxyl forms are gradually being substituted by the
methyl forms, which, for being resistant to the oxidation, confer more stability to the wine .
The enological factors, as can be the duration of maceration step, the interval between pomace
punches, affect with distinction the extraction of polyphenols from grapes, not even in terms
of concentration, but also when relating to the kind of pigment extract. Due to their polarity,
yeasts can absorb anthocyanins through their hydrogen bounding # interfering in the color of
wines, since it affects the copolymerization process %% It is also reported that the strain took
on fermentation process * also as enzymatic pools elected ** interfere on the color of wine. In
the same direction, in sulfur dioxide concentration (SO,) and in the amount of alcohol lies the
instability of anthocyanins, which compromise the color of wines .

Namely, free anthocyanins extracted from grapes are responsible for the bright red color of
young red wine and really low influence has the process of co-polymerization in this kind of
product 2°. However, the development of polymeric pigments results from the natural ageing

process of wines. They are derived from the reactions between anthocyanins and other
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polyphenols, mainly proanthocyanidins, and they are extremely necessary for the color
stabilization of wines %. They are also responsible for the color changes from a bright red of
young red wines to a reddish-brown hue in aged ones %.

This work aims to characterize 38 red wine samples, from four dissimilar region of Brazil,
seeking to relate the total anthocyanin content, the characterization of specific anthocyanins
contained in wine, in its concentration and type, and the intensity of color assumed by the
final product, resulting of all chemical interactions between the red phenolic compounds.
Materials and Methods

Samples — Thirty eight (38) red wine samples, elaborated of vinifera cultivars merlot and
cabernet sauvignon only, and presented at the Brazilian Annual Wine Evaluation (ANAVI
2009), were obtained from the Brazilian Agricultural Research Center (EMBRAPA) and kept
under 4 °C degrees refrigeration until analysis. The samples were identified by numbers,
followed by lower case letters according to the region to which they belong, being 1a to 11a,
the samples from “Vale dos Vinhedos” (VVi), 1b to 17b the ones from “Serra Gaucha” (SGa),
lc and 2c¢ the only two representing the “Vale do Rio Sdo Francisco” (VSF) and the 1d to 8d
the materials from “Campanha Gatcha” (Cam).

Analysis

Color analysis through Minolta colorimeter — The samples were submitted to a color
analyzer (CR-410 Minolta, Osaka, Japan), adjusted with D65 illuminant. The average of three
times measurements for each sample were presented and the results were expressed in
Munsell Scale (Y, x, y), CIE, L* a*, b*, and L* C* h scales ?’. The size of the total color

difference, AE*, was obtained by the equation:

AE*=\[(AL*)® + (Aa*)* + (Ab*)z)]|
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The position that color sample lies in the space is given by the L* (lightness difference), C*
(chroma difference) and h* (hue difference). To avoid the thermochromism, the manipulation
of the samples was done under dim light and room temperature (22 °C).
Total monomeric anthocyanin by the pH-differential analysis — Based on a established
protocol %, 200 pL of each wine sample were diluted in 1800 uL of 0.025 M potassium
chloride buffer, pH 1.0 in duplicate. Another 200 pL of each wine sample were diluted in
1800 uL of 0.4 M sodium acetate buffer, pH 4.5. The reads were taken in 700 nm and 520 nm
in a spectrophotometer (UV-Vis - 3000 PRO, Amersham, Biosciences). The parameters were
plotted into the Lambert-Beer equation in order to calculate the concentration of the diluted
sample, considering the dilution factor (D) and the molar extinction coefficient (F):

C= {[(Ahs20 - Ar700)PH1.0] — [(Ahszo - Ahz00)pHas]}*D*F
When multiplying the result found in the above equation for the molecular mass of the
commercial standard of the monomeric malvidin, the total concentration of the anthocyanin in
the original sample was estimated on a malvidin-3-monoglucoside basis. The results were
expressed in mg.L™ of original wine sample. The manipulation of the samples was done under
dim light and room temperature (22 °C).
HPLC Analysis
Sample preparation - The samples were centrifuged at 3500 g over 15 min. The supernatant
was cleaned up using a C-18 Sep-Pak Cartridge (Waters Assoc., Milford, MA), previously
activated with 1.5 mL of methanol followed by 1.5 mL 0.01% aqueous HCL, according to a
protocol adaptation ?°. Then, 0.75 mL of each wine sample was slowly introduced to the
cartridge, followed by another 1.5 mL of 0.01% HCL, and 30 mL of deionized water. In order
to remove the less polar compounds that could still remaining, 1.5 mL of ethyl acetate was
used and then, another 30 mL of deionized water washed out any trace of undesirable

compound, as could be sugars, acids or any other compound of no interest for the analysis.
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The anthocyanins were eluted with 1.5 mL of methanol. The described step was carried out 3
times for each sample. The 4.5 total volume eluted was evaporated under vacuum at 32 °C.
and the remaining humidity was completely removed under nitrogen flow. Each sample was
semi-purified in duplicate.

