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RESUMO

A uva destaca-se entre frutas e vegetais como uma das maiores fontes de compostos fendlicos.
Desta forma, o objetivou-se com este trabalho avaliar o teor de biocompostos na cultivar Isabel
precoce durante o desenvolvimento fisioldgico. O ciclo compreendeu um periodo de 90 dias
apos a antese (DAA). Houve decréscimo da acidez, aumento de pH e solidos soluveis e
mudanca na coloracdo do fruto com variagdes expressivas aos 60 DAA. O teor de compostos
fenolicos apresentou maiores teores para sementes durante a maturagéo (60-90 DAA) seguidos
pela baga, casca e polpa. As sementes apresentaram melhor atividade antioxidante ao longo de
todo tempo de maturacdo, pelos métodos DPPH e Fosfomolibdénio, e ABTS aos 60 DAA. As
bagas apresentaram melhor atividade antioxidante aos 10 DAA para os trés métodos avaliados
(DPPH, ABTS e Fosfomolibdénio). Na casca a atividade antioxidante pelo ensaio de ABTS
apresentou maiores teores a partir de 70 DAA. A polpa foi o tecido que apresentou menores
teores de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante em comparacdo com os demais.
Dos compostos fenodlicos individuais, trés foram identificados acido clorogénico presente nas
bagas (10 a 50 DAA), cascas e polpas (60 a 90 DAA), e catequina e epicatequina nas sementes
(60 a 90 DAA) todos eles apresentando reducéo significativa ao longo do desenvolvimento do
fruto.

Palavras-chave: HPLC, uva, atividade antioxidante, compostos bioativos.



ABSTRACT

The grape stands out among fruits and vegetables as one of the largest sources of phenolic
compounds. Thus, the objective of this work was to evaluate the content of biocomposites in
the early Isabel cultivar during physiological development. The cycle comprised a 90 days after
anthesis (DAA). There was a decrease in acidity, increase in pH and soluble solids, and change
in fruit staining with significant variations at 60 DAA. The content of phenolic compounds
presented higher contents for seeds during maturation (60-90 DAA) followed by berry, skin
and pulp. The seeds presented better antioxidant activity during all maturation times, by the
DPPH and Phosphomolybdenum methods, and ABTS at 60 DAA. The berries presented better
antioxidant activity at 10 DAA for the three evaluated methods (DPPH, ABTS and
Phosphomolybdenum). In the skin, the antioxidant activity by the ABTS assay presented higher
levels from 70 DAA. The pulp was the tissue that presented lower contents of total phenolic
compounds and antioxidant activity in comparison with the others. Of the individual phenolic
compounds, three chlorogenic acids were present in the berries (10 to 50 DAA), peels and pulps
(60 to 90 DAA), and catechin and epicatechin in the seeds (60 to 90 DAA), all of which
presented significant reduction throughout development of the fruit.

Key words: HPLC, grape, antioxidant activity, bioactive compounds
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CAPITULO 1

1.INTRODUCAO

A videira possui Vérias espécies e variedades, as quais sdo disseminadas por todo o
mundo. A colheita de seus frutos é valiosa, possuindo cultivos para diversas opces, tanto para
consumo in natura, quanto para produtos processados, tais como vinho, geleia, gelatina, sucos,
uva em passas, vinagre e 6leo de semente de uva ( BERES et al., 2017; DHENKEY, 2016).

No Brasil, o cultivo de uva destaca-se na Regido Sul, explorando, principalmente,
cultivares para producéo de vinho e suco. Algumas regides brasileiras possuem clima com altas
temperaturas na maior parte do ano, desenvolvendo uma viticultura diferenciada como é o caso
do nordeste Brasileiro, destacando-se o Vale Submédio do Séo Francisco (RIBEIRO; LIMA,;
ALVES, 2012).

Diante dessa variedade climatica do pais, o bioma do cerrado tem atraido o cultivo
da videira em algumas regides, pelas condicdes climaticas, solo e disponibilidade hidrica. Em
Goiés, a producdo é crescente, tornando referéncia nacional na producdo de uva. O estado
possui clima favoravel, sem grandes variacdes de temperatura, alta luminosidade e abundancia
de &gua, o que favorece a qualidade do fruto. As variedades mais cultivadas sao Niagara Branca,
Nidgara Rosa, Isabel precoce, Italia, Rubi, Thompson, Bord6 e Moscatel (MONTEIRO, 2010).

A cultivar Isabel precoce, possui caracteristicas semelhantes a cultivar Isabel,
porém possui seu ciclo de producédo reduzido, com a possibilidade de duas colheitas ao ano em
regides tropicais (CAMARGO, 2004).

Para garantir melhor produtividade da videira, € fundamental garantir o manejo
correto da planta, que contempla desde o plantio de mudas j& enxertadas, sistemas de conducéo
e tipos de poda, proporcionando melhor desenvolvimento do fruto (MAIA, 2002).

O desenvolvimento fisiologico da uva consiste em curva duplo sigmoidal, com
caracteristicas distintas. A primeira fase € marcada pela formacéo e crescimento da baga, que
ocorre pela divisdo e expansdo celular. Na segunda fase, ocorre o acimulo de agUcares,
amolecimento da baga, aumento de tamanho e mudanca na coloragdo da baga e aumento de
compostos fenolicos (COOMBE; McCARTHY, 2000)
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A uva é uma fruta rica em sais minerais, tais como calcio, ferro, fésforo, magnésio,
sodio e potassio. Possui, ainda, quantidade razoavel de vitaminas (complexo B e vitamina C),
com sabor variando muito de acordo com o tipo de solo, podendo ser doce, citrico ou acido.
Contém taxa variavel de compostos fendlicos, que sdo divididos em dois grupos: Flavonoides
e Nao-flavonoides (AUBERT; CHALOT, 2018 ; KATO; TONHI; CLEMENTE, 2012;).

Entre as frutas, a uva é uma das maiores fontes de compostos fendlicos, os quais
estando presentes nas bagas, normalmente na casca e sementes. O perfil de compostos fenolicos
é varidvel e depende do tipo da videira é influenciado pela viticultura e fatores ambientais
(MONTEALEGRE et al., 2006).

Tendo em vista a grande variedade de compostos bioativos das uvas, 0 objetivo
desse estudo foi avaliar o perfil dos compostos bioativos presentes em frutos da cultivar Isabel

precoce durante o desenvolvimento fisioldgico, cultivada no Estado de Goias.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Videira

A videira pertence a familia Vitaceae, contendo mais de mil espécies, sendo
divididas em 16 géneros. A familia Vitaceae, ¢ predominantemente, de clima tropical e
subtropical, em contraste do género Vitis que ocorre em climas temperados. Tais caracteristicas
climaticas favoreceram a domesticacdo da cultura, podendo elucidar a grande variedade de
cultivares, além da selecdo natural, cruzamentos e propagacdo das plantas, por meio de
sementes, as quais apresentam caracteristicas diferentes da planta mée (JACKSON, 2014).

Algumas variedades sdo obtidas por meio do processo de hibridizacdo, o qual tem
usado varias espécies, dentre elas V. berlandieri, V. rupestris, V. champinii, V. riparia e V.
aestivalis com o objetivo de desenvolver cultivares com caracteristicas especificas, como
resisténcia a algumas doencas especificas e fatores climaticos (DHEKNEY, 2016).

Diante da diversidade das espécies do género Vitis, destacam-se a Vitis vinifera L.
de origem europeia, conhecidas como uvas finas, com caracteristicas de cascas mais espessas e
bagas menores, predominantemente, uvas para vinho. A Vitis labruscas L., de origem
Americana, possui caracteristica de uvas rusticas, com casca mais fina e bagas maiores,
podendo ser usadas para mesa, vinho e suco (GIOVANNINI, 2005).

E um fruto ndo climatérico, ou seja, os frutos amadurecem ainda presos a planta e,
portanto, s6 devem ser colhidos quando tiverem concluido seu completo amadurecimento,
apresentando aspectos ideais de coloracdo, aroma, textura e sabor (ASSIS; LIMA FILHO;
LIMA , 2004).

A uva é um fruto tipo baga, sendo disposta em cachos, o qual é composto por uma
parte lenhosa, denominada engaco, e por uma parte carnuda, as bagas, que sdo formadas por
uma pele de espessura variavel, denominada pelicula ou casca e, na parte interna, pela polpa e
pelas sementes, que dependendo da variedade podem ser inexistentes ou possuirem até quatro.
As bagas podem ter formato cor e consisténcia variavel, dependendo da espécie (AMARANTE,
2005).
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Como pode ser observado na Tabela 1, a uva possui varios nutrientes e além destes,
possuem fitoquimicos que tem a capacidade de prevenir doencas, devido ao seu alto contetdo
nutritivo. Possuem também propriedades antimutagénicos e antineoplasico, que reduzem a
oxidacdo das lipoproteinas humanas de baixa densidade e a inflamacéo alérgica devido aos
polifendis presentes (KURT et al., 2017).

Tabela 1. Composicédo por 100g de uva

Componente Vitis vinifera (Uvas Vitis rotundifolia Vitis labrusca
Europeias) (Uvas muscadine)  (Americanas)hibridas

Agua (g) 80,5 84,3 81,3
Energia (kcal) 69 57,0 67,0
Proteina (g) 0,72 0,81 0,63
Gorduras totais (g) 0,16 0,47 0,35
Carboidratos (g) 18,1 13,93 17,15
Fibras (g) 0,9 3,9 0,9
Acucares totais (g) 15,5 n/a 16,25
Caélcio (mg) 10,0 37,0 14,0
Ferro (mg) 0,36 0,26 0,29
Magnésio (mg) 7,0 14,0 5,0
Fosforo (mg) 20,0 24,0 10,0
Potassio (mg) 191,0 203,0 191,0
Sédio (mg) 2,0 1,0 2,0
Zinco (mg) 0,07 0,11 0,04
Vitamina A (mg) 66,0 67,0 100
Vitamina B1(mg) 0,07 n/a 0,09
Vitamina B2 (mg) 0,07 1,5 0,06
Vitamina B3 (mg) 0,19 n/a 0,3
Vitamina B6 (mg) 0,09 n/a 0,11
Vitamina B12 (ug) 0,0 n/a 0,0
Acido félico (ug) 2,0 n/a 4,0
Vitamina C (mg) 3,2 6,5 4,0
Vitamina E (mg) 0,19 n/a 0,19

Fonte: USDA national nutrient database, 2016, com modificagdes.

