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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de alguns compostos
fenodlicos e de folatos (compostos com atividade semelhante a do acido folico) na
fabricagédo de vinho tinto (Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir e Isabel) e vinho
branco (Niagara). Os compostos fendlicos analisados foram: &cido galico, acido p-
coumarico, acido caféico, acido ferrtlico, acido vanilico, quercetina, kaempferol,
(+)catequina, (-)epicatequina e trans-resveratrol. Foram analisadas amostras no
inicio e no final da fermentacéo alcodlica, no final da fermentagao malolactica e de
3 em 3 meses até 1 ano de conservagdo e envelhecimento. Os resultados
mostraram que o maior aumento de fendis totais ocorreu durante a fermentagao
alcodlica, confirmando o que é sabido sobre a extragdo de fendis das cascas e
das sementes da uva para o meio alcodlico. Os valores passaram de 775,7 para
1361,7 mgL'1para vinho Cabernet Sauvignon e de 541,4 para 1249,5 mgL™ no
vinho Pinot noir. No caso dos vinhos de Merlot e de Isabel os valores aumentaram
de 159,3 para 1107,2 mgL"e de 343 para 721,6 mgL™, respectivamente. Ja para
os compostos fendlicos, individualmente determinados nesse estudo, de uma
forma geral, o aumento maior ocorreu depois do processo de fermentacéo
malolactica até um ano apds a vinificagdo. Esse comportamento ocorre,
provavelmente, por que os compostos fendlicos determinados por CLAE sao
compostos agliconas e sofrem hidrélise devido as condigbes de pH e do
processos enzimaticos do vinho. Dentre as variedades analisadas, o Cabernet
Sauvignon foi aquela que apresentou o acido galico em quantidades maiores
comparado as demais variedades. Ja entre Merlot, Pinot Noir e Isabel, como
composto de destaque apareceram o resveratrol, as catequinas e a quercetina,
respectivamente. Para os folatos, os resultados mostraram que os niveis
aumentaram durante o processo fermentativo, mantendo os niveis estaveis
durante 1 ano para os vinhos tintos Cabernet Sauvignon e Merlot, 6 meses para o

Pinot noir e o Isabel e 2 meses para os vinhos brancos. Depois desse periodo, 0s
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niveis de folatos comegaram a diminuir e em certos casos, ate desaparecem do
meio, como foi observado nos vinhos da variedade Niagara 6 meses apos a
vinificag&o. Os vinhos tintos de viniferas se mostraram uma fonte de folatos por
apresentarem quantidade semelhantes a outros alimentos considerados fonte

destes compostos.

Palavras chave: Vinho, compostos fendlicos, folatos, vinificagéo



ABSTRACT

The objective of this work was to determine the behavior of some phenolic
compounds and folates in the manufacture of the red wine (Cabernet Sauvignon,
Merlot, Pinot Noir and Isabel) and white wine (Niagara). The phenolic compounds
analyzed had been: gallic acid , p-coumaric acid, caffeic acid, ferrulic acid, vanilic
acid, quercetina, Kaempferol, (+)catechin, (-)epicatechin and trans-resveratrol.
Samples in the beginning and the end of the alcoholic fermentation, in the end of
the malolactic fermentation and every 3 months until 1 year of conservation and
maturation had been analyzed. The results had shown that the total phenol
increase during the alcoholic fermentation, due the phenol extraction of the grape
skins and seeds for the alcoholic way, as cited at literature. The values had
increased of 775.7 for 1361.7 mgL™" for wine Cabernet Sauvignon and of 541.4 for
1249.5 mgL™" in the Pinot noir wine. And in the case of Merlot and Isabel wines the
values had increased of 159.3 for 1107.2 mgL" and 343 for 721.6 mglL™",
respectively. Already for phenolic compounds, individually determined in this study,
in general, the increase occurred after the process of malolactic fermentation up to
one year the winemaking. This behavior occurs, probably, because the phenolic
compounds determined for HPLC are aglicone molecules are composites aglicone
and occur hydrolysis due to the conditions from pH and the enzymatic processes of
the wine. Amongst the analyzed varieties, the Cabernet Sauvignon was that one
that presented acid the gallic one in bigger amounts compared with the too much
varieties. Already between Merlot, Pinot Noir and Isabel, as composed of
prominence they had appeared resveratrol, the catequins and the quercetin,
respectively. For the folates, the results had shown that the levels had increased
during the fermentative process. After this process the stable levels keeping for 1
year for the red wines Cabernet Sauvignon and Merlot, 6 months for Pinot noir and
Isabel and 2 months for the white wines. Later the levels of folates decreased and

in certain cases until they disappear of the wine, as it was observed in the Niagara



wine, 6 months after the winemaking. The vinifera red wine can be considered

source of folates for presenting similar amount to others food sources this
compounds.

Keywords: Wine, phenolic compounds, folates, vinification
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INTRODUCAO GERAL

O vinho sempre exerceu enorme fascinio sobre o homem e o tem
acompanhado em sua trajetéria pelo mundo desde os primeiros passos das
antigas civilizagdes. Porém, nunca se atribuiu tanta importancia ao vinho como
nos dias atuais. O fenémeno é mundial, mas no Brasil, pais de pouca tradigcao
vinicola, ele se apresenta de forma muito marcante. Isso est3 ligado a abertura do
mercado as importacées e as exportagdes (Johnson, 1999). As prateleiras dos
estabelecimentos de vendas estdo cheias de vinhos das mais variadas
procedéncias inclusive de regides produtoras desconhecidas do consumidor

como, por exemplo, a Australia e a Africa do Sul.

A maior parte dos dados conhecidos da composicdo fendlica em uvas e
vinhos sdo provenientes de paises desenvolvidos, principalmente na area
enologica, tais como Franca, ltalia, Estados Unidos, Portugal e outros, e com
tradicao no cultivo da videira para a vinificagado. No Brasil onde a implantacao de
pesquisa em vitivinicultura é relativamente recente, a falta de conhecimento da
composigéo das uvas e dos vinhos & uma realidade, que limita a producdo de
vinhos em safras seqiienciais, com alta qualidade e que possa competir com os
vinhos internacionais, tanto no mercado brasileiro como estrangeiro (Camargo,
2003).

Nos vinhos, os compostos fendlicos sio importantes tecnologicamente,
pelas suas propriedades de cor, caracteristica de textura e envelhecimento,
principalmente, nos vinhos tintos (Daudt e Polenta, 1999). Mais recentemente, a
bebida tem-se destacado pelas suas caracteristicas funcionais e propriedades de
manutengao da salde. O consumo moderado de vinho por um longo tempo
induzem aos efeitos cardiovasculares protetores, provenientes principalmente, da
presenca do trans-resveratrol (Orralo et al. 2002) e dos flavonoides (Soobrattee, et
al. 2005) na bebida. Pequenas doses de bebida alcodlica, especialmente o



consumo de vinho tinto, esta associado a diminuigdo da concentracdo de
homocisteina, que reduz os riscos de problemas cardiovasculares (Orallo et al.
2002; Dixon et al., 2002).

Desde a década de 90, muitos estudos dos componentes do vinho foram
realizados baseados, principalmente, no fenébmeno observado na Franga, que
relaciona o alto consumo de gorduras saturadas pela populagdo e a baixa
incidéncia de doencas do coracao e arterosclerose. A ingestdo de vinho teria sido
o fator responsavel por esse fendmeno (Renaud e Lorgeril, 1992). Ha também
outros estudos mostrando que, além dos compostos fendlicos, os folatos também
estariam associados ao “paradoxo francés” (Parodi, 1997). Os folatos séao
associados aos niveis de homocisteina do plasma e, consequentemente, os riscos

de disturbios coronarios (Jacques, 1996; Coppola et al., 2005; Caruso et al, 20086).

Alem disso, a crescente busca do consumidor por um produto que forneca
aléem de suas propriedades basicas, beneficios a saude, tém impulsionado as
pesquisa de compostos funcionais nos mais diversos alimentos. O conhecimento
da presenga e da quantidade desses compostos nos vinhos € o principio para
melhorar as caracteristicas e a qualidade do produto nacional e
conseqlientemente, tornar o vinho brasileiro competitivo no mercado nacional e

internacional.
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COMPOSTOS FENOLICOS E FOLATOS EM VINHOS

Facco, E. M. P_; Fogaca, A. de O.; Daudt, C. E.; Godoy, H.T.

RESUMO

A crescente busca do consumidor por alimentos que fornegam, além de
suas propriedades basicas, beneficios a salde, tem impulsionado as pesquisas de
compostos funcionais. A identificacdo destes compostos nos alimentos é
importante e necessario para a agregacao de valor aos mesmos e dos segmentos
a eles ligado. Produtos de origem vegetal, como frutas e bebidas, s&o ricos em
compostos fendlicos. Os vinhos tém sido estudados como potencial fonte de
fenois. O resveratrol, os flavondides e as catequinas séo as substancias mais
estudadas, por estarem associadas aos beneficios a saude, principalmente, pela
sua acdo como antioxidantes. Os folatos tém a fungéo de vitaminas e esta, mais
recentemente sendo associada, também, com fungdes antioxidantes. O principal
método utilizado para a determinagéo das diferentes classes de fendlicos nos
alimentos é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada ao detector
de arranjo de diodos (DAD), e mais recentemente, ao espectrometro de massas
(MS). Essa associacdo (CLAE-MS) fornece vantagens importantes em virtude da

identificacdo e da confirmac&o da identidade desses compostos.

Palavras chaves: Compostos fenolicos, vinho, saude



PHENOLIC COMPOUNDS AND FOLATES IN WINE

Facco, E. M. P.; Fogaga, A de O.; Daudt, C. E.; Godoy, H. T

ABSTRACT

The increasing search by the consumer for products that supply, beside the
basic properties, health benefits, has stimulated research of functional compounds
in the several foods. The identification of these compounds in food is very
important and needed to add value to them and to the segment linked to it.
Vegetables fruits and beverages are rich in phenolics compounds. Compounds like
resveratrol, flavonoids and catechins had been linked to benefits, mainly, for their
antioxidants action. The main method used to determine phenolic compounds in
food is high performance liquid chromatography (HPLC) coupled to diode array
detector (DAD), and, more recently, to mass spectrometer (MS). This last
configuration (HPLC-MS) has many important advantages with regard to

identification and confirmation of the compounds.

Keywords: Phenolic compounds, wine, health



1 -VINHO

1.1 ~HISTORICO E CONSIDERACOES GERAIS

Mais do que um luxo, o vinho foi uma bebida sagrada por exceléncia. Dos
rituais a Dionisio, na Grécia antiga, até a celebragdo da eucaristia catdlica,
repetida até hoje, ele atravessou milhares de anos sem perder sua aura divina.
Seu comeércio aproximou povos, mobilizou monarcas, enriqueceu Estados e foi
sinbnimo do poder. Desde a Idade Média, o vinho era mais do que uma simples
bebida de celebragdo. Renomados médicos da antiguidade como Hipécratres,
Galeno e Celsius j& exaltavam as propriedades alimentares e medicinais do vinho.
Pode se destacar ainda que, considerando a péssima qualidade da agua que se

bebia, o vinho era uma bebida mais segura (Johnson, 1999).

No Brasil a videira foi introduzida por Martins Afonso de Sousa, no século
XVI, na capitania de Sao Vicente, no atual estado de Sao Paulo. Os registros
historicos relatam que, no Rio Grande do Sul, a videira foi introduzida pela missao
jesuitica do século XVII. Assim, os primeiros vinhedos gauchos foram implantados
com variedades espanholas e portuguesas de Vitis vinifera, seguidas das italianas

e alemas (Catalufia, 1991).

Nas primeiras décadas do século XIX, com a importacdo de uvas
americanas, rusticas e produtivas surgiram as doencas fungicas que dizimaram a
viticultura colonial. A partir dessa fase, a cultivar Isabel, por ser resistente as
doengas, passou a ser plantada nas diversas regides do pais, tornando-se a base
do desenvolvimento da viticultura comercial nos estados de Sio Paulo e Rio
Grande do Sul. A partir do inicio do século XX, o panorama da viticultura paulista e

gaucha mudou, pois foram reintroduzidas as cultivares viniferas e, assim, a



difusdo de hibridas e viniferas comegou a alterar a composicao dos vinhedos,
principalmente no Rio Grande do Sul, onde as condicées climaticas $40 mais
favoraveis ao seu desenvolvimento (Camargo, 2003). Szo Paulo substituiu a
cultivar Isabel pelos cultivares Nidgara e Seibel 2 e a regiao sul recebeu incentivos
para o cultivo de viniferas (Protas, et al, 2002). A evolucdo de recursos
tecnolégicos aplicados a viticultura e enologia, entre os quais se incluem o
melhoramento genético de cepas de uva, o desenvolvimento de cepas de
leveduras selecionadas, a colheita mecanizada e o controle de temperatura na

fermentacdo, contribuiram para a formagdo do novo panorama da enologia
mundial e brasileira (Camargo, 2003).

Deve ser mencionado, ainda, que a viticultura tropical foi efetivamente
desenvolvida no Brasil, a partir da década de 1960, com o plantio de vinhedos
comerciais de uva de mesa na regido do Vale do rio Sao Francisco, no nordeste

semi-arido brasileiro (Camargo, 2003).

O vinho é definido como uma bebida obtida da fermentacéo alcodlica do
mosto de uvas sés, frescas e maduras, contendo &lcool etilico em proporgées
variaveis de 9 a 13% em volume e outros produtos da fermentacéo alcodlica. Suas
caracteristicas fisico-quimicas dependem da matéria-prima, de fatores ambientais
e do processo de fermentaggo. Variagbes nestes fatores contribuem para a
diversidade dos vinhos e se refletem na sua composicdo quimica. Vinhos
elaborados com outras frutas devem obrigatoriamente, pela legislacdo brasileira,
serem denominados com a palavra vinho seguida do nome da fruta (Amerine et
al., 1967).

A classificagéo dos vinhos, no Brasil, foi regulamentada pelo Ministério da
Agricultura pela lei n° 7.678 de 08.11.1988 que dispbe sobre a producao,
circulagao e comercializagéo do vinho e derivados da uva e do vinho, e alterada
sob o decreto n° 10.970 de 12.11.2004 (Brasil, 2004). Quanto a classe os vinhos

sao classificados como: fino, de mesa, leve, frisante, espumante, gaseificado,



licoroso e composto; quanto a cor a classificagdo dos vinhos é: tinto, rosado (rose
ou clarete) e branco; E quanto ao teor de agucar os vinhos finos, de mesa, leves e

frisantes sao classificados como: seco, demi-sec e suave ou doce (Brasil, 2004).

As uvas cultivadas no Brasil sdo classificadas como européias (Vitis
vinifera), denominadas finas, e americanas ou hibridas (cruzamento entre
européias e americanas), denominadas comuns (Cataluna, 1988). As cultivares
americanas ou hibridas sao cultivares de Vitis labrusca, Vitis bourquina e hibridos
interespecificos, as vezes complexos, envolvendo varias espécies americanas e
tambéem Vitis vinifera. Como regra, sao cultivares de alta produtividade e
resistentes as doencas flingicas, adaptando-se bem as condigdes ambientais do
Sul do Brasil. Para a producao de vinhos comuns de mesa e sucos sdo utilizadas

as variedades hibridas e americanas (Camargo, 2003).

Por outro lado, as cultivares de Vitis vinifera usadas para a fabricagao de
vinhos finos, sdo as mais cultivadas no mundo, produzindo uvas para mesa, vinho,
passas e outros derivados. Sao consideradas uvas de alta qualidade. Dentre as
viniferas tintas, destacam-se as cultivares Cabernet Sauvignon, Merlot, Cabernet
Franc e Tannat e, entre as brancas, destacam-se a Moscato, Riesling ltalico,

Trebbiano e Chardonnay (Camargo, 2003).

Segundo o IBGE, a safra de 2004, foi uma das maiores em termos de
quantidade de uva produzidas: 1.283.203 t de uvas. Ja na safra de 2005 houve
uma reducdo de 2,89%, o que segundo Mello (2006), nao chega a representar
uma redugdo no agronegocio, pois a qualidade da safra 2005 foi excepcional. Na
Tabela 1 sdo apresentados os valores da quantidade em kg de grupos de uvas
vinificadas, em 2002, 2003, 2004 e 2005, no estado do Rio Grande do Sul, A safra
de 2004 foi a maior em quantidade de uva processada, e a sabra de 2005 teve um

aumento na quantidade de uvas finas transformadas em vinhos.

Cerca de 80% da produgcdo é de uvas americanas (V. /abrusca, V.

bourquina) e hibridas, sendo a Isabel a cultivar de maior express@o. A maior parte
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da uva cultivada é destinada 3 elaboragéo de vinhos, sucos e outros derivados.

Uma pequena porcentagem da producéo & destinada ao consumo jn natura

(Protas ef al., 2002).

Tabela 1. Produgédo de Uvas no Rio grande do Sul, em toneladas.

Produgao 2002 2003 2004 2005

Uva para vinho de mesa | 259.589.740 202.545.724 312.549.281 226.080.432
Tinto 215.892.333 155.513.687 252.979.739  180.698.666
Rosado 35.329.657  40.861.639 51.497.025 39.212.146
Branco 8.367.750 6.170.398 8.072.517 6.169.620
Uva para vinho fino 31.655.226  29.551.457 43.084.644 45.453.898
Tinto 13.619.033  15.357.576 23.160.118 25.409.805
Branco 17.911.689  14.058.481 19.887.747 20.012.363
Rosado 124.504 135.400 36.779 31.730

Suco de uvas simples 2.505.889 4.659.258 6.200.037 9.798.024
Suco concentrado* 73.614.010 55.241.820 89.390.375 97.566.220
Outros derivados 19.932.187  20.741.475 21.693.858 23.549.751
Total 390.297.052 312.819.734 472.918.195 402.448.325

*transformados em litros de suco simples.

Fontes: Unido Brasileira de Vitivinicultura — U

Ibravin

Adaptag&o: Mello, 2006 — Embrapa Uva e Vinho

vibra, Instituto Brasileiro do Vinho —

O grande interesse em uvas e derivados tem aumentado nos Ultimos anos

em fungao da crescente atribuicio a esses produtos de fungdes que contribuem
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ou promovem a saude humana, quando ingeridos moderadamente. O principio
das pesquisas sobre as propriedades desses alimentos esta associado a um dos
mais discutidos fendmenos que teve o seu inicio na Franca, pais onde foi
constatado alta ingestdo de alimentos ricos em gordura e a baixa ocorréncia de
distirbios cardiovasculares, relacionados a ingestdo de alimentos lipidicos
(Renaud e Lorgeril, 1992). O vinho tem sido associado a esse paradoxo como um
dos grandes responsaveis por esse fenédmeno (Parodi, 1997) principalmente por

conter resveratrol e outros compostos fendlicos

1.2 - ELABORAGAO DE VINHO TINTO E DE VINHO BRANCO

A avaliagdo da maturidade da uva tinta e branca é observada pelo aumento
na porcentagem de aclcares redutores e pH, e decréscimo da acidez titulavel
(Amerine et al., 1967) e mais, recentemente, também pelo grau da maturacgdo
fendlica (Vivas, 1998).