Sample analysis — The dried sample was redissolved in 0.9 mL of methanol, filtered in a 0.45
micra filter (Millipore, Waters), and injected on to the chromatograph (Agilent, Hewlett-
Packard, 1100 series), equipped with a vacuum degasser, quaternary bomb and automatic
injection to perform HPLC analysis. Chromatographic separation was carried out using a C18
Shim-pak CLC-ODS (5 um, 250 mm x 4.6 mm) kept at 29 °C during all analyses. The mobile
phase was defined * as water/phosphoric acid (96/4, v/v) (solvent A), acetonitrile (solvent B),
at a flow rate of 0.9 mL.min™. The following gradient was used: 0 min, 85% A and 15% B;
30 min, 60% A and 40% B. The pigments were analyzed by UV -vis spectra detector (Agilent,
Hewlett-Packard, 1200 series) and the wavelength was fixed at 520 nm. The column was
equilibrated at 85% solvent A: 15% solvent B for 10 min before subsequent injection.
Standard curves — Analytical standards were purchased from commercial suppliers (Sigma-
Aldrich and Santa Cruz Biotechnologies): cyanidin chloride (CAS 528-58-5), malvidin
chloride (CAS 643-84-5), delphinidin chloride (CAS 528-53-0), peonidin chloride (CAS 134-
01-0), pelargonidin chloride (CAS 134-04-3), kuromanin chloride (CAS 7084-24-4), oenin
(CAS 7228-78-6), callistephin chloride (CAS 18466-51-8), cyanin chloride (CAS 2611-67-8),
malvin chloride (CAS 16727-30-3), pelargonin chloride (CAS 17334-58-6) and muyrtillin
chloride (CAS 6906-38-3). Commercial standard were diluted in 2 mL of methanol and
homogenized in an ultrasound device (USC 1400, Unique). External calibration curves were
obtained from dilution series obtained from each standard and the concentration was
calculated based on the absorption obtained using optical spectroscopy. The coefficient of

determination (R?) for the standard curves were established in a minimum of 98%.
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Identification and Quantification of Anthocyanins

Qualification analysis was assured taking into consideration the retention time based on the
average of three different measurements of all the commercial standards and comparing those
with the retention time (Rt) of all the coincident peaks in the sample and in its duplicate.
Anthocyanins presented on each sample were quantified by the integrated areas of the peaks
recorded at 520 nm and plotted against the calibrations curves generated for each standard.
The Limits of Detection (LOD) and Limits of Quantification (LOQ) were calculated * before
qualification and quantification the results for the 12 anthocyanins analyzed.

All chromatographic solvents were HPLC gradient grade. The deionized water (<18 MQ c¢m
resistivity) was obtained from a Milli-Q element water purification system (Millipore,
Waters). The manipulation was done under dim light and room temperature was kept at 18 °C.
Results and Discussion

Color Analysis

All the wine samples are dispersed in the yellow-red zone (figure 1), with similar saturation,
although there is a cluster from SGa standing out for being completely apart from the others
samples, including those ones from the same producer region. This cluster is placed on the
yellow zone, getting yellowish and brownish hues in relation to the big group in study. The
VVi group is the most homogeneous group, since it has the lowest standard deviation in both
x and y coordinates. In VVVi region, the distance between the yellowiest sample (2a: 0.3411x;
0.3242y) and the reddish one (la: 0.3610x; 0.3191y) is the shortest. The larger standard
deviation is detected in the VSF region, but it is obviously related to the completely difference
existing in terms of color related to the only two samples that illustrate this region. More
samples would be necessary to place with accuracy the wines provided from that Brazilian
region. If it was not for sample 2d, all the others samples from Cam are clearly situated on the

reddish zone of the diagram, including the sample redder from all, the 7d.
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(Insert figure 1)

It is also possible plotting a second two-dimensional diagram (figure 2), including light (L*)
and chroma (C*), considering that chroma is a parameter that incorporate a* and b*
parameters. The positive values found for C* and for L* classify all the wines evaluated in
“light” and “vibrant”, although they distribute themselves in strength of these two qualities.
The chroma is calculated based on how a sample varies between the green and the red — given
the a* parameter — and between the blue and the yellow — considering the b* parameter. All
these factors together comprise two of the most important existent systems of color space
measurements, the CIE LAB (L* a* b*), based on rectangular coordinates, and the L* C* h,
based on cylindrical coordinates.