2.2 Viticultura no Brasil e no cerrado Goiano

As variedades Vitis labrusca sdo bastante cultivadas na América do Norte e do Sul.

No Brasil, essas variedades equivalem mais de 80% das uvas processadas, especialmente para
a producdo de suco de uva. As cultivares mais comuns sdo Bord6, Isabel, Concord e Niagara,
que contam em torno de 50% da producéo total de uva (TOALDO et al., 2015).
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A producdo de uva no Brasil divide-se em duas grandes espécies: um grupo
formado pelas Vitis viniferas, destinada para a producdo de vinhos finos, e outro que engloba
as uvas comuns ou americanas (Vitis labrusca ou hibridas), as quais sdo destinadas para
producdo de vinho de mesa, sucos e derivados e, ainda, para o consumo in natura (OTOBELLI,
2014).

Com o intuito de propagar cultivares mais resistentes e com melhor vigor em
regibes tropicais, o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) realizou estudos de
melhoramento genético da videira, desenvolvendo diversos porta-enxertos, entre 0s quais 0S
mais conhecidos, séo IAC 313 ‘Tropical’ IAC 517-6, IAC 572 ‘Jales’ e IAC 766 ‘Campinas’,
apresentando qualidade em vigor e adaptabilidade (POMMER, 2000).

Com a expansao das areas cultivadas, a producédo tem aumentado ao decorrer dos
anos. De acordo com o IBGE, em 2015, a producdo de uvas no Brasil teve aumento de 4,41%
em relagdo ao ano de 2014. A producdo de 2016, foi reduzida, devido a intensos fen6menos
climaticos, ocorrido no Rio Grande do Sul, maior estado produtor de uvas. Segundo dados do
Instituto Brasileiro do Vinho (Ibravin), a producéo de 2016 teve a maior queda ja registrada no
estado, tendo reducéo de 57,28% comparada ao ano de 2015 (MELLO, 2016).

A viticultura foi inserida no Estado de Goias no ano de 1997, por meio de um
produtor que se instalou em Itaberai e, posteriormente, entre 2000 e 2001 outros produtores
deram inicio ao plantio dessa cultura. Esses produtores foram atraidos pela possibilidade de alta
produtividade e, também, por ser um mercado novo. A viticultura chegou como algo novo
dentro da agricultura familiar, que tem se adequado a nova cultura (FARIA, 2012).

A regido Centro-Oeste esta inserida no bioma do Cerrado, que abrange outras
regides, como também partes do Norte, Nordeste e Sudeste, e uma pequena area na regiao Sul,
no estado do Paran4. E o segundo maior bioma brasileiro (CHAVEIRO; CASTILHO 2007).

O cerrado, que possui clima sazonal, apresenta estacdo seca (3 a 7 meses de
duracgéo) e outra de chuvas constantes, com a maior parte da area livre de geadas (PEREIRA et
al., 2011). O solo do cerrado tem como tipo predominante latossolo com cerca de 54%,
possuindo variaces nas suas caracteristicas morfologicas e fisicas, geralmente apresentando
deficiéncia em nutrientes, principalmente fosforo, toxidez em aluminio e elevada acidez
(FERNANDES et al., 2012).

Devido as caracteristicas climaticas regionais para o cultivo da videira, torna-se
necessario o fornecimento de dgua por meio da irrigagéo. A videira possui necessidades hidricas
especificas. Assim como toda planta, o estresse hidrico pode afetar diretamente o

comportamento dos estadios fenoldgicos. Em condicOes de escassez de agua, pode resultar em
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baixo teor de flores e bagas, reducdo da area foliar baixa, fotossintese limitada, aborto em flor
e absciséo do cacho. De outro modo, a umidade excessiva acelera o crescimento, tornando o
dossel mais denso e maior risco de pragas e doencas especificas (FRAGA; ATAURI; SANTOS,
2018; FREITAS; RAMOS; OLIVEIRA,2006).

Assim como na regido do Vale do Séo Francisco, na regido nordeste do Brasil, é
possivel avaliar a melhor época de colheita, pois sdo regiGes que possuem clima quente, alta
luminosidade e abundancia em recursos hidricos para irrigacao. A colheita pode ser distribuida
por um més, varios meses ou todo ano (LIMA; RIBEIRO; BORGES, 2014).

Em regides tropicais, € possivel duas ou mais safras por ano, devido a regido néo
atingir temperaturas baixas, evitando a dorméncia da planta, com poda logo apés a colheita. O
deslocamento das épocas de producdo para periodos mais favoraveis a colheita de uvas com
maior qualidade (RICCE et al., 2013).

A cultura ja esta consolidada em Goiés, tendo 250 produtores de uva, propagadas
em 30 municipios. O cultivo predominante é da uva de mesa, mas ha potencial para producéao
de uvas para sucos e vinhos. As principais cidades produtoras de uvas sao: Anapolis,
Aragoiania, Bela Vista, Hidrolandia, Itaberai, Goiatuba e Santa Helena (BRAGA FILHO;
ROCHA, 2016), com Niagara Branca e Rosada, Isabel Precoce, Italia, Rubi, Thompson, Bordd
e Moscatel (MONTEIRO, 2010).

A cultivar Isabel Precoce é um clone da variedade Isabel, adquirido por meio de
uma mutacdo somatica espontanea, identificada no municipio de Farroupilha-RS, que foi
selecionada em 1993. Assemelha-se a cultivar Isabel em suas caracteristicas, porém a
maturacdo é antecipada em cerca de 35 dias. Sua maturacdo é uniforme, diferente da cultivar
Isabel (CAMARGO, 2004).

E uma variedade hibrida que tem tripla aptiddo, podendo ser usada para mesa, suco
e vinho. Apresenta ampla capacidade de adaptacdo e rusticidade na conducéo, com tolerancia
a algumas pragas e doengas similares a cultivar Isabel. Sua area cultivada tem crescido, tanto
no Rio Grande do Sul como em novos polos de producdo de vinhos de mesa e de sucos das
regides Centro-Oeste e Nordeste do Brasil (GIOVANNINI, 2013; MOREIRA, 2017).

A precocidade da cultivar contribui para a ampliagdo do periodo de colheita e de
processamento da uva na regido Sul. Em regides tropicais, pode ser cultivada em sistema de
duas colheitas no periodo seco (CAMARGO, 2004).
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2.3 Desenvolvimento fisiolégico do fruto

O crescimento vegetativo, a produtividade e a qualidade da uva, esta relacionada
com a regido geografica, condi¢cdes microclimaticas do vinhedo, que é variavel de acordo com
a localizacdo (altitude, latitude e topografia), pratica vitivinicola como sistema de conducao
usada e tipo de podas aderida, bem como caracteristicas genéticas das variedades produtoras e
porta enxertos (MENDONCA et al., 2016).

O crescimento e amadurecimento da uva € um processo que segue uma curva dupla
sigmoide. O desenvolvimento das bagas ocorre ap0s a fecundacdo e fertilizacéo; o crescimento,
em volume, ocorre em periodos definidos, sendo o herbéceo caracterizado como o0 aumento do
tamanho da baga por multiplicacdo celular; Mudanga de cor — que ocorre conforme as
variedades; e o periodo da maturacdo, com inicio da mudanca na cor da uva, podendo durar de
30 a 70 dias, dependendo da cultivar e das condicGes climaticas (GRIESSER et al., 2017;
GUERRA, 2003).

No periodo de crescimento inicial, ocorre a divisdo e expansdo celular, devido ao
acumulo de acido tartarico e malico, refletindo no aumento progressivo da baga. No final dessa
fase, quando o aumento da baga é minimo, acontece o desenvolvimento das sementes. Essa fase
compreende de 15 a 30 dias (JACKSON, 2014; PASSAIA et al., 2014).

O Veraison é uma etapa que marcar o inicio da fase de maturacdo, com periodo
curto, situado entre a fase de atraso e o inicio ao segundo periodo de crescimento da baga. E
definido por varios processos, tendo como exemplo, 0 amaciamento da baga, acumulacédo de
acucares, diminuicdo de &cidos, perda da atividade fotossintética e inicio da sintese de
pigmentos responsaveis pela coloragdo da casca em bagas vermelhas (FERREIRA et al., 2017).

E na fase do veraison que ocorre a mudanca de deslocamento do xilema para o
floema nas bagas da videira. Logo, inicia o acimulo de agucares nas células, localizados nos
vacuolos. S&o agucares do tipo hexoses, sendo frutose e glicose (GRIESSER et al., 2017).No
decorrer do processo de amadurecimento das bagas, ocorrem diversas mudancas que envolvem
uma série de modificacGes fisicas e bioquimicas, como peso, volume, rigidez, acucar, acidez,
cor e aroma (SILVA; QUEIROZ, 2016).

Alguns fatores influenciam a sintese da antocianina, tais como: condi¢des
climaticas, préaticas culturais e estadios fenoldgicos. Temperaturas altas e baixa intensidade
luminosa impedem o acimulo de antocianinas. Reguladores de crescimento sédo aplicados para
garantir uniformidade e melhoramento da cor, como o &acido abscisico (ABA) e acido 2-

cloroetilfosfonico (ethephon). Quanto ao estadio fenoldgico, o agucar € um dos principais
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fatores que contribui para a mudanca de cor. A sacarose é um ativador da expressdo génica para
enzimas envolvidas na biossintese de antocianinas e sua deficiéncia pode atrasar a pigmentacao
das bagas (OLIVARES et al., 2017).

