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Resumo/Abstract

Resumo

Neste trabalho pretendeu-se caracterizar os coogdehdlicos e avaliar a
actividade antioxidante de extractos aquosos abtiiofolhas d&/itis viniferalL., de
diferentes castas (brancas e tintas) colhidas amdif8e concelho Miranda do Douro,
distrito de Braganca.

Para tal, determinaram-se os fendis individuais HBtL.C-DAD, tendo sido a
actividade antioxidante avaliada pelos métodosfditoebloqueador de radicais livres
de DPPH, do poder redutor e da actividade sequéstpara o radical hidroxilo.

Da analise dos compostos fendlicos foi possivehtifiear seis compostos
fendlicos, designadamente, o0 acidtrans-cafeoiltartarico, o acido trans-
cumaroiltartarico,a miricetina-3-O-glucosidoa quercetina-3-O-glucosido, quercetina-
3-O-galactésidoe, ainda,o campferol-3-O-glucésidotendo sido aguercetina-3-O-
glucdsido+ quercetina-3-O-galactésida mais abundante.

Os extractos aquosos de folhas de videira mostrgpassuir actividade
antioxidante bloqueadora de radicais de DPPH erpadkitor, com valores de BLC
inferiores a 1 mg/mL.

Em relacdo a actividade sequestrante para o radiaxilo, constatou-se que
0S extractos apresentaram efeito pro-oxidante s@oieapazes de quelatar o ferro.

Assim, os resultados obtidos sugerem que as falbas viniferalL. poderéo
constituir uma interessante fonte de composto®xdtintes, sobretudo fendis, com

utilidade a nivel das industrias alimentar e fardugica.

Palavras-chave.Vitis viniferalL., folhas, compostos fenélicos, actividade antarte.

XixX
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Resumo/Abstract

Abstract

In this work was intended to characterize the phencompounds and to
evaluate the antioxidant activity of aqueous exsrambtained from leaves odfitis
vinifera L., from different varieties (white and colored}ariested in Sendim,
municipality of Miranda do Douro, Braganca district

Owing to this, we determined the individual phenmysHPLC-DAD, being the
antioxidant activity evaluated through the methadsblocking effect on the free
radicals of DPPH, reducing power and scavengingicfor hydroxyl radical.

From the analysis of the phenolic compounds wesntitied six phenolic
compounds, namelyrans acid-cafeoiltartari¢ trans-cumaroiltartaric acig myricetin-
3-O-glucoside, quercetin-3-O-glucoside, querceti@®-galactoside and also the
kaempferol-3-O-glucosiddeing quercetin-3-O-glucoside + quercetin-3-O-galactoside
the most abundant.

The aqueous extracts from grape leaves possessiedident activity on the
DPPH radical-blocking and reducing power, withsE@lues below 1 mg / mL.

In relation to the activity for the hydroxyl radicscavenger, it was found that
extracts have pro-oxidant effect and are able &baté iron.

So, the results suggest that the leaved/oWinifera L. could constitute an
interesting source of antioxidant compounds, paldity phenols, with utility at the

food industries and pharmaceutical sectors.

Keywords: Vitis viniferalL., leaves, phenolic compounds, antioxidant astivi
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Introdugado e Objectivos

1.1. Introducéo

Vitis viniferaL. é a espécie de videirdifis sp.) mais cultivada para a producéo
do vinho na Europa. Esta trepadeira da familia wli@seas, cujo fruto € a uva, foi
cultivada por vérias civilizacdes europeias desdleniihares de anos, o que originou
dezenas de variedades, as denominedsiss atraves de seleccdo artificial. Originaria
da Asia, a. viniferaL. é cultivada em todas as regifes de clima teatjperfazendo da
producdo de vinho uma das actividades mais antlgasivilizacdo, desde o periodo
neolitico [3].

A uva ou bago, de forma redonda, ovoide ou elips6édk peso e tamanho
variavel, de cor verde, amarela, dourada, rosadaar azulada ou preta, geralmente
doce e mais ou menos acida e comestivel, surgeosnmafde cacho e é o fruto da
videira. E amplamente consumida, natura ou na forma de sumos e geleias. Os
principais compostos fendlicos da uva sdo os adozoicos e cinamicos, flavondis,
antocianas e taninos [4]. Estudos realizados me¢eam que um copo de vinho tinto por
dia pode prevenir doencas cardiacas. Contudo, mawigho em si que faz bem, mas
sim os compostos fendlicos nele encontrados, taiwmacido trans-cafeoiltartarico,
acido trans-cumaroiltartarico, acido feralico, mietina-3-O-glucésido, quercetina-3-
O-glucosido, quercetina-3-O-galactésido, campféalitindsido, campferol-3-
glucosido e isorhamnetin-3-glucésidariundos da uva. Num pais como Portugal, com
uma forte tradi¢cdo vitivinicola, o consumo de virdigeus derivados ocupou durante
muito tempo um lugar de destaque na dieta, corntosefbenéficos para a satde humana,
na prevencado de doencas cardiovasculares, neuen@@gjvas e do cancro [5]. Em
relacdo as plantas, e em particular as folhaspaoneslicinal das mesmas tem assumido
um papel importante na sociedade, uma vez que smiglas possuem propriedades que
permitem um tratamento mais saudavel e mais baat® algumas doencas face aos
obtidos por medicamentos ndo naturais, produzidwssimtese [6]. Para além disso,
muitas doencas resultam da ocorréncia do stres&toso assumindo os antioxidantes
um papel de fundamental importancia.

Os antioxidantes podem ser definidos como substru@pazes de retardar ou
inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis, podeerdtes ser enzimaticos ou nao
enzimaticos, tais como @tocoferol (vitamina E)p-caroteno, ascorbato (vitamina C) e

os compostos fendlicos (flavondides). O consuma@mtexidantes naturais, como 0s
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Introdugado e Objectivos

compostos fendlicos presentes na maioria das glagoi inibem a formacéo de radicais
livres, também chamados de substancias reacteas sido associado a uma menor
incidéncia de doencas relacionadas com o stresitoeo [8, 9]. O stress oxidativo

ocorre como um desequilibrio entre o balanco pidamte/antioxidante, em favor da
situacao pro-oxidante, promovendo um dano potefidial

Em geral, existem dois tipos basicos de antioxeknhaturais e sintéticos.
Recentemente, tem aumentado um interesse constlendv encontrar antioxidantes
que ocorrem naturalmente, para uso em alimentasaiariais medicinais, de modo a
substituir os antioxidantes sintéticos, cujo usid esser sujeito a restricées, devido a
sua carcinogenicidade. Apesar de algumas plantamnseonhecidas por constituirem
fontes de compostos fendlicos, os seus dados deasigAo sdo muitas vezes
insuficientes. Além disso, diversas plantas, jusai® com os horticolas e frutas,
conttm numerosos fitoquimicos para além de compo$emolicos, tais como
compostos de nitrogénio, carotendides e acido bisoofl, 10].