(Insert figure 2)

In the L* a* b* color space, the color difference can be expressed as a single value, the AE*.
Applying the equation, the AE* parameter was calculated for each region (table 1).

(Insert table 1)

The results show that there is no statiscal variation between the analyzed groups (p<0.1), but
the source of variation is set inside the group, assuming that maybe the viticultural and the
enological practices, adopted by each winery, plays a prominent role in the color
characteristics of wines than the ones printed by climatic and soil conditions. Despite the
differences observed in chroma (derived from a* and b*) and the hue, the low coefficient of
variation established between the regions in the single parameter AE*, could possibly explain
the absence of differences among the regions analyzed in the year in study. Although, the
narrows differences existent can gain strength with time and begin to impress identity to
Brazilian wine producer regions in terms of color characteristics.

The color stability of wines is hugely credited to pH-variation. In order to make reasonably

considerations about this, the pH of all samples (figure 3) was taken in the beginning of the
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analysis process and at the end of this. Maybe because of the youth of the wines and also
because samples had been kept under 4 °C temperature, tartaric acid and color components
precipitated in the flasks. In this fact may reside the differences observed in the pH of wines.
An associated fact that happened was that with the gradual withdrawal of volumes of wine
from samples, in order to allow the analytical procedures, the headspace became more
significant, letting the ageing process due to the oxygen effect be increased.

(Insert figure 3)

The biggest variation (0.61) occurred in the VVi region. Although the numbers of samples
were too low to allow deeper considerations, the hottest temperatures taking place in that area
tolerate the supposing idea of disequilibrium between the ideal point of harvesting,
considering technological and polyphenolic ripeness. The narrow discrepancy (0.37)
happened among the VVi, followed by SGa (0.44), while Cam had shown a considerable high
(0.54) oscillation too for pH studied interval.

It has been reported 2 that at low pH, the individual contributions of anthocyanins to color is
greater than the polymer concentration. However, the same author describe that at wine pH,
the pigmented polymers are more important to wine color. This observation is easily
illustrated with the pH-differential analysis, where at really low pH (1.0) the anthocyanins are
full expressed, while up to 3.5 (common pH for wines) the contribution of pigmented
polymers to total color of wines becomes greater.

pH-Differential Analysis

The pH-differential analysis (table 2), through the spectrophotometric method, revealed that,
according to the region, the total content of the majority monomeric anthocyanin changes. It
seems that the hottest regions printed the lowest amounts and abundance of pigments.

Although the total content have been calculated based on two epsilon reported ** *, the
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anthocyanin content follows the same distribution pattern, being in average 52% higher for
the Vi region when compared with the VSF the lowest data presented.

(Insert table 2)

The source of variation cannot be explained by the region (p<0.1), so it is statiscally possible
to say that the samples from the same origin differ more among each other than samples from
different regions, dropping the idea that soil and climate and soil conditions could explain the
differences among the wines. It seems that the viticultural and enological practices are being
the prominent factors highlighting the distinction among wines.

HPLC Analysis of Anthocyanins

Cyanidin diglucoside (Cy-3,5DG) and the pelargonidin aglycone (Pg-AG) did not appear in
any of the analyzed samples. The cyanidin aglycone (Cn-AG) and the peonidin aglycone (Pn-
AG) signals were outlined in the chromatogram, however the amounts read were not enough
of guantification (<LOQ) nor even for properly identification (<LOD). The “malvidin-3,5-
diglucoside” (“Mv-3,5DG”) was not expected to be detected, because of the characteristics of
the analyzed wines, all of them being elaborated by varietals of Vitis vinifera (merlot or
cabernet cultivars), in which the cited pigment is not reported. The signal for the “Mv-3,5DG”
was outlined though in five samples (1b, 13b, 15b, 2c, 5d), from three of the four regions in
study, but none of them could be properly quantified (<LOQ) nor identified (<LOD). Two
samples (13b and 15b) from SGa also presented another non-reported pigment (Pg-3G), this
time being capable of quantification (>LOQ).

Other pigments, as can be the cyanidin monoglucoside (Cn-3G) and the delphinidin
monoglucoside (Dp-3BD-G) in some samples were able of being identified (>LOD), but
unable of being quantified (<LOQ).