A acidez da uva na maturacdo ocorre pela presenca do acidos malico, tartarico e
citrico. O &cido mélico tem um decréscimo em sua concentracdo na maturacdo, cuja sintese
resulta de uma reacdo secundéria da fotossintese, ocorrendo principalmente nas folhas e
podendo ser sintetizado nas bagas em desenvolvimento até a fase de veraison. Uma parte do
conteddo do acido malico provém da oxidacdo da glicose na respiracdo (RIZZON;
SGANZERLA 2006).

O tipo e a concentracdo dos agUlcares estdo relacionados com o sabor das frutas. Os
principais acUcares nas frutas sdo, sacarose, frutose e glicose e apresentam diferentes
proporcoes em diferentes niveis de maturacao e variedade. A acumulacéo e a degradacéo desses
acucares depende das funcdes da sacarose-fosfato sintase, sucrose sintase e invertase (SHI et
al., 2016). Os agUcares sdo fundamentais para o desenvolvimento da uva e qualidade da baga,
devido ao seu papel como carbono primario e fonte de energia e, as vezes, como moléculas
osmoticas e importantes sinalizadoras para respostas de fatores bidticos e/ou abidticos. O
transporte de acucar € um processo fundamental para o crescimento e desenvolvimento da baga
(CONDE et al., 2018).

H& acimulo de metabdlitos secundarios. A relacdo &cido/ agucares indica a
maturidade da polpa, ja a maturidade da casca é definida com o nivel maximo de alguns
componentes do aroma e compostos fenolicos. A semente é a primeira a atingir a maturidade
fisiologica (PENA-NEIRA et al., 2004)

Nessa fase, o teor de antocianina aumenta, progressivamente, até atingir um valor
méaximo, conhecido como maturacdo fendlica. Neste ponto, existe um equilibrio de cor e
estrutura de taninos, nas peles e sementes, indicando o periodo ideal para a colheita
(ANDRADE et al., 2013).

O metabolismo central das células vegetais baseia-se em vias respiratorias, a
glicolise, e o ciclo do acido citrico, no qual a maioria das moléculas e compostos envolvidos na
sobrevivéncia das plantas e os mecanismos de defesa sdo produzidos. Os compostos fendlicos
ndo estdo diretamente correlacionados com as funcGes de crescimento e desenvolvimento do
tecido vegetal e sdo, normalmente, encontrados em tecidos e 6rgdos e em estadios especificos
de desenvolvimento da planta (DIAS et al., 2016).
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2.4 Compostos fenolicos

A uva possui alto teor de compostos fendlicos. No entanto, com a grande variedade
de cultivares existentes, ha diferentes caracteristicas em relacdo ao sabor e cor das bagas, o que
sem duvida esta relacionado com o perfil de polifendlicos (ABE et al., 2007).

Os compostos fenolicos sdo sintetizados, a partir de duas rotas metabdlicas, a via
do acido chiquimico e a via do &cido maldnico (Figura 1), durante metabolismo secundario das
plantas. S&o essenciais para o0 seu crescimento e reproducdo e nos mecanismos de defesa. Além
disso, formam-se em condicgdes de estresse como infecgdes, ferimentos, radiagcdes UV, dentre
outros (ANGELO; JORGE, 2006; CORREIA, 2014).

(resultante da rota (resultante da glicolise)

Eritrose-4 fosfato Acido fostoenolpirivico
da pentose fostato) 1
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(@] (@ -&]n
Lignina Taninos condensados

Figura 1. Rota do &cido chiquimico e &cido maldnico (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Sdo comumente encontrados nos vacuolos e paredes celulares, bem como em
sementes. Na casca predominam &cidos benzdico e cindmico, flavonoides, estilbenos e
antocianinas, ja na polpa, os flavonoides e os &cidos fenolicos benzoicos estdo mais presentes
(GARRIDO; BORGES, 2013).

A guantidade de polifendis naturais € enorme, estimada em mais de um milhao, pois
geralmente ocorrem como glicosideos, e tais aclicares com suas ligacOes apresentam grande
variedade (SAKAKIBARA et al., 2003). Normalmente, a concentracdo de compostos fenolicos
aumenta durante o amadurecimento das bagas, porém alguns fatores podem afetar esse
desenvolvimento progressivo, principalmente as praticas vitivinicolas (CARRERA et al.,
2012).
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2.4.1 Flavondides
Os flavondides sdo formados pela combinagdo de derivados sintetizados a partir da

fenilalanina (via metabdlica do &cido chiquimico) e acido acético. Primeiramente, a fenilalanina
é transformada em acido cinamico, pela acao da fenilalanina aménio liase, enzima que liga 0s
metabolismos primario (via do acido chiquimico) e secundario (fenilpropanoides). O &cido
cindmico é hidrolisado a acido cumarico (C9) que é transformado em 4-cumaroil-CoA e este é
condensado a 3 unidades de malonil-CoA (C2), formando chalcona (C15), a partir da qual todos
os flavonoides sdo formados (WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Os teores de flavondides, nos alimentos, sdo determinados geneticamente, porém,
sdo influenciados, também, por fatores como esta¢ao do ano, clima, composi¢do do solo, estadio
de maturagéo, preparo, processamento e estocagem dos alimentos (HUBER; AMAYA, 2008).

2.4.1.1 Antocianinas

As antocianinas sdo um grupo pertencente a classe dos flavonoides. Séao
acumuladas nos vacuolos celulares, em diversas partes da planta. Tem como funcdo protecao
UV, atracdo de animais para polinizacdo e dispersdo de sementes, defesa contra patdgenos e
pragas, e protecdo para 0 DNA e o aparelho fotossintético dos fluxos de radiacdo elevados
(SZYMANOWSKA et al., 2015).

Sao também responsaveis por uma variedade de cores como vermelho, azul, roxo e
laranja. Em algumas espécies de frutos, a cor € o indicador mais importante da maturagéo, na
casca da uva é influenciada, principalmente, pela concentracdo e distribuicdo de varias
antocianinas na casca, bem como, por outros fatores, como luz, temperatura, etileno e praticas
culturais (USENIK; STAMPAR, VEBERIC,2009; WANG et al.,2016).

Na casca da uva pode conter até 25 pigmentos distintos, dependendo da variedade.
O corante € denominado enocianina, e seu principal cromoforo é a mistura complexa de
antocianinas: antocianidina (aglicona), acucar e frequentemente &cidos. As antocianinas sdo
solliveis em agua e em mistura de agua e alcool e insoltveis em 6leos e gorduras (ARAUJO,
2004).

Sé&o encontrados seis tipos de antocianidinas na natureza a pelargonidina, cianidina,
peonidina, delfinidina, petunidina e malvidiva. Mas a diversidade dos padrdes de glicosilacdo
demonstram que existem quantidades inumeraveis de antocianidinas. Dos seis tipos citados na
uva apenas a pelargonidina ndo é encontrada, e existem mais variedades nos padrdes de

glicosilacdo e acetilagdo do que na maioria das plantas (COULTATE, 2004).
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Em diversos estudos realizados com os compostos fendlicos, especialmente os
flavondides (antoxantinas e antocianinas), observou-se que as antocianinas encontradas nos
frutos demonstraram capacidade de captar radicais livres (atividade antioxidante) com efeitos
positivos na prevencdo de enfermidades cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas, diabetes
e mal de Alzheimer (KUSKOSK et al., 2006).

2.4.1.2 Taninos

Os taninos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica, baseada
na sua resisténcia ou ndo, a hidrélise na presenca de dgua quente ou das enzimas tanases (que
catalisam reacgdes de hidrolise entre os digalatos), sendo classificados em: hidrolisaveis e nao
hidrolisaveis/condensados (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo polimeros de flavan-3-ols
(catequina) e ou flavan 3,4 diols (leucoantocianidina). Estdo presente em maior quantidade nos
alimentos, normalmente consumidos. Podem conter de duas a cinquenta unidades flavonoides;
possuem estruturacdo complexa; sdo resistentes a hidrélise, mas podem ser solGveis em
solventes organicos aquosos, dependendo de sua estrutura (BATTESTIN; MATSUDA,
MACEDO, 2004).

Os taninos podem exercer seus efeitos bioldgicos de duas maneiras diferentes:
quando inabsorviveis, estas sdo geralmente estruturas complexas com propriedades de ligacao
que podem produzir efeitos locais na regido gastrointestinal (Antioxidante, eliminador de
radicais, antimicrobianos, antivirais, antimutagénicos e antinutrientes), ou quando absorviveis,
sdo normalmente estruturas de baixo peso molecular que sdo, facilmente, absorvidas e
produzem efeitos sistémicos em varios 6rgdos (SIENIAWSKA,; BAJ, 2017)

2.4.2. Flavandis

Dentro deste grupo complexo, os principais constituintes presentes na uva, Sao 0S
monomeros catequinas e epicatequinas, e 0s oligomeros ou polimeros denominados
proantocianidinas (PEREIRA, 2014).

2.4.2.1 Catequinas

As catequinas sdo compostos incolores, hidrossoltveis, que contribuem para o
amargor e a adstringéncia do vegetal. Dentre as principais representantes desse grupo estao:
catequina, epigalocatequina, epigalocatequinagalato. Sdo encontradas em cha verde, cerejas,
amoras, framboesas, mirtilo, uva roxa e vinho tinto (PEREIRA; CARDOSO, 2012).
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As catequinas e outros bioflavondides exibem atividade antioxidante semelhante a
das vitaminas C (ascorbato) e E (tocoferol), que também demonstram reduzir o risco de certos
tipos de cancer, quando administradas como suplementos ou constituem naturalmente a
alimentacdo (MANFREDIN; MARTINS; BENFATO, 2004).