Nesse ambito, os produtos vitivinicolas tém sudoitam interesse crescente,
relacionado com a presenca de compostos fendko@snplo disso, refira-se a pele de
uvas e folhas de videira, compostas por antocianf@vonodides, dentro destas, com
destaque para a miricetina, quercetina e campf@w®lrealcar que extractos dé
vinifera L., obtidos a partir de pele de uva, bagac¢o deeugla folhas, tém sido usados
como suplementos dietéticos antioxidantes [11].

Adicionalmente em alguns paises, tal como a Grésdplhas de videira sdo
utilizadas na confecg¢do de pratos culinarios. Vigie os consumidores sdo cada vez
mais exigentes acerca da qualidade dos produtoeraiires e na busca crescente de
novos produtos, resultado da globalizacdo dos rdescaa utilizacdo das folhas de
videira na alimentacéo surge como uma possibilidadea vez mais promissora.

O interesse continuo na pesquisa e identificacé® diferentes compostos
quimicos presentes nas variadissimas espéciesaiegetadas na alimentacdo, das
actividades biolégicas que |lhe estdo associadas awwhecimento dos beneficios que
dai possam advir, justiicam os estudos da com@osiguimica e do potencial

antioxidante nessas matrizes.
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Introdugado e Objectivos

1.2. Objectivos

Este trabalho teve como principais objectivos adstda composi¢cdo quimica e
da actividade antioxidante de folhas de videiradiierentes castas (brancas e tintas),
colhidas na zona de Sendim, concelho de Mirandd®alaro, distrito de Braganca
(Norte de Portugal).

Para tal, pretendeu-se determinar nas folhas dassds castas o teor em
compostos fendlicos individuais presentes por ctografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de diodos (HPLC-DAD).

Pretendeu-se também proceder a avaliacdo da actévi@ntioxidante por varios
métodos quimicos, tais como: avaliacdo da capaeidatltora total segundo o método
Folin-Ciocalteau, o efeito bloqueador de radicaiees de DPPH, o poder redutor e a

actividade sequestrante para o radical hidroxilo.
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Fundamentos tedricos

2.1.Vitisvinifera L.

A videira é uma planta da familia das Vitaceas.stexn varias espécies de
vitaceas, contudo a mais utilizada nas plantacdesdiais de vinho de qualidade é a

espécieVitis viniferaL. (Figura 1).

Legendal- Raiz;2- Caule;3- Vara;4- Folhas;5- Gavinha;6- Flores;7-Fruto

Figura 1. Representacao da videindtis viniferalL. (Adaptado de [13]).
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Fundamentos tedricos

2.1.1. Caracteristicas botanicas

A videira pertence ao tipo de plantas denominada®f®gamicas (com 6rgaos
bem diferenciados e produtores de flor), ao sub-tips Angiospérmicas (plantas em
gue o gineceu possui estigma e os 6vulos estaagrados em ovarios), a classe das
Dicotiledéneas (com dois cotilédones), ao grupo Dadipetalas (com coroa com
pétalas livres), sub-grupo das Superovarianas ifm/auperos) e a familia das Vitaceas
(coroa caduca e em que o fruto é uma baga, trepadecom gavinhas) [14].

Dentro da familia das Vitaceas, a videira perteaoegénero Vitis que se
distingue dos outros géneros por terem as infléresas opostas as folhas, tendo estas
cinco nervuras e uma liana sempre lenhosa; ao &uxg Euvitis com diagrama de nés,
gavinhas bifurcadas e os bagos mais agucaradassqiaes outras Vitis.

As origens podem ser varias, sendo as cultivadaPamugal provenientes da
América e Asia e englobam seis espécies, entre @\4fis riparia, a Vitis rupetris,a
Vitis berlandieri,a Vitis labruscaa Vitis amurensig aVitis vinifera[14].

Dentro destas espécies temos varias variedadesutgagmente se denominam
de castas, englobando-se nestas, castas brantassu

2.1.2. Caracteristicas morfoldgicas
2.1.2.1.Raiz

A raiz é o 6rgdo que segura a planta ao solo atrdeéqual se faz a sua
alimentacdo, sendo também um oOrgdo de acumulacdoeskrvas. Na videira
encontram-se trés tipos de raizes. As raizes pdais;i que se dizem fasciculadas,
partindo do colo e que correspondem as mais greskadosas. As raizes secundarias,
finas e tenras, que partem das primarias e quevgtem ainda noutras mais finas
denominadas radiculares. Estas Ultimas sdo respgpagdela absorcdo da dgua e dos
sais minerais, tendo uma duracao limitada de um/Aama@onjunto destas raizes da-se o

nome de cabelame [14].
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2.1.2.2.Caule

O caule da videira divide-se em duas partes p@igipronco ou cepa e ramos.

O tronco corresponde a zona mais volumosa, rarangedireito, tem uma casca
espessa tanto maior quanto mais velha é a vid€oano a videira € uma planta
trepadeira, tem necessidade de se agarrar a unpgutoficar na posicao vertical.

Os ramos podem ser de dois tipos, ramo de anonowi da dois ou mais anos. Os
ramos do ano normalmente sdo compridos e desigagrmfspamparos ou sarmentos,
ladrdes, netas ou antecipadas, conforme a suaziag@b de rebentagcdo. Os ramos de
dois ou mais anos, sdo ramos nascidos no anoaregegue foram deixados, com maior
ou menor comprimento na altura da poda. Estes raomoam o nome de vara, se
tiverem mais de dois gomos, e taldo, polgar, toentre outros, quando se deixa apenas

um gomo [14].

2.1.2.3 Folhas

E das partes mais importantes da videira. Elasrefponsaveis por muitas
fungbes vitais na planta, como a transpiragao, spinegdo e a fungéo nutritiva
(fotossintese).

A sua forma varia segundo a espécie e variedaddpseidentificacdo feita pela
forma, tamanho, tipo de recortes, presenca ou mA@&os, cor mais ou menos
acentuada, aspecto da superficie da folha e aifatana do seio peciolar.

As folhas podem classificar-se em folhas adultdslleas jovens. As primeiras
correspondem as folhas nascidas até ao 11° négasites encontram-se localizadas na
extremidade do ramo. As folhas adultas tém comg&omprincipal trabalhar para a
maturacdo do cacho, enquanto que as folhas joveesas trabalham para o seu
desenvolvimento [14].