In general, the malvidin-3-monoglucoside (Mv-3G) was presented, as expected, in all 38

analyzed samples, and it was quantifiable in all of them. Only in two samples (16b and 17b) it
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was not the major pigment, being overcame by another one, found more than two times fold.
It is supposed to be some acylated form. This proposal is supported by the fact that, when
aging the anthocyanins aglycone forms are converting in their correspondent phenolic acid *.
The pelargonidin, and all its sugar-linked variations, is the prominent pigment found in
strawberries. However, it has never been reported in grapes berries and its wine derived. Only
two samples (13b e 15b) apparently presented the monoglycosylated form of the pigment,
while the diglycosylated form has appeared in 73.68% of the analyzed samples, yet the
amounts found were really low. It is assumed that another form of one of the reported and
also presented pigments has coincidently the same retention time presented to the standards of
the pelargonidin forms.

None of the VVi samples presented the Dp-3BD-G and only the sample 3a and 8a did not
show the “Pg-3,5DG”.

Despite the absence of the Cn-3G, Mv-AG and Dp-3pD-G in the samples 16b and 17b, in all
the other samples from the SGa those pigments were identified (>LOD). However, only the
Mv-AG could be quantified (>LOQ) in 100% of the samples. Only 80% of the samples could
not have the Cn-3G quantified (<LOQ) while 60% could not have the Dp-3pD-G quantified
(<LOQ).

The only two samples from VSF showed both the presence of Mv-AG, Mv-3G and “Pg-
3,5DG”. The Dp-3BD-G appeared only in the sample 1c, nevertheless, the level was too low
for quantification (<LOQ).

Apart from other pigments related to the Cam, the two aglycones, Cn-AG and the Pn-AG only
arose in the sample 3d, but the levels for both pigments were too low for quantification
(<LOQ). Moreover, considering the double glycosylated compounds, the “Pg-3,5DG” only
took place, considering the region, in the sample 4d, unfortunately, the amout was not enough

of being quantified (<LOQ). Meanwhile, in spite of the sample 7d, all the samples that
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presented the Cn-3G also showed the presence of the two delphinidin allowed of being
detected (>LOD), the Dp-AG and the Dp-3BD-G, although in concentration not enough of
being quantified (<LOQ).

In all the eight samples that cover the vast area Cam, came up the Mv-AG and the Mv-3G.
LOD and LOQ parameters (table 3) define only the limitations of the instrument. The matrix
interference must be taken into consideration in order to define the detection limits, and, as
much as would be desired that the extraction method could be able to remove the most part of
interfering components, this is not always a true *. It happens because some row-materials, as
can be the wine, are made of hundreds or even thousands of compounds, and it will inevitably
interfere in several unidentified ways in the LOD and LOQ of the analyte of interest. Also one
or more of the matrix components may either elute at the same time as the analyte of interest
or absorb or emit in the same wavelength range as the desired compound in study,
complicating the analysis process *. Retention times (Rt) of all twelve standards were also
presented (table 3), as the identified peaks (IP) (table 3).

(Insert table 3)

The quantification of the most prominent pigments, after applying the LOQ values can be
visualized in the figures 4 to 9. Repeatability of duplicate sample analysis, in average, were
set in 1.43% for Dp-AG; 2.51% for “Pg-3,5DG”; 2.82% for “Pg-3G”; 5.24% for Mv-3G;
7.34% for Mv-AG; 19.99% for Dp-3BD-G; and 22.21% for Cn-3G of coefficient of variation.
The elevated number for the last two pigments may lie on a more susceptibility of losses
during the extraction procedure, the evaporating procedure, or both of them.

(Insert figures 4 to 9)

Because came up in only two samples (13b and 15b), the “Pg-3G” is not represented, but the

amounts found were in average 0.942 and 0.991 pg.mL™ for 13b and 15b respectively.
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The cyanidins and the delphinidins are compounds characterized by a hydroxyl group in a
lateral chain, a fact that gives to these compounds high susceptibility to oxidation processes.
In this reason may reside the low amounts found for then in all samples.

As can be visualized in the figures 5, 7 and 8, the Mv-AG, the “Pg-3,5” — or the pigment for
the retention time in question — and the Dp-AG could be named stabilized pigments, due to
the narrow interval the compounds are distributed, independently of the region in study. It
could also means that these pigments are non-dependents of viticultural and/or enological
practices, considering the fact that the samples were supplied for different wineries and
presented, despite this issue, almost the same amounts per volume of analyzed sample.