2.4.3 Flavondis

Dentre o grupo dos flavonois estdo caempeferol, quercetina e miricetina que
apresentam multiplas funcbes bioldgicas, como antialergénico, antiaterogénico, anti-
inflamato6rio, antimicrobiano, antitromboético, antioxidante, efeitos vasodilatadores e
cardioprotetor (SULTANA; ANWAR, 2008).

2.4.3.1 Caempferol

Caempferol (3,5,7-tri-hidroxi-2- (4-hidroxifenil) -4Hcromen-4-ona) é um flavonol
natural bem caracterizado, que esta presente em 80% dos alimentos a base de plantas, incluindo
brécolis, couve, cebola, repolho, alho pord, tomate, feijdo, uva, morango, maca e cha
(KASHYAP et al., 2017).

O caempferol possui efeitos benéficos e/ou efeitos protetores contra varias doencas,
tal como o cancer devido a sua capacidade para induzir apoptose de células cancerosas, podendo
dificultar o desenvolvimento de varias inflamacGes, antioxidantes, cardioprotetor,
neuroprotetores, antidiabético, anti-osteoporose, estrogénica/ antiestrogénica, ansiolitico,
analgésico e atividades anti-alérgica (CALDERON-MONTARO et al., 2011; CORREIA et al.,
2016).

2.4.3.2 Quercetina

A quercetina € um antioxidante que atua como protetor contra as espécies reativas
de oxigénio, neutralizando os radicais livres e anions superoxido, peroxinitrito e o 6xido nitrico,
entre outros. O efeito antioxidante pode, também, ser por sua capacidade em inibir enzimas,
tais como oxidase de xantina, da NADPH-oxidase e lipoxigenase (VICENTE-VICENTE;
PRIETO; MORALES, 2013).

E um antioxidante encontrado em vegetais, sendo o flavondide mais abundante na
dieta humana. Geralmente, a quercetina € encontrada nos alimentos na forma glicosilada, como
glicosideos de quercetina, que constituem 70% de todos os flavondis na dieta, e a ingestdo diaria

estimada de quercetina, em seres humanos, € de 25-40 mg (WANG et al., 2017).
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A quercetina tem a capacidade de atuar na inibicdo dos radicais livres em trés etapas
diferentes, ou seja, na iniciacdo pela interacdo com ions superoxido, na formacao de radicais
hidroxil, por quelar ions de ferro e na peroxidacéo lipidica, por reagir com radicais peroxi
lipideos (BEHLING et al., 2004).

Esse composto apresenta propriedades antioxidantes, antiproliferativos, anti-
inflamatorio, antihistaminico, antiviral, anticarcinogénico, propriedades protetoras
psicoestimuladores e imunossupressores (HALEAGRAHARA et al., 2017)

2.4.3.3 Miricetina

A miricetina € um flavondide que possui atividade antioxidante, comumente
encontrada em vegetais, frutas, nozes, bagas, cha, e também, no vinho tinto (ZHANG et al.,
2017).

E parcialmente permeével as células com uma grande variedade de efeitos
bioldgicos, possuindo efeitos anti-cancer da miricetina em varios tipos de cancer, incluindo
cancer de ovario, gastrico e célon incluindo propriedades anti-inflamatdrias e antidiabetes (MU
etal., 2016).

2.4.4 Nao- Flavondides
Os estilbenos (resveratrol) e os acidos fendlicos sdo os principais compostos ndo-

flavonoides (NOBRE et al., 2006).

2.4.4.1 Estilbenos

O estilbeno ndo € um composto comum de ser encontrado, no entanto, muitos de
seus derivados sdo extraidos de plantas e apresentam atividades bioldgicas e terapéuticas
importantes. Tais compostos sdo denominados fitoalexinas, no qual destaca-se o resveratrol,

encontrado em alguns tipos de uva (NOBRE et al., 2006).

2.4.4.1.1 Resveratrol

O resveratrol (3,5,4-tri-hidroxiestilbeno) é um estilbeno, pertencente a uma
subclasse de fitoalexinas, sendo encontrado na casca de uvas e sementes, em amendoins, soja,
roméas, e em outras frutas e plantas (THIEL; ROSSLER, 2017).

E sintetizado em resposta a patdgenos, estresse abi6tico em plantas, podendo haver
variacdo consideravel nas concentra¢fes em todas os cultivares, devido a regido geografica, as

condicBes de crescimento e &s tecnologias de vinificacdo empregadas (BOTTI et al., 2015)
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O resveratrol é sintetizado, naturalmente, na planta sob duas formas isémeras:
trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4'-
trihidroxiestilbeno) (figura 1). O isdmero trans-resveratrol é convertido para cis-resveratrol em
presenca da luz visivel, pois esta forma é mais estavel (SAUTTER et al., 2005)

O interesse pelo resveratrol tem aumentado em virtude de seus beneficios
apresentados a saude. Dentre eles, a inibicdo de eventos celulares tem papel importante na
iniciacdo, promocao e progressao tumoral. Propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes
retardam algumas caracteristicas do envelhecimento e o risco de doenca cardiovascular
(MORETON-LAMAS et al., 2017).

O resveratrol ¢ associado ao “Paradoxo Francés”, que descreve a baixa incidéncia
de doencas cardiacas e obesidade entre os franceses, mesmo com dieta rica em gordura e alta
ingestdo de vinho. O resveratrol é responsavel pela reducdo do estresse oxidativo em varios
tipos de doencas (DI DONNA et al., 2017).

2.4.4.2 Acidos fendlicos

Os é&cidos fenolicos apresentam um grupo funcional carboxila e sdo divididos em
duas classes, os derivados de acido benzodico e &cido cindmico. Os hidroxibenzdicos ndo séo
tdo abundantes nos vegetais, e por isso, menos consumido pelo homem. Os &cidos
hidroxicindmicos estdo presentes em varios alimentos e bebidas de origem vegetal, como o
café, erva mate, macd, ameixa e outras frutas, cruciferas, cereais, entre outros (OLIVEIRA,;
BASTOS, 2011).

Os é&cidos hidroxibenzoéicos incluem os acidos galico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico, vanilico e siringico, que tém estrutura comum, C6 —C1 26; enquanto os &cidos
hidroxicinamicos, sdo compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral
(C6 —C3), como os acidos caféico, feralico, p-cumarico e sinaptico, sendo 0s mais comuns
(ANGELO; JORGE, 2007).

Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou
mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes, tanto para os alimentos como para o organismo, sendo, por isso, indicados para
0 tratamento e prevencdo do cancer, doencas cardiovasculares e outras doencas (SOARES,
2002).
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3. ESTUDO DO PERFIL DE COMPOSTOS BIOATIVOS DURANTE O
DESENVOLVIMENTO FISIOLOGICO DA UVA DA CULTIVAR
ISABEL PRECOCE (Vitis labrusca) CULTIVADA NO CERRADO.

PADUA, D. R. L. Caracterizacio do perfil de compostos bioativos em uva da cultivar Isabel
precoce (Vitis labrusca) durante o desenvolvimento fisioldgico, cultivadas no cerrado. In:____.
Estudo do perfil de compostos bioativos durante o desenvolvimento fisioldgico da uva da
cultivar Isabel precoce (Vitis labrusca) cultivada no cerrado. Parte 2, p. 40-62. Dissertacao

(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Universidade Federal de Goias, GO.

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo estudar os compostos bioativos da cultivar Isabel precoce
(Vitis labrusca L.) cultivada no Cerrado Goiano, durante o desenvolvimento fisioldgico. Nove
coletas foram realizadas, com intervalos de dez dias,com inicio ap6s a antese totalizando 90
dias de desenvolvimento do fruto. A caracterizacdo fisica e quimica foram realizadas na baga
inteira (10-90 Dias Apos a Antese -DAA). Para as andlises de compostos fendlicos totais,
atividade antioxidante (DPPH,ABTS e Fosfomolibdénio) e perfil de compostos fendlicos por
HPLC, as bagas foram analizadas inteiras até os 50 DAA, a partir da fase de maturagdo foram
fracionadas em casca, polpa e sementes (60 — 90 DAA). As transformacdes fisicas e quimicas
da baga foram mais intensas a partir de 60 DAA no inicio da maturacdo. As sementes, bagas,
cascas apresentaram maior teor de compostos fenolicos totais em comparacdo com a polpa. As
sementes apresentaram maior potencial antioxidante nos métodos de DPPH e Fosfomolibdenio,
ao longo de todo o tempo. Nas cascas o maior potencial antioxidante foi obtido pelo ensaio de
ABTS a partir dos 70 DAA aos 90 DAA. Foram investigados 17 compostos fenélicos e apenas
trés identificados, sendo acido clorogénico presente nas bagas, cascas e polpas, e catequina em
maior quantidade, seguida pela epicatequina presente nas sementes.

Palavras-chave: Antese, uva, caracterizagdo, HPLC

ABSTRACT

The present work had the objective of studying the bioactive compounds of the early Isabel
precoce cultivar (Vitis labrusca L.) cultivated in the Cerrado Goiano, during the physiological
development. Nine samples were collected, with 10-day intervals, starting after the anthesis,
totaling 90 days of fruit development. The physical and chemical characterization was carried
out in the whole berry (10-90 Days after anthesis — DAA ). For the analyzes of total phenolic
compounds, antioxidant activity (DPPH, ABTS and Phosphomolybdenum) and profile of
phenolic compounds in HPLC, berries were analyzed whole until 50 DAA, from the maturation
phase were fractionated in skin, pulp and seeds (60-90 DAA). The physical and chemical
transformations of the berry were more intense from 60 DAA at the beginning of maturation.
Seeds, berries, skins showed higher total phenolic compounds content compared to pulp. The
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seeds presented higher antioxidant potential in the DPPH and Phosphomolibdenium methods,
throughout the time. In the skins the highest antioxidant potential was by the ABTS assay from
70 DAA to 90 DAA. It was investigated 17 phenolic compounds and only three identified,
being chlorogenic acid present in the berries, peels and pulps, and catechin in greater quantity,
followed by the epicatechin present in the seeds.