Como este trabalho incidiu na composicdo de foltbasdiferentes castas de

videira, apresentam-se na tabela que se segueasdqmostras de folh&s viniferal.
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Quadro 1. Folhas de distintas castas analisadas nestéhmaba

Casta Nome Folha Casta Nome
Gouveio Rufete
© . .
e Malvasia 8 Touriga
. [ .
@ Fina = Nacional
m \
Viosinho Trincadeira
2.1.2.4 Flor

Observando uma flor de videira, podemos distinth@rvarias partes: o calice,
pouco desenvolvido e com cinco sépalas; a coram, @nco pétalas unidas na parte
superior, que toma o nome de caliptra ou carunajdsoceu, que corresponde a parte
masculina da flor e que possui cinco estames foomaelo filete e pela antera; o
gineceu, que corresponde a parte feminina e éitddstpor um pistilo que possuiu um

ovario com dois carpelos soldados e um estiliteoague termina num sé estigma [14].

2.1.2.5.Fruto

Os frutos das videiras, ndo sdo os cachos comawvnénte se diz, mas sim os
bagos. Como todos os frutos, o bago é resultadtesenvolvimento e transformacéo da
flor.

Os cachos e os bagos podem ter varias formas.dBescpodem ser cilindricos,
conicos alados e ramosos. Relativamente aos ba&gtss podem ser globulares,
alongados, achatados, elipsoidais, ovoides, entreo Além da forma, a cor final do
bago, a consisténcia da polpa, a espessura e n sdbaaracteristicas que diferem de

casta para casta [14].
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2.1.3. O beneficio do consumo das folhas de vidétra viniferalL.

O consumo de alimentos saudaveis, como vegetaistes@mendados nao s6
pela sua riqueza em antioxidantes, vitaminas, raige¥ fibras, mas também pelo seu
baixo teor em gorduras e baixo valor energétic¢. [15

Vérios efeitos benéficos a saude, tém sido atrdsuabs compostos fendlicos
presentes nas frutas, vegetais, chas e vinhosddsstepidemiologicos, clinicos i
vitro mostram multiplos efeitos biolégicos relacionadom os compostos fendlicos da
dieta, tais como, actividades antioxidante, aram#toria, antimicrobiana e
anticarcinogénica [16].

O consumo de frutas e vegetais tem sido associadnaabaixa incidéncia de
mortalidade de cancro e doencas cardiacas. Coutas fe vegetais também diminui a
pressao arterial, estimula o sistema imunologiesirdoxica contaminantes e poluentes,
e reduz a inflamacé&o. Os fitoquimicos presentedewdos da planta responsaveis pela
capacidade antioxidante podem ser largamente atabuaos compostos fendlicos,
antocianinas, flavonoides e outros compostos [Wé].entanto, ha pouca informacéo
disponivel sobre as capacidades antioxidantes k@sfda videira.

Além disso, extractos de frutas, ervas, legumesat® e outros materiais
vegetais ricos em compostos fendlicos, assumemapal gada vez mais interessante
na indastria alimentar porque retardam a degradagéuativa dos lipidos e assim
melhoram a qualidade e o valor nutritivo dos alitoenA actividade antioxidante dos
compostos fendlicos é principalmente devida as gwapriedades redox, que lhes
permite agir como agentes redutores, doadoresddegdinio [18].

Acredita-se que as propriedades relacionadas caaide humana exercidas
pelos compostos fendlicos (destacando-se os flades)dsdo baseadas principalmente
na sua actividade antioxidante, actuando como saqueres de radicais livres e

quelantes de metais capazes de catalisar a pegéride lipidos.
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2.2. Compostos fendlicos

Os compostos presentes nos organismos vivos divegeram dois grandes
grupos: metabolitos primarios e metabolitos sectinslaOs primeiros sdo produzidos
nos processos metabdlicos primarios, como a resmire a fotossintese. Estes,
idénticos na maioria dos organismos, incluem peagiemoléculas, tais como acgucares,
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, entrm®uOs metabolitos secundarios sao
0s compostos produzidos pelos derivados do mesaholiprimario, estdo presentes
principalmente nas plantas superiores e tém uniabdigdo restrita, ou seja, sédo
especificos de certas espécies e as suas funcoestabolismo ainda estdo pouco
esclarecidas [20, 21].

Os compostos fenolicos séo classificados como rokiad secundarios de grande
importancia, e estdo amplamente distribuidos nooreiegetal, estando presentes
essencialmente nas plantas vasculares, nas gtips®a quantidade destes compostos
varia nas diferentes partes da planta, como foft@ass, frutos, caules e sementes [20]
De facto, as plantas produzem inumeros compostmsjmando de entre estes, 0s
compostos fendlicos de extrema importancia.

Os compostos fendlicos sdo definidos como substrgie possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxi@s.principais compostos fendlicos
presentes sdo os flavondides e os acidos fendld=s/ados dos acidos cinamicos e
benzdicos) [18]. Pela sua ubiquidade e simultanatan@ela sua presenca caracteristica
dentro de grupos botéanicos, alguns deles podemossiderados marcadores quimicos
em sistemas taxondémicos, sendo muitas vezes dbkizao controlo de qualidade e na
avaliacao da autenticidade de produtos naturajs [22

Em relacdo aos flavonodides e em particular as mamioas, estas encontram-se
largamente distribuidas na natureza e sé@o respeinspela maioria das cores azul,
violeta e todas as tonalidades de vermelho quesegar em flores, frutos, algumas
folhas, caules e raizes de plantas. Nas videilas,aeumulam-se nas folhas durante a
senescéncia e sao responsaveis pela coloracdoadaascdas uvas tintas, sendo
encontradas também na polpa de algumas variedadesad [14].

Os acidos fendlicos sao metabolitos de plantasamgite espalhados por todo o

reino vegetal. O interesse recente nos acidosif@sotleriva da sua funcédo protectora
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em potencial, através da ingestao de frutas e leguoontra as doencas provocadas por
danos oxidativos, tais como doengas cardiacas, Avahcro.

Os compostos fendlicos sdo essenciais para o mresit e reproducdo das
plantas. A importancia da actividade antioxidants @¢ompostos fendlicos e a sua
utilizacdo possivel em alimentos processados comauntioxidante natural levou ao
desenvolvimento de varios estudos nos ultimos Hi&)s

Entre as frutas, a uva € uma das maiores fontesongostos fendlicos. Os
principais fendlicos presentes na uva sdo os fid@dess (antocianinas, flavandis e
flavondis), os estilbenos (resveratrol), os acidesolicos (derivados dos acidos
cindmicos e benzdicos) e uma larga variedade deotan

De seguida aborda-se em maior pormenor os acidosides e os flavonéides.