None of the VVi nor the VSF samples presented the Dp-AG. Perhaps this pigment could have
a synthesis/accumulation pattern more easily affected by the typicity of wine producer region,
and in this reason could reside its appearance in SGa and Cam, but it could be necessary
further studies to understand the requirements for its presence in some wines.

Another consideration could be remotely related to the vintage effect, since they are all from
year 2009. However, the terroir effect, would practically prevent this reflection as a possibly
explanation. The richest samples in terms of pigment diversity outlined the presence of seven
compounds, being five of them identifiables and quantifiables (>LOD and >LOQ) and two of
them with so little amounts that is was not possible (<LOQ and <LOD) (figure 10). The
poorest ones presented only the Mv-3G as identifiable (>LOD) pigment.

(Insert figure 10)

The degree of relationship among variables * was measured using a correlation matrix (figure
11). As expected, most part of the pigments in study correlates positively among each other, a
fact that may lead to suppose that they are involved into the same metabolism of reservation
in plants, which can be represented even by the synthesis or the accumulation process,

including the distribution into the berries.
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(Insert figure 11)

When completely different climatic years were taken into consideration *, the distribution of
the major pigment, the Mv-3G, was positively and hugely correlated with peonidins, which
here do not appear. All the compounds characterized by a hydroxyl group in a lateral chain
were reported ¥ as being negatively correlated with the Mv-3G in vintages agronomically
favored by the weather, which can corroborate that when the ideal conditions of precipitation,
insolation, temperature and nutrition occur, the methoxyl forms are preferentially
synthesized/accumulated/distributed into berries.

The really strong correlation (0.96) established between the major pigment, the Mv-3G, and
the “Pg-3,5DG”, may indicate a huge possibility of this last one being another form of the
first one, a fact that would explain its appearance in so many samples.

In the same direction, the correlation between the total anthocyanins by pH-differential
methods and HPLC was calculated. When comparing the r number found of 0.79 represent a
strong correlation between the data. Nevertheless, it is considerably necessary to make
reference to the accuracy of each analysis.

The HPLC analysis is a consolidated method with high accuracy response, fulfilling the
highest parameters of sensitivity and resolution. On the other hand, the pH-differential
method do not differ between the anthocyanin form, and its estimation is based on a range that
include do not distinguish between the kind of sugar linked to the basic anthocyanidin
structure, nor is capable of not discriminate the acetyl or ferric boundings.

As previously described %8, highly acylated anthocyanins may not respond to pH changes the
same way as anthocyanins with no or few acylating groups. Besides that, they may not
decolorize as much as nonacylated or mono or diacylated anthocyanins do at pH 4.5.
Moreover, in many instances, despite the relative simplicity of the spectrophotometric

protocol, the method becomes inappropriate, because of interference from anthocyanin
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degradation products, as can be melanoidins from browning reactions *. For eliminating this
effect, subtractive methods should be taken in parallel.

Brazil is an incipient wine grower, and its expansion and development in this economic sector
need to be hugely linked with terroir characterization. The consolidation of representative
wines of distinct regions, through the controlled appellations of origin, regulated by formal
committees, needs to be part of a crucial strategy for opening out its, until now, almost
provincial wine market. However, even more important is the fact that this strategy of region
division be based on reliable scientific arguments, which take into account a complex
approach in terms of cultural-climate-ecophysiology-yield-quality interactions, between the
vine and its surroundings.

The performed research fulfilled its purpose in characterizing the 2009 vintage of the
principal Brazilian regions and the incipient ones. Further studies are essential for a global
comprehension of the mentioned areas, excluding the “vintage effect”. It is also necessary the
development of research that go deep in clarifying the appearance of non-reported pigments in
Brazilian wine.
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Figure 1. Two-dimensional representation of color ranging from yellowish (northwest

position) to reddish (southeast position) samples.
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Figure 2. Color parameters comparison among samples from “Serra Gatcha”, “Campanha

Gatcha”, “Vale do Rio Sao Francisco” and “Vale dos Vinhedos” Brazilian wine producer

regions.
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Table 1. Total color parameter variation AE* of samples from “Vale dos Vinhedos”, Serra

Gaucha”, Vale do Rio Sdo Francisco” and “Campanha Gaucha” Brazilian wine producer

regions.