No Brasil a colheita € manual e, geralmente, & executada entre os meses
de janeiro e abril. As uvas sao condicionadas em caixas plasticas de 25 Kg, de
modo a evitar o esmagamento prematuro do produto (Amarante, 1986). O primeiro
processo que a uva sofre ao chegar na vinicola € o esmagamento, feito em
desengacgadeira. A desengacadeira tem duas fungdes fundamentais: retirar o
engaco (cacho da uva) e esmagamento do grdo sem o rompimento da semente,
evitando assim um excesso de compostos taninos no vinho. As uvas esmagadas
ou mosto sao, entédo, transportados para os tanques onde inicia o processo de

fermentacao (Amerine et al. 1967).
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Apos 0 processo de desengace é feita a sulfitagem, adicao de SO, para
prevenir a fermentacdo acética e inibir a atividade de polifeniloxidades, parte &
perdida durante a fermentagao (Amerine et al.1967).

Nos fermentadores, geralmente de inox, o mosto, junto com o bagaco
recebe a adigdo de cultura de leveduras selecionadas (Saccharomyces cerevisae)
para favorecer uma fermentacio homogénea. Na primeira etapa ocorre a
fermentagao alcodlica ou tumultuosa, responsavel pela transformacao do agulcar
em alcool e a extracao dos compostos presentes na casca e nas sementes do
grao da uva (Catalufia, 1991). A variagao do tempo de exposicao das cascas e da
semente durante a fermentacdo e a temperatura usada nesse processo sao
fatores marcantes na extracdo de compostos fendlicos (Kovac et al.,1992). Logo
ap6s quando desejavel ocorre a fermentacao lenta ou malolactica que constitui
uma melhora consideravel do vinho, que o torna macio e elimina a caracteristica

acida do vinho novo ou de vinhos excessivamente acido (Amerine et al., 1967)

Para a vinificagdo em branco sdo realizadas a desmontagem e a
debourbagem, que consistem na separagao do mosto das cascas e da parte
solida, ocorrendo a fermentagdo somente com a parte liquida. Quando necessario
e realizada a correggo do teor de aclcar até limites estabelecidos pela legislagao.
(Cataluna, 1991).

A caracteristica principal da vinificagdo em tinto reside no fato de o mosto
fermentar em contato com quase todo o cacho. Esse processo € responsavel pela
extracéo de substancias Uteis para o envelhecimento e maturagado dos vinhos

tintos, como os compostos fendlicos (Catalufia, 1991).

Apos a fermentagéo lenta o mosto é transfegado para outros recipientes,
sendo submetido aos estdgios de estabilizagdo, onde as particulas sdlidas se
depositam na parte inferior. O vinho é, periodicamente, transfegado para outros
recipientes esterilizados até que atinja o ponto de clarificagao desejado (Jackson,
1994).



Assim, o vinho pronto inicia o processo de envelhecimento, que pode
ocorrer na garrafa, em tonéis ou em barris de carvalho. Normalmente os vinhos
brancos nao sdo envelhecidos ou sdo envelhecidos por poucos anos. Ja os vinhos
tintos precisam dessa etapa para que adquiram o “bouquet” caracteristico de cada

variedade e desejaveis ao consumidor.

2 - COMPOSTOS FENOLICOS

2.1 — ORIGEM E PRESENCA DE FENOLICOS NA UVA E NO VINHO

Os compostos fenodlicos sé@o largamente distribuidos no reino vegetal
fazendo parte da composi¢édo da dieta de forma significativa e sao particularmente
importantes atrativos como agentes profilaticos e também pelo seu efeito
plurifarmacolégico (Bahorun et al., 2004; Soobrattee et al., 2005). Em vinhos tintos
foram identificados mais de 200 compostos fenodlicos diferentes (German e
Walzem, 2000).

Os compostos fendlicos sdo classificados em dois grandes grupos, 0s
flavonoides e os nao flavonoides. Os flavondides representam o maior grupo de
polifenois encontrados em alimentos (Scalbert e Willianson 2000), alem de serem
considerados os mais potentes antioxidantes entre os compostos fendlicos
(Shahid et al., 1992; Soobrattee et al., 2005). Os principais flavonoides presentes
no vinho abrangem os flavondis (quercetina, kaempferol e miricetina); os flavanois
(+)-catequina, (-)-epicatequina, galocatequina, procianidinas, taninos
condensados) e as antocianinas, (cianina e principalmente a malvidina-3-
glicosidio). Dentre os fendlicos nao flavonodides destacam-se 0s derivados do

acido hidroxibenzoéico, acido galico e elagico, os derivados do acido
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hidroxicinamico (acido cafeico, caftarico e p-coumarico) e o estilbeno (resveratrol
cise trans) (Jackson, 1994) (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura quimica dos principais representantes dos compostos fendlicos




As antocianinas s&o flavondides que se encontram largamente distribuidos
na natureza e s&@o responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e todas as
tonalidades de vermelho que aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e
raizes de plantas (Markakis, 1982). Nas videiras, elas acumulam-se nas folhas
durante a senescéncia e sio responsaveis pela coloragdo das cascas das uvas
tintas, sendo encontradas também na polpa de algumas variedades de uvas
(Renaud e Lorgehil, 1992).

As antocianinas sao compostos que, com o envelhecimento do vinho
tendem a formar complexos com outros compostos fendlicos dando a estabilidade
de cor desejavel ao vinho, e também estio associadas aos efeitos benéficos a
saude (Tedesco et al., 2001).

Os flavonois se acumulam nas cascas e folhas das plantas porque a sua
sintese € estimulada pela luz. Isso pode explicar a possivel diferenca de
composicao entre frutos de uma mesma planta, ou seja, os frutos que recebem
uma maior quantidade de luz tendem a ter uma sintese pronunciada desses
compostos (Price et al,, 1995). Os flavonoéis sao os pigmentos amarelos da uva e
sao encontrados principalmente na pelicula, e geralmente, ligados a aglcares
como a glicose, rafinose e o acido glucorénico. O flavonol predominante nas
cultivares de Vitis vinifera € o kaempferol, enquanto que nas cultivares de Vitis

labrusca & a quercetina (Jackson, 1994).

A (+) —catequina e (-)-epicatequina s&o as unidades basicas do grupo dos
flavanois. As procianidinas (também conhecidos como taninos condensados) sdo
formadas pela associagdo de varias unidades monoméricas (2 a 5 unidades) de
catequinas oligoméricas, além de 5 unidades de catequinas poliméricas. As
procianidinas diferem em posig&o e configuragao de outras ligagdes monomeéricas.
A estrutura das procianidinas dimeras By, B,, B; e B4 lhes conferem propriedades
antioxidantes as quais podem inibir os processos de trombose arterial (Teissedre e
Landrault, 2000). A catequina e a epicatequina séo, normalmente, encontradas em

frutas, enquanto que a galocatequina, a epigalocatequina e a epigalatocatequina
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sao encontradas em sementes (Yilmaz e Toledo, 2004) e, principalmente, em chas
(Luximon-Ramma et al., 2005).

A quantidade de catequinas, proantocianinas e seus derivados com
caracteristicas tanicas é baixa em vinhos brancos (Jackson, 1994) e em extratos
de uva tinta (Revilla et al, 2000). Os resultados encontrados na literatura para a
(+)-catequina e para a (-)-epicatequina, em vinhos tintos, variam muito
abrangendo, de uma forma geral, valores que vao de 7mgL"™ (Rodriguez-Delgado
etal, 2001) a 81,7 mgL™" (Frankel et al,, 1995) para a epicatequina e de 10,6mg/L

(Rodriguez-Delgado et al., 2001) até 169 mgL'para a (-)-epicatequina (Frankel et
al., 1995).

Em vinhos, os flavonois contribuem, principalmente, para as
caracteristicas aromaticas e de cor e os flavandis, especialmente os taninos,

contribuem com a adstringéncia (Amerine e Ough, 1980).

Os acidos fendlicos sao os compostos derivados do acido benzéico e do
acido cinamico, geralmente encontrados na forma de esteres do acido caftarico,
localizados, principalmente, na pelicula (Jackson, 1994). Os &acidos cinamicos,
principalmente, o &cido p-coumarico, o acido caféico, o acido ferrulico e o acido
sinapico s&o mais comumente encontrados que os cidos hidroxibenzoicos. Esses
acidos sao, raramente, encontrados na forma livre, exceto em alimentos que
passam por processos de congelamento, esterilizagéo e fermentacao. (Manach et.
al 2003). Para acidos fendlicos em vinhos, os valores médios encontrados por
esses autores foram de 31,43 mgL™ para acido caftarico, 7,07 mgL™ para o acido
caféico, 7,5 mgL” para o acido coumarico. Esses dados dependem muito do
processo continuo de hidrélise dos ésteres onde estes sdo hidrolizados a acidos.
Dessa forma, vinhos envelhecidos tendem a ter mais acidos livres (Ritchey e
Waterhouse, 1999). Os autores ainda comentam que o nivel de fendlicos foi
geralmente maior em vinhos como Cabernet Sauvignon quando comparados com

vinhos de mesa produzidos em grande escala.
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Os estilbenos s&o representados principalmente pelo resveratrol (3,5,4" —
trihidroxiestilbeno). A sintese inicia na condensagéo de 3 malonil-CoA com o p-
coumaril CoA formando tanto o cis como o trans-resveratrol (Harbone e Dey,
1997). As uvas e os produtos relacionados, como o vinho séo, provavelmente, os
produtos alimenticios que conttm os maiores teores de resveratrol.
Primeiramente, foi demonstrado que o resveratrol atua como fitoalexina, uma
classe de antibiotico da planta, e que é sintetizado quando a planta é submetida a
um estresse, como o ataque de patogenos, radiagdo UV ou lesédo (Bravo, 1996). A
segunda razao do grande interesse dos pesquisadores sobre o resveratrol sdo os
possiveis beneficios para a salde humana, principalmente pelas suas
propriedades antioxidantes e a diminuicdo da incidéncia de disturbios
cardiovasculares (Frankel et al., 1995; Bravo, 1996; Stivala et al, 2001). Em
vinhos tintos a quantidade de cis e trans-resveratrol encontrada varia de valores
nado detectados a valores proximos de 2mg/L, valores que corroboram com os

encontrados por Dominguez et. al. (2001) e Lopez et al. (2001).

Até pouco tempo atras, praticamente nio se comentava muito da
importéncia dos compostos fendlicos na alimentagdo. No entanto, nos ultimos
anos, em fungdo da popularizacdo do conceito de alimentos funcionais e da sua
associagdo a essa classe, os compostos fendlicos passaram a ter grande
importancia na alimentagdo. A busca de novas fontes e o avanco nas hipoteses
formuladas para os mecanismos de agdo na prevengdo de doencgas, tem

impulsionado as pesquisas na area.

O vinho foi uma das primeiras bebidas a ser pesquisada, pela sua
associagdo com o “Paradoxo francés”. A analise de multi-variaveis mostrou que o
consumo de vinho tinto foi o Unico fator da dieta que mostrou correlagéo negativa
com a aterosclerose e os distlrbios coronarios e pode ajudar a explicar esse

paradoxo (Renaud e Lorgeril, 1992).
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2.2 — FATORES QUE AFETAM A PRESENCA DE COMPOSTOS FENOLICOS
NA UVA E NO VINHO

A sintese dos polifendis tem inicio durante o desenvolvimento do grao da
uva. Algumas antocianinas s&o sintetizadas nas primeiras etapas, mas a maior
produgdo, nesta fase, € mesmo de outros fendis flavonoides e nao flavondides
(Jackson, 1994). A sintese pronunciada de compostos fendlicos somente comega
depois do “veraison” mas o tempo especifico da producéo desses pigmentos
caracteristicos da uva e do vinho depende de diversos fatores. “Veraison” & o
periodo do comeco da maturacdo da baga. As bagas tornam-se macias e
adquirem a cor caracteristica da sua variedade especifica. Do comecgo do veraison
a colheita as bagas aumentaram no volume, no peso e no indice de agtcar
(Mullins et al., 2002),

A presenca desses compostos em uvas e seus derivados estio sendo
muito estudados nos Ultimos anos. Os taninos situam-se no envelope externo das
sementes e um pouco nas camadas internas. Encontram-se basicamente taninos
oligomericos, que s&o bastante agressivos e asperos ao paladar, mas importantes
durante a estabilizagdo do vinho, pois participam das reagcbes de condensagio

com as antocianinas (Daudt, 1998).

O longo contato com a casca durante a vinificagdo, a temperatura, a
presenca das sementes e, as vezes, do engace e de enzimas, sio fatores que tem
grande influéncia na extragao dos fendlicos (catequinas e procianidinas) durante a

fermentagéo do suco da uva (Kovac et al.,1992).

Conforme ja citado o efeito do potencial de protecio a satde dos vinhos
tintos pode ser realgado pelo aumento da quantidade de compostos fenélicos.
Esse aumento pode ser obtido através de uma combinagao no processamento da
uva destinada a produgao do vinho. Uma combinagao de aquecimento da mistura

e fermentagao na casca aumenta a razdo de transferéncia de polifendis bioativos
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(especialmente antocianinas, flana-3-ols, flavanols e resveratrol) da uva para o
produto final (Netzel et al., 2003).

O contetdo relativo de compostos fendlicos varia de cultivar para cultivar,
e mesmo dentro de uma mesma cultivar podem ocorrer diferencas, devido a
diversos fatores edafoclimaticos, como as diferengas de temperatura, de irrigacéo,
de intensidade de lLiz, composicao do solo, entre outros (Amerine e Joslyn, 1987;
Singleton e Trousdale, 1983; Tomas-Barberan et al., 2001; Cantos et al., 2002). A
variagdo da ocorréncia de substancias fenodlicas em vinhos tintos ndo é somente
em funcdo das caracteristicas da viticultura, mas também e n&o menos
importante, das técnicas enologicas (Netzel et al, 2003; Saucier et al., 1997).
Fatores de importante influéncia sdo a vindima, o tempo de colheita da uva e o
tempo de armazenagem do vinho na garrafa, pelas reagbes que ocorrem durante
o processo de maturagéo do vinho. Essas reagdes de condensacéo que tém efeito
em antocianinas, catequinas e procianidinas proporcionam uma longa vida de
prateleira para os vinhos tintos, resultando numa diminuicdo destas substancias
em prol da formagéo de novos pigmentos poliméricos (Echeverry et al., 2005;
Netzel et al., 2003; Saucier et al., 1997).

Em vinhos brancos também ocorrem alteragées qualitativas e quantitativas
no conteldo de compostos fenodlicos. Essa variagdo ocorre em fungado da
variedade da uva utilizada, do estado de maturagao, dos fatores ambientais, bem
como variagdes nas técnicas de extracdo e elaboragdo dos vinhos. As operagoes
de desengace, eliminacdo de sementes e o tempo que o suco permanece em
contato com a casca também sao fatores que se somam na variagéo do contetido
de compostos fenodlicos em vinhos (Singleton e Trousdale 1983; Frankel et al.,
1995).

Umas das técnicas que estda sendo muito usada nas vinicolas € a
substituicdo do barril de carvalho pelo uso dos chips. Arapitsas et al. (2004)

analisando vinhos que foram submetidos ao tratamento com os chips e com o
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envelhecimento do barril de carvalho, concluiram que para a maioria dos
compostos fendlicos ndo houve diferengca marcante entre os dois vinhos. Os
autores também comentaram que alguns desses compostos, como o guaiacol, o

acido vanilico e o furfural poderiam ser usados para identificar qual foi a técnica
usada no amadurecimento do vinho.

Em funcdo da grande quantidade e da diversidade dos compostos
fendlicos em uvas e vinhos, esses, mais recentemente, vem sendo usados como
um parametro a mais na classificagdo de vinhos. A similaridade de alguns
compostos e a diferenga de outros servem como base de dados para a analise de

variaveis e classificagdo dos vinhos (Villers et al., 2005)

Os compostos fenodlicos interagem entre si e com outras moléculas para
formar novos compostos que s&o responsaveis pela estabilidade e maturacao dos
vinhos e sao formados, principalmente, durante a estocagem e envelhecimento.
Recentemente algumas pesquisas (Es-Safi et al, 2003; Gutierrez et al., 2005;
Duenas et al., 2006) objetivam elucidar essas moléculas e tambeém relatam a
importancia da presenca desses compostos na qualidade do vinho. Essas
pesquisas sugerem que a seqiiéncia de diversas reagbes enzimaticas e néo
enzimaticas, que ocorrem em derivados de frutas, podem alterar a coloragao e a
estabilidade durante a estocagem e o envelhecimento (Singleton et al.,, 1987; Es-
Safi et al, 2003). Geralmente, as reacdes enzimaticas ocorrem durante as
operagbes tecnoldgicas iniciais, como o esmagamento, (Singleton et al, 1987:
Cheynier et al., 1995) e as interagbes nao enzimaticas nos Ultimos estagios do
processamenio, na estocagem e no envelhecimento (Es-Safi et al., 2003:
Singleton et al., 1987). Na etapa de envelhecimento de vinhos foi demonstrada a
formagéao de novos pigmentos por copigmentacéo (Fulcrand et al., 1996; Gutierrez
et al, 2005, Duenas et al, 2006) uma condensacdo direta entre aldeidos,
antocianinas e flavondis e pela influéncia de derivados de aldeidos (Monagas et
al., 2005; Alcalde-Eon et al., 2006).
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A formacao de compostos coloridos a partir de compostos sem cor € um
conceito novo em enologia. O uso de técnicas como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (LC/ESI-MS) e a
Ressonancia Magnética Nuclear possibilitaram a elucidagdo de muitas estruturas
e o entendimento do mecanismo de formacao desses novos compostos (Duenas
et al., 2006, Alcalde-Eon et al., 2006). Es-Safi e colaboradores (2003), usando a
técnica de LC/ESI-MS e o auxilio da RMN, mostraram que a formacdo de
estruturas pela reagé&o de antocianinas e flavondis é a ligagdo com o fenémeno da

mudanca de colorag&o no vinho envelhecido.

Os poucos dados sobre o teor de fendlicos em vinhos e uvas brasileiras
levam em consideracao os fenolicos totais por grama de amostra. Encontrou-se
em vinhos produzidos na regido da Serra Gaucha-RS um teor de taninos, que é
maior em Cabernet Sauvignon seguido da Merlot, Pinot Noir e Isabel (Ide, 1992).
Quanto ao teor de polifendis totais, o autor encontrou que, na safra de 1991 a
quantidade € maior nos vinhos Merlot e menor nos vinhos da Isabel, e maior que

os valores encontrados na safra de 1990.

Vinhos tintos brasileiros analisados apresentaram maiores teores de
compostos fenolicos e os melhores resultados de avaliagdo de atividade
antioxidante que os vinhos rosés e brancos. Observou-se também que os vinhos
produzidos por diferentes variedades de uva como Merlot, Cabernet Sauvignon e
Pinot Noir apresentaram diferentes teores de compostos fendlicos, sendo que a
concentragao destes também variaram entre os produtores, o que provavelmente,
esta relacionado com as condi¢des empregadas na vinificagdo e a qualidade da
uva (Ishimoto, 2003).

2.3 - EFEITOS DOS COMPOSTOS FENOLICOS NA SAUDE



Nas uvas, os compostos fendlicos constituem o terceiro grupo mais
importante dentre os compostos organicos. Os compostos fendlicos sio
metabdlitos secundarios naturalmente presentes em uvas e extraidos durante os
processos de vinificagao. A importancia dos compostos fenolicos em enologia esta
em sua participagdo da cor dos vinhos tintos, no sabor amargo e adstringente,
intervencao nos fendémenos de turvamento, participacao sobre o aroma, além de
constituir o principal reservatério de substancias auto-oxidaveis, formando o maior

sistema de protegéo dos vinhos contra fendmenos de oxidagdo (Daudt e Polenta,
1999).