2.2.1. Acidos fendlicos

A denominacéo geral de acidos fenodlicos englobacatos benzoicos com sete
atomos de carbono €;) e os acidos cinamicos com nove atomos de car{f&AGs)
[26].

Os fenilpropandides, termo usado para referir ana@ados compostos ens-Cs,

e a maioria dos compostos emg@, sdo 0s metabolitos secundarios mais comuns nas
plantas, bactérias e fungos [20].

O é&cido galhico na forma combinada é, de entrectdos benzoicos, 0 mais
frequente na natureza, e, quando combinado comcas#, forma o grupo dos taninos
hidrolisaveis [27].

A estrutura quimica dos principais acidos hidroriticos e hidroxicindmicos
(assim denominados os acidos benzoicos e cinamiotsyez que estes compostos Sao

geralmente hidroxilados) encontram-se na Figura 2.
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Derivados do acido benzoico Derivados do acido cindmico
R R
}/ C0H
HO COOH H
R R
R = R' = H; acido p-hidroxibenzdico R = R’ = H; acido p-cumarico
R = OH, R’ = H; acido protocatéguico R = OH, R = H; acido cafeico
R = OCH,;, R' = H; acido vanilico R = OCH,, R’ = H; acido ferilico
R = R"= OH; acido galhico R = R’ = OCH3; acido sinapico

R = R"= OCH;; acido siringico

Figura 2. Estrutura quimica dos acidos fendélicos mais fretpsei22].

Os éacidos fendlicos ocorrem quase sempre estelificaom outros compostos,

podendo ocorrer, por exemplo, sob a forma de é&stlerécido tartarico.

2.2.2. Flavonoéides

Os flavondides sdo uma classe de compostos fea@iesentes, vulgarmente em
frutas, legumes, vinhos e chas. Até ao moment@nfodescritos 4000 flavondides
naturais, a maioria dos quais em plantas superi@eglavondides séo caracterizados
pela presenca de dois anéis aromaticos benzéngamo$ por uma cadeia com trés
atomos de carbono (que pode ou ndo formar um teraeel) com a estrutura gera-C
Cs-Cs [28]. Por conveniéncia, designam-se os anéis poBA C e o0 sistema de
numeracao para a maioria dos flavonodides é o reptao na Figura 3.

Conforme a natureza da cadeia de ligacdo de wwésodtde carbono e o nivel de
oxidacdo, surgem as diferentes classes de flavesdidomo por exemplo as
dihidroflavonas (flavanonas), flavonas, flavon@stocianinas e flavandis (catequinas),
como se pode verificar na Figura 4 [26].

Estas substancias sdo pigmentos amarelos pressadepeliculas e folhas de
castas brancas e tintas. Os flavonoides com unodrigwoxilo 4’, como a miricetina,

guercetina e campferol, sdo os mais comuns (FRjura
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A quercetina tem uma actividade antioxidante mutevada, que quando

comparada com @tocoferol (vitamina E), representa 90% deste [12].

3
2 =4
8 B |
7 O X5
#
5 3
5 4

LegendamiricetinaR; OH e R OH
guercetinaBR; OHe R H
campferolRi He R H

Figura 3. Estrutura geral dos flavonoides mais comuns [29].

Flavonoides

Flavonas Flavonodis Flavanona
R B, R
..-'l R Ry !
e ¥ e e Py
HO . e R HO o e S Ry -
I ] 0 .
bae o
OH .
oH D oH o T
H 0
F:=0H; Ry=Rz=H: campferol F+=H; Rz=0H; narigenina

R+=H; Rz=0H; apigenina

Ry=R,=0H;R:;=H: quercetina R+=R:=0H; eriodicticl
R1=R:=CH: luteolina ! q eriadictio
Ry=R:=R:=0H; miricetina Ry=0H; R;=0CH;:; hesperetina
Flavandis Antocianidinas Isoflavonas
5
= | R
S
HO~ == Ry
e
OH
OH
Ry=Rz=0H: R:=H; catequina R4=0H; Rz=H; cianidina Fy=H: daidzeina
Ry=R:=R;=0H: galhocatequina R4=R>=0CH;3; malvidina Ry=0H: genisteina

Figura 4. Estruturas das principais classes de flavonéidgs [2
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Os flavonoides protegem o corpo humano contra enodé produzidos por
agentes oxidantes, tais como, raios ultravioletéyipho ambiental, produtos quimicos
nos alimentos, etc. O homem n&o consegue prodsis eprodutos quimicos de

proteccdo, pelo que devem ser obtidos atravésetia @i de suplementos.

2.2.3. Propriedades fisiologicas

De entre as muitas funcdes atribuidas aos fen@wegetais, destacam-se a sua
accao nos mecanismos de defesa, na coloracdoaaErstus efeitos antioxidantes. Os
compostos fenolicos conferem resisténcia a plaathyzindo os efeitos das condicdes
de stress provocadas por meios biolégicos ou mem&ifB1]. Além disso, com o clima
mediterranico, as plantas estao sujeitas a tempasa¢levadas e a demasiada exposi¢cao
solar. Nestas condicbes, os compostos fendlicos ess®@nciais, pois oferecem
resisténcia a foto-oxidacao pelas radiacfes solarea vez que estes compostos tém
grande capacidade de absorverem no U.V., evitasglmab envelhecimento prematuro
da planta [32].

Em relacdo a actividade antioxidante de alguns ositop fendlicos, esta é de
fundamental importancia, pois estes compostos afazes de neutralizar os radicais
livres formados no organismo durante o normal fumamento do metabolismo e pelas
exposicdes ao meio ambiente [33].

Paralelamente, para prevenir ou retardar a alteragddativa nos produtos
alimentares, cada vez mais € usual recorrer-se iavosgd nomeadamente, a
antioxidantes, que podem ser de origem naturaindética, sendo os primeiros 0s mais
desejaveis.

Entre os compostos fendlicos, tem sido demonstjaeoos flavonodides exercem
efeitos moderados contra culturas de células nadigrapresentam actividade
antiagregante de células sanguineas, poder amtdi@nti-inflamatério e antiviral.
Além disso, tém mostrado actividade contra as @er@pipertensado, artrite e mutacdes
[34, 35].
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2.3. Actividade antioxidante

Em organismos aerdbios, os radicais livres sdo taotesmente produzidos
durante o funcionamento normal da célula, na mpaote das vezes sob a forma de
espécies reactivas de oxigénio (ROS). Estas sagasios quimicos resultantes da
activacdo ou reducao do oxigénio moleculaf) @ derivados dos produtos da reducao.
As principais espécies reactivas de oxigénio saaniao radical superéxido §0, o
peréxido de hidrogénio ¢.), o dioxigénio singuleta'Q,) e o radical hidroxilo (HQ
[36].