Keywords: anthesis, grape, characterization, HPLC

3.1Introducéo

A uva estd entre as culturas de frutas mais cultivadas no mundo, atras de bananas,
melancias e macas. A producdo de uva no Brasil é crescente, além das regides Sul e Nordeste,
a cultura tem abrangido outras regides, como o Centro-Oeste. A regido Centro-Oeste faz parte
do bioma do Cerrado, possuindo clima tropical sazonal. Nesta regido é possivel obter duas
colheitas ao ano, com a irrigacdo. Variagfes sazonais climaticas podem definir mudancas
fenoldgicas na planta (AUBERT; CHALOT, 2018; ALMEIDA et al., 2017; COELHO et al.,
2017).

As principais variedades cultivadas no estado de Goiés sdo: Nidgara Branca e
Rosada, Isabel precoce, Italia, Rubi, Thompson, Bord6 e Moscatel (MONTEIRO, 2010). A
cultivar Isabel precoce (Vitis Labrusca L.) é originada de uma mutagdo somatica espontanea da
variedade lIsabel (Vitis Labrusca L.), possui caracteristicas semelhantes a cultivar original,
apresenta boa produtividade e antecipa sua maturacdo em até 35 dias. As variedades de uva de
mesa (Vitis labrusca) sdo amplamente cultivadas na América do Norte e do Sul e, o Brasil
representa cerca de 80% das uvas processadas, em sua maioria para a producdo de suco
(CAMARGO,2004; TOALDO et al.,2015).

A uva e seus subprodutos, sdo fontes de polifendis que exercem funcdes
antioxidantes, os quais sdo originarios do metabolismo secundario, estando presentes em
pequenas quantidades, com efeito sobre a salde humana, devido a possivel influéncia nas
atividades fisiologicas e celulares. Nas ultimas décadas, é crescente 0 nimero de estudos
relacionados ao consumo de compostos bioativos e 0s possiveis efeitos benéficos para a saude,
como prevencao de vérias patologias cronicas, incluindo doencas cardiovasculares, diabetes e
doencas neurodegenerativa, alguns tipos de cancer, efeitos cardioprotetores e vasodilatadores,
entre outros (ACUNA-AVILA et al.,2016; RIBEIRO et al., 2015;).

Os compostos fenolicos sdo 0s metabdlitos secundarios mais importantes da uva.

Estdo presentes nas bagas e em quantidades variadas na casca, polpa e sementes. Durante a
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maturacdo, ocorre aumento em sua concentracdo, sendo dependente da cultivar, localizacéo
geogréfica, clima, solo e principalmente as préaticas de viticultura (CARRERA et al., 2012;
LIMA et al., 2014).

Neste contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento dos compostos
fendlicos e atividade antioxidante, durante desenvolvimento fisiolégico da cultivar Isabel
precoce (Vitis labrusca L.), cultivada no Cerrado Goiano.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Obtencdo e preparo das amostras de uva
O experimento foi conduzido na Vinicola Goias, safra 2017, no municipio de

Itaberai — GO, sob as coordenadas geograficas de latitude 16° 2'23.22"S longitude
49°46'52.84"0.

Foram utilizadas plantas da cultivar Isabel precoce (Vitis labrusca), sobre o porta-
enxerto IAC 572, cultivadas em sistema de latada com espacamento de 2,5 x 2,5m entre as
plantas e fileiras, com sistema de irrigacdo de microaspersao, em intervalo de sete dias.

Por ocasido da antese, foram selecionadas 200 plantas ao acaso. As marcacdes
foram realizadas entre os dias 5 e 10 de abril de 2017, com fios de 13 de cores diferentes. A
primeira coleta dos frutos foi realizada 10 dias ap6s a antese (DAA) e as demais em intervalos
de 10 dias, at¢ completar 90 DAA, quando os frutos atingiram o ponto 6timo de colheita,
totalizando 9 pontos de coleta, sendo coletados 3 kg a cada coleta.

A cada coleta, apos a chegada ao Laboratério de Anélise de Alimentos da Escola
de Agronomia, da Universidade Federal de Goias (EA/UFG), os frutos eram lavados com
detergente neutro e dgua corrente para a retirada das sujidades superficiais, provenientes do
campo e separados do engaco. Foram divididos em dois lotes, sendo o primeiro lote a bagas
permaneceram inteiras € in natura, as analises foram realizadas apods cada coleta. No segundo
lote as bagas imaturas permaneceram inteiras (10 -50 DAA) e durante fase de maturagao (60-
90 DAA) foram fracionadas manualmente em casca, polpa e semente.

Os frutos do primeiro lote foram avaliados em sua totalidade (bagas), in natura até
a colheita (90 DAA), para a realizagdo das analises de massa, didmetro transversal e
longitudinal, pH, acidez titulavel, solidos soltveis e cor. Os frutos foram macerados para as

analises de pH, acidez titulavel e solidos soluveis.
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3.2.2 Caracterizag&o fisica e quimica

A afericdo da massa da baga foi realizada por meio de balancga analitica (Marte,
Shimadzu, AY-220, Japdo) e os resultados expressos em gramas (g). Os frutos foram medidos
com auxilio de um paquimetro digital (0-150mm Lotus Plus, China), no sentido longitudinal e
transversal, e 0s resultados expressos em milimetros (mm).Ambos avaliadas em quinze
repeticdes A taxa de crescimento absoluto e relativo para massa (g/dia ;g/g.dia), diametro
longitudinal e transversal (mm/dia ; mm/mm.dia), foi realizado por meio das formulas 1 e 2:

1)

(V1-v0)
(T1-T0)

TCA =
Onde TCA = Taxa de Crescimento Absoluto;
V= valores dos pardmetros avaliados; Vo = valor inicial; V1= valor final;
T=época da avaliacdo (dias ap0s a antese); To= tempo inicial; T1= tempo final.

TCR = InV1-Invo (2)
T1-TO

Onde TCR = Taxa de Crescimento Relativo;
V= valores dos pardmetros avaliados; Vo = valor inicial; V1= valor final;
T=época da avaliacdo (dias ap0s a antese); To= tempo inicial; T:= tempo final
Ln= Logaritmo neperiano
O pH foi mensurado utilizando potencidometro (pH Meter Model HI-9224,
Steinhem, Germany), com insercao do eletrodo diretamente em 5 g de amostra, em 100 mL de
agua destilada. O teor de s6lidos soltveis (SST) foi determinado com auxilio de refratbmetro
digital (Reichert, AR200, EUA), com resultados expressos em °Brix, todos de acordo com
AOAC (2010) e avaliados em 15 repeticdes. A acidez titulavel total (ATT) foi determinada por
titulacdo com NaOH 0,1 N, expressa em g/ de acido tartarico por 100mL.
A cor foi determinada em trés pontos distintos da casca das bagas (em 15 repeticdes)
utilizando o colorimetro (Hunterlab, ColorQuest Il) no modo CIE L*a* b*. Os valores a* e b*
foram usados para calcular o indice de saturagdo Croma (C*) e diferenca total de cor Delta E

(AE), foram calculados com o auxilio da equagéo 3 e 4.

C* = (a*z + b*2)1/2 (3)

[AL?+Aa? +Ab? ]
1/2

AE = 4)
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Os frutos do segundo lote, foram submetidos ao congelamento rapido em nitrogénio
liquido apos cada coleta, armazenadas a -18°C, liofilizadas (Liotop, L101, Brazil) e moidas
(IKA, A1l Basic, China) para a elaboragdo dos extratos para a realizacdo das analises de
compostos fenolicos totais, potencial antioxidante (DPPH, ABTS e Fosfomolibdénio) e perfil

de compostos fenolicos.

3.2.3 Obtencdo dos extratos para compostos fendlicos totais e Atividade Antioxidante

Os compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante foram obtidos a partir de
até quatro extratos: etéreo (EE), alcoolico (ALE), aquoso (AQE) e metanol 50% + acetona 70%
(AME). Sendo elaborados com as amostras provenientes do lote 2.

Os extratos etéreo (EE), alcoolico (ALE), aquoso (AQE) foram preparados
sequencialmente, segundo a metodologia proposta por Borguini (2006). Pesou-se 2,5 g de
amostra (baga, casca, polpa e/ou semente) em um béquer coberto com papel aluminio, para
proteger da luz e adicionou 50 ml de éter etilico (proporc¢ao 1:20 p/v, de amostra e reagente),
agitou-se por uma 1 h em agitador magnético (TECNAL, TE-085, Brasil). O extrato foi filtrado
com auxilio de um papel filtro e completou-se o volume para 50 ml com éter etilico e foi
acondicionado em frasco ambar e armazenado em freezer a -18°C. O residuo foi mantido por
duas horas em temperatura ambiente, para ser utilizado para a preparacdo do extrato alcoolico.

Adicionou-se alcool etilico absoluto ao residuo na propor¢ao 1:20 (p/v), seguindo
os mesmos procedimentos realizados para obtengdo do extrato etéreo. Para o extrato aquoso,
adicionou-se dgua destilada na proporcao de 1:20 (p/v) seguindo os mesmos procedimentos dos
extratos etéreo e alcoolico.

Para obten¢ao dos extratos metanol 50% + acetona 70% (AME) ( RUFINO et al.,
2007), pesou-se 2,5 g de amostra (baga, casca, polpa e/ou semente) em um béquer coberto com
papel aluminio com 40 mL de metanol 50%, deixou em repouso durante 1 hora, centrifugou a
10000 rpm por 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico
de 100 mL, o residuo foi adicionado em béquer coberto com papel aluminio com 40 mL de
acetona 70%, repetindo o mesmo procedimento, repouso, centrifugou e o sobrenadante
transferido para o baldo de 100 ml, completando o volume com agua destilada e acondicionado
em frasco &mbar e armazenado em freezer a -18°C.