Production Zones AL Aa* Ab* Tt AE* X y c* h

Vvi 345.22 48.66 1.47 395.34 19.88 0.3501 0.3211 7.08 9.85
SGa 366.41 40.05 1.76 408.22 20.20 0.3474 0.3231 6.48 12.94
Cam 353.16 102.36 3.16 458.68 2142 0.3675 0.3179 10.30 10.46
VSF 345.59 70.14 2.33 418.05 20.45 0.3580 0.3197 8.52 10.08

352.59 65.3 2.18 420.08 20.49 0.3558 0.3205 8.09 10.83

Average * Sd
+9.91 +27.76 +0.74 +27.37 +0.66 +0.0090 +0.0022 £1.70 £1.43
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end of all analysis work.
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Table 2. Total monomeric anthocyanin malvidin-monoglucoside expressed (*32, **33).

MV-3Gmonomeric (MBI*)*  Mv-3Gnonomerc (Mg )**
wi 45.76 63.42
SGa 35.37 49.02
Cam 34.08 47.24
VSF 30.08 41.70
Average (mg.L?) + Sd 36.32 + 6.68 50.35 £ 9.26
Standard Deviation 6.68 9.26

Coefficient of Variation (%) 18.39 18.39
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Table 3. Identified peaks (IP), retention time (Rt), limits of detection (LOD) and limits of

quantification (LOQ) found for the twelve analyzed standards.

Standards Cn-AG cn-36 Cn-3,5DG Dp-AG Dp-3pD-G Mv-AG Mv-3G Mv-35DG Pg-AG Pg-3G Pg-3,5DG Pn-AG
P - 3 - - 1 7 5 4 - - 2 6
Rt (min) 113 6.1 41 8.4 48 153 88 6.2 142 75 52 15.0
LOD {pg.mL") 0.124 0.169 0.178 0.068 1160 0.094 0207 0.444 0.148 0.047 0422 0197
LoQ (Mg,m\_"} 0.486 0.565 0.594 0.220 3.867 0.283 0512 1.480 0.487 0.157 1.408 0.856

* Standard concentration was calculated based on specific data protocols % for each pigment

in question.



121

1.
a) 1a 400

©

M 5 2a().184
A
10a % 3a

2

«
%a 430'61 5

#a 5a0.5‘1 8
7a 6a
1.584 5.076
—e—Cn-3G (ug.ml™)
b) 1.038
1b 0.038
17b 2 2b
168 3b0.355
o A 4b0.271
adk 5b0.227
0.164
%l 6b0.708
il 7b0.921
0.158
110 8b0.052
10b 9b
0.786 0.486

—e—Cn-3G(ug.ml")



122

0.113
9 1d
A
0.808
8d 2d
0.115
7d ) 3d
6d 4d
5d

—e—Cn-3G (ug.ml™)

Figure 4. Distribution of the amounting (pg.mL'l) of Cn-3G in the analyzed samples of each

evaluated Brazilian region (a, b, and d). * The data refer to the average of the duplicate.
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evaluated Brazilian region (a, b, ¢ and d). * The data refer to the average of the duplicate.
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6. CONSIDERAQC)ES FINAIS E PERPECTIVAS

Em primeiro lugar, acredita-se ser relevante justificar o fato de que, ainda que
tenham sido recebidas da EMBRAPA um total de 92 amostras, nem todos o0s
trabalhos — como se pdde observar — foram realizados para todas elas.

Para os compostos fendlicos e a atividade antioxidante, dois vinhos foram
intencionalmente excluidos do primeiro artigo, devido ao fato de haverem sido
considerados oOrfaos, ou seja, provenientes de regifes absolutamente inéditas
(Missdes, no RS e Alto Feliz, também no RS), entretanto, para satisfazer a
curiosidade do leitor, os resultados obtidos estdo impressos anexos (ANEXO 8.1).
Ainda em relagdo a atividade antioxidante, cabe fazer referéncia a uma segunda
metodologia utilizada no aprendizado deste trabalho. Trata-se de uma reacéo feita a
partir de um distinto método, o de captura do radical instavel ABTS", menos utilizado
em vinhos, e que foi testado nas 92 amostras no primeiro tempo de analise (tempo
zero) da atividade antioxidante. Devido ao enorme trabalho em se conduzir
paralelamente as duas andlises, e, devido ao fato de as metodologias estarem
construidas em cima do mesmo principio de captura de radicais organicos,
evidenciou-se que, os resultados, ainda que difiram em razdo absoluta, apresentam
o mesmo perfil, quando analisados em escalas compativeis. Dessa maneira, a partir
do segundo tempo de analise (25 semanas), decidiu-se trabalhar com apenas uma
das metodologias, sendo escolhida a do DPPH, descrita por Brandwilliams, Cuvelier
e Berset (1995), tanto por permitir uma gestdo melhor dos tempos de analise, quanto
por facilidade comparativa, ja que a maior parte dos trabalhos de analise
antioxidante em vinhos € reportada sob esse formato. Contudo, outra vez para
satisfazer a curiosidade do leitor, um grafico com os dados para todas as amostras,
representando as duas metodologias, foi construido, e é apresentado na sequencia
desse trabalho (ANEXO 8.2).