O radical hidroxilo (HO é uma espécie radicalar e a mais reactiva das R@S
essa razao, o local mais afectado pelo radicabxiidré a zona onde esta espécie é
formada. Sendo a producdo de ROS uma consequé&taralrdo metabolismo aerobio,
as células possuem enzimas que desintoxicam esgiasies. A superoxido dismutase,
por exemplo, elimina o superoxido por dismutac&@o.oJperéxido de hidrogénio é
eliminado por peroxidases como a catalase e atiglidaperoxidase. N&do se conhece
nenhuma enzima que elimine o radical hidroxilo,opeue este € evitado pela
eliminacdo dos seus precursores. Outras protein@s participam na captura e
transporte de iBes metdlicos e na reducdo quingcastfuturas celulares oxidadas sao
também importantes no combate ao stress oxid&2o [

A formacéo do radical hidroxilm vivo por via quimica deve-se maioritariamente
a reducédo do peréxido de hidrogépiar um metal de transicédo, atrawds conhecida
reaccdo de Fenton, eque o peroxido de hidrogénio reage canforma reduzida do
metal dando origerao radical hidroxilo, a um ido hidroxidcéeforma oxidada do metal
[44].

No entanto, a principal via de formacdo do radiudroxilo resulta do efeito
indirecto da radiacao ionizante sobre os tecidessyiou seja, a radiolise da dgua por
absorcdo da energia da radiacdo, que conduz agieit ionizacdo da molécula com
formacdo das espécies radicalares electrao sobtyatamo de hidrogénio, radical anido
superoxido e radical hidroxilo [45]. Desta forma, radical hidroxilo pode ser
considerado formalmente como um “fragmento” da ke de agua. De facto, sendo
esta uma espécie particularmente estavel, a cmd@olfica de uma das suas ligacdes
O-H requer uma quantidade de energia importante, gpde ser conseguida por

fotolise, sondlise ou radidlise. Contudo, como nidfe anteriormente, o radical
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hidroxilo pode ser gerado em meio biolégico por waacata de reac¢cdes, nas quais

estdo também envolvidas outras “espécies activagigénio” [44].

Uma vez produzidos, a maior parte dos radicaiedivedo removidos pelas
defesas antioxidantes da célula que incluem enzena®léculas ndo enzimaticas. A
manutencdo do equilibrio entre a producdo de radivaes e as defesas antioxidantes
sdo uma condicdo essencial para o funcionamentmahodo organismo. Em
concentracdes baixas ou moderadas, as ROS poddrargdicas para a célula, estando
envolvidas em varios processos fisiologicos de ligmgio e de regulacdo [38].
Entretanto, h4 situagcbes em que o equilibrio eatproducdo de ROS e as defesas
antioxidantes pode ser destruido devido a uma pémlexcessiva de ROS. A este
desequilibrio denomina-se stress oxidativo, o qumle acarretar danos a nivel dos
lipidos, proteinas e DNA, levando a sua alteracdenme muitas situacbes a sua
inutilizag&o [38].

Em relacdo a producdo de ROS e de espécies readivaitrogénio (RNS), na
cadeia respiratoria sdo produzidos anides superdXide—) que podem ser
transformados em peroxido de hidrogénio@b) e radicais hidroxilo (HOs). Estes
radicais podem reagir com lipidos membranares (lpg#dpmovendo o processo de
peroxidacdo lipidica, originando radicais lipidici®), radicais peroxilo (LOOe) e
lipidos hidroperoxidos (LOOH). Além disso, a simtado Oxido nitrico mitocondrial
(NOS) produz 6xido nitrico (NOe), o qual se combown o anido superéxido para
produzir peroxinitrilo (ONOO-). Quando em excessugos estas espécies podem
causar danos mitocondriais e celulares [38].

Esta hoje em dia claramente demonstrado que nuotadicoes patofisiologicas
estdo relacionadas com o envolvimento de radioaissl no metabolismo das células
vivas. Podem referir-se como exemplos, o envelhamioncelular, a aterosclerose, os
diabetes, e véarias doencas neurologicas degerssadisida e 0 cancro.

Nesta perspectiva os antioxidantes presentes nsandigta assumem uma
grande importancia como possiveis agentes proesco corpo humano na reducao

desses danos oxidativos.
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2.3.1. Métodos utilizados para avaliar a actividadgoxidante

Existem varios métodos que permitem avaliar a @ede antioxidante,
passando pela capacidade de bloquear radicais,lieereduzir ides metélicos, entre

outros. Passa-se de seguida, a apresentar os métddados no presente trabalho.

2.3.1.1 Efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) (Figura 5) ém radical livre estavel,
capaz de aceitar um electrdo ou um atomo de hidi@g®rnando-se num néo radical
dificilmente oxidavel.

Devido ao electrdo desemparelhado, o DPPH apreaamddorte absorvancia a

517 nm. Se o electrdo emparelhar, essa absondingizui (Figura 6).

"N—N(C.H,),
ON NO,

2

NO,
Figura 5. Estrutura quimica do DPPH (2,2-difenil-1-picrilradtlo).

O uso do ensaio do efeito bloqueador de radicaisside DPPH é um método
usado regularmente para avaliar a capacidade dioxidantes para sequestrar radicais
livres. A absorvancia a 517 nm diminui & medida queeaccédo entre as moléculas
antioxidantes e os radicais de DPPH ocorre. Asgiranto mais rapidamente decresce a
absorvancia, maior sera a actividade antioxidaotextracto sob estudo [41]. Na Figura

7, encontram-se representados diferentes extragjgisos ao método DPPH.
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O,N O,N
R
N—N NO, + R —= N—N NO,
@ ON @ O,N
cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 6. Explicacdo quimica para a alteracéo na cor [42].

Figura 7. Determinacdo do DPPH e sua visualizacdo apos tépdeiso no escuro.

2.3.1.2 Efeito do poder redutor

No ensaio do poder redutor, a presenca de agemistores (isto &,
antioxidantes) provoca a reducdo do complext/feericianeto a uma forma ferrosa
(FE"). Dessa forma, a formacéo de azul “Perl’s Prussiaedida a 700 nm, pode ser
usada para monitorizar a concentracdo dé[g8].