As analises de compostos fendlicos totais e potencial antioxidante (ABTS e DPPH)

na Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Goias (UFG). O potencial antioxidante
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por Fosfomolibdénio foi realizado no Laboratério de Controle da Qualidade de Medicamentos,

Faculdade de Satde, Universidade de Brasilia (UnB).

3.2.4 Compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado nos EE, ALE, AQE e AME,
utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteau. A leitura foi realizada a 700 nm em
espectrofotémetro (Biospectro SP-220). A curva padrdo foi estabelecida na faixa de 5 a 50 mg
L1, e os resultados expressos em miligramas de equivalentes de 4cido galico (EAG) por 100
gramas (ZIELINSKI; KOZLOWSKA, 2000).

3.2.5 Determinagdo da Atividade Antioxidante

Para avaliar a atividade antioxidante foram utilizados trés ensaios, a saber o DPPH
(2,2 difenil -1-picrilhidrazil), radical ABTS (2,2’ azinobis- (3- ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid) e Fosfomolibdénio (BORGUINI, 2006; RUFINO et al.,2007; PRIETO et al., 1999). Todos
os ensaios foram realizados em triplicata.

DPPH: o método DPPH foi avaliado quanto a atividade antioxidante da amostra,
por meio da taxa de descoloragdo a 517 nm, medido espectrofotometricamente nos EE, ALE e
AQE com concentracdo de 0,2 mg.mL"! e os resultados expressos em IC50 (Concentracio
inibitoria média). As leituras em espectrofotdmetro (Biospectro SP-220) foram realizadas apos

30 min da reagdo. Os célculos foram realizados com o auxilio da equagdo 5:

Abs extrato—Abs branco

% descoloragdo do DPPH = (1 — ( )+100 (5)

Abs controle

ABTS: O potencial antioxidante do radical ABTS foi determinado através da taxa
de decaimento da absorbancia a 734 nm (Biospectro SP-220), nos EE, ALE, AQE e AME. A
curva padrao foi linear entre 100 e 1500 uM Trolox e os resultados foram expressos em pM
trolox/g.

Fosfomolibdénio: A atividade antioxidante foi medida espectrofotometricamente a
695 nm em leitora de placas (PerkinElmer, Enspire, Brazil), nos ALE e AQE. A curva padrao
foi linear entre 0,025 a 0,2 mg/mL de acido ascorbico e os resultados foram expressos em

miligramas de equivalentes de 4cido ascorbico por grama (mg (EAA)/g).
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3.2.6 Obtencao dos extratos para analise de perfil de fen6licos em HPLC

Para a analise de perfil de compostos fendlicos, os extratos foram preparados de
acordo com a metodologia proposta por Gomez-Alonso, Garcia-Romero e Hermosin-Gutiérrez
(2007). Para baga,casca e polpa foram utilizados 20 g e para sementes 2 g, sendo dissolvidas
em 150 mL de solucdo de 50: 48,5: 1,5 (v/v) de metanol/agua/acido férmico, homogeneizadas
em shaker (Eppendorf, Innova 44, Brasil) a 120 rpm a 27,1°C por 15 horas e em seguida
centrifugado (HERMLE, Z326K, Germany) a 2500 g a 5°C por 15 minutos. O sobrenadante foi
filtrado por meio de membrana de nylon 0,45 um e injetado em vials (2ml) para leitura no
cromatografo liquido.O perfil de compostos fendlicos foi realizado no Laboratério de Controle

da Qualidade de Medicamentos, Faculdade de Salde, Universidade de Brasilia (UnB).

3.2.7 Determinacéo de compostos fendlicos

O perfil cromatogréafico foi realizado por HPLC (LEITE et al., 2014). O volume de
injecdo das amostras e padroes foi de 10,0 puL, e analisado no sistema LaChrom Elite®,
equipado com injetor automatico L2200, bomba L2130, coluna L2300, a 25 °C, com detector
diodo array (DAD) L2455 (Hitachi®, Tokyo, Japan). A separacao dos componentes da amostra
foi realizada em coluna de fase reversa C-18 (particulas de 5 um, 150 mm x 4,6 mm),
combinada com pré-coluna apropriada (4,0 mm x 4,00 mm; 5 um de tamanho de particula)
(Merck®, Germany). A andlise foi realizada em comprimento de onda fixados em 280, 354 e
510nm.

Para a fase movel foi utilizado o sistema gradiente composto por acido fosférico
1% (v/v) (Canal A) e acetonitrila (Canal B) com fluxo de 0,6 mL/min. A captura dos dados foi
realizada, utilizando o software ExChrom Elite® (verséo 3.3.2 SP1) (Scientific Software. Inc.).
Os compostos presentes nas amostras foram comparados, de acordo com seu espectro de UV
visivel (230 a 400 nm) e pelo tempo de retencdo, com padrdes fendlicos comerciais. O gradiente
usado para separacgdo foi: 0 min: 90% A e 10% B; 40min: 70% A e 30% B; 50min: 50% A e
50% B; 51 min: 90% A e 10% B; 55 min: 90% A e 10% B, onde o solvente A ¢ solucdo de
acido fosforico 1% e a solucao B acetronitrila.

A quantificacdo de cada composto foi por meio da curva de calibracdo de cada
padrdo correspondente. Foram utilizados os seguintes compostos para comparacdo: acido
clorogénico, catequina e epicatequina. O resultado foi expresso em pg/ml, analisados em trés

repeticdes.
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3.2.8 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Os dados
das varidveis fisico-quimicas (massa, didmetro longitudinal e transversal, pH, acidez titulavel,
solidos soluveis e cor) foram submetidos a analise de regressao linear e ao teste de médias de
Scott-Knott para as fontes de variagao significativa (Scott; Knoot, 1974).

Para as andlises de compostos fendlicos totais e potencial antioxidante, foi
empregado um delineamento fatorial 4x4x9, sendo quatro tipos de extratos (EE, ALE, AQE e
AME), quatro tipos de amostra (baga, casca, polpa e sementes) e 9 tempos (10 a 90 dias apos
antese com intervalos de dez dias).

Selecionando os dados de maior rendimento na extracao dos compostos fenolicos e
antioxidantes (DPPH, ABTS e Fosfomolibdénio). Dos extratos utilizados conforme cada
metodologia sendo etéreo (EE), alcoolico (ALE), aquoso (AQE) e metanol com acetona
(AME), escolheu-se para cada repeti¢ao e tempo (Dias Apds Antese) o maior teor de composto
extraido. Isso resultou em matrizes com quatro colunas com varidveis respostas (compostos
fenolicos, DPPH, ABTS e Fosfomolibdénio) e nas linhas trés repeti¢cdes, sendo cinco tempos
para a baga (10, 20, 30, 40 e 50 DAA) e quatro tempos de avaliacdo para casca, polpa e semente
(60, 70, 80 ¢ 90 DAA).

Os dados de compostos fenolicos totais e potencial antioxidante foram submetidos
a analise de variancia fatorial4x4x9. Utilizou-se o teste de Scott-Knott para estabelecer a
diferenca entre as medias para os compostos fendlicos totais, potencial antioxidante e o perfil
cromatografico. Para as andlises de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante durante
a maturagdo (60 a 90 Dias apos a Antese-DAA) fez-se andlise de tukey para avaliar os maiores
teores obtidos ao longo do tempo. Todas as andlises estatisticas foram implementadas no

software R (R Development Core Team,2018).

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Caracterizacao fisica e quimica

O tempo influenciou, significativamente as variaveis de caracterizagdo fisica e
quimica pH, sélidos soluveis, acidez titulavel, L*, a* e b*, croma, AE, taxa de crescimento
absoluto e relativo, como ja era esperado.

O ciclo do desenvolvimento fisioldgico da uva Isabel precoce compreendeu 90 dias

considerando a partir da abertura da flor (antese) até a colheita.
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De acordo com a figura 3, os maiores valores apresentados para TCA e TCR foram
durante a fase | (10-40 DAA). As variaveis TCA e TCR do diametro longitudinal e transversal
e TCR da massa apresentaram valores maximos ao 20 DAA e a TCA da massa aos 40 DAA.
Durante essa fase ha aumento acelerado da massa e volume da baga, correspondente a divisdes
e expansdes celulares, a maior parte do crescimento da semente acontece nessa fase, o que
contribui também para o aumento da baga. Na fase Il, as modificagdes na estrutura s&o menos
expressivas, sdo mudancas quimicas que introduzem a fase de amadurecimento (I11), como por
exemplo variacao da cor (Figura 3 H). Na fase 11l as mudancgas na estrutura ocorrem em menor
quantidade, possivelmente pelo acimulo de solutos apenas pela via do xilema. As mudangas
quimicas nessa fase sdo mais intensas como degradacdo dos acidos organicos (Figura 3 C), no
acumulo de agucares (Figura 3 B) e no metabolismo de compostos fendlicos. Variacdes na TCR
durante a fase Ill foram observadas, podendo ser atribuidas a falta de uniformidade dos frutos
(RODRIGUES,2009; BORGHEZAN 2017).
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Figura 2. Taxa de crescimento Absoluto (TCA) e Taxa de crescimento Relativo (TCR) para massa, didmetro
longitudinal e transversal.

A: Taxa de Crescimento absoluto massa(g/dia); B: Taxa de crescimento relativo massa (g/g.dia); C: Taxa de
crescimento absoluto didmetro longitudinal (mm/dia); D: Taxa de crescimento relativo didmetro longitudinal
(mm/mm.dia); E: Taxa de crescimento absoluto diametro transversal (mm/dia); F: Taxa de crescimento relativo
diametro transversal (mm/mm.dia).
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Figura 3. Caracterizacdo fisica e quimica das bagas de uva da cultivar Isabel Precoce durante o desenvolvimento
fisiologico.

A:pH; B: Sélidos Sollveis; C: Acidez titulavel (g acido tartarico/100mL) D: L*; E: Valor de a*; F: Valor de b*;
G: Croma; H: Diferenca total de cor (AE).