J& para a analise de cromatografia, devido a enorme dificuldade encontrada,
ndo so para a realizacdo de todos os exaustivos — e, muitas vezes, necessariamente
lentos — procedimentos de purificacdo das amostras, mas, e especialmente para o
ajuste das condi¢cbes necessarias para que se obtivessem cromatogramas claros —
com o minimo possivel de interferentes, e onde houvesse a possibilidade de
resolucdo de, se presentes, todos 0s compostos para 0s quais obtivemos os

padrbes comerciais — ndo se fez razoavel o esgotamento de todas as amostras
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disponiveis, sendo estabelecida entdo, com a mistura de deducbes lbgicas e
plausiveis — associadas a uma certa dose de curiosidade necesséaria — a decisao de
se analisar apenas quatro regides, que perfizeram um total de 38 amostras. Os
critérios foram: Serra Gaucha, pela expressividade e tradicdo da regido; Vale dos
Vinhedos, pela vanguarda no processo de identificacdo geogréfica, com a conquista
da primeira Indicacdo de Procedéncia do Brasil; Campanha Gaucha, pela propor¢éo
com que vem ganhando forca a vitivinicultura naquelas areas, ja consistindo na
segunda maior zona de producéo do Estado do Rio Grande do Sul; Vale do Rio Sao
Francisco, pois, ainda que tenha sido representado por apenas duas amostras,
ambas cabernet sauvignon, porém procedentes de estados diferentes geraram,
certamente, a primeira componente para a tomada de decisdo. Entretanto, foram as
mais elevadas concentracfes de compostos fendlicos, obtidas em todos os cinco
tempos de andlise, associada a mais alta atividade antioxidante para os quatro
primeiros, dentre os cinco momentos de analise, que nao puderam ser ignoradas. A
escolha dessa regido para os testes cromatogréaficos, portanto, teve por intuito
buscar na associacdo dos trabalhos realizados, uma explicacdo mais completa, que
pudesse justificar através das caracteristicas e das concentracfes das antocianinas,
os desempenhos tao elevados dos parametros de IPT e de AOX. N&o se justificou.
Uma melhor representatividade da regido e a inclusdo de andlises que contribuam
para a complementacdo do perfil geral de polifendis, tais como as medidas de
flavan-3-6is, flavonas, estilbenos e acidos fendlicos, enriqgueceriam as conclusdes a
respeito do perfil evolutivo, ndo s6 do VSF, mas de todas as regiées consideradas.

Considerando a multiplicidade de fatores, sem duvida alguma, fica claro o
porqué de vinhos que estejam representando suas regides com um unico exemplar,
nao poderem ser usados para estabelecer um comportamento para a zona da qual
procedem. Diante de tal exposto, fizeram-se necessarias as linhas acima, de modo a
ndo deixar davidas acerca do motivo, pelo qual, as Unicas duas amostras
nordestinas tenham sido, dentre as demais selecionadas, para as analises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Também fica claro que, pelo fato de ndo haver regulamentacdes estritas
sobre a producdo de uvas nem sobre o processamento enoldgico, 0S critérios
adotados pelos viticultores e vinicolas acaba tornando complexa a identidade

regional de vinhos, sendo que, muitas vezes, o desempenho individual do produto
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acaba sendo um fator muito mais significativo para os parametros analisados.
Exemplo disso é o fato de, como expressado no segundo artigo deste trabalho (5.2),
para o perfil antocianico e para a concentracdo de compostos pigmentantes, 0s
vinhos diferirem mais entre si dentro de uma mesma regido, que entre regides
completamente distintas. Acredita-se que, nessa situacdo, o manejo adotado a
campo — especialmente quando interfere diretamente no ciclo produtivo da planta,
tais como as podas, a aplicacao de fertilizantes e/ou de reguladores de crescimento,
0s sistemas de irrigacdo e a tomada de decisdo da colheita, entre tantos outros,
pouco ou nem sequer abordados neste trabalho (como a idade do vinhedo, a
escolha do portaenxerto e da variedade-copa, os ajustes de carga na planta, etc. —
associado as inumeras possibilidades de tratamentos enolégicos dados a uva —
guais possam ser o tempo e a temperatura de maceracédo, o tipo de levedura e o
complexo enzimatico adotado, o0 manejo do oxigénio na fermentacdo, o niumero de
remontagens do vinho, as condicbes de engarrafamento e armazenamento do
produto, entre uma diversidade de outras condicbes — esteja definindo
substancialmente o carater de vinhos.