A autoxidagdo em alimentos e nos sistemas biolégicos tem diversas
implicagées ndo somente para a grande area da ciéncia e da tecnologia de
alimentos, mas também para o estado nutricional e para a saude humana. Nos
sistemas celulares, a peroxidagéo lipidica leva a producgdo de radicais livres. O
sistema bioldgico é dotado de mecanismos de inativagéo desses radicais livres,
pela agdo de enzimas enddgenas. Quando ocorre um desequilibrio entre a
produgédo de radicais livres, seja pela queda de acdo do sistema enzimatico ou
pelo excesso de produgéo de espécies radicalares, induz-se o estresse oxidativo.
O estresse oxidativo esta diretamente relacionado com diversos disttirbios do
organismo como doengas corondrias, aterosclerose, cancer e processos de

envelhecimento e de doengas degenerativas (Madhavi et al., 1996).

Antioxidantes naturais ou sintéticos sdo amplamente estudados e tém um
papel importante na prevengdo ou retardamento das reacées de autoxidacao.
Mais recentemente, as pesquisas estdo direcionadas aos antioxidantes
naturalmente presentes em alimentos, ou extratos desses. As bebidas alcodlicas
tém sido associadas a esses efeitos benéficos pela possivel acdo dos compostos
fendlicos e do alcool presente nesses produtos (Frankel et al., 1993; Frankel et al.,
1995; Nigidikar et al, 1998; Estruch, 2000; Orralo et al., 2002; Wallerath et al,
2005; Padilla et al., 2005).
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Um dos mais notdrios estudos que investigaram a relagdo dos beneficios
do consumo moderado de vinho e a sua relagdo com as doengas cardiovaculares
foi realizado por Reunaud e Lorgerill (1992), que correlacionaram os habitos da
populacédo francesa, como o sedentarismo e o consumo de gordura saturada e
colesterol, com a baixa incidéncia dessas doengas. O estudo revelou que
possivelmente, esse paradoxo se devia ao consumo habitual de vinho tinto, que
em comparagdo a outras bebidas alcoodlicas € rico em compostos fendlicos
(Frankel et al,, 1993; Frankel et al, 1995; Nigidakar et al., 1998; Estruch 2000;
Orallo et al., 2002; Wallerath et al., 2005; Padilla et al., 2005).

Além disso, o consumo moderado de bebida alcodlica, especialmente o
consumo de vinho tinto, esta associado a diminuicdo da concentragdo de
homocisteina, a qual reduz os riscos de problemas cardiovasculares, o que pode

explicar o “Paradoxo Francés” (Dixon et al., 2002).

Soleas et al. (1997), numa revisdo apresentada em 1997, relataram
experimentos in vitro, in vivo € com animais que mostram que o resveratrol possui
muitos atributos biolégicos que favorecem a protecdo contra a aterosclerose
incluindo atividade antioxidante, inibicdo da agregacéo plaquetaria, bem como a
producéo dos pro-aterogénicos eicosanoides através das plaquetas humanas. Os
vinhos tintos representam a principal fonte de resveratrol na dieta humana e tém
sido apontados como o maior constituinte da fragao polifendlica, da qual os. efeitos

benéficos a saude tem sido atribuidos.

A literatura também chama a atencdo de um item importante para a
constatacdo da atividade benéfica a satde dos compostos fendlicos. A maior parte
das pesquisas desse género € realizada in vitro e com os compostos provenientes
de plantas. No entanto, estudos tém mostrado que os compostos fendlicos sédo
metabolizados in vivo, no trajeto do intestino delgado pela agado do figado e da

microflora presente, resultando em alteragées na estrutura inicial. Dessa forma
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aidna naos e sabe ao certo qual € a acdo desses compostos no organismo.
(Donavan e Waterhouse, 2003).

Frankel e Meyer (1998) sumarizaram dados da atividade antioxidante de
vinhos e sucos comerciais de uva, com relagdo aos mais diversos compostos
fendlicos, dentre eles as antocianinas, os flavonodis, os flavandis, os derivados
hidroxibenzoatos e hidroxicinamicos. Polifensis como o resveratrol e a quercetina,
bem como outros antioxidantes do vinho, possuem baixas propriedades
antioxidantes quando comparadas com extrato de vinhos envelhecidos em barris
de carvalho, indicando que a interagdo entre os constituintes pode induzir os
efeitos antioxidantes, e que estes nao $a0, necessariamente, provenientes dos
compostos simples (Tedesco et al., 2000). O consumo moderado de vinho por um
longo tempo induz aos efeitos protetores cardiovasculares provenientes,

principalmente, da presenga do trans-resveratrol na bebida. (Orallo et al., 2002).

Segundo Soobrattee e colaboradores (2005), a atividade antioxidante dos
flavondis aglicona é relativamente alta, seguindo uma ordem decrescente para
quercetina, a miricetina e o kaempferol. Segundo os autores, a atividade
antioxidante dessa classe de compostos estd relacionada com O numero de
grupos hidroxila, sendo que as moléculas com mais grupos hidroxila tem

capacidade antioxidante melhor.

Frankel et al. (1993) estudaram, in vitro, o efeito dos fenslicos do vinho na
susceptibilidade do LDL (low density lipoprotein) a oxidacdo e concluiram que os
compostos fendlicos extraidos do vinho inibem a oxidacao dessas lipoproteinas.
Frankel et al. (1995) determinaram, in vitro, a atividade antioxidante de 20 vinhos
comerciais da Florida na inibicdo da oxidagdo do LDL. A inibigéo relativa foi de 37
a 65% em vinhos tintos e 3 a 7% em vinhos brancos, concluindo que a protegcao a
oxidagéo do LDL estaria atribuida a num grande nimero de fenéis constituintes do

vinho. Teissedre e Landrault (2000) sugeriram que a inibicdo da oxidagao do LDL



estaria associada a presengca de compostos fendlicos presentes no vinho,

particularmente a catequina, a malvidina, a procianidina B1 e a quercetina.

Aumento nos teores de lipoproteinas de alta densidade (HDL), inibicdo da
agregagao de plaquetas, aumento na. fibrindlise, s&o alguns mecanismos
bioquimicos conhecidos que podem ser favorecidos com o consumo de vinhos
tintos, e que estdo associados a prevengio ou atenuacdo do desenvolvimento da

aterosclerose (Goldberg et al., 2003).

O extrato de vinho respondeu positivamente a agdo antioxidante quando
testado o seu efeito sobre as espécies reativas ao oxigénio. No entanto, a
resposta encontrada quando testados a agdo em particular do resveratrol e da
quercetina, em concentrages similares as presentes no vinho, ndo foi a mesma.
O efeito protetor do extrato é atribuido aos outros compostos fendlicos presentes
no vinho, e que atuam como responsdveis pela protegdo das injurias oxidativas
(Tedesco et al., 2000).

Alguns estudos defendem a hipétese que, a agdo benéfica das bebidas
alcodlicas sobre os fatores de risco no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, & de responsabilidade do &lcool. Ou seja, a presenca de
compostos fenolicos ndo tem uma importancia primaria na diminuicdo dos fatores
de risco (Hansen et al.,, 2005). O efeito benéfico na inibigdo da oxidacdo do LDL
pode vir também do alcool que exerce protecdo aumentando os niveis séricos do
(HDL)-colesterol, das apoliproteinas A-l, A-ll, LpA-l e a atividade da Pai-I (Estruch,
2000).

Qutros pesquisadores defendem que o efeito benéfico do consumo regular
de vinho esta baseado no efeito somatério da agdo dos compostos fendlicos e do
etanol sobre o sistema cardiovascular, aterosclerose e oxidagdo do LDL (Estruch,
2000; Frankel et al., 1993; Frankel et al., 1995; Nigidakar et al., 1998; Orallo et al.,
2002; Wallerath et al., 2005; Padilla et al., 2005). Estruch (2000) relatou o estudo

realizado pela European Commission chamado “Wine and Cardiovascular
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disease” que mostrou o efeito positivo do consumo moderado de vinho. O autor
cita e discute, como possiveis mecanismos de agdo benéfica, o aumento dos
niveis séricos de HDL-colesterol e de apolipoproteinas, a atuacio no sistema de
coagulagao, no enfarto do miocardio, a acao antioxidante e a regulacdo do fluxo
sanguineo diminuindo os problemas com a aterosclerose. Naissides ef al. (2004)
destacaram que o consumo prolongado de doses moderadas de vinho tinto teve

um efeito negativo em relagéo as doengas cardiovasculares.

No entanto, algumas pesquisas relatam gue o consumo de bebidas ricas
em compostos fendlicos como o vinho nem sempre tém um resultado benéfico na
manutencao da saude (Eigenbrodt et al., 2006: Zilkens ef al., 2005). Zilkens et al.,
(2005) demostraram num estudo que os polifendis do vinho tinto nao tém um

papel significativo na diminuicdo dos efeitos de pressao alta do sangue em

humanos.

2.4 - ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS

A analise dos compostos fendlicos tem sido, comumente, realizada por
metodos colorimétricos e enzimaticos que determinam as quantidades totais
desses compostos. No entanto, sdo métodos que exigem longo tempo de analise,

aléem de serem trabalhosos e poucos sensiveis.

A concentragéao total de compostos fenolicos é determinada pelo método
de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1865) e o resultado expresso
em equivalente de acido galico. O método ainda é utilizado na analise de fendlicos
totais e os resultados s&o uma importante ferramenta comparativa a métodos
novos e como base nas pesquisas das propriedades benéficas dos vinhos
(Tedesco et al.,, 2000; Chamkha et al., 2003; Minu_ssi et al. 2003; Echeverry et al.,
2005; Calillet et al., 2008).
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A busca da composicao individual dos compostos fenolicos em matrizes
complexas, como o vinho, proporcionou um impulso no desenvolvimento de novos
métodos de analise. Técnicas de separacdo como a eletroforese capilar e a
cromatografia liquida acoplada a sistemas de deteccao como a
espectrofotometria, a fluorimetria e a espectrometria de massas, possibilitaram o

desenvolvimento de métodos sensiveis, rapidos e praticos.

A eletroforese capilar (EC) vem sendo apontada como uma técnica
bastante satisfatéria para a determinacéo simultdnea de diferentes compostos,
entre eles os polifendis € os minerais. Essa técnica tem apresentado maior
versatilidade e simplicidade que as demais técnicas de separacdo empregadas,
além de menores custos e maior durabilidade das colunas, menores tempos de
analise, volumes de amostra e custos finais (Andrade et al., 1997; Kulomaa et al,,
1997; Watanabe ef al., 1998).

A eletroforese capilar tem sido, utilizada para a determinacao de compostos
fendlicos por diversos autores (Andrade et al, 1997; Kulomaa et al, 1997,
Watanabe et al, 1998; Minussi et. al., 2003; Hamoudova et al., 2004). A
combinagdo da isotacoforese com a eletroforese de zonas proporcionou a
separacao e quantificagdo de 14 compostos fendlicos da classe dos flavondides e
dos acidos fenodlicos em vinhos (Hamoudova et al., 2004). Minussi e colaboradores
(2003), utilizando a eletroforese capilar de zonas separaram, identificaram e
qguantificaram 18 compostos fendlicos de vinhos italianos. Ambos os autores
descrevem o método de eletroforese acoplado ao detector de DAD, como uma

poderosa ferramenta para analisar matrizes complexas como os vinhos.

Alguns trabalhos comegam a estudar métodos alternativos para a analise
de compostos fendlicos, o que pode ser util nas industrias. As quantidades de
compostos fenodlicos foram investigadas em vinhos da Turquia usando eletrodos
preprarados pela imobilizagdo da tirosina. Os resultados foram comparados ao

método de Folin-Ciocalteau e se mostrou eficiente (Kiralp e Toppare, 2006).



No entanto, nos Ultimos anos, a técnica que tem se consolidaram como a
metodologia para as determinagdes dos compostos fendlicos em vinhos é 2z
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os métodos descritos por CLAE
usam, na sua maioria, fase reversa com eluicdo por gradiente. A preparagao das
amostras pode ser feita por uma etapa de limpeza utilizando cartucho de fase
solida (Oszmianski et al., 1988) ou simplesmente a injegcéo direta sem prévio

tratamento das amostras (Revilla e Ryan, 2000).

Ha uma grande discrepancia no contetdo total de fensis quando estes sao
analisados por CLAE e por Folin-Ciocalteu. O total de fendis, em vinhos tintos, por
CLAE ¢é de 307,3 mgL™, comparado a 1784 mgL" GAE por Folin-Ciocalteu. A
explicagéo desta diferenga é que no método por CLAE somente 20 compostos
foram usados para a soma total de fenélicos nas amostras de vinho, enquanto que
no outro método sdo quantificados todos os fendis. Na quantificacdo por
cromatografia ndo séo quantificados polimeros de alta massa molecular, que tem
pouca importancia em relacdo aos efeitos do vinho na saude (Ritchey e
Waterhouse, 1999).

A determinacdo das diferentes moléculas quimicas de cada classe de
fendlicos, proporcionou o conhecimento das caracteristicas e das potencialidades
de cada composto separadamente, e também o seu papel em matrizes complexas
como os vinhos. Diversos trabalhos usam a cromatografia como método de
determinacdo dos compostos fendlicos e de moléculas quimicas de suas classes:
antocianinas, fendis &acidos, flavonoides, taninos e estilbenos (Singleton e
Trousdale, 1983, Ritchey e Waterhouse, 1999, Revilla e Ryan, 2000, Netzel et al.,
2003, Abert Vian et al., 2005). A cromatografia acoplada a diferentes métodos de
identificagao tem sido instrumento imprescindivel na elucidacdo dos mecanismos
de interagao entre os compostos fendlicos e desses com outras moléculas, como
acidos organicos, alcoois e aldeidos, durante as etapas de producdo e

envelhecimento do vinho (Es-Safi et al., 2003; Echeverry et al., 2005; Monagas et
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al., 2005; Gutierrez et al., 2005: Fulcrand et al., 1996; Duenas et al. 2006) e em

derivados de uvas, como extratos de cascas e sementes (Yilmaz e Toledo, 2004)

Os meétodos cromatograficos, mais comumente desenvolvidos para a
analise de compostos fendlicos em vinhos, utilizam detecgao espetrofotométrica
(Revilla e Ryan, 2000; Malovana ef al, 2001; Castellari et al,, 2002; Monagas et
al., 2005) e fluorimétrica (Rodriguez-Delgado et al., 2001: Bravo et al., 2006). Mais
recentemente, com as interfaces de ligacdo entre a cromatografia liquida e a
espectrometria de massas, a deteccdo tem sido feita usando essa ferramenta que
fornece vantagens na confirmacao de identidade dos compostos. A espectrometria
de massas & importante, principalmente, na identificagdo dos compostos fendlicos,
bem como na elucidacdo de novos compostos, normalmente envolvidos em
reacoes de condensacdo (Monagas et al, 2005; Alcalde-Eon et al, 2006),
copigmentacgao (Fulcrand et al, 1996; Gutierrez et al., 2005: Duenas et al., 2006) e
na elucidagéo dos processos bioquimicos responsaveis pela estabilizacdo dos
vinhos durante envelhecimento (Singleton et al., 1987: Es-Safi et al., 2003).

3 - FOLATOS

O acido félico (2—amin0~4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol~L—glutémico),
conhecido como &cido pteroilglutamico, vitamina Be, vitamina Bg e vitamina
M(Brody, 1991), foi descoberto em 1935 quando comegaram a ser descritos
disturbios decorrentes da deficiéncia nutricional de um composto pertencente a
familia do acido pteroilglutamico (Katzung, 1994). Comumente, para o grupo de
vitaminas hidrossoltveis com estruturas e atividades semelhantes ao acido félico é
utilizado o termo folato. Os folatos encontrados nos alimentos estao,
predominantemente, na forma de poliglutamatos, sendo o 5-metiltetraidrofolato o

congénere majoritario (Czeize e Dudas, 1992; Zanini e Oga, 1994). O 4cido
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pteroilglutamico (PteGlu-1) (Figura 1) é a estrutura quimica comum aos folatos,
suas diferentes formas s&o sintetizadas a partir de reagdo de metilagio e

replicagao celular no organismo humano e desempenham um papel especifico no
metabolismo intracelular (Goodman e Gilman, 1991).
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Figura 1- Estrutura quimica do acido félico

O é&cido félico e os folatos s&o vitaminas essenciais, que possuem um papel
chave nas reagdes de transferéncia de carbono, que ocorrem na biossintese de
DNA, como doador e receptor dos grupos C1, e no ciclo da metilacao [Katzung,
1994; Devlin, 1998; Scott et al., 2000; Trumbo 2003]. Os diferentes tipos de folatos
sao necessarios na formagéo de produtos intermediarios do metabolismo, estando
envolvidos na sintese de purina, timidilato (dTMP), colina, serina e glicina,
(Thomas eta., 2003).

O interesse pelos folatos tem crescido nos Cltimos anos com as
descobertas relacionadas com suas fungdes nos varios processos metabdlicos no
organismo humano. Os folatos s&o essenciais na prevengdo e reducio
significativa do risco de malformagéo do tubo neural na gestagao (Daly et al.,
1997; Crane et al., 1995; Gregory, 2001; Evans et al., 2004). A caréncia de
alimentos que contenham a vitamina na dieta pode levar & anemia megaloblastica

(Dierkes et al., 1998; Scott et al., 2000; Asok, 2005) além de doencas cronicas



como cancer de mama e colon, mal de Alzheimer e depressdo (Lucock, 2000;
Alpert et al., 2000; Jacques et al., 1999; Malinow et al., 1998: Kim, 1999).

Parodi, 1997b, associa também os folatos como um dos responsaveis pelo
chamado “paradoxo francés”, aparente discrepancia entre o alto consumo de
gorduras saturadas pelos franceses e a baixa incidéncia de doencas do coragao e
aterosclerose. O tetraidrofolato juntamente com a vitamina B, & necessario para a
conversao de homocisteina em metionina [Devlin, 1998]. A homocisteina vem
alcangando grande importancia como fator de risco para doenca arterial coronaria
[Welch e Loscalzo, 1998; Rodrigo et al., 2003; Schnabel et al., 2005], pois o alto
nivel de homocisteina no sangue pode aumentar a agregacao de plaquetas,
causando trombose e inativando anticoagulantes (Malinow, 1994: Scholl e
Johnson, 2000; Willcox et al.,, 2003). Com o suplemento dos folatos ocorre
diminuigao dos niveis de homocisteina (Jacques, 1996; Moat et al., 2004: Coppola
et al., 2005; Caruso et al., 2006).

Pesquisas mais recentes, demonstram o potencial antioxidante das formas
fisiolégicas dos folatos (Stocker et al., 2003; Gliszczynska-Swigto, 2007), inclusive
do acido folico, forma utilizada na suplementagdo dos alimentos (Gliszczynska-
Swigto, 2007).