Os valores de pH foram decrescentes até os 40 DAA, englobando a fase I (Figura 3
A). Com um aumento significativo na fase III (amadurecimento), mostrando maior valor aos
90 DAA. O aumento de pH durante a fase de amadurecimento (estagio II) pode estar
relacionada com a salificagdo dos 4cidos orginicos. Em regides com temperaturas mais
elevadas o aumento do pH ocorre devido a elevada alcalinidade das cinzas e o declinio do acido
malico e tartarico, pois o aumento de pH estd relacionado com a reducdo de acidez
(CHITARRA; CHITARRA 2005; RIZZON; MIELLE; MENEGUZZO 2000;).

O teor de solidos soltiveis apresentou aumento gradativo na fase I e II até o inicio
da fase III (60 DAA) de acordo com a Figura 3 B. Durante a fase de maturacdo (III) até a

colheita ndo apresentou diferenca significativa. O aumento do teor de solidos soltuveis, durante
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a maturacdo, pode ser atribuido ao deslocamento do xilema para o floema nas bagas, que ocorre
na fase de veraison, assim indicando o aumento de compostos ndo volateis e soliveis em agua
como agucares, acidos organicos, etc (GRIESSER et al., 2017).

A acidez titulavel (AT) aumentou aos 20 DAA, com decréscimo significativo ao
longo de todo o desenvolvimento do fruto até a colheita (Figura 3 C). Durante o primeiro
periodo de crescimento rapido da baga (fase I), a concentracdo da acidez foi maior, pois a
sintese dos acidos resultam em uma reagao secundaria da fotossintese, sendo sintetizados nas
folhas e também nas bagas até a fase do véraison (estagio II). A medida que se inicia o processo
de maturagdo, ocorre redugdo na concentragdo de acido malico e, consequentemente ha
diminuicdo progressiva da acidez. Essa reducdo, também, pode ser atribuida a maior demanda
de energia e os 4cidos organicos estdo entre os principais substratos da uva (RIZZON;
SAGANZERLA 2006).

Estes resultados coincidem com outros autores que avaliaram parametros de
maturagdo da uva. Kurt et al.(2017) avaliaram a maturacdo da cultivar Isabel com pH 3,5 ¢ AT
0,0098 g de 4cido tartarico /g. Samoticha et al. (2017) investigaram vinte e oito variedades de
uvas, entre elas brancas e vermelhas e observaram valores médios de SS 17,4°B; 0,93 g de acido
tartarico/g ; pH 3,94, para as variedades vermelhas.

Na Figura 3 D, E e F, observa-se os parametros de cor dos quais L* e b*
apresentaram redugdo ao longo do desenvolvimento e incremento para o valor a*. Esse
comportamento torna-se mais evidente da fase I (50 DAA) para III (60 a 90 DAA) ou seja,
declinio da cor verde e aumento de vermelho ou azul, dando assim, uma coloracao acastanhada
e vermelha / azul na casca das bagas indicando a degradacdo da clorofila e a biossintese de
antocianinas. A redu¢do da Luminosidade (L*) na maturacdo, também pode ser atribuida a
maior quantidade de cera epicuticular (pruina) sobre as bagas (OLIVARES el al., 2017).

Tal comportamento de mudanca de cor pode ser confirmada pela avaliagdo da
saturagdo (Croma) e pela diferenca de cor (AE). Os valores de croma e AE durante a fase I
exibiu decréscimo (20 DAA) até o inicio da fase III permanecendo estavel estatisticamente até
a colheita (Figura 3 H).

Os dados analisados estdo em conformidade com Ferreira et al. (2017), que
avaliaram quatro variedades de uvas sendo brancas e tintas, e obtiveram comportamento
semelhante ao longo do desenvolvimento para os parametros avaliados (L*,a*, b*, Croma e

AE) para as variedades tintas.
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Pinillos et al. (2016) avaliaram a cultivar Crimson Seedless durante duas safras
(2012 e 2013) e obtiveram valores para L* (35,00 e 38,3) e Croma (12,4 e 13,1),

respectivamente.

3.3.2 Compostos fendlicos totais e Atividade Antioxidante

A analise de variancia fatorial 4x4x9 para compostos fenolicos e antioxidantes
mostrou significancia nas interacdes entre os fatores: método de extragdo, parte da uva (baga,
caca, polpa e semente) e o tempo de avaliagdo em todos os niveis. Isso significa que o melhor
rendimento de extracdo ndo esta associado a um extrato especifico. O efeito do método de
extracdo sobre os compostos fendlicos e antioxidantes depende da parte da uva avaliada e,
também, do tempo. Isto é, para cada parte da uva associada, a um determinado tempo de
desenvolvimento, ter-se-4 um extrato especifico mais eficiente na extragdo do composto.

Na tabela 2, esta apresentado o teste de média das varidveis respostas dos extratos
Etéreo (EE), Alcdolico (ALE), Aquoso (AQE) e Metanol+ Acetona (AME) durante o
desenvolvimento fisioldgico da baga para o ensaio de compostos fendlicos totais e potencial

antioxidante.
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Tabela 2. Médias da andlise de varidncia dos compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante na baga, casca, polpa e semente de uva ao longo de noventa dias de
desenvolvimento da baga avaliados em até quatro meios (extrato etéreo, alcodlico, aquoso e metanol com acetona).

Compostos Fendlicos Totais

Dias Apds a Antese (DAA)

Amostra - Extrato = 20 30 40 50 60 70 80 90
EE 9920 b 3371 ¢ 2303 ¢ 5745 ¢ 7246 b - = = =
paga ALE 8356 C 25375 b 14812 b 12624 b %678 b - - - -
AQE 3551 d 1622 d 927 d 1374 d 1237 ¢ - - - -
AME 51653 a 44878 a 30408 a 31776 a 30000 a - - - -
EE - - - R 928 ¢ 3920 ¢ 924 d 4317 ¢
caca ALE - - - - - - 3606 b 5842 b 9033 b 6478 b
AQE - - - - - - 3399 b 5434 b 5104 ¢ 6391 b
AME - - - - - - 16980 a 22510 a 21204 a 21816 a
EE = = = R 365 ¢ 169 d 86 d 82 c
popa ALE - - - - - - 1439 b 1318 b 1454 ¢ 1164 b
AQE - - - - - - 454 ¢ 1085 ¢ 3461 a 1202 b
AME - - - - - - 2381 a 2463 a 2918 b 2231 a
EE = = = S 42807 b 22384 ¢ 17426 ¢ 17039 ¢
semente ALE - - - - - - 28966 ¢ 22384 ¢ 23918 b 26049 b
AQE - - - - - - 4642 d 9142 d 4361 d 3208 d
AME - . . - - - 105592 a 137850 a 81667 a 80714 a

Continua
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Amostra Extrato

Dias Apds a Antese (DAA)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
EE 1559 b 2326 b 2830 b 2558 b 2316 b -- -- -- -- --
Baga ALE 1060 ¢ 1039 b 1464 b 1404 b 189,7 b -- -- - -- --
AQE 3673 a 9545 a 8440 a 11662 a 12273 a -- -- - -- --
EE -- -- -- -- -- -- 2743 a 1836 c 1427 c 755,4 a
Casca ALE -- -- -- -- -- -- 3472 a 3115 a 2476 b 205,2 ¢
AQE -- -- -- -- -- -- 3359 a 2481 b 3653 a 5228 b
EE -- -- -- -- -- -- 6632 b 3015 ¢ 5939 b 5181 b
Polpa ALE -- -- -- -- -- -- 10704 a 5417 b 6035 b 7882 b
AQE -- -- -- -- -- -- 8482 b 800,7 a 8742 a 12512 a
EE -- -- -- -- -- - 1149 b 1140 b 1149 a 1156 a
Semente  ALE -- -- -- -- -- - 1131 b 1159 b 1138 a 1171 a
AQE -- -- -- -- -- -- 136,7 a 2018 a 107,3 b 120,7 a

Continua
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ABTS
Dias Apoés a Antese (DAA)
Amostra - Extrato —7 20 30 40 50 60 70 80 90
EE 0011 c¢ 0011 ¢ 0007 c¢ 0009 ¢ 0019 ¢ - = - -
Baga ALE 0315 b 1066 b 0609 b 0463 b 0328 b - - - -
AQE 0001 ¢ <0001 ¢ <0001 ¢ <0001 ¢ <0001 ¢ - - - .
AME 2119 a 2235 a 139% a 1553 a 138 a - - - -
EE . = = I - 0009 ¢ 0029 ¢ 0045 ¢ 0010 ¢
casca  PLE - - - - -~ 0263 b 0261 b 0345 b 0657 b
AQE - - - - - 0000 ¢ 0001 d 0000 d 0000 c
AME - -- -- -- -- - 3,637 a 3,544 a 3,568 a 4828 a
EE - - - I <0001 d <0001 ¢ <0001 d <0001 c
popa ALE - - - - - 0833 a 0843 a 0817 a 0829 a
AQE - - - - - 0008 ¢ 0027 b 0013 c¢ 0027 b
AME - - - - - 0023 b 0037 b 0033 b 002 b
EE - . = o - 0204 ¢ 0001 d 0005 d 0002 c
comente ALE - - - - - 2042 b 5935 a 3936 a 4859 a
AQE - - - - - 0001 ¢ 0217 ¢ 0141 ¢ 0102 ¢
AME - - - - - 723 a 118 b 1116 b 1276 b

Continua
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Amostra Extrato

Dias Apds a Antese (DAA)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Baga ALE 0320 a 0,181 a 0105 a 0,113 a 0,101 a - - - --
AQE 0019 b 0012 b 0,015 b 0,014 b 0,009 b -- -- -- --
Casca ALE -- - - - - - 0,109 a 0,105 a 0,102 a 0,106 a
AQE -- -- -- -- -- -- 0,017 b 0,023 b 0,019 b 0,023 b
Polpa ALE -- - - - - - 0,106 a 0,103 a 0,128 a 0,109 a
AQE -- -- -- -- -- -- 0,017 b 0,024 b 0,042 b 0,023 b
Semente ALE - - - - - - 0,122 a 0,121 a 0,126 a 0,131 a
AQE -- -- -- -- -- -- 0,016 b 0,015 b 0,030 b 0,022 b

Compostos fendlicos totais:
(EAA)/g.

mg de equivalente de acido galico (EAG)/100mL; DPPH

: 1C50; ABTS: uM trolox/g; Fosfomolibdénio: mg de equivalente de &cido ascérbico

EE: Extrato Etéreo; ALE: Extrato Alcéolico; AQE: Extrato Aquoso; AME: Extrato Metanol+ Acetona.