O “Estado da Arte” esta ai para confirmar que as diferengas, sim, existem,
inclusive em nivel de clones das variedades — como possa estar exemplificado no
trabalho de Ferrandino e Guidoni (2010) — e em nivel de regido, como pode ser
citado o trabalho de Nixdorf e Hermosin-Gutiérrez (2010). Entretanto, trabalhos
como este evidenciaram que as distingbes dentro de um perimetro regional
sobressairam-se aquelas encontradas numa esfera brasileira — e ressalve-se que
estamos falando de um pais com dimensdes continentais!

Conclui-se, com isso, que parametros de caracterizacao talvez venham sendo
mascarados, negligenciados ou, ainda, nem sequer cabiveis de serem utilizados
para rotular vinhos procedentes de uma mesma regido. Tocaria ainda, uma
observacédo a respeito desse fato: e, afinal, quer-se chegar a isso? O mundo inteiro
tende, ha anos, a rotular seus produtos, dando as regifes identidades, que
imprimam em seus vinhos autenticidade e os preserve com a ilusdo charmosa da
irreprodutibilidade. Nao seria vanguardista permitir aos produtores, como de fato, o
vem sendo neste Pais, aplicar os seus préprios critérios? Dar identidade aos seus
produtos conforme os seus proprios objetivos? Ainda que possa parecer uma ideia

descabida, seria prudente té-la em consideracdo, pelo menos na atual situacdo
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brasileira, onde, qualquer decisdo com base na criagdo de normas que resultem na
padronizacdo de producbes enoldgicas esteja, talvez, restringindo a criatividade
individual de vinicolas e, mais que isso, esteja limitando o potencial de cada regido
ao velho, ao ja conhecido, ao que se repete em inUmeras regides do mundo.

Ainda que se venha a seguir os passos de regides tradicionais de producéao e,
nesse sentido, consolidar conceitos que apelam para a origem, como forma de
identidade geogréfica, ndo se conhece a fronteira das possibilidades vitivinicolas do
territério nacional, de modo que, quaisquer decisbes de regulamentacao, e,
especialmente baseadas em parametros estrangeiros, seja, nesse momento, no
minimo precoce, para nao dizer restritiva da genuina capacidade verde-amarela.

Devido ao fato de o Brasil estar inserido de forma relativamente recente no
panorama da vitivinicultura, a “atividade exploratéria”, por assim dizer, que incorpora
a descoberta de novas regides com potencial de cultivo para a videira vinifera,
baseada em zoneamentos agroclimaticos consistentes, da mesma forma como
trabalhos exaustivos de desenvolvimento de materiais genéticos vegetais, como
portaenxertos e variedades-copa — por citar exemplos — entre tantos outros,
permitirdo ndo s6 a tomada de decisbes com base em critérios mais solidos como, e
especialmente plantardo uma série de perspectivas a respeito dos rumos 0s quais

se desejam ou se podem tomar na vitivinicultura desse pais.
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8. ANEXOS
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8.1. Dados de IPT e AOX para Missfes e Alto Feliz

Amostra procedente de Alto Feliz

Tempo Zero Tempo 25 Semanas Tempo 35 Semanas Tempo 45 Semanas Tempo 55 Semanas
IPT (GAE) 3201,00 3159,67 2113,78 1934,09 1664,55
AOX (TEAC) 13303,57 8792,86 7804,49 6560,90 6300,00

Amostra procedente de Trés Palmeiras (MissGes)

Tempo Zero Tempo 25 Semanas Tempo 35 Semanas Tempo 45 Semanas Tempo 55 Semanas

IPT (GAE) 3231,00 2379,67 1593,78 1547,73 1203,94
AOX (TEAC) 9321,43 9864,29 5419,87 5073,72 5300,00
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8.2. Perfil comparativo entre metodologias — DPPH" e ABTS”

il (il

W ABTS-AAT % DPPH- AAT

—1
=

o
f—
f—

i

8.2. Perfil gréfico representativo dos métodos utilizados para a medida da atividade antioxidante
(AOX) para as 92 amostras de vinhos. Medida executada no tempo zero de andlise. A fim de
expressa-los numa mesma escala, os valores de DPPH foram divididos por 100.
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