As principais fontes de folatos sdo os cogumelos, rim, figado, vegetais,
leveduras [Brody, 1991; Franco, 1992, Quirés et al, 2005], e produtos da
fermentagdo (Seyoum e Selhub, 1998; Kariluoto et al., 2004: Jagerstad et al.
2005). Em menores quantidades os folatos também sdo encontrados em carnes,
cereais, frutas e em algumas raizes [Quirds et al., 2004]. Ainda segundo The
National Findiet, 2002 Study (2003), os cereais, principalmente os produtos de

graos inteiros, sdo os maiores contribuidores de folatos na dieta.

Algumas técnicas no processamento de alimentos podem aumentar as
concentragbes de folatos, como por exemplo o bioprocesso da fermentacao
[Seyoum e Selhub, 1998; Osseyi et al., 2001; Kariluoto et al., 2004]. Produtos que
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tem na sua fabricacao a presenca de leveduras, como os paes de farinha de trigo
(Arcot et. al., 2002), paes de centeio (Kariluoto et al., 2006) e leites fermentados
(Crittenden et. al., 2002) tem a sua quantidade de folatos aumentada no final do
processo. No estudo de Jagerstad et al (2005), paes, leite e vegetais fermentados
tiveram um aumento na concentragao de folatos de no minimo 100%. O nivel de
folatos em cereais nao malteados esta entre 0,5 e 'l,OmgKg”, mas durante o
processo de malteagdo da cevada, por exemplo, estes niveis podem dobrar ou

triplicar, particularmente durante os dois primeiros dias de germinacao [Jagerstad
et al, 2005].

O produto da fermentacdo contém folatos, mas a maior quantidade

encontra-se na massa celular microbiana (Kariluoto et. al., 2006).

Kariluoto et. Al., (2006) descreve que a habilidade de leveduras tipicas de
fermento, Saccharomyces cerevisae para produzir folatos em meios especificos
para o crescimento dos microorganismos & maior que outros tipos de levedura e
bactérias. As bebidas fermentadas, como a cerveja e o vinho, usam a

Saccharomyces como levedura de fermentagéo.

Cervejas americanas apresentaram uma concentracao entre 30 e
18,01g/100mL de folatos (Jagerstad et al, 2005) e cervejas pilsen brasileiras
apresentaram teores de folatos totais numa faixa de 292.8 a 652,611g/100mL,

sendo considerada excelente fonte de folatos (Catharino, 2003).

Praticamente ndo sdo encontrados dados de folatos em vinhos. Catharino
et al. (2002), encontraram uma concentragéo de 6,5 a 23,7 Mg/100ml de folatos

totais em vinhos brasileiros.
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VALIDAGAO DE METODOLOGIA PARA ANALISE DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM VINHOS

FACCO, E. M. P.; GODOY, H. T.

RESUMO

Varios métodos para a andlise de micronutrientes em alimentos podem ser
utilizados, entre eles a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), pela sua
versatilidade e rapidez. O objetivo deste trabalho foi avaliar e validar um metodo,
empregando a CLAE, para a determinacéo de representantes da classe dos fendis
acidos (acido galico, acido p-coumarico, &cido caféico, acido ferrdlico e acido
vanilico), dos flavondides (quercetina, (+)catequina e a (-)epicatequina) e o trans-
resveratrol em vinhos tintos e brancos. Apds a filtrag&o, o vinho foi injetado no
cromatagrafo a liquido, utilizando uma coluna Cz e sistema de eluicdo por
gradiente, a uma vazé&o de 0,7 mLmin~'. sendo a fase movel composta por como
fase movel acetonitrila;:dgua acidificados com &cido férmico. A deteccéo foi feita na
regido do uvlvisivel usando detectores de arranjos de diodos (DAD) operando a
280 e 310 nm, e detector de fluorescéncia (FLD) com comprimento de onda de
excitacdo de 280nm e de emissdo de 360nm. A quantificacéo foi realizada por
padronizacédo externa. Os limites de detecg&o determinados foram em valores de
ugL™”. As taxas de recuperacéo, tanto para os vinhos tintos quanto para os vinhos
brancos, variaram de 96% a 102%, para todos os compostos analisados, com boa
repetibilidade dentro do limite de confianca estabelecido. As curvas apresentaram

R? superiores a 0,9930 para todos os compostos fenadlicos.

Palavras chaves: Compostos fendlicos, validagdo de metodologia, vinhos.
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VALIDATION OF THE METHODOLOGY FOR PHENOLIC COMPOUNDS
IN WINES

FACCO, E. M. P.; GODOQY, H. T.

ABSTRACT

For the analysis of micronutrients some methods are used, and between them high
performance liquid chromatographic (HPLC) distinguished for versatility and speed.
The aim of this work was to study and to validate a method employing the HPLC
for the determination of phenolic acids (gallic acid, p-coumaric acid, caffeic acid,
ferrulic acid, vanilic acid), flavonoids (quercetin, (+)-catechin and (-)-epicatechin
and frans-resveratrol in red and white wines. The filtrated samples were injected in
the system, using a Cjzy column at a flow rate of 0,7mLmin™", using
acetonitrile:water acidified with formic acid as mobile phase. Detection was
operated using a diode array operating 280 and 310 nm and a fluorescence
detector with 280 nm for excitation and 360 nm for emission. The quantification
was performed using a external calibration method and the detection limits were
determined in ngmL™". The percentages of recovery for wines had varied from 96%
to 102%, with good repeatability inside of the established reliable limit. The
calibration curves had presented r* highest 0,9930 for all phenolic compounds.

Keywords: phenolics compounds, validation, wines
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1 — INTRODUGAO

A importancia dos compostos fendlicos em enologia estd na sua
participagé@o na cor dos vinhos tintos, no sabor amargo e adstringente, intervengao
nos fendmenos de turvamento, sobre o aroma, além de constituir o principal
reservatorio de substancias auto-oxidaveis, formando o maior sistema de protecao

dos vinhos contra fenémenos de oxidagéo (Daudt e Polenta, 1999).

Entretanto, a andlise dos compostos fenélicos tem sido, comumente,
realizada por métodos colorimétricos. O mais conhecido deles ¢ o método de
Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965) que determina as
quantidades totais de fendlicos em vinhos (Tedesco et al., 2000: Chamkha et al.,
2003; Minussi et al., 2003; Echeverry et al., 2005 Caillet at al., 2006).

A busca da composigdo individual dos compostos fendlicos em matrizes
complexas, como o vinho, proporcionou um impulso no desenvolvimento de novos
métodos de andlise. Técnicas de separacdo como a eletroforese capilar e a
cromatografia liquida acoplada a sistemas de deteccdo como a
espectrofotometria, a fluorimetria e a espectrometria de massas, possibilitaram o
desenvolvimento de métodos sensiveis, rapidos e praticos. A tendéncia atual é,
principalmente, a utilizagdo da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (Rodriguez-Delgado et al., 2001: Revilla e Ryan, 2000; Malovana et al,
2001), que além de ser mais pratica, rapida e sensivel também possibilita a
analise qualitativa e quantitativa de cada um dos compostos fendlicos

separadamente.

Os meétodos descritos por CLAE usam em sua maioria, fase reversa com

eluicdo por gradiente (Rodriguez-Delgado et al, 2001; Revilla e Ryan, 2000;
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Malovana et al., 2001; Castellari et al,, 2002: Es-Safi et al., 2003; Monagas et al,
2005; Alcalde-Eon et al, 2006). Na preparacio das amostras pode existir uma
etapa de limpeza utilizando cartucho de fase solida (Oszmianski et al., 1988;) ou
simplesmente a injecdo direta sem prévio tratamento das amostras (Revilla e
Ryan, 2000).

O objetivo deste trabalho foi a validacdo da metodologia para a
determinagdo dos compsotos fendlicos agliconas em mostos e vinhos branco e
tinto, utilizando coluna de fase reversa Cao, na tentativa de estabelecer um meétodo
para a determinagao simultanea dos principais compostos fendlicos presentes em
vinhos.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — MATERIAIS

AMOSTRAS

Foram utilizadas amostras de vinhos brasileiros, tintos e brancos, coletadas
em supermercados da cidade de Campinas. As amostras foram filtradas em filtros
MILLIPORE 0,45pum e injetadas diretamente no cromatografo a liquido.
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REAGENTES

Utilizou-se metanol e a acetonitrila grau cromatografico e os acidos acético
e formico (MERCK do Brasil),. A agua utilizada para preparar a fase movel foi
purificada usando sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases moéveis foram filtradas

com filtros MILLIPORE com poros de 0,45um de diametro.

Os padroes de acido galico, acido p-coumarico, acido ferrulico, acido
caféico, acido vanilico, (+)catequina, (-)epicatequina, quercetina, kaempferol e
resveratrol, com pureza foram obtidos da SIGMA. As solugdes estoques foram
preparadas em solugdo de metanol:agua 90:10, acidificada com 0,1 % de acido
formico, em concentragbes que variaram para cada composto fenodlico. Para
eliminar o oxigénio e evitar a degradacado dos padroes, as solugdes foram

armazenadas com nitrogénio a -4° C protegidos da luz.

INSTRUMENTO

Foi utilizado um cromatdgrafo a liquido HP (Hewlett Packard) série 1100,
equipado com degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico com
capacidade de 1 a 100 pL e detectores de arranjo de diodos (UV - VIS) e
fluorescéncia. As colunas analiticas testadas foram uma Varian Cys (4,6x150mm)
e uma Csp (4,6x250mm) YMC carotenoid™ Waters. Para a analise dos dados
utilizou-se o sistema de software HP-Chemstation acoplado ao cromatografo, que
além de monitorar todos os componentes eluidos, permitiu o melhor tratamento

dos dados.
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2.2 - METODO

DESENVOLVIMENTO DO METODO

Foram testados vérios sistemas cromatograficos de separagido dos
compostos, utilizando dois tipos de colunas cromatograficas (Cis € Cag), e
diferentes sistemas de eluiczo, sempre por gradiente. Os solventes, como fases
moveis, utilizados para os testes foram metanol, acetonitrila e 4gua acidificados
nas seguintes combinagées: metanol e agua acidificados com 0,4 % de acido
acético; metanol e agua acidificados com 0,4 % de acido férmico: acetonitrila e
agua acidificados com 0,4 % de &cido acético e acetonitrila e agua acidificados

com 0,4 % de acido formico.

Os compostos foram identificados pela comparagdo dos tempos de
retencdo com os padrées analisados nas mesmas condigbes e pelo espectro
obtido no detector de arranjo de diodos (DAD) e no detector de fluorescéncia
(FLD). A quantificacdo foi realizada por padronizagdo externa, curvas de

calibragéo foram construidas para cada um dos compostos analisados.

VALIDAGAO DA METODOLOGIA

Para validar o método empregado, foram utilizados os seguintes
parametros: os limites de deteccdo e de quantificagé@o, faixa de concetracgéo,

percentual de recuperagao e repetibilidade.
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a) Limites de detecgao e quantificagao

Os limites de detecgao foram estimados através da diluigdo sucessiva do
padrao adicionado as matrizes. Foi considerado o limite de detecgdo a menor
guantidade detectavel na matriz que produziu um sinal com uma amplitude trés
vezes a do ruido (S/R = 3). Através da estimativa do desvio padrdao (DP) produzido
por 10 leituras do sistema se estabeleceu o critério de detecgdo (amplitude do
ruido) (Calcutt e Boddy, 1983). O limite de quantificacdo foi considerado como

sendo trés vezes o limite de detecgao.

b) Faixa de concetracéo

A faixa de linearidade do método por cromatografia foi verificada para cada
um dos compostos fenoélicos analisados. Foram construidas curvas de calibragao
com diferentes faixas de concentragao visto que as quantidades encontradas nas

amostras variavam desde valores muito baixos até valores em mglL™".

c) Recuperacgao de padroes

A exatidao do método foi avaliada pelos testes de recuperacao de padroes

adicionados as amostras de vinho tinto e branco..

d) Repetibilidade

A avaliagao deste parametro foi realizada através de cinco determinacoes,
em duplicata. A repetibilidade foi calculada de acordo com Calcutt e Body (1983)

através da formula:



r=1ts2.57

Onde:

r=repetibilidade,

sr= estimativa do desvio padrao
t=t de student

3 -RESULTADOS E DISCUSSAO

ETAPA ANALITICA

Foi avaliado o desempenho das colunas Cis € C30 na separacdo dos
compostos. Iniciaram-se os testes utilizando os padrées. Nessa etapa verificou-se
que ambas as colunas apresentaram bons resultados. Entretanto, quando
efetuaram-se os mesmos testes com as amostras de mostos e vinho néo foi
possivel constatar a mesma performance. Para a separagao dos fenolicos
presentes nos vinhos analisados, observou-se que a coluna C3o era a mais
indicada. Combinando coluna e fases méveis foi possivel concluir que o sistema

acetonitrila:agua acidificados com acido férmico se mostrou mais eficiente.

Portanto, a coluna de Ciy e fase movel composta por (A) agua:acido
formico (996mL:4mL), e fase moével (B) acetonitrila:acido férmico (996mL:4mL),
em gradiente, descrito na Tabela 1, a uma vazao de 0,7 mLmin™, temperatura da
coluna a 35 °C, e volume de injecdo 20 pl, com tempo de corrida de 50 min,
mantendo-se 10 min de re-equilibrio do sistema antes da préxima injegdo. A
detecgao foi realizada em arranjos de diodos (DAD) e fluorescéncia (FLD). O acido
galico, o acido caféico, a quercetina e o kaempferol foram detectados no DAD a

280 nm; o acido p-coumarico, o &cido ferrtlico e o resveratrol a 310 nm. Ja a (+)-
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catequina, a (-)-epicatequina e o acido vanilico foram detectados no FLD com
comprimento de onda de excitagdo de 280 nm e comprimento de onda de emissao
de 360 nm.

As condigbes descritas foram, aparentemente, as melhores condigdes
cromatograficas encontradas para a andlise de fenélicos em vinhos avaliados

nesse trabalho.

Tabela 1 - Gradiente da fase mével usada na metodologia.

Tempo (min)
. — 10 25 38 40 45 50
% A 95 91 83 70 40 10 95
%B 6 9 17 30 60 90 5

A- agua:acido férmico (996:4) e % B- acetonitrila:acido formico (996:4)

A metodologia foi validada para vinhos tintos e brancos, em razio das
caracteristicas de composicdo de cada uma das matrizes. Os parametros
avaliados foram limite de detecgéo, limite de quantificagao, faixa de concentracao,
recuperacao e repetibilidade.

Os limites de detecgéo (LD) encontrados para as amostras ficaram entre
0,001mgL™ para o os acidos caféico, p-coumarico e ferrdlico e 0,016ugL™ para a
quercetina (Tabela 2). O limite de quantificagao foi considerado como sendo trés

vezes o limite de detecg&o, segundo Calcutt e Boddy, (1983).



Tabela 2 - Limites de deteccdo (LD) e quantificagéo (LQ) para o cada composto
fendlico analisado.

Composto fendlico LD (mgL)* LQ (mgL)*
Acido gdlico 0,0024 0,0073
Acido caféico 0,001 0,0029

Acido p-coumarico 0,001 0,003
Acido ferrulico 0,001 0,003
Acido vanilico 0,0011 0,0033

Kaempferol 0,0013 0,004
Quercetina 0,0016 0,0049
Resveratrol 0,0010 0,0031
Catequina 0,0019 0,0058
Epicatequina 0,0016 0,0048

* Os resultados sdo médias de dez determinagdes

Os valores determinados neste trabalho, tanto para o limite de detecgéo
como para o de quantificagéo, foram menores que os encontrados por Castellari,
et al. (2002), utilizando detectores de DAD E FLD. Os valores de recuperagao para
compostos fendlicos, encontrados pelos autores, variaram de 8ugL" para o trans-
resveratrol até 161uglL™”’ para a (-)-epicatequina. A catequina, a epicatequina e o
acido vanilico foram identificados e quantificados por fluorescéncia, assim como
realizado neste trabalho, possibilitando determinar limites de detecgdo menores e,
consequentemente, a deteccdo de quantidades mais baixas nos vinhos

analisados.
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Os valores da faixa de concentragéo e do método estéo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3 - Intervalo de concentragdo de cada um dos compostos fendlicos

analisados.
Composto fendlico Intervalo de concetragiao (mgL™) r2
Curva1(mgL”) [ Curva2(mgL") | r2curvad | rcurva2
Acido galico 0,007 — 0,147 0,122 - 2,444 0,9966 0,9997
Acido caféico 0,0029 - 0,0518 0,043 - 0,864 0,9979 0,9991
Acido p-coumarico 0,003 - 0,0474 0,0395 — 0,790 0,9992 0,9995
Acido ferrulico 0,003 - 0,0864 0,072 - 0,144 0,9925 0,9988
Acido vanilico 0,0033-0,02784 | 0,0345 - 0,556 0,9952 0,9969
Kaempferol 0,0041 - 0,0416 - 0,9971 -
Quercetina 0,0049 - 0,0495 0,0412 - 0,826 0,9975 0,9997
Resveratrol 0,0031 - 0,0309 0,0257 - 0,515 0,9963 0,9998
Catequina 0,0058 - 0,0958 0,0971 - 1,942 0,9938 0,9970
Epicatequina 0,0048 - 0,1165 0,0798 - 1,596 0,9987 0,9934

Optou-se por trabalhar construindo 2 curvas de calibragdo para cada um

dos compostos fendlicos, para evitar que uma tnica curva apresentasse uma

diferenca de concentragéo entre o primeiro ponto e o ultimo de 10° unidades. Essa

grande diferenca entre os pontos da curva foi considerada pelos autores como

uma variagdo muito grande, para observar a linearidade em concentragdes

menores. As concentracées de cada um dos compostos foram determinados com

a curva que melhor se adaptava, com excecdo para o kaempferol, que apresentou

pequenas quantidades em todas as amostras.



As taxas de recuperacdo encontradas para os compostos fendlicos em
vinhos tintos e brancos, estao apreéentadas na Tabela 4. Os valores variaram
entre 96,0 e 101,6%. Esses valores indicam uma boa taxa de recuperacao para os
niveis presentes no vinho.

Tabela 4 - Taxas de recuperagao do padréo dos compostos fendlicos.

Compostos Nivel Recuperagdo* vinho Recuperagiao* vinho
Fendlicos (mgL™") tinto (%) branco (%)
Acido galico 0,147 100,0+0,4 99,5+0,8
Acido caféico 0,0518 99,6+1,4 98,3+1,2
Acido p-coumarico 0,0474 99,1+0,1 101,640,3
Acido ferrlico 0,0864 96,0+1,0 97,8+1,2
Acido vanilico 0,02784 96,78+1,1 98,33+0,7
Kaempferol 0,0416 96,5+2,6 98+2.0
Quercetina 0,0495 97,9+1,4 101,4+1,2
Resveratrol 0,0309 97,2+0,5 98,1+0,4
Catequina 0,0958 98,1+1,6 97,4417
Epicatequina 0,1165 99,5+1,9 100,7+2,0

*Os resultados sdo médias de 10 determinacdes.

A Tabela 5 apresenta as faixas de repetibilidade entre as determinagées de
cada um dos compostos analisados, com 95% de confianga, em vinhos brancos e
tintos. Desta forma, espera-se que valores fornecidos por determinagées em
replicata difiram dentro dos limites fornecidos pela repetibilidade, com a confianca

indicada.
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Tabela 5 - Repetibilidade dos compostos fenélicos.