Ao contrario do método anterior, neste ensaio,fiecarse 0 aumento de
absorvancia que indica um maior poder redutor. racsarela da solucao testada muda
para varios tons de verde e azul, dependendo der pedutor de cada extracto.
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2.3.1.3.Actividade sequestrante para o radical hidroxilo

O radical hidroxilo (HOe¢) é 0 mais reactivo e o mdeletério para 0 organismo,
possui um tempo de semi-vida curto (10 segundodpese difunde para longe do local
onde é produzido. Esta ROS pode atacar o DNA, kildroas suas bases, provocar
modificacdes nos aglcares, quebrar cadeias, dgmoia ligacdes cruzadas, conduzindo
a morte celular ou a fendmenos de mutagénese. Rmdleém causar danos nas
proteinas e esta envolvido na peroxidacao lipidicayocando a ruptura e perda de
funcionalidade das membranas celulares.

A formagéo do HO4n vivo deve-se maioritariamente a reducdo do peroxido de
hidrogénio por um metal de transicdo, através dacé® de Fenton, em que Q4
reage com a forma reduzida do metal dando origemadizal hidroxilo, a um ido
hidroxido e a forma oxidada do metal.

Em mais pormenor, os radicais hidroxilo podem seragos em misturas

constituidas por p,, Fe’* - EDTA e &cido ascorbico (sistema de Fenton), iségu
Fé - EDTA+H0, ———» F&-EDTA + OH + HO

Esta reaccdo € acelerada pela presenca de agendig®res como o acido
ascorbico, que reduzem o’Fa Fé":

Fe’* - EDTA + acido ascorbico ———»  ?FeEDTA + &cido de-hidro-
ascorbico.

Apo6s a formacao de radicais hidroxilo e na preseagdesoxirribose, formar-se-a
malonildialdeido:
A

HO' + desoxirribose . fragmentos . malonildialdeido
(meio acido)
Este na presenca do acido tiobarbitarico forma romoféro de cor rosa, com um
maximo de absor¢édo a 532 nm.
Actuando paralelamente a reaccdo de Fenton, \astilgi Fe(lll) podem reagir
com o peréxido de hidrogénio especialmente seearstiv ligados a certos quelantes. No

entanto, esta € uma reaccao mais lenta que acqurel&e(Il), conforme a equacéo:

Fe* + H,0, —— complexos intermedidrios — Fe* +0," +2H"
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De facto, estudos reportam que HOe pode ser formedmartir de sistemas
contendo certos quelatos de Fe(lll) (por exempldT & férrico) e HO,, aparentemente
envolvendo O;”, uma vez que esta reaccdo é inibida pela presencenziana

superoxido dismutase — SOD [46].
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Amostras

A colheita de amostras da parte experimental deepte trabalho decorreu num
campo experimental pertencente a Cooperativa AgriBiba Douro e instalado em
colaboracdo com o Centro de estudos VitivinicolasDduro, em Sendim, concelho
Miranda do Douro, distrito de Bragancga (Figura 8).

Espanha

Cicouro

Braganga
L
Mogadouro

Granja

Vale
Silva de Aguia

Barragem
de Miranda

Ladrio

Palagoula
Teixeira

4 km
Barragem ———
do Picote vigjar.clix.p

Mogadouro

Figura 8. Localizagdo geografica do campo experimental oratani colhidas as
amostras de folhas de castas de vid¥fites viniferal..

Para a realizacdo do trabalho, em Julho de 20@&nfeseleccionadas 20 castas
de videira das quais nove eram brancas e as restafttintas (Quadro 2). A vinha
experimental € constituida por dois bardos de natmdas castas, encontrando-se todas
sujeitas as mesmas condi¢des culturais, isto é,irsg@acao, manutencdo do solo ou
com recurso a herbicida, tratamentos fitossangaamtra doencas fungicas sempre que
necessario e com as plantas conduzidas em cortiterdi. Em cada casta foram
seleccionadas cinco cepas no centro do bardo, eadm cepa foram retiradas quatro
folhas do sarmento médio da cepa, totalizando BAa$gor amostra.

Apos colheita, as folhas foram introduzidas em saoplastico, identificados e

colocados numa mala térmica para transporte padaboratorio. Uma vez no
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laboratorio as amostras foram congeladas e man@désmperatura de -20°C até

liofilizacao.

Quadro 2. Designacéo das castas amostradas, quer brancasinjagr e respectivos

sindnimos conhecidos [47].

Casta Branca Casta Tinta

Nome principal ~ Sindnimos conhecidos Nome principal Sinénimos conhecidos

Carrega Branco Barraguesa Alicante Bouchet Tinta Fina
Chardonnay - Bastardo Bastardinho
Cbédega - Cornifesto Cornifesto Tinto
Gouveio Verdelho Merlot -
Malvasia Fina Broal Mourisco -
Malvasia Rei Grés Rufete Tinta Pinheiro
Rabigato - Trincadeira Tinta Amarela
Samarrinho - Gorda Tinta Gorda
Viosinho - Touriga Céo Padeiro
Touriga Franca Touriga Francesa
Touriga Nacional Preto Mortagua

Posteriormente as amostras foram liofilizadas @&ng Scientific (Tilburg,
Holland)) e trituradas<(20 mesh). As amostras trituradas, devidamenteatizshem
tubos de Falcon, foram etiquetadas e armazenadadowal escuro e seco (exsicador)

para evitar possiveis degradacdes dos composteenpes até a preparacdo dos

extractos.

3.2. Preparacédo dos extractos

De cada amostra foram preparados extractos, pesancide 2,0 g de p6 numa
balancga electronica modelo Acculab Sartorius Gréupcedeu-se a sua dissolugdo em
125 mL de 4gua destilada e levou-se a ebulicdo mplaca de aguecimento durante 45
minutos. De seguida, filtrou-se com papel de filikhatman n® 4. Apds terem
arrefecido, os extractos aquosos foram congeldoddizados e na altura da analise

novamente re-dissolvidos em agua destilada, pai@sv@oncentracoes.

A agua utilizada em todos os ensaios foi tratadaistema de purificacdo da
agua Milli-Q (TGI Pure Water Systems).
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3.3. Determinacéao dos fendis individuais por HPLC-BD

Os fendis individuais foram determinados por HPLAIDde fase reversa.
Inicialmente, foi necessario realizar alguns ersaimm diferentes solventes, fluxos e
gradientes, de forma a obter a melhor separac@ergificacdo do maior nimero de
compostos fendlicos.