Letras diferentes em uma mesma coluna sdo significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de Scott-Knott, para cada tempo.

Valores em negrito, correspondem o maior rendimento de extragdo por um extrato ao longo do desenvolvimento fisioldgico da baga.
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Com relagdo aos compostos fendlicos totais, observou-se que durante o
desenvolvimento fisiologico da baga, o AME foi o extrato com maior rendimento exceto aos
80 DAA quando o AQE apresentou maior rendimento de extracdo (Tabela 2). Essa
variabilidade de extratos com melhor rendimento de extragdo ao longo do tempo, pode ser
atribuido ao fato de ser um grupo de compostos com grande diversidade em sua estrutura por
possuir diferentes polaridades e solubilidades, podendo interagir com diferentes moléculas
(JAKOBEK, 2015).

Na figura 4 esta apresentado o perfil dos compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante dos maiores rendimentos de extracdo analisados em diferentes extratos ao longo
do tempo. Na Figura 4 A, ¢ possivel observar que durante toda a fase III (60 a 90 DAA) o teor

de compostos fendlicos totais foi maior na semente seguido da casca e polpa.
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Figura 4. Médias de Compostos fendlicos totais e Atividade Antioxidante (DPPH, ABTS e Fosfomolibdénio) da
baga durante o desenvolvimento fisioldgico.

Letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de tukey.

A: Compostos fenodlicos totais (mg equivalente de acido galico (EAG)/100g); B: DPPH (IC50); C: ABTS (uM
trolox/g); D: Fosfomolibdénio (equivalente de acido ascorbico (EAA)/g).
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Valores aproximados foram observados por Ozcan et al. (2017), quando avaliaram
trés variedades de uvas Razaki, Muskule e Cardinal em trés tempos, durante colheita, uma
semana e duas antes da colheita. Avaliando a concentra¢do de compostos fenolicos na polpa e
sementes, observaram valores significativamente mais altos para sementes do que para polpas,
sendo que a concentragao para as sementes foi maior uma semana antes da colheita para as trés
cultivares Razaki, Muskle e Cardinal com 477,50 mg/ 100 g, 475,30 mg/100 g e 473,75 mg/100
g.

A atividade antioxidante avaliada durante o desenvolvimento fisioldgico da uva foi
associada a diferentes contetidos de compostos bioativos, em que os dados de diferentes extratos
Etéreo (EE), Alcoolico (ALE), Aquoso (AQE) e Metanol + Acetona (AME), foram submetidos
no teste de média e selecionados de acordo com o maior rendimento de extracao em relacao ao
tempo (Tabela 2).

O extrato com maior rendimento para o ensaio de DPPH ao longo do
desenvolvimento fisiologico foi o EE, com algumas excegdes, para baga aos 10 DAA e casca
aos 90 DAA destacando o ALE, e para sementes aos 80 DAA o AQE. A maior atividade
antioxidante apresentada para DPPH durante a fase III, foi para semente, casca e polpa,
respectivamente (Figura 4 B).

Na analise de ABTS os extratos com maior rendimento foram o AME e ALE, sendo
o extrato AME para as bagas, cascas e semente aos 60 DAA e o extrato ALE para polpas e
sementes em 70 a 90 DAA. A semente apresentou maior atividade antioxidante aos 60 DAA,
apos esse periodo de 70-90 DAA a casca apresentou maior atividade antioxidante (Figura 4 C).

Para o ensaio de Fosfomolibdénio, o extrato com maior rendimento de extracao foi
o ALE em todas as amostras e em todos os tempos. Durante a fase IIl, as sementes apresentaram
maior atividade antioxidante (Figura 4 D).

Xietal. (2013), determinaram a capacidade antioxidante de duas cultivares de uva,
Yan73 proveniente do cruzamento das cultivares (Muscat Hamburg (Vitis vinifera) x Alicante
Bouschet (Vitis vinifera) e Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera). Realizaram os ensaios e DPPH
e ABTS. A capacidade antioxidante determinada por ABTS foi maior que em DPPH.
Semelhante aos dados obtidos para casca (fase III), que apresentaram maior atividade
antioxidante no ensaio de ABTS que em DPPH.

Comportamento semelhante foi observado por Baydar; Ozkan; Yasar (2007),
quando analisaram a capacidade antioxidante pelo método fosfomolibdenio, da semente e o

bagaco de uva, da cultivar Narince. As sementes apresentaram melhor atividade antioxidante.
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3.3.3 Perfil de compostos fenolicos
O tempo influenciou significativamente os compostos fendlicos avaliados, acido
clorogénico, catequina e epicatequina. A quantidade obtida por quantificacdo dos compostos

fenolicos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Médias dos compostos fendlicos em uva do cultivar Isabel Precoce ao longo de 50 dias para a baga e
em 90 dias na casca, polpa e semente.

Amostra DAA Acido Clorogénico Catequina Epicatequina
10 3033,00 a - -
20 1789,60 b - -
Baga 30 159190 b - -
40 533,80 c - -
50 500,30 ¢ - -
60 396,17 a - -
Casca 70 33348 b - -
80 236,57 ¢ - -
90 224,45 c - -
60 40,64 a - -
Polpa 70 45,77 a - -
80 50,67 a - -
90 48,87 a - -
60 - 12848,09 a 7732,16 a
Semente 70 - 10965,22 b 6348,04 a
80 - 732447 ¢ 2483,03 b
90 - 6390,30 ¢ 2039,74 b
pag/mL

DAA: Dias Ap0s a Antese; Letras diferentes em uma mesma coluna sdo significativamente diferentes (p<0,05)
pelo teste de Scott-Knott, para cada parte constituinte da uva.

O 4cido clorogénico pertence ao grupo dos acidos hidroxicinamicos. E um éster dos
acidos cafeico e quinico, cuja sintese ocorreu na fase | de desenvolvimento da baga, como visto
na Tabela 3. Sua quantidade foi decrescente ao longo do desenvolvimento da baga, o que pode
ser explicado, pela oxidagéo no ciclo de Krebs (respiracéo). Esse decréscimo é visivel também
no teor de compostos fenolicos (Figura 4 A) ao longo da fase | e refletido na atividade
antioxidante (Figura 4 B,C e D) (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA 2010; FERREIRA et
al., 2016).

Nas sementes foram identificadas em maior quantidade a catequina, seguido pela
epicatequina. Ambas fazem parte do grupo de taninos condensados, apresentando
comportamento decrescente ao longo do tempo. A catequina e epicatequina representam até
60% do total dos compostos fenolicos presentes nas sementes de uva. (LOPEZ-MIRANDA et
al.,2016).
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Segundo Borghezan (2017), durante a maturacdo da semente, ha alteracdo da
coloracédo e tegumento. Essa transformacé&o é resultado da lignificacdo dos tecidos e oxidacéo
dos compostos fendlicos que ocorre ao longo da maturacao. Tal fato, pode ser observado pelo
decréscimo da catequina e epicatequina ao longo da fase Ill. Esse comportamento reflete
diretamente no teor de compostos fenolicos totais (Figura 4 A), porém nao afetou totalmente a
atividade antioxidante, cujos valores a partir de 70 DAA e aos 90 DAA néo apresentaram
diferenca significativa.

Peixoto et al. (2018), quantificaram compostos fenolicos em bagaco de uva e
obtiveram teores de 149+2 e 984+5 pg/g extrato de catequina e epicatequina, respectivamente.
Montealegre et al (2006) avaliaram sementes de uva diferentes variedades e também
encontraram catequina em maior quantidade que a epicatequina, as variedades estudadas foram
Cencibel (82 e 60 mg/kg), Cabernet Sauvignon (270 e 130 mg/kg), Merlot (240 e 210mg/kg) e
Shiraz (120 e 130 mg/kg) e identificaram catequina e epicatequina, respectivamente.

Uma exemplificacdo do perfil de compostos fendlicos estd apresentada na Figura
5, onde o &cido clorogénico esta representado na figura 5 A (baga), B(casca) e C (polpa) como
0 pico 1. A catequina e a epicatequina na figura 5 D (semente) representadas pelos picos 1 e 2,

respectivamente.
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3.4Concluséao

Durante a fase I, o composto fendlico predominante e identificado foi o acido
clorogénico apresentando alto potencial antioxidante. O teor de acido clorogénico foi
decrescente ao longo do tempo. Sendo identificado na casca e polpa, juntamente com outros
compostos ndo identificados. Na casca exibiu comportamento semelhante ao da baga, com
decréscimo ao longo do tempo, provavelmente por ser precursor da lignina. Na casca (Fase I11)
o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante é crescente ao longo do tempo
possivelmente pela sintese de compostos relacionados aos pigmentos responsaveis pela
coloracdo da casca. Na polpa o teor de biocompostos ndo apresentou grandes varia¢oes ao longo
do tempo, sendo o tecido com menor teor em comparacdo com os demais (baga, casca e
semente). Na semente foi identificado catequina e epicatequina, apresentando decréscimo no
teor ao longo do tempo, possivelmente pela oxidagdo dos compostos ao longo da maturacéo da

semente.
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