Composto Fendlico

Concentragdo (mgL™)*

Estimativa do

desvio padrao

Repetibilidade

Acido galico
Acido caféico
Acido p-coumarico
Acido ferrdlico
Acido vanilico
Kaempferol
Quercetina
Resveratrol
Catequina

Epicatequina

0,122
0,043
0,0395
0,0072
0,0345
0,0416
0,0412
0,0257
0,0971

0,0798

0,01
0,006
0,005
0,058
0,011
0,013
0,001
0,003
0,063

0,03

0,386
0,309
0,284
0,946
0,406
0,450
0,109
0,225
0,986

0,678

Limite de confianca de 95% (t= 2,78)

"Valores sdo médias de dez determinacées.

t =t de Student

Nessas condigbes cromatograficas foram separados 10 compostos

fendlicos em vinhos tintos e brancos: o acido gélico, o 4cido p-coumarico, o acido

ferrtlico, o acido caféico, o acido vanilico, a quercetina, o kaempferol, a

(+)catequina, a (-) epicatequina e o resveratrol:

Para a aplicacdo do método, foram analisadas amostras de vinho tinto e
vinho branco. A Figura 1 e Figura 2 apresentam os cromatogramas obtidos para

os vinhos tintos e brancos, respectivamente. Pode-se verificar que os picos

referentes a cada um dos compostos fendlicos aparecem separados.
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Figura 1 — Cromatograma do vinho tinto. As condigbes cromatograficas: Coluna Cso, fluxo de
0,7ml.min™, eluigdo por gradiente, fase movel A=agua:acido acético 04% e
B=acetonitrila:acido formico 0,4% (0 min 85% A, 10min 91% A, 25min 83%, 38min 70%A,
40min 40%A, 45min 10%A e 50min 95%A. E detecgao por DAD (C1)=280nm, (C2)=310nm e
FLD (C3)=280nm excitagdo e 360nm emissao.
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Figura 2 — Cromatograma vinho branco. As condigées cromatograficas: Coluna Cag, fluxo de

0,7ml.min”, eluicdo por gradiente, fase

B=acetonitrila:acido férmico 0,4% (0 min 95% A,

movel A=agua:acido acético 0,4% e

10min 91% A, 25min 83%, 38min 70%A,

40min 40%A, 45min 10%A e 50min 95%A. E detecgdo por DAD (C1)=280nm, (C2)=310nm e

FLD (C3)=excitagao 280nm e emissao 360nm.
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Os dados quantitativos sao apresentados na Tabela 6. Os resultados
mostram que o método pode ser aplicado para analise de diferentes classes de
compostos fenodlicos em vinhos brancos e vinhos tintos. Dentre os Aacidos
fendlicos, os que se apresentaram em quantidades mais expressivas foram o
acido galico e o acido p-coumarico. As catequinas estavam em quantidades
expressivas entre os fendlicos analisados.

Tabela 6 — Valores em mgL™ dos compostos fendlicos em amostras de vinho tinto

e branco.
Compostos Tinto 1 Tinto 2 Tinto 3 Branco
Fendlico (mgL")* (mgL)* (mgL)* (mgL™")*
Acido galico 8,07+0,09 1,26+0,02 1,32+0,01 nd
Acido caféico 1,84+0,03 0,58+0,01 1,59+0,06 nd
Acido p-coumarico | 1,41+0,04 nd 1,16+0,03 nd
Acido ferrulico 0,21£0,03 0,584+0,003 | 0,281+0,003 nd
Acido vanilico 0,89+0,002 1,820,001 16,4+0,01 0,383+0,0002
Kaempferol 0,031+0,001 nd nd nd
Quercetina 0,016£0,0001 | 0,078+0,001 | 0,435+0,009 nd
Resveratrol 0,286+0,004 1,21£0,01 1,581+0,005 nd
Catequina 26,6+0,04 26,4+0,01 12,8+0,02 3,67+0,003
Epicatequina 8,80+0,008 9,24+0,006 6,15+0,008 1,197+0,0002

*Valores sdo médias de determinagtes em triplicata.



Dados semelhantes de frans-resveratrol foram encontrados por
Dominguez et al. (2001), Rodriguez-Delgado et al. (2001), Careri et al. (2004). As
quantidades encontradas, para os compostos analisados, estédo proximos aos
valores citados por Villers et al. (2005) que analisaram amostras de vinhos
africanos. Os niveis de fendis acidos encontrados, nos vinhos analisados neste
trabalho, sdo semelhantes aos encontrados por Rodriguez-Delgado et al. (2001),
que analisou diferentes vinhos tintos.

Os resultados obtidos apds a avaliagdo dos vinhos tintos analisados nesse
trabalho mostraram valores para a (+)-catequina que variaram de 12,4 mgL™" a
26,6 mgL’1 e para a (-)-epicatequina variam de 6,1 mgL‘1 a9,3 mgL". Esses dados
sdo me-nores que os encontrados para vinhos tintos na literatura (Rodriguez-
Delgado et al., 2001; Frankel et al., 1995). J& para os vinhos brancos os valores

encontrados sdo maiores que os da literatura (Rodriguez-Delgado et al., 2001).

4 — CONCLUSAO

Com a metodologia validada neste trabalho foi possivel a separagdo, a
identificacdo e a quantificagdo de 10 compostos fendlicos em vinhos tintos e

brancos.

O método desenvolvido por CLAE para a separagdo compostos fenolicos
apresentou resultados satisfatorios pela simplicidade e rapidez, ja que nao é
preciso preparagdo de amostra para a analise. Também mostrou ser mais uma
aplicagdo para a coluna de fase reversa Cz e para a deteccao

espectrofluorimetrica.
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COMPOSTOS FENOLICOS EM VINHOS E SEU COMPORTAMENTO DURANTE
O PROCESSAMENTO

Facco, E. M. P.; Fogaca, A. de O.; Daudt, C. E.; Godoy, H.T.

RESUMO

O trabalho objetivou avaliar o comportamento de alguns compostos
fendlicos mais importantes durante as etapas de produg&o de vinhos. Foram
analisadas amostras desde a colheita da uva até doze meses apds a fermentagao.
O maior aumento de fenois totais ocorreu durante a fermentagdo alcoolica,
confirmando o que ja foi demonstrado sobre a extragéo de fenois das cascas para
o meio alcodlico. De forma geral, para os compostos fendlicos individuais,
determinados por CLAE, o aumento maior ocorreu depois do processo de
fermentagdo malolactica até um ano apds a vinificagdo. Das variedades
analisadas, a Merlot foi a que apresentou menores valores iniciais de todas as
classes de fendlicos individuais e totais. Quando analisados cada um dos
compostos fendlicos, foi verificado que um deles encontrava-se em maior
concentracdo em uma das variedades de vinho tinto estudadas. Mas nao
necessariamente era o composto em maior quantidade no vinho daquela
variedade. O Cabernet sauvignon apresentou o acido galico como composto em
destaque em relagéo aos demais fendlicos. J& entre as variedades Merlot, Pinot
Noir e Isabel entre os compostos de destaque apareceram o resveratrol, as

catequinas e a quercetina, recpectivamente.

Palavras chave: Compostos fendlicos, vinho, vinificagéo
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BEHAVIOR OF PHENOLIC COMPOUNDS IN BRAZILIAN WINES DURING THE
WINEMAKING

Facco, E. M. P.; Fogaga, A. de O.; Daudt, C. E.: Godoy, H.T.

ABSTRACT

The aim of this work was the evaluation of the behavior of the phenolic compounds
in wines. The samples were analized since the harvest of grape until 12 months
after the fermentation. The highest increase of the total phenolic content was
observed during the alcoholic fermentation, according to the literature reporting
that the phenolic compounds are extracted from skin by the alcoholic medium. As a
general rule, for single individuals phenolic compounds, determined by HPLC, the
high incresead occured after the malolactic fermentation process until 1 year after
the winemaking. From all analised variety the Merlot was the one that showed the
smallest initial concentrations—for single phenolic compounds and also in total
phenolic content. When the phenolic compounds were studied individualy, it was
observed that for each variety of wine there was a significative compound, and that
this compound was not necessarily the most concentrated. In the Cabernet
Sauvignon, Merlot, Pinot Noir and Isabel varieties, the main phenolic compound
that differenciated them was gallic acid, t-resveratrol, catechins and quercetin,

respectively.

Keywords: phenolic compounds, wine, winemaking
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1 - INTRODUCAO

As uvas contém uma grande quantidade de diferentes compostos fendlicos
nas cascas, na polpa e nas sementes que sdo parcialmente extraidas durante os
processos de vinificagdo (Jackson, 1994). A importancia dos compostos fendlicos
em enologia esta na participagéo na cor dos vinhos tintos, no sabor amargo e
adstringente, intervengdo nos fenémenos de turvamento e participagcdo na
fomagao do aroma, além de constituir o principal reservatério de substancias auto-
oxidaveis, formando o maior sistema de protecio dos vinhos contra fenémenos de
oxidagéo (Daudt e Polenta, 1999).

Os acidos fenolicos sdo os compostos derivados do acido benzoico e do
acido cindmico, geralmente encontrados na forma de ésteres do acido caftarico,
localizados, principalmente, na casca da uva (Jackson, 1994). Os 4&cidos
cindmicos, principalmente o acido p-coumarico, o acido caféico, o acido ferrtlico e
o0 acido sinapco sdo mais comumente encontrados que os acidos
hidroxibenzéicos. Esses acidos sdo raramente encontrados na forma livre, exceto
em alimentos que passam por processos de congelamento, esterilizacdo e

fermentagédo (Manach et al., 2003).

Os flavondides representam o maior grupo de polifendis encontrados em
alimentos, além de serem considerados os mais potentes antioxidantes, entre os

compostos fenodlicos (Shahidi ef al.,, 1992: Soobrattee et al., 2005).

Outro composto importante em vinhos é o resveratrol classificado como
estilbeno, uma classe de antibidtico da planta, e que ¢ sintetizado quando a
mesma & submetida a um estresse, como o ataque de patogenos, radiacdo UV ou
lesdo (Bravo, 1996). Além da fungdo protetora, o resveratrol esta diretamente

relacionado a diversos beneficios para a satide humana, principalmente pelas

72



suas propriedades antioxidantes, e a diminuicdo da incidéncia de disttrbios
cardiovasculares (Bravo, 1996: Frankel et al., 1995; Stivala et al., 2001).

A analise dos compostos fendlicos tem sido, comumente, realizada por
métodos colorimétricos e enzimaticos que determinam as quantidades das
diferentes classes desses compostos, no entanto, sdo métodos que exigem longo
tempo de analise além de serem trabalhosos e n3o muito sensiveis. A tendéncia
atual e a utilizacdo das andlises cromatograficas utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que além de ser mais préatica,
rapida e sensivel também possibilita a analise qualitativa e quantitativa de cada

um dos compostos fenodlicos separadamente.

O objetivo do trabalho foi determinar o teor dos compostos fendlicos em
uvas tintas das variedades viniferas Cabernet Sauvignon, Pinot Noir e Merlot e nas
variedades americanas tinta Isabel e branca Niagara, bem como acompanhar o

comportamento durante o processamento de vinificagzo.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - MATERIAIS

AMOSTRAS

As uvas tintas das variedades viniferas Cabemnet Sauvignon (CS), Pinot
Noir (Pn) e Merlot (Me), destinadas a produgéo de vinho tinto fino, estio entre a
uvas varietais mais cultivadas no Brasil (Mello, 20086), e por isso escolhidas para o

estudo.
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As amostras de uvas Vitis vinifera, tintas Cabernet Sauvignon, Pinot Noir e
Merlot, utilizadas no experimento, foram provenientes da vinicola Velho Amancio,
localizada em ltaara, regido central do Rio Grande do Sul. As variedades tinta
americana Isabel (Is) e branca Niagara (Ni) foram provenientes da Serra gaticha.
Todas as uvas foram vinificadas na Vinicola Velho Améancio e as amostras foram
coletadas durante diferentes etapas do processo de vinificagao, no inicio e no final
da fermentagdo alcoodlica (aproximadamente 8 dias), no final da fermentacéc
malolactica (aproximadamente 40 dias) e, apés 120 (3 meses), 210 (6 meses) e
365 (12 meses) dias depois da fermentacdo alcodlica. No vinho Cabernet
sauvignon foi realizada ainda uma amostragem com 720 (24 meses) dias de
processamento. Foram coletadas amostras em replicata, devidamente
armazenadas a -18 °C e posteriormente transportadas até o laboratério de Analise
de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual

de Campinas, Campinas-Sao Paulo para a realizagéo das analises quimicas.

A maturagdo da uva foi controlada pela analise do grau de actcar, da
acidez e da medida do pH. A fermentagéo alcodlica foi controlada pela analise de
agucar, e considerada terminada quando esse valor atingiu zero. Depois do
processo de fermentagdo malolactica, os vinhos passaram pelo processo de
resfriamento. Depois dessa etapa e da filtragdo, quando necessaria, os vinhos
Isabel e Niagara ja estavam prontos para consumo, o que explica a auséncia

desses vinhos nas etapas finais do processamento.

O vinho produzido com a variedade americana Isabel foi induzido ao
tratamento com acido tartarico e sob temperaturas controladas para acelerar a
precipitagédo dos sais e o amadurecimento do vinho. Esse processo pode ser

observado no comportamento dos fendis totais.
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REAGENTES

Os solventes usados como fase mével foram grau cromatografico e os
acidos da marca MERCK do Brasil. A agua utilizada para preparar a fase mével foi
purificada usando sistema Milli-Q (MILLIPORE). Os padrées de acido galico, acido
p-coumarico, &cido ferrdlico, &cido caféico, acido vanilico, (+)catequina, (-)-

epicatequina, quercetina, kaempferol e resveratrol foram obtidos da SIGMA.

2.2 - METODOS

A porcentagem de sdlidos soltveis foi medida com o auxilio de um
densimetro de °Brix, posteriormente, corrigidas em fungcdo da temperatura. A
determinagdo da acidez titulavel foi realizada segundo Amerine e Ough, (1980),
pipetando 10 ml da amostra e usando solucao de hidroxido de potassio 0,1molL™,
previamente padronizada, como titulante. O valor de pH foi medido em pHmetro
(Digimed) (AOAC, 2000).

A concentragdo de polifendis totais foi determinada pelo método
colorimétrico descrito por Singleton e Rossi (1965). Foram adicionados 2 ml de
amostra diluida 1:10 (em agua destilada) para o vinho tinto e 1ml de amostra para
o vinho branco, 1 ml de reagente Folin-Ciocalteau e 8 ml de sol. Na,CO3; 20% e o
volume completado a 25 ml com agua destilada. A quantificacao foi realizada com
0 auxilio da curva de calibragdo feita com solugao de acido galico. O teor de
fendlicos totais foi expresso em equivalentes de acido galico (mgL™). As leituras
do padrao e das amostras foram realizadas em espectrofotémetro (Perkin Elmer
lambda 6 Series PECSS) a 765 nm apés 2 horas.

Para a determinagéo individual dos fenélicos utilizou-se a técnica de CLAE

e o método foi validade por Facco e Godoy, (2006). Foram analisados o acido
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galico, o &cido caféico, o acido p-coumarico, o acido ferrtlico e o acido vanilico,
como representantes dos fendis 4&cidos; a catequina e a epicatequina
representando os flavanais; a quercetina e o resveratrol representando a classe

dos flavonois e dos stilbenos, respectivamente.

Os padrées foram dissolvidos em solucdo de metanol:agua acidificados
com acido férmico, com concentragbes que variaram para cada composto fendlico
e armazenados a -4° C no escuro. Para eliminar o oxigénio e evitar a degradagéo

dos padrées, as solugbes foram armazenadas com nitrogénio.

O instrumento utilizado foi um cromatégrafo a liquido HP (Hewlett Packard)
série 1100, equipado com degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico
com capacidade de 1 a 100 uL e detector de arranjo de diodos (UV - VIS). A
separacao dos compostos foi realizada utilizando coluna Csg (4,6x250mm) YMC

carotenoid ™

Waters, fase mével composta por (A) agua:acido férmico (99,6:0,4)e
fase movel (B) acetonitrila:acido formico (99,6:0,4), a uma vazéo de 0,8 mLmin™,
temperatura da coluna a 35 °C, e volume de injegdo 20 pL, com tempo de corrida
de 50 min. O gradiente de separagdo dos compostos esta apresentado na Tabela
1. As fases moveis foram filtradas com filtros MILLIPORE com poros de 0,45 um

de diametro.

Tabela 1 - Gradiente da fase mdvel usada no método.

Tempo (min)
solveritas 0 10 25 38 40 45 50
% A 95 91 83 70 40 10 95
% B 5 9 17 30 60 90 5

A- agua:acido férmico (996:4) e % B- acetonitrila:acido férmico (996:4)

Os picos cromatogréficos foram identificados pela comparacao dos tempos

de retengdo com os padrdes e pelo espectro obtido no detector de Arranjos de
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Diodos (DAD) e de fluorescéncia (FLD). A quantificagdo foi realizada por
padronizagdo externa, onde curvas de calibragao foram construidas para cada um
dos compostos analisados. As amostras foram diluidas, em solucédo alcoodlica
acidificada com acido férmico 0,4 %, filtradas em filtros MILLIPORE 0,45 um e
injetadas diretamente no cromatégrafo.

Para a analise dos dados utilizou-se o sistema de software HP-Chemstation
acoplado ao cromatégrafo, que além de monitorar todos os componentes, permitiu

o melhor tratamento dos dados.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de fendlicos totais das amostras de vinhos tintos (Cabernet
Sauvignon, Pinot Noir, Merlot e Isabel) e branco (Niagara) analisados nesse

estudo sao apresentados na Tabela 2.

Os resultados mostraram que o maior aumento de fendlicos totais ocorreu
durante a fermentagdo alcodlica, mostrando que os compostos presentes na
casca migram para o vinho, como é amplamente conhecido. Essa transferéncia
ocorre gradativamente durante a fermentagdo alcodlica influenciada pela agdo
enzimatica e pelo efeito do alcool produzido durante o processo de fermentagao
(Singleton e Trousdale, 1983; Cheynier et al., 1995).
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Tabela 2 - Concentragdo dos fendis totais (mg de acido galico L) durante o

processamento de vinhos Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Isabel, e

Niagara.
Etapas do .
Variedades de uva
processamento
Cabernet
L _ Merlot Pinot Noir Isabel Niagara
Vinificagao (dias) Sauvignon
Colheita (0 dias) 775 % 20 1597 542 £ 16 350 + 31 247 £ 21
Alcodlica (8 dias) 1362 +15 1108121 1248+22 156211 38924
Malolactica (38 dias) | 1408 £+34 1341 +30 1516+35 1064x9 369+ 4
120 dias 1388+ 18 1054 +22 1550+ 14 - 320 + 11
210 dias 1468 +19 107513 1698+26 806+25 249 £18
365 dias 1539+28 1188+23 1699+37 858+40 -
720 dias 1405 + 12 - - - -
MzDP

« Nao foi realizada coleta porque a coleta do final da fermentagé@o malolactica coincidiu
com o periodo de 120 dias

Os dados deste estudo estdo de acordo com a literatura que descreve que
os compostos fendlicos sdo provenientes da casca e da semente da uva e que
tem sua extragdo na etapa da fermentacéo alcodlica (Singleton e Trousdale, 1983;
Jackson, 1994, Kovac et al.,1992, Netzel et al., 2003). Esse comportamento foi
observado para todas as varietais de uvas analisadas. As variedades Cabernet
Sauvignon e Pinot Noir ja no momento da colheita apresentavam valores elevados
de fendis totais 775 mgL™ e 542 mgL™, respectivamente, contra os 159 mgL™ do
Merlot. A diferenca de fendlicos totais entre os vinhos estudados se manteve,
também depois do vinho pronto, onde o cabernet Sauvignon apresentou 1539
mgL™" e o Pinot Noir 1699 mgL'e o Merlot 1188mgL™". Dentre os vinhos tintos o
Isabel foi o que apresentou os menores valores para fendlicos totais. Esse
resultado pode ser atribuido ao tratamento com acido tartarico e frio que acelera a

precipitacéo dos sais e dos fendlicos. A diminuigdo da quantidade de fendlicos
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tende a ocorrer durante o envelhecimento, como o observado no vinho Cabernet
Sauvignon ap6s 2 anos, quando ocorrem reagoes de complexagao e condensagao
entre compostos presentes no vinho (Fulcrand et al., 1996; Gutierrez et al., 2005;
Duenas et al., 2006). Resultados semelhantes para os fendlicos totais durante o

processamento da uva Isabel foram encontrados por Daudt e Polenta (1999).