A determinacdo dos compostos fendlicos foi realizadando uma unidade
analitica de HPLC (Gilson), aclopada a um detebiode Array (Gilson) (Figura 9).
Os compostos foram separados usando uma colunaisepheODS2 (25,0 x 0,46 cm,
com tamanho de particula de 5 pum) e uma fase nodwveposta de 2% (v/v) de acido
acético em agua (A) e metanol (Merck, Darmstaden#nha) (B). A eluicdo foi
realizada a um caudal de 1 mL mia com o seguinte gradiente: 5% de B aos 0 min,
15% de B aos 3 min, 25% de B aos 13 min, 30% deB2& min, 40% de B aos 30
min, 42% de B aos 35min, 43% de B aos 40 min, 4@% &os 50 min e 100% de B
aos 54 min.

Figura 9. Sistema de HPLC-DAD utilizado no presente trabalho.

Os dados espectrais de todos os picos foram obtalgama 200-600 nm, sendo
0s cromatogramas adquiridos e analisados a 2803823 500 nm.

Os diferentes compostos fendélicos foram identifisador comparacdo dos seus
tempos de retengédo com os dos respectivos padroes.
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Os dados foram processados pelo sistema de softimgpeint (Gilson Medical
Electronics) e a pureza dos picos verificada.

A gquantificagdo dos compostos fendlicos foi real&através da absorvancia
registada nos cromatogramas das amostras e suaamag@p com as dos padrdes

externos (calibracao externa).

3.4. Determinacao da actividade antioxidante

A actividade antioxidante dos extractos aquososddasentes castas de videira
foi avaliada por diferentes métodos, homeadameesite método de Folin-Ciocalteau
para avaliacdo da capacidade redutora total; peltodo do efeito bloqueador de
radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidikm; pelo método do poder redutor e
ainda pela actividade sequestrante do radical xiidro

3.4.1. Avaliacdo da capacidade redutora total pgtndo Folin-Ciocalteau

A avaliacdo da capacidade redutora total, métoddaipor muitos autores para
avaliar o teor em fenois totais, dos extractosatasstras testadas foi levada a cabo de
acordo com o procedimento descrito em Oliveira ,[49Jm algumas modificagdes.
Assim, misturou-se 1 mL de amostra com 1 mL deewimyde Folin e Ciocalteau e
adicionaram-se 7 mL de agua destilada. A reaccémaémtida no escuro durante 90
minutos, apds os quais se leu a absorvancia a m2@Eepectrofotdmetro Genesy 10
UV, Thermo Electron Corporation). Usou-se o acidohigo para calcular a recta
padréo, tendo os resultados sido expressos enramigs equivalentes de acido galhico

por grama de extracto.

3.4.2. Efeito bloqueador dos radicais livres de BPP

A capacidade para bloquear os radicais livres deHDR®I estudada de acordo
com o descrito por Hatanet al [50]. Para tal misturaram-se 0,3 mL das varias
concentragdes de extracto de cada amostra com I2,demuma solu¢cdo metandlica
contendo radicais de DPPH (6 x21fol/L) (Alfa Aesar). Apés agitacdo, a mistura foi

colocada a repousar no escuro até se obterem vabstéveis de absorvancia. A
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reducao do radical de DPPH foi medida pela morzidgéo continua do decréscimo da
absorvancia a 517 nm. O efeito bloqueador do DPBiHcélculado como uma
percentagem da descoloracdo do DPPH, usando ateegquacao:

% Efeito bloqueador = MppprrAa)/Apppr X 100

em queAa corresponde a absorvancia da solugdo com extdactomostra épppy a
absorvancia da solugdo de DPPH. A concentracactdec® a que corresponde 50%
de inibicdo (EGo) foi calculada a partir da representacéo grafiegpercentagem do

efeito bloqueador em funcéo da concentragao dactatr

3.4.3. Determinacao do poder redutor

O poder redutor foi avaliado de acordo com o primeedto descrito por Oyaizu
[51], com algumas modificacdes. Assim, 1 mL dasréifites concentracdes de extracto
de cada amostra foram misturados com 2,5 mL de&olde fosfato de s6dio com pH
6,6 (Sigma Chemical Co.) e com 2,5 mL de ferridiange potassio (0,2 M) a 1%
(Sigma Chemical Co.). A mistura foi agitada vig@oente e posteriormente incubada
a 50°C durante 20 minutos. Apés esse periodo, fadicionados 2,5 mL de acido
tricloroacético a 10% (m/v) (Sigma Chemical Cogentrifugou-se. Retiraram-se 2,5
mL de sobrenadante que foram misturados com 2,5lendgua destilada e 0,5 mL de
cloreto férrico a 0,1% (Sigma Chemical Co.), seasl@absorvancias lidas a 700 nm.

A concentracdo de extracto correspondente a Oabsl@vancia e designada por
ECs foi calculada a partir da representacao gréaficalarvancia registada a 700 nm

em fungao da concentracdo de extracto correspandent

3.4.4. Avaliacéo do radical hidroxilo

A avaliagéo do radical hidroxilo foi realizada deoalo com o procedimento
descrito em Valentdo [44], com algumas modificac@essim, a 100 pL de amostra
adicionaram-se 690 pL de tampéo fosfato 18 mM pH 10 pL de acido ascorbico a 5
mM, 50 uL de cloreto férrico a 0,4 mM e 50 pL dedpédo de hidrogénio a 28,4 mM
(Panreac, Barcelona, Espanha). Apds agitacdopadigise 100 pL de desoxirribose 28
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mM, deixando em banho-maria a 37°C, durante 60 tosnuSeguidamente foram
adicionados 1 mL de &cido tiobarbitarico 1% (Sigrktrich, St. Louis, USA) e 1 mL
de &cido Tricloroacético 2,8%, colocando-se a 100f€&ca de 15 minutos. A
absorvancia foi lida a 532 nm. Nesta determinagdaadlical hidroxilo fez-se um
controlo, onde se substituiu a desoxirribose pmipéo fosfato. Procedeu-se, ainda, em

testes independentes a substituicdo do &cido asoogor tampdo fosfato, e a
substituicdo do EDTA utilizado com o cloreto féorig 0,04 mM por tampéo fosfato.

3.5. Apresentacéo de resultados

Todas as amostras foram extraidas em triplicadms eensaios, desde a
quantificacdo dos compostos fendlicos até a aviala actividade dos extractos, foi
também realizada em duplicado. Os resultados apesese em termos de média e

desvio padréo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Rendimentos de extraccao

Os rendimentos de extraccdo das amostras de fdhagdeira variaram entre
8,41%, na casta Tinta Gorda, e 17,89%, na casteadeira (Quadro 3), ambas castas

tintas.