Ja para o vinho branco de Niagara o total de fendlicos nao variou no
decorrer da vinificagdo. Acredita-se, que esse comportamento ocorreu, porque a
fermentacéo foi realizada somente com o mosto, sem a presenga das cascas.
Provavelmente, os poucos fendlicos dessa variedade de vinho, sdo provenientes
do rapido contato (aproximadamente 12 horas) do mosto, com as sementes e com

as cascas, durante o processo de esmagamento e decantagédo da casca da uva.

A variedade americana branca, Niagara, tem 4 vezes menos fenélicos que
a variedade tinta. A quantidade encontrada no mosto é muito similar aquela
presente nas demais etapas de vinificagao, nesse caso concentracio de fendlicos
e proveniente do suco da uva, ja que a Niagara foi fermentada sem a casca. E
depois de 6 meses, periodo em que o vinho ja se encontra pronto para o consumo

a tendéncia € de diminuigdo desses compostos (Castro e Barroso, 2003).

A determinacéao dos fendlicos totais inclui todas os compostos que possuem
na estrutura um grupo fenol (Singleton e Rossi 1965) e nesse caso abrange os
compostos fenodlicos glicosilados e os agliconas. Ja os compostos determinados

por CLAE, nesse estudo, foram moléculas agliconas.

De um modo geral, durante a vinificagdo, o comportamento dos compostos
fendlicos agliconas determinados por CLAE ndo muda muito. A Figura 1 mostra o
cromatograma do vinho Cabernet Sauvignon no inicio da fermentagdo e a Figura
2 mostras o vinho branco Niagara no inicio da fermentagéo. Ja a Figura 3 mostra
o vinho Cabernet Sauvignon um ano apos a fermentacdo e a Figura 4 mostra o

Niagara, 6 meses depois do processo de fermentago.
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Figura 1 — Cromatograma vinho tinto Cabernet Sauvignon no inicio da fermentacdo. As
condi¢Ges cromatograficas: Coluna Cs,, fluxo de 0,7ml.min", fase mével A=agua:acido acético
0,4% e B=acetonitrila:acido formico 0,4% (0 min 95% A, 10min 91% A, 25min 83%A, 38min
70%A, 40min 40%A, 45min 10%A e 50min 95%A. E detecgdo por DAD (CS1)=280nm,
(C82)=310nm e FLD (CS3)=290nm excitagdo e 360nm emissao).
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Figura 2 — Cromatograma vinho branco Niagara no inicio da fermentagdo. As condicoes
cromatograficas: Coluna Cj, fluxo de 0,7ml.min™", fase movel A=3agua:acido acético 0,4% e
B=acetonitrila:acido formico 0,4% (0 min 95% A, 10min 91% A, 25min 83%A, 38min 70%A,
40min 40%A, 45min 10%A e 50min 95%A. E detecgéo por DAD (CS1)=280nm, (CS2)=310nm
e FLD (CS3)=290nm excitagdo e 360nm emissio).
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Figura

3 — Cromatograma do tinto Cabernet Sauvignon um ano apos o processo de

fermentagdo. As condigbes cromatograficas: Coluna Cso, fluxo de 0,7ml.min”', fase mével

A=agua:acido acético 0,4% e B=acetonitrila:acido férmico 0,4% (0 min 95% A, 10min 91% A,
25min 83%A, 38min 70%A, 40min 40%A, 45min 10%A e 50min 95%A. E detecgao por DAD
(CS1)=280nm, (CS2)=310nm e FLD (CS3)=290nm excitagéo e 360nm emissio).
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(CS2)=310nm e FLD (CS3)=290nm excitagéog% 360nm emissao).



As letras “CS1 e N1” e “CS2 e N2" dos cromatogramas apresentam os
compostos detectados no DAD a 280nm e a 310nm, respectivamente, e a letra
“CS3 e N3” os compostos detectados no FLD com Aexcitaggo @ 290NM € Aemissao a
360nm. Observou-se que a amostra possui uma quantidade grande de
interferentes e que nesse caso o uso do detector de fluorescéncia facilitou e
detecgdo de 3 dos compostos analisados, a catequina, a epicatequina e o acido
vanilico. Esse comportamento também foi observado e utilizado por Rodriguez
delgado e colaboradores (2001) para melhorar a eficiéncia dos métodos de

detecgao dos compostos fendlicos em vinhos.

As concentragdes dos fenois acidos nas amostras de vinhos tintos e branco
tiveram um aumento elevado depois do processo de fermentacdo malolactica,
como mostra a Tabela 3. Dentre os fendis &cidos, depois de um ano da
vinificaga@o, o que se apresenta em maior quantidade é o acido galico. O vinho
Cabernet Sauvignon é o que apresentou os maiores valores, aproximadamente, 8
mgL™; j& o vinho Pinot Noir e o Merlot apresentaram 2 e 7 vezes menos do acido.
O acido galico € um importante fenol 4cido relacionado aos processos de oxidagao
no envelhecimento dos vinhos (Tulyathan et al., 1989). A quantidade encontrada
para o vinho Isabel foi menor que aquela encontrada nos vinhos de uvas viniferas,
e menor ainda no vinho branco. Os fendis acidos e as catequinas estéo,
principalmente, relacionadas com a tecnologia de vinhos (Echeverry et al., 2005;
Netzel et al, 2003; Saucier et al., 1997) e a quercetina e o resveratrol com as
propriedades benéficas a salde (Soleas et al, 1997, Orallo et al, 2002,
Soobrattee ef al., 2005).
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Tabela 3 - Concentragéo dos fendis &cidos (mgL™)

durante o processamento de

vinhos brasileiros Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Isabel, e Niagara.

Vinho  Etapavinificagdo Ac. galico Ac.caféico  Ac. P- Ac. Ac. vanilico
(dias) coumarico ferrtlico
Colheita (0) 0,002 (1,5) 0,002 (1,8) Nd Nd Nd
Alcodlica (8) 047(08)  003(0,3)  002(1,0) 0,03(0.9) 0,01 (3,4)
Malolactica (38) | 047(0,7)  003(07)  0,02(0,17) 002(04)  001(012)
925 120 dias 1,62 (0,2) 0,64 (0,8) 0,29 (1,3) 0,06 (0,2) 0,04 (1,8)
210 dias 5,76 (2,7) 2,02 (2,25) 1,11 (3,6) 0,12 (3,1) 0,16 (2,7)
365 dias 812(29)  214(37)  120(29) 021(16) 0,10 (1,3)
720 dias 771(03)  150(1,2)  138(0,1)  020(0.6) 0,04 (2,3)
Colheita (0) Nd Nd Nd Nd Nd
Alcodlica (8) 019(0,6)  0021(21) 0008(02) 012(05) 0,006 (6.2)
Me  Malolactica (38) | 0,34(0,3) 0,009 (04) 0,005(0,8) 0.11(0.6) Nd
120 dias 1,04 (0,4) 0,54 (0,4) 0,015 (0,9) 0,46 (0,6) 0,05 (1,4)
210 dias 1,19 (0,8) 0,52 (0,5) 0,016 (1,1) 0,57 (1,3) 0,2 (1,6)
365 dias 1,24 (2,2) 0,58 (0,6) 0,014 (0,6) 0,58 (0,6) 0,18 (0,5)
Colheita (0) Nd Nd Nd Nd 0,008 (0,7)
Alcodlica (8) 0.2 (1,7 0,003(54)  0,004(1,3) 0,005(1,1) 0,016 (0.7)
Pn Malolactica (38) | 0,7(0,9)  0,40(05)  0,05(05) 0,01 (1.0) 0,03 (0,8)
120 dias 2,1(0,6) 036(17)  0,16(0,3) 0,04 (2.9) 0,08 (0,1)
210 dias 3,9 (6,1) 0,67 (0,9) 0,51 (2,2) 0,08 (1,0) 0,07 (2,1)
365 dias 3,9 (2,3) 0,59 (24)  053(1,0) 0,06 (1,1) 0,07 (1,9)
Colheita (0) 0,002 (3,2) Nd Nd Nd Nd
Alcodlica(8) 0255(1,3)  020(1,2)  021(43) 004(39) 0,83 (0,91)
Is Malolactica (38) | 037(1,2)  0,36(08)  02(1,7) 012(17) 0,62 (0,72)
120 dias Na Na Na Na Na
210 dias 132(08)  1,54(4,07)  1,14(25) 028(1,08)  1.63(07)
Colheita (0) Nd Nd Nd Nd Nd
Ni Alcodlica(8) 0,021 (4,3) 0,004 (4,9) Nd Nd Nd
Malolactica (38) 0,025 (5,1) 0,005 (3,9) Nd Nd Nd
120 dias 0,029 (3,4) 0,004 (1,6) Nd Nd Nd
210 027(2,5)  0,70(4,8)  0,17(0,9) Nd 0,017 (4,5)

M (CV)= Média e coeficiente de variagio entre as médias.

na = nao analisado=a amostragem do final da fermentacdo malolactica coincidiu com a coleta de
120 dias das demais amostras.
Nd = ndo detectado
Cs = Cabernet Sauvignon; Me = Merlot; Pn = Pinot Noir; Is = Isabel; Ni = Niagara

85



A Figura 5 mostra o comportamento do 4cido gélico e das catequinas
durante o processamento do vinho.

O grupo das catequinas sdo representadas pela soma da (+)-catequina e
do seu isdbmero a (-)-epicatequina. As quantidades encontradas para a (+)-
catequina sao, aproximadamente, 3 vezes maior que para a (-)-epicatequina. Os
vinhos de uvas viniferas sdo os que apresentam os maiores valores dos
flavonoides durante o processamento do vinho, aumentando de forma uniforme
em todas as variedades analisadas, durante as diferentes etapas da vinificagao. O

Pinot Noir apresentou a maior quantidade de (+)-catequina e de (-)-epicatequina.

A Figura 6 mostra os graficos com a evolucdo do trans-resveratrol e da
quercetina durante o periodo avaliado. O trans-resveratrol, um importante
composto presente em vinhos com propriedades benéficas a saltide, devido aos
efeitos relacionados a diminuicdo de doencas cardiovasculares e a acao
antioxidante (Orallo et al., 2002) foi encontrado em maior quantidade no vinho Me,
cerca de 1,2 mgL’1. Observou-se que a forma aglicona trans-resveratrol aumenta

durante todo o processo de vinificacio.

A quercetina, representante dos flavonois analisado nesse trabalho, é
também importante pelas suas propriedades de manutencao da salde, foi
encontrada em maior quantidade no vinho da variedade americana Isabel, cerca
0,44 mgL™, e em menor quantidade nos vinhos produzidos com varietais viniferas,
conforme descrito por (Jackson, 1994). O aumento na concentragédo da forma

aglicona ocorre depois da fermentagéo malolactica.
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do processamento do vinhos Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Isabel e Niagara
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A maior parte dos compostos foi extraida para o liquido no decorrer do
processamento fermentativo, em maior quantidade no alcodlico. Depois dessa
etapa os valores aumentaram, mas a tendéncia foi de estabilizar, inclusive com a

diminuicao de alguns compostos. De forma geral, esse processo foi observado

principalmente nos vinhos de Pinot Noir.

Inimeros trabalhos demonstram que o vinho é uma bebida rica em
compostos fendlicos. A maioria relata a presenga de inumeros fenois acidos, de
flavondides e do resveratrol (Bahorun et al., 2004; Soobrattee et al., 2005:
Wallerath et al., 2005; Padilla et al., 2005; Es-Safi et al., 2003). Os niveis de fenodis
acidos encontrados nos vinhos, analisados neste trabalho, sdo semelhantes aos
encontrados por Rodriguez Delgado et al. (2001), que também analisou diferentes

vinhos tintos, e menor que os citados por Ritchey e Waterhouse, (1999).

Os resultados encontrados para a (+)-catequina e para a (-)-epicatequina
variaram, respectivamente, de 36 mgL™" e 20 mgL™ para o vinho Pinot Noir. Para
os vinhos Cabernet Sauvignon e Merlot os valores encontrados sdo ainda
menores. Os dados de catequina e epicatequina encontrados na literatura, para os
vinhos tintos, variam muito, abrangendo valores que vao de 11 mgL™" a 32 mgL™
para a catequina e de 7 mgL™" até 20 mgL" para a (-)-epicatequina (Rodriguez-
Delgado et al, 2001). Frankel et al. (1995) relata que vinhos californianos
apresentam uma quantidade maior de catequina e de epicatequina. A analise das
catequinas pelo método de fluorimetria, descrito por Rodriguez-Delgado et al.
(2001) mostrou que os valores encontrados foram inferiores aos que se obteriam
se a deteccao fosse feita por detector de DAD, o que pode explicar os niveis

menores encontrados neste trabalho.

De uma forma geral foram encontrados maiores quantidades de resveratrol,
quercetina e catequinas no vinho Merlot em comparagdo com o vinho Cabernet
sauvignon. Resultado semelhante para o perfil desses compostos foi encontrado

por outros autores (Villiers et al., 2005).
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4 — CONCLUSOES

Entre os acidos fenolicos analisados o acido vanilico e o acido ferrulico, nos
vinhos de Cabernet Sauvignon e Pinot Noir, apresentam os valores mais baixos;
entretanto, o acido p-coumarico e o acido vanilico apresentam os valores mais

baixos no vinho Merlot.

Cabernet Sauvignon € o vinho que apresenta a menor quantidade de
catequinas, seguida por Merlot e Pinot Noir. Em todos o vinhos analisados, foi

observado aproximadamente 3 e 4 vezes mais (+)-catequina que (-)-epicatequina.

Cada um dos vinhos tintos analisados apresentou um dos compostos
fenolicos como caracteristico da variedade, nao necessariamente encontrado em
maior quantidade. O composto encontrado em destaque no Cabernet Sauvignon
em relagdo as demais variedades foi o acido galico. O trans-resveratrol foi o
composto que caracterizou o vinho Merlot. Para o vinho Pinot Noir o composto
fenolico que se destacou nessa variedade foram as catequinas. Ja o lsabel

apresentou a quercetina como fendlico caracteristico.
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COMPOSTOS FENOLICOS EM VINHOS BRASILEIROS E ITALIANOS

FACCO, E. M. P., PIERACCINI, G; BARTOLUCCI, G; DAUDT, C. E.: GODOY, H. T.

RESUMO

A quantidade de compostos fendlicos pode variar muito devido aos fatores
edafoclimaticos, como: diferentes temperaturas, intesidade da luz e compiosigéo do
solo. Além disso a composicéo das uvas e as técnicas de vinificagdo também
contribuem para essa diferenga. Neste trabalho, foram analisados vinhos
brasileiros e italianos das variedades tintas: Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir
e brancas: Chardonay, Riesling and Cabernet Blanc. Treze compostos fenélicos
foram avaliados através da técnica de CLAE acoplada ao detector de massas
(HPLC-ESI/MS): acido galico, acido caféico, acido p-coumarico, acido vanilico, (+)-
catequina, (-)-epicatequina, procianidina B1, procianidina B2, etil galato, trans-
resveratrol, quercetina e kaempferol. A identificagdo e a quantificacdo foram
realizadas pela comparacéo dos tempos de retencéo e pelos espectros de massas
das solugdes padrdo. Os niveis dos compostos fendlicos nos vinhos tintos
brasileiros e italianos, encontrados nesse trabalho, mostraram que, de uma forma
geral, os maiores valores estdo presentes nos vinhos da variedade Merlot.
Observou-se, também, diferenca na quantidade de compostos entre os vinhos dos

dois paises, particularmente, nos derivados das catequinas nos vinhos Italianos.

Palavras chaves: Vinho, espectrometria de massa, compostos fendlicos
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COMPOSTI FENOLICI IN VINO BRASILIANO E ITALIANO

FACCO, E. M. P, PIERACCINI, G; BARTOLUCCI, G; DAUDT, C. E.: GODOY, H. T.

ABSTRACT

Il contenuto di composti fenolici pud variare in dipendenza di diversi fattori
edafoclimatici, come temperatura, intensita della luce e composizione del terreno.
In aggiunta alla composizione delluva, anche le tecniche di vinificazione
contribuiscono alle differenze nella composizione della parte fenolica del vino. In
questo lavoro sono stati analizzati e comparati campioni provenienti da vini italiani e
brasiliani, sia rossi (Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir) che bianchi
(Chardonay, Riesling and Cabernet Blanc). Tredici composti fenolici sono stati
analizzati mediante HPLC-ESI/MS (acido gallico, acido caffeico, acida p-cumarico,
acido vanillico, (+)-catechina, (-)-epicatechina, procianidina B1, procianidina B2, etil
gallate, resveratrolo, quercetina e kaempferolo). Llidentificazione e la
quantificazione sono state effettuate mediante comparazione dei tempi di ritenzione
e degli spettri di massa con quelli di standard commerciali. | dati riportati in questo
studio sui livelli di tutti i composti fenolici nei vini dei due paesi mostrano che i vini
ottenuti da uve Merlot generalmente hanno il contenuto pit elevato di composti
fenolici. Inoltre sono anche ben evidenti differenze nella composizione della parte
fenolica dei vini brasiliani e italiani. In particolare questi ultimi hanno un pit elevato

numero di derivati catechinici.

Keywords: Wine, mass spectrometry, phenolic compounds.
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PHENOLIC COMPOUNDS IN BRAZILIAN AND ITALIAN WINES

FACCO, E. M. P.; PIERACCINI, G; BARTOLUCCI, G; DAUDT, C. E.; GODOY, H. T.

ABSTRACT

Phenolic compound content can vary due diverse to edafoclimatic factors, as
temperature difference, light intensity and ground composition. In addition to fruit
composition, winemaking techniques also contribute to differentiate phenolic
composition. In this work, samples of Brazilian and Italian red and white wines have
been analyzed: Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Chardonay, Riesling and
Cabernet Blanc. Thirteen phenolic compounds have been evaluated through HPLC-
ESI/MS: gallic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, vanilic acid, (+)-catechin, (-)-
epicatechin, procyanidin B1, procyanidin B2, ethyl gallate, resveratrol, quercetin
and kaempferol. lIdentification and quantification have been carried out by
comparison of retention times and mass spectra of standard solutions. The data on
the levels of all the phenolic compounds in the red Brazilian an ltalian wines
reported in this study showed that the wine samples from Merlot grapes generally
had the highest phenolic compounds content. There was difference in phenolic
compounds between wines of the two countries, in particular, italian wine has a

higher number of catechin derivates.

Keywords: wine, mass spectrometry, phenolic compounds.
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1~ INTRODUCTION

The first vineyards in Brazil were established approximately in the1550 by
Bras Cubas who introduce Portuguese wines to the region which is nowadays the
state of S@o Paulo; nevertheless he had few success and after the moved to the
state of Rio Grande do Sul, in the south of Brazil, where most of the Brazilian wine
is presently produced. Later the German (1825) and the Italian immigrants (1875)
contributed to the production of wine in this state.

Phenolic compounds in grapes constitute the third more important group
amongst organic compounds. The phenolic compounds are extracted from grapes
or metabolites produced during the winemaking processes. Their importance in
enology is in the contribution to the color of red wines, in the bitter taste and
asdtringent action, in their intervention in the phenomenon of disturbance and
participation to the aroma, beyond the fact that they constitute the main
antioxidazing substance reservoir (Daudt e Polenta, 1999, Shahidi et al., 1992;
Soobrattee et al., 2005) and they have pluripharmacological effects (Bahorun et al.,
2004; Soobrattee et al., 2005).

Phenolic benzoic acids (e.g. gallic acid), hydroxycinnamic acids (e.g. caffeic,
ferulic and p-coumaric acids) and their esters obtained by condensation with tartaric
acid (hydroxycinnamoyltartaric acids), flavanols (catechin), flavonols (e.g. quercetin)
and anthocyanins are extracted from grapes during the winemaking process. Also
flavan-3-ols, as catechins, present in the grape as monomers or in a polymerized
form as proanthocyanidins and hydrolysable tannins (Netzel et al., 2003; Bronze et
al, 1997, Monagas et al.,, 2003) and stilbenes, as resveratrol or its glycoside

glycosidic form (piceid) occur in wine (La Torre et al., 2006).

The phenolic compounds are secondary plant metabolites that are contained
within the skin, seed, and flesh of grapes and are extracted into wines (especially

red ones) during winemaking process. The types and concentrations of these
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compounds may depend on a number of factors: grape variety and ripening stage,
soil and climatic conditions, vine cultivation and the treatment to which it is
subjected (Singleton e Trousdale, 1983; Tomas-Barberan and Espin. 2001; Cantos
et al., 2002).

The great advantage of wine as a matrix for polyphenols in the diet is that
here they are present in soluble state and hence they are biologically available
more easily, in contrast with plants that contain their polyphenolic compounds in
polymeric, insoluble or strongly bonded forms and are thus less available for
absorption. In fact, the World Health Organization (WHO) recommends the
moderate consumption of wine as part of a healthy and balanced diet (Lamuela-
Raventos and Torre-Boronat 1996).

Recently the HPLC-MS technique has increased its popularity, mainly due to
the development of MS interface technology. Many HPLC-MS methods for the
analysis of phenolic compounds have been published up to date (La Torre et al.
2006; Monagas et al., 2005; Alcalde-Eon et al., 2006, Fulcrand et al., 1996;
Gutierrez et al., 2005; Duenas et al., 2006).

The research in vitiviniculture and enology is relatively recent in Brazil and
the few of data on wines and grapes composition really limits the production of high
quality wines in sequential harvests that can compete with wines from other
countries. Thus, the goal of this work was to compare the phenolic composition in

the Brazilian and lItalian wines to evaluate to the potential of the Brazilian ones.

2 — EXPERIMENTAL

2. 1 — Reagents

The solvent acetonitile employed for the LC-MS analysis was HPLC grade
and the formic acid analiytical grade were purchased from Sigma Aldrich .
Deionized water was from a and Milli-Q water system from Millipore.
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The standard gallic acid, 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid (vanillic acid),
3,4-dihydroxycinnamic acid (caffeic acid), 4-hydroxy-3- methoxycinnamic acid
(ferulic acid), 4-hydroxycinnamic acid, p-coumaric acid, (-)-epicatechin, (+)-catechin,
quercetin, and trans-resveratrol were purchased from Sigma-Aldrich (USA). The

other phenolic compounds procyanidin B1, procyanidin B2, ethylgallate and were
supplied by Extrasynthese (France).

The stock solutions of the individual standards were prepared by dissolving
standard into aqueous formic acid (0.1%)/methanol (90:10) because the alcoholic
content in wines is between 8 and 14% v/v and the pH of this complex mixture of
natural products is acid (pH 3.5). Stock solutions of each standard were prepared
by dissolving 1,00 mg of standard into 1,00 ml water:methanol (90:10) containing
0.1% formic acid. Stock solutions of the standards were then diluted to obtain five
solutions at different concentrations (0.1, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0 mg/L) and were injected
to determine their retention times. The five differently diluted standards obtained
from stock solutions were injected for linearity range and detection limit tests. All the

solutions were stored at -20 'C and protected from light.

2.2 — Samples

We carried on comparative studies on three varieties of Brazilian and Italian
red grapes, Cabernet Sauvignon (CS), Merlot (Me) and Pinot noir (Pn), and three
white ones, Chardonay (Ch), Riesling (Ri) and Sauvignon Blanc (BS). The Samples

were acquisted from Brazilian and Italian supermarket.

The samples were diluted into aqueous formic acid (0.1%)/methanol (90:10)
similary the standard and filtered through a 0.45um filter, before the HPLC analysis.

2. 3 — Analysis by LC-MS
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The qualitative study of the polyphenol content was performed on a LTQ
linear ion trap mass spectrometer coupled to LC system (Thermo, California). The

mass spectrometer was equipped with a conventional ES| interface.

The separation was performed on a 150 mm x 2.1 mm, 5 ym particle size,

Cyg column (Phenomenex, U.S.A)).

Water containing formic acid 0.1% (phase A) and acetonitrile containing
formic acid 0.1% (phase B) were used as mobile phases. Flow-rate was 0.2
mL/min, sample injection volume was 20 pl. The gradient program is specified in
Table 1.

Table 1 - Elution gradient program for LC-MS.

Time (min)

0 10 25 29 30 40
Solvent A (%) 95 75 20 20 95 95
Solvent B (% H48 19 80 80 5 5

Solvent A = Water: formic acid 0,1% and solvent B = Acetonitrile: formic acid 0,1%

ES| source and negative ionization mode was used with different fragment
voltages. Nitrogen was used as the nebulizing and drying gas. The MS acquisition
with the ESI interface was performed under the following condition: Spray voltage, 5
kV: nebulizing gas (N2) flow rate 35; capillary voltage, 35 V; capillary temperature,
250 °C: acquisition mode, full scan, 50-1000m/z and MS/MS select ion. The SIM
(selected ion monitoring) mode was used when a search for some particular ions

should be done.

Once the analytical conditions for the separation and detection were

optimized, the procedure was used to determine phenolic compounds in 18
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commercial Brazilian and Italian red and white wines from different varieties. The
peaks were identified by comparing the retention time obtained for the wine sample,

the standards mixture and the wine spiked with the standards under identical
conditions and ESI-MS data.

3 —RESULTS AND DISCUSSION

In all the samples analyzed, thirteen phenolic compounds were clearly
identified: gallic acid, 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid (vanillic acid), 3,4-
dihydroxycinnamic acid (caffeic acid), 4-hydroxy-3- methoxycinnamic acid (ferulic
acid), 4-hydroxycinnamic acid (p-coumaric acid), (-)-epicatechin, (+)-catechin,
quercetin, trans-resveratrol, procyanidin B1, procyanidin B2 and ethylgallate.
Optimization of the phenolic compounds separation using mass spectrometry
detection in the present study, have included analysis of the compounds listed in
Table 2. The chromatographic conditions were first optimized by use of a standard
mixture of phenolic compounds, to ensure that the compounds of interest were well
resolved by the system. Several experiments (various elution phases and
corresponding chromatographic gradient) were carried out to achieve an

appropriate resolution, as well as a better signal in the mass detector.

Calibration graphs were performed by plotting concentration (mgL™") against
peak area. Table 2 shows the data obtained for the calibration graphs of 13
standard samples. The precision of the method was evaluated by repetitive
analyses, calculating the average relative standard deviation (RSD) for 5 replicate
determinations of a solution containing each standard at the concentration of 1 mgL’

'. Values are also given in Table 2.

The obtained data provided evidence that all the identified phenolic
compounds showed the molecular ion [M-H] (deprotonated species) in the MS

spectrum acquired at voltage -22 V in mass spectra were visible other ions useful



for structure elucidation. A typical fragment ethyl gallate, which have an ethoxy

group, showed the ion at m/z 169 [M-C2H5T. In procyanidin B1 and procyanidin B2

mass spectra were observable ions at m/z 289, corresponding to loss of catechine

and epicatechin, respectively. Moreover, (+)-catechin (peak 6) and (-)-epicatechin

(peak 10) showed a peak at m/z 245 (loss of a CH,~CHOH- group). The resuits

were similar to that obtained by La Torre et al. (2006).

Table 2 - Characterization of phenolic compounds identified in Brazilian and Italian

wines.
Compound (peak tr (min) MW Mainion  Fragments m/z Detection R*
number) observed (MS2) Limit

(m/z) (mg/L)
Gallic acid (1) 5.28 170 169 169, 125 0.05 0.9979
Procyanindin B1 (2) 12.27 578 577 577, 425,407,289 0.04 0.9999
Catechin (3) 13.86 290 289 289, 245, 205, 0.06 0.9993
Procyanidin B2 (4) 14.91 578 577 577,425, 407,289 0.08 0.9923
Caffeic acid (5) 14.94 180 179 179, 135 0.01 0.9922
Epicatechin (6) 15.45 290 289 289, 245, 205 0.07 0.9999
Ethyl gallate (7) 16.60 198 197 197, 169 0.01 0.9996
Vanillic acid (8) 16.69 168 167 167, 152, 123 0.03 0.9968
p-coumaric acid (9) 16.90 164 163 163, 119 0.01 0.9955
Ferrulic acid (10) 17.34 194 193 193, 178, 149, 134  0.01 0.9976
Resveratrol (11) 19.36 228 227 227,185 0.01 0.9997
Quercetin (12) 21.17 302 301 301, 179, 151 0.02 0.9962
Kaempferol (13) 22.20 288 287 285, 257, 151 0.02 0,9948

The presence of 2-o-caffeoyltartaric acid (caftaric acid) and p-coumaroyl-

tartaric acid (coutaric acid) was based on a tentative identification, because we

could not confirm the results with those of an authentic sample, which is non-

commercial. However, the fragment ion at m/z 311 and 295, respectively, was

detected and mass spectra obtained showed also a peak at m/z 179. The m/z 311
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and 295 values could be indicative of the molecular ion [M - H] (deprotonated
caftaric acid and coutaric acid, respectively) and the ion at m/z 179 probably
resulted from the loss of tartaric acid. The spectral data are in agreement with the
results of La Torre et al. (2006).

Beyond the peaks identified and quantified in this work other compounds with
a significative area were present in the samples. However, it was not possible to

identify these compounds , which had molecular ions at m/z 41 1, 729 e 865.

Table 3 and Table 4 shows the median value of concentration of the
phenolic compounds found in the Brazilian and Italian red wines and white wines,
respectively, samples analyzed using the proposed HPLC-MS method. The data

here presented were obtained as average values of triplicate analysis .

Table 3 — Average values (mgL™") of phenolic compounds in brazilian and italian red

wine.

Cabernet Cabernet Merlot br Merlot it Pinot noir Pinot noir it

sauvignon br sauvignon it br

Gallic acid 3.02 £0.7 3.5140.9 3.74+0.05 1.1£0.01 5.52+0.6 2.75+0.16
Caffeic acid 3.57+0.3 0.72+0.6 10.71+0.1 0.98+0.03 5.09+0.15 0.67+0.01
p-coumaric acid | 3.34+0.7 1.91+0.3 6.61+0.3 4.07+0.3 4.01+£0.07  0.75+0.02
Catechin 5.03%+0.5 4.84+0.1 5.71+0.2 5.78+0.2 5.34+0.1 6.29+0.4
Epicatechin 2.99+0.1 3.99+0.1 4.85+0.2 5.1320.3 4.55+0.3 5.46+0.2
Procyanindin B1 | 29.26+2.2 26.41+3 46.19+2.1 63.45+2.57 43.12+0.81 57.21+0.18
Procyanidin B2 8.78+0.52 11.54+0.5 0.834+0.05 2.71+0.027 0.24+0.04 1.7+0.01
Ethyl gallate 6.99+0.9 6.73+0.15 39.77+1.4 43.2+1.1 4.18+0.15 6.62+0.1
Resveratrol 0.94+0.92 0.39+03 0.45+0.01 0.36+£0.003 nd nd
Quercetin 2.97+0.001 1.7+0.05 2.64+0.1 3.41+0,2 0.98+0.05 1.36+0,13
Kaempferol 0.04+0,0004 0.06+0.0007 0.05+0.001 0.03+0.0004 nd nd
M=+SD

it= wine from ltaly

br= wine from Brazil
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It can be stated that, in all the red wine varieties tested, procyanidin B1 is the

compound present in the greatest quantity and, together with ethyl gallate, is

notably above all the rest of the polyphenols.

Table 4 — Average values (mgL™) of phenolic compounds in Brazilian and ltalian

white wine.

Riesling br Sauvignon Blanc ~ Chardonay it

br

Gallic acid 0.96+0.001 3.05+0.03 3.41+0.0
Caffeic acid 0.35+0.01 6.88+0.1 5.66+0.04
p-coumaric acid 0.07+0.01 2.46+0.08 3.85+0.29
Catechin 3.71+0.01 3.82+ 0.04 6.28+0.01
Epicatechin 2.96+0.04 2.4410.03 5.44+0.02
Procyanindin B1 2.80+0.14 0.48+0.05 0.02+0.02
Procyanidin B2 0.08+£0.004 0.02+0 0.020+0.006
Ethyl gallate 0.09£0.0003 4.9740.1 6.48+0.18
Resveratrol nd nd nd
Quercetin nd nd 0.061+0.07
Kaempferol nd 0.001+0 nd
M+SD

It= wine from ltaly
Br= wine from Brazil

Content of procyanindin B1 were higher than content of procyanidin B2,

Determination of procyanidin B1 and B2 levels in red wines showed range values

from 26.4 to 63.5 mgL" and from 11.4 to 0.2 mgL", respectively. The same

difference was found for catechin and its isomeric form epicatechin. These results

corroborates other studies (La Torre et al., 2008, Monagas et al., 2003, Minussi et
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al., 2003, Malovana et al., 2001). The Merlot and the Pinot noir red wine had the
highest content of the flavan-3-ol between the wines analyzed.

Very high catechin level was found in previous studies with French wines.
Teissedre e Landrault (2000) analysed 50 red wines (Merlot, Cabernet Sauvignon,
Grenache, Syrah and Egiodola) from all viticultural areas of Languedoc with a
average concentration of 202 mgL™” (range: 101-294 mgL™"). The catechins are
some of the most widely occurring flavonoids, and the most important sources of
these compounds in the diet are grapes, grape juice and especially red wine.
Catechins and procyanidins (oligomers and polymers of catechin and epicatechin
units) have been shown in vitro to be powerful inhibitors of LDL oxidation
(Teissedre et al., 1996), and of platelet aggregation (Ruf et al., 1995).

The flavan-3-ol phenolic compound was extracted from the seeds and the
flesh of the grape during the fermentation process (Kovac et al., 1992). The
elevated amount of these compounds indicates that probably the most part of

catechin derivates were carried from the seed.

The phenolic compounds behavior can be indicative that the Brazilian red

wines tend to be younger than the Italian wines.

The measurement of the concentration of phenolic compounds in several
kinds of wines shows that the Italian wines presents the biggest values among the
results presented in the work. According to literature, the phenolic compounds
interact between itself and with other molecules to form new compounds that are
responsible for the stability and maturation of the wines. They are mainly formed
during the stockage and aging (Singleton e Trousdale, 1983; Es-Safi et al., 2003;
Echeverry et al., 2005; Netzel et al., 2003; Saucier et al., 1997).

The wines with elevated amounts of catechin and prociandin make possible
a great number of reactions of condensation with antocyanins and others phenolic
compounds. These new compounds provide a long shelf life for the red wines and
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the reduction of these substances increase the formation of new polymeric

pigments (Echeverry et al., 2005; Netzel et al., 2003; Saucier et al., 1997).

The results show that in particular, (+)-catechin, (-)-epicatechin and
procyanidin B1 were the most abundant phenolic compounds founded in white wine
obtained with Riesling grapes, while caffeic acid, (+)-catechin, (-)-epicatechin and

ethyl gallate were founded in Chardonay and Sauvignon Blanc wines.

The resveratrol, a biologically active compound that is produced by plants in
response to fungal infection or abiotic stress (Bravo, 1996), was detected in the
Merlot and Cabernet Sauvignon wines. The values obtained from Brazilian and
ltalian Merlot wine were 0.45 and 0.36 mgL™" respectively 0.94 and 0.39 mgL™" for

the Cabernet Sauvignon wines.

The Brazilian wine had the biggest level of resveratrol considering the
Cabernet Sauvignon variety. At the same time, this data on quantitative phenolic
compounds were found in other various studies. (La Torre et al., 2006; Monagas et
al., 2003; Minussi et al., 2003; Malovan3 et al., 2001).

The results are in accordance with other studies, that shown that the
phenolic compounds content can vary due various edafoclimatic factors, as
temperature difference, light intensity, ground composition, viticultural practices and
fruit composition (Nagel and Wulf, 1979; La Presa-Owens at al., 1995; Singleton
and Trousdale, 1983; Tomas-Barberan and Espin, 2001; Cantos et al., 2002). In
addition to winemaking techniques also play an important role to determinate the
wine style (Netzel et al., 2003; Saucier et al., 1997).

4 - CONCLUSION

Liquid chromatography coupled to mass spectrometry (ESI) is a very

attractive technique. The advantages are the small time needed to perform the

108



analysis, beyond the facts that it requires few amounts of sample for direct analysis
without any derivatisation.

As a general rule, Brazilian wines present a bigger amount of phenolic acids
than the Italian ones. The highest content was founded in Brazilian Merlot wine.
However, the values of catechin, epicatechin, procyanidin B1 and B2 in the Italian
wine were higher than Brazilian wines.

The results show that the final concentration of phenolic compounds is quite
variable in red and white wines because of this large number of influencing factors.
The occurrence of phenolic substances is not only a consequence of their
extraction from grapes during the winemaking process or the use of different grape
varieties. Other important influencing factors are the viticultural area and

edafoclimatic factors.
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FOLATOS EM VINHOS BRASILEIROS E SEU COMPORTAMENTO DURANTE
O PROCESSAMENTO

Facco, E. M. P.; Fogaca, A. de O.; Daudt, C. E.; Godoy, H.T.

RESUMO

Os folatos compdem uma classe de vitamina redescoberta nas ultimas
décadas pela sua importante associagdo com diversas fungdes, nos varios
processos metabodlicos no organismo humano. As principais fontes descritas na
literatura sdo os vegetais, os cereais e as leveduras. O objetivo do trabalho foi
determinar a quantidade de folatos em vinhos. Foram coletadas amostras de
vinhos tintos das variedades viniferas Cabernet Sauvignon, Merlot e Pinot Noir e
das ndo viniferas Isabel (tinta) e Niagara (branca) na colheita, durante a
fermentacéo alcdolica, durante a fermentagdo malolactica e periodicamente até os
24 meses de conservacéo e envelhecimento. A técnica de Cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para a separacéo, identificacao e
quantificagdo. Os resultados mostraram que os niveis de 5-metil-THF aumentaram
consideravelmente durante a fermentacéo alcodlica e continuaram aumentando
até o término da fermentagdo malolactica. Os niveis mantiveram-se estaveis
durante um periodo de 3, 6 para vinhos brancos e de 1 a 2 anos para 0s vinhos
tintos, dependendo da variedade. Os vinhos tintos de viniferas se mostraram uma

boa fonte de folatos.

Palavras chave: Folatos, vinho, leveduras
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BEHAVIOR OF FOLATES IN BRAZILIAN WINE DURING THE WINEMAKING

Facco, E. M. P.; Fogaca, A. de O.; Daudt, C. E.; Godoy, H.T.

ABSTRACT

The folates are vitamins rediscovery mainly because of its association to the
metabolic process in the human organism. The main source related in the scientific
literature are vegetables, cereal and yeast. The purpose of this work was to
determinate the amount of the folates in wines. The red wine vinifera variety
analized were Cabernet sauvignon, Merlot, Pinot Noir, and the non vinifera variety
were Isabel (red) and the Niagara (white). Samples in the beginning and the end
of the alcoholic fermentation, in the end of the malolactic fermentation and
periodically until 1 year of conservation and maturation had been analyzed. High
Performance Liquid cromatograph tecnic was used for separation, identification
and quantification. The results showed that levels of folates increased considerably
during the alcoholic fermentation and keep increasing until the end of malactic
fermentation. The levels had been remained steady during a period of 3, 6 for
white wines and of 1 the 2 years for the red wines, depending on the variety. The
red wines showed as source of the folates.

Keywords: Folate, wine, yeast
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1 — INTRODUGAO

O acido félico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutamico),
também é conhecido como &acido pteroilglutdmico, vitamina B, vitamina Bg e
vitamina M. Esta naturalmente presente em alimentos, geralmente, na forma
reduzida, como derivados de poliglutamatos, com 2 a 7 residuos de acido
glutamico, conhecidos como folatos (Franco, 1992). Folato &€ um termo geral que
se refere a compostos ndo sé estruturalmente, mas também com atividade

semelhante a do acido folico (Brody,1991; Keagy, 1985).

O interesse pelos folatos tem crescido nos ultimos anos com as
descobertas relacionadas as suas fungdes nos diversos processos metabadlicos no
organismo humano. Os folatos sdo essenciais na prevengdo e redugao
significativa do risco de mal formagéo do tubo neural na gestagéo (Daly et al,
1997: Crane et al., 1995; Czizel e Dudas, 1992; Gregory, 2001; Evans et al,
2004). Também participam na produgdo normal das hemaceas, sendo que a
caréncia de alimentos que contenham a vitamina na dieta, pode levar a anemia
megaloblastica (Dierkes et al., 1998; Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Asok, 2005)
além de doencas crénicas como cancer de mama e coélon, mal de Alzheimer e
depressao (Lucock, 2000; Alpert et al., 2000; Jacques et al., 1999; Malinow et al,,
1998; Kim, 1999).

Desde a década de 90 muitos estudos dos componentes do vinho estao
sendo realizados baseados, principalmente no chamado “paradoxo Francés”, que
& uma analise de multivariaveis que mostra que o consumo de vinho tinto foi o
tnico fator da dieta que mostrou correlagdo negativa com a aterosclerose e os
disturbios coronarios (Renaud e Lorgeril, 1992). O “paradoxo francés” € uma
aparente discrepancia entre o alto consumo de gorduras saturadas e colesterol
pelos franceses e a baixa incidéncia de doengas do coragéo e aterosclerose. Ha

estudos mostrando que, ndo somente os compostos fendlicos mas também os
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folatos estariam associados a esse paradoxo (Parodi, 1997). Além disso, o
tetraidrofolato juntamente com a vitamina B12 € necessario para a conversdo de
homocisteina em metionina (Devlin, 1998). A homocisteina vem alcangando
grande importancia como fator de risco para a doenga arterial coronaria (Welch e
Loscalzo, 1998; Rodrigo, et al., 2003; Schnabel et al., 2005), pois o alto nivel desta
no sangue pode aumentar a agregacio de plaquetas, causando trombose e
inativando anticoagulantes (Malinow, 1994; Scholl e Johnson, 2000: Willcox et al.,
2003). Com o suplemento dos folatos na dieta ocorre redugao dos niveis de
homocisteina (Jacques, 1996; Moat ef al., 2004; Coppola et al., 2005: Caruso et
al., 2006).

De acordo com Brody (1991) e Franco (1992) entre outros autores, os
vegetais e as leveduras, seguidos pelas carnes, figado, rim, frutas e cereais séo

considerados as principais fontes desse grupo de vitamina.

A capacidade de leveduras tipicas de fermentagéo, como a Saccharomyces
cerevisae, para produzir folatos em meios especificos para o crescimento dos
microorganismos é maior que outros tipos de levedura e bactérias. A quantidade
de vitamina encontrada na biomassa celular é 40 vezes maior gue a encontrada
no meio, (Kariluoto et al, 2008), fato que confirma que ndo sé os alimentos
produzidos por leveduras contém folatos, mas também a proprio microorganismo.
Vinho, cerveja e paes, sdo exemplos de alimentos produzidos através da

fermentagao por leveduras (Seyoum e Selhub, 1998).

Folatos sé@o encontrados em produtos de bioprocessos como produtos
lacteos (Crittenden et. al., 2002) e de panificagao (Osseyi ef al., 2001; Arcot et al.,
2002; Kariluoto et al., 2004), mostrando que as leveduras, mesmo em processos
de transformagéo de alguns tipos de produtos de origem animal e vegetal, mantém
e/ou aumentam a quantidade de folatos originalmente presente nesses alimentos
(Kariluoto et al., 2004).
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O objetivo deste trabalho foi determinar folatos em vinhos tintos e brancos &

acompanhar a presenga desses compostos durante o processamento do vinho.

2 - MATERIAIS E METODO

2.1 — MATERIAIS

Amostras

As amostras das variedades tintas viniferas Pinot Noir (PN), Cabernet
Sauvignon (CS), Merlot (ME) utilizada no experimento foram provenientes da
Vinicola Velho Amancio localizada em ltaara, localizada na regido central do Rio
Grande do Sul. As outras amostras sdo das variedades americanas tinta Isabel
(IS) e branca Niagara (NI) e provenientes da serra galcha. Todas as uvas foram
vinificadas na Vinicola Velho Amancio. De cada amostra foram coletadas aliquotas
nas seguintes etapas: inicio e final da fermentagédo alcoodlica, no final, da
fermentagdo malolactica e no vinho, 120, 210 e 365 dias apo6s o inicio da

vinificacao.

A levedura utilizada no processo da fermentagdo alcodlica foi a
Saccharomyces cerevisae, com variagdo de cepa dependendo da variedade da
uva vinificada. Saccharomyces cerevisae (var. bayanus) foi utilizada para as
variedades Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir e a Saccharomyces sp na
vinificagao da uva Isabel e Nidgara. As amostras foram coletadas em duplicata e
devidamente armazenadas a -18°C sendo posteriormente transportadas até o
laboratério de Andlise de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Faculdade Estadual de Campinas-UNICAMP, Campinas - Séo Paulo.

118



Reagentes

Os padrées de tetraidrofolato (THF), 5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato de calcio
(5-MetilTHF), 10-metil- acido-félico (10-MetilAF), 5-formil-5,6,7,8-tetraidrofolato de
calcio (5-FormilAF), 10- formil-acido-félico (10-FormilAF) foram adquiridos do
Laboratério Dr. Schircks (Suiga). A acetonitrila (grau cromatografico), o acido
acético e o hidroxido de potassio (grau analitico) eram da marca Merck. A agua
utilizada tanto no preparo das amostras Ccomo no preparo das fases moveis, foi
purificada no sistema Milli-Q (Millipore). As fases maéveis foram filtradas em filtros

Millipore (HAWP e HVLP 04700 Millipore), com poros de 0,45 um de diametro.

Instrumento

Utilizou-se um cromatégrafo a liquido HEWLETT PACKARD (HP) série
1100, com injetor automatico, degaseificador, bomba quaternaria, equipado com
detector de arranjo de diodos (DAD), UV-visivel e de fluorescéncia, dispostos em
sequéncia. A coluna Microsorb-MV, ODS-2, 5 um, 250 X 4,6 mm d.i. (Rainin
Instrument Company) foi utilizada para a separacgao dos folatos, protegida por uma

coluna de guarda Bondesil Cyg, 5 um, 10 X 4,6 mm d.i (Varian).

2.2 — METODO

A metodologia utilizada foi desenvolvida e validada por Catharino et al.
(2006) objetivando a determinagéo simultanea das varias formas de folatos. Os
folatos foram eluidos através de um sistema por gradiente, com vazio de 0,5
mLmin™, sendo a fase movel composta por solugéo de acido acético (a pH 2,8) no

inicio da corrida, chegando a 76 % de solugdo de acido acético e 24 % de
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acetonitrila em 26 minutos. As condigées iniciais foram retomadas e a coluna re-
equilibrada durante 15 minutos antes da proxima injecdo. As formas de folatos
foram detectadas em detector de fluorescéncia e UV/visivel com arranjo de
diodos, sendo Aexitagio 290 NM € Aemissato 360 Nm para THF, 5-MetilTHF e 5-
FormilTHF e 0 Aexcitacio 290 NM € Aemisszo 445 nm para 10-FormilAF. Ja para 10-
MetilAF a detecgéo foi feita a 290 nm.

A identificagéo foi feita por comparacgéo entre os tempos de retencédo dos
analitos com os padrdes analisados nas mesmas condigdes, por co-cromatografia

e através dos espectros de fluorescéncia e UV-visivel.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da quantidade de 5-metilTHF em vinhos tintos varietais e
vinhos comuns brancos e tintos, encontram-se na Tabela 1. Esses dados mostram
que a quantidade de 5-metiiTHF no mosto é pequena quando comparada as
quantidades encontradas no vinho depois do processo fermentativo,
principalmente, depois da fermentagdo alcodlica. Baseado nesses resultados
pode-se afirmar que a vitamina encontrada no vinho pronto pode ser proveniente
da uva e, principalmente, proveniente das leveduras responsaveis pelo processo
de fabricagao do vinho. E importante lembrar que o aumento & maior durante a
fermentagéo alcodlica onde temos uma atividade e uma multiplicagdo muito

intensa das leveduras (Amerine et al.,1967).

O vinho Pinot Noir foi o que apresentou quantidades maiores de 5MetilTHF,
seguido do vinho Cabernet sauvignon e do Merlot. Ja o vinho Isabel apresentou 6

vezes menos 5-metilTHF que o vinho Pinot Noir. Dentre os vinhos analisados o
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vinho branco de Niagara apresentou os menores valores, 30,7 mgL™" e 6 meses

apos a vinificagao apenas tragos da vitamina.

Tabela 1- 5-metilTHF (mgL™") em diferentes variedades de vinhos e em diferentes
etapas da vinificacao.

Fases da | Cabernet Merlot Pinot Noir Isabel Niagara
vinificagéo sauvignon

Colheita 0,6 (4,1) 9,3 (1,8) 49,9 (3,7) ng 1,7 (1,6)
Alcodlica 65,6 (3,7) 74,8 (1,9) 263,8 (0,6) 53,5 (1,7) 11,1 (3,9)
Malolactica | 87,0 (2,2) na 333,3(1,8) 58,7 (1,4) 17,5 (3,2)
3 meses* 127,3 (0,5) 126,4 (1,9) 366,1 (4,0) 60,6 (2,8) 30,7 (3,8)
6 meses”* 145,1 (1,6) 145,4 (2,3) 368,1 (4,2) 64,7 (3,2) ng

12 meses* 152,4 (1,2) 154,9 (3,8) 3356/4 (2,1) na na

24 meses* 150,7 (3,6) 164,2 (1,3) na na na

M (CV)-Valores medios e coeficiente de variagao das determinagdes em duplicata.
ng-nao quantificado

na=nao analisado

alcodlica-final da fermentagéo alcodlica

malolactica- final da fermentagdo malolactica

*-Tempo em meses apartir do inicio da fermentacéo alcodlica.

Apos 6 meses os maiores valores de 5-metilTHF foram encontrados nos
vinhos Pinot Noir 368,1 mgL™, seguido do Merlot 1454 mgL'e do Cabernet
sauvignon 145,1 mgL". Ja o vinho nzo varietal, Isabel, apresentou valores de
64,7 mgL™".

A diferenga do teor de folatos nas diferentes etapas do processamento e das
variedades pode ser explicada pelas diferentes espécies de leveduras usadas no
processo fermentativo, ja que a quantidade de folatos esta relacionada ao tipo e a

cepa da levedura (Patring et al., 2005; Patring ef al., 20086).
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No estudo de Jagerstad et al. (2005), paes, leite e vegetais fermentados
tiveram um aumento na concentragdo de folatos de no minimo 100%. Esses
dados corroboram com o conhecimento de que as leveduras sdo fonte desta
vitamina [Brody, 1991]. Das leveduras testadas as que mais produzem folatos so
a Saccharomyces cerevisae ALKO 743 e a Candida. Milleri CBS 8195 (Kariluoto,
et. al, 2006). Os autores ainda citam que a levedura comumente usada em
panificagdo, Saccharomyces cerevisae ALKO 743, produz folatos quando
incubada sozinha assim como em combinacdo com bactérias lacticas. Essas
leveduras sdo da mesma espécie usada no nosso estudo. E diferentes espécies
de Saccharomyces cerevisae s&o, comumente, usadas para a fermentagéo de

mostos de uva.

Para o vinho branco e para o vinho obtido da uva Isabel foi utilizada a
Saccharomyces sp e para as demais a Saccharomyces bayanus. Outro fator que
pode contribuir para a diferenca dos folatos nas diferentes variedades de uva é a
concentragao de nitrogénio no solo; o nitrogénio & importante na sintese dos
folatos em vegetais. Outro fator, ainda, esta relacionado com as condigdes de

temperatura e com o préprio solo (Scott, et al., 2000).

Os cromatogramas referentes as amostras de vinho tinto Cabernet
sauvignon no inicio da fermentag&go alcodlica (CS1) e do vinho tinto Cabernet
Sauvignon um ano apés a fermentagdo (CS2) estao apresentados na Figura 1. Na
Figura 2 sao encontrados os cromatogramas do vinho branco Niagara no inicio da
fermentagao alcoodlica (N1) e com 6 meses de fermentagao (N2). Neles, o pico do
5-metilTHF, forma de folato observada nas matrizes avaliadas, aparece isolado,

com tempo de retencao de aproximadamente 20 minutos.
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Figura 1: Cromatograma de 5-metilTHF no vinho de vinho Cabernet Sauvignon no inicio
da fermentacéo (C1) e no vinho de Cabernet Sauvignon um ano apés a fermentacéo (C2).
Condigdes cromatograficas: Coluna Cyg, eluicao por gradiente, 0,5 mLmin™, sendo fase
movel composta por solugdo de acido acético (a pH 2,8) acetonitrila, corrida com 26
minutos e 15 minutos de re-equilibrio. FLD (Rexcitagao 290 NM € Aemisszo 360 Nnm para THF, 5-

MetilTHF e 5-FormilTHF e o hexcitacgo 290 NM € Aemisszo 445 Nm para 10-FormilAF) e
UVvisivel (290 nm para 10-MetilAF).

o

Existem pouco dados na literatura sobre a presenga de folatos em vinhos e

outras bebidas fermentadas, dificultando dessa forma a comparagao dos dados.

No processo da vinificagao, a fermentacéo ¢ a transformacao de fontes de
carbono em etanol. Nesse processo, ocorre também um crescimento na
quantidade de levedura no meio (Amerine et al.,1967). Essa levedura depois dos
processos fermentativos permanece no meio. A medida que o vinho sofre os
processos posteriores da fermentagdo malolactica, como processos da clarificagéo
e envelhecimento, estas leveduras tendem a precipitarem para o fundo do
recipiente sendo separadas do liquido por transfegas e ou filtracdo. Como

consequéncia o teor de 5-metiTHF tende a diminuir ou mesmo desaparecer.



Quando este ultimo fato ocorre pode ser dito que o 5-metilTHF presente é oriundc
das leveduras e quando diminuem, pode ser dito, que esta diminuigdo foi por

retirada das leveduras do meio.
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Figura 2: Cromatograma de 5-metilTHF no inicio da fermentag&o (C1) de vinho Niagara
e no vinho (C2) de Niagara, 6 meses apds a fermentagdo. Condigdes cromatograficas:
Coluna Cyg, elui¢do por gradiente, 0,5 mLmin™', sendo fase movel composta por solugdo de
acido acético (a pH 2,8) acetonitrila, corrida com 26 minutos e 15 minutos de re-equilibrio.
FLD (Aexcitagao 290 NM € Aemisszo 360 nm para THF, 5-MetilTHF e 5-FormilTHF e O Aexcitacao
290 NM € Aemissao 445 Nm para 10-FormilAF) e UVivisivel (290 nm para 10-MetilAF).

4 — CONCLUSSAO

Os resultados desse trabalho mostraram que os vinhos apresentam valores
de 5-metilTHF semelhantes a outros alimentos considerados fontes do mesmo,

como os vegetais, e as proprias leveduras.
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A quantidade de 5-metilTHF aumenta durante Os processos de fermentagéoc
alcodlica e malolactica, sendo que o maior aumento ocorre na primeira,
fermentagéo alcodlica. Depois desse processo, para os vinhos tintos, a quantidade

de 5-metilTHF se estabiliza e, para os vinhos brancos ocorre uma diminuigao.
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CONCLUSAO GERAL

Os vinhos tintos além de apresentarem maiores quantidades de compostos

fendlicos que os vinhos brancos apresentaram também uma maior tendéncia de
conservagéo desses compostos.

Cabernet Sauvignon é o vinho que apresenta a menor quantidade de
catequinas, seguida por Merlot e Pinot Noir. Em todos o vinhos analisados, foi

observado aproximadamente 3 e 5 vezes mais catequina que epicatequina.

De uma forma geral foram encontrados maiores quantidades de resveratrol,

quercetina e catequinas no vinho Merlot em comparagao com o vinho Cabernet
Sauvignon.

Cada um dos vinhos tintos analisados apresentou um dos compostos
fendlicos em maior quantidade quando comparados entre os vinhos estudados,
nao necessariamente sendo o encontrado em maior quantidade naquele vinho. O
composto encontrado em destaque no Cabernet Sauvignon em relacdo as demais
variedades foi o acido galico. O trans-resveratrol foi o composto que teve valores
maiores no vinho Merlot que nas outras variedades. Ja para o vinho Pinot Noir o
composto fendlico que diferencia essa variedade das demais foram as catequinas.

Ja o Isabel apresentou a quercetina como fenélico caracteristico.

A quantidade de folatos aumenta durante os processos de fermentacao
tanto alcodlica como malolactica, sendo que o maior aumento ocorre na alcodlica.
Depois desse processo, as quantidades de folatos se estabilizam e ocorre uma

tendéncia a diminuigao.
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