Quadro 3. Rendimentos de extrac¢do (média + desvio padréo)

Rendimento de
Castas
extraccdo (%)

Casta branca

Carrega Branco 1451 +1,77
Chardonnay 15,83 +1,12
Cbdega 9,01 +1,59
Gouveio 9,18 + 0,88
Malvasia Fina 13,21 £1,28
Malvasia Rei 8,53+0,19
Rabigato 13,33+ 2,24
Samarrinho 15,68 + 0,88
Viosinho 10,44 £ 0,20
Média 12,2+29
Casta tinta
Alicante Bouchet 16,23+ 1,18
Bastardo 17,02 + 2,28
Cornifesto 8,98 + 0,93
Merlot 16,28 + 4,02
Mourisco 13,67 + 2,57
Rufete 16,42 + 3,48
Tinta Gorda 8,41 +0,99
Tinto Céo 15,30 £ 2,33
Touriga Francesa 15,44 + 1,85
Touriga Nacional 16,87 £ 2,79
Trincadeira 17,89 £ 1,57
Média 14,8 + 3,2
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Apesar da média de rendimento de extraccdo terssigerior nas castas tintas
(14,8% versus 12,2%), ndo houve um padrdo constante uma vez oqueenor
rendimento de extracgéo foi também obtido numa amade folhas de uma casta tinta.
Nas castas brancas, o valor superior registou-s® g folhas da casta Chardonnay
(com 15,83%), enquanto que o menor valor de rentionéoi observado para a
Malvasia Rei (com 8,53%).

4.2. Composicao em compostos fendlicos

4.2.1. Identificacdo dos compostos

A analise por HPLC-DAD dos extractos aquosos deafoldas diferentes castas
de videirarevelou a presenca de diferentes derivados hidrn@tcos e flavondides.
Assim, foi possivel identificar cinco compostos, meadamente: cacido trans-
cafeoiltartarico, o acido trans-cumaroiltartarico, a miricetina-3-O-glucésido, a
guercetina-3-O-glucésidoa quercetina-3-O-galactéside ainda o campferol-3-O-
glucosido. As formas de estrutura dos compostos identificaglosontram-se nas

Figuras 10 a 14, bem como os espectros de absorcao.

HO.
COOH

HO OH
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! | ! |
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Figura 10. Espectro de absorcdo daido cafeoiltartaricoe respectiva férmula da

estrutura.
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Figura 11. Espectro de absorvancia doido cumaroiltartaricoe respectiva férmula da

estrutura.
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Figura 12. Espectro de absorvancia dericetina-3-O-glucosidae respectiva formula

da estrutura.
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Figura 13. Espectro de absorvancia dgiercetina-3-O-glucosidqa) e respectiva
formula da estrutura. (Nota: O espectro de abscra@uercetina-3-O-galactosidb)

€ semelhante).
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Figura 14. Espectro de absorvancia cempferol-3-O-glucoside respectiva féormula

da estrutura.
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Os compostos identificados coincidem em parte cerolservados por outros
autores. No que diz respeito a quercetina, miriaeti campferol, no presente trabalho
estes compostos apresentam-se na sua forma glaasPastrana-Bonillet al. [54] ao
procederem a identificacdo de compostos fendlicws felhas de videirasVitis
rotundifolia das castas brancas Carlos, Early Fry, Fry, Surentiate Fry, e castas
tintas, Paulk, Cowart, Supreme, Ison e Noble ifieatam a miricetina, o &cido
elagico, o campferol, a quercetina e o acido galhic

4.2.2. Perfil qualitativo das amostras

O registo cromatografico das diferentes amostradotteas provenientes de
castas brancas e tintas de videira foi feito a 320,e 350 nm na tentativa de melhor
identificacdo e quantificacdo dos compostos fenélexistentes.

N&o foram observadas diferencas qualitativas eagréolhas provenientes de
castas brancas e de castas tintas, sendo que rmoategnpamas obtidos nas amostras
eram muito semelhantes. A titulo de exemplo, naurBigl5 apresentam-se 0s
cromatogramas obtidos para os extractos de folla®pientes de uma casta branca, a
Samarrinho, enquanto na Figura 16, apresentam-seronsatogramas obtidos pela

analise dos extractos provenientes de folhas decasta tinta, a Alicante Bouchet.
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Figura 15. Compostos fendlicos identificados numa folha deeivad ca casta branca,
Samarrinho. 1. acido trans-cafeoiltartaricq 2. acido transeumaroiltartaricc, 3.
miricetina-3-O-glucésidp 4+5. quercetina3-O-glucésido +  quercetine3-O-

galactosidg e 6 campferol3-O-glucdsido

A- Deteccao 280 nm B- Deteccdo a 320 nm @eteccao a 350m
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Figura 16 Compostos fendlicos ideficados numa folha de videira casta tinta
Alicante Bouchetl. acidc trans-cafeoiltartarico 2. acido transeumaroiltartarice, 3.
miricetina-3-O-glucésidp 4+5. quercetina-3-O-glucésido +  quercetine-3-O-
galactosidoe 6 campferol3-O-glucésido.

A- Deteccao 280 nm B- Deteccéo a 320 nm [Mkteccdo a 350 r
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4.2.3. Quantificacdo dos compostos fendlicos

Os compostos anteriormente referidos, encontraquaetificados no Quadro 4.
A percentagem de cada um deles face ao total, saesmindicada no Quadro 5.

Nenhuma diferenga qualitativa importante foi obadevnas diversas amostras
de matéria vegetal, tendo em todas elas sido detecls seis compostos.

A quantificacdo dos compostos fendlicos nos exismetquosos de folhas de
castas de videira brancas e tintas revelou um dbevaor destes compostos na
generalidade das amostras (Quadro 4). Assim, retaschrancas, o teor total variou
entre um minimo de 14909,9 mg/kg de matéria segiataelo na casta Gouveio, € 0
maximo de 43199,3mg/kg de matéria seca observad@exiwactos da casta Coddega.
Com a excepcéo da amostra da casta Gouveio, ted@stantes apresentaram valores
superiores a cerca de 24000 mg/kg. O teor médiocastms brancas foi de 36858,5
mg/kg de matéria seca (Quadro 4).

Quanto as castas tintas, os teores observados empostos fendlicos foram
superiores. Nestas castas, 0 menor valor foi obderma casta Mourisco, com 19227,1
mg/kg, enquanto o valor mais elevado foi registadacasta Tinto Céo, com 67600,4
mg/kg. O teor médio destes compostos nas castas tini de 42094,6 mg/kg de
matéria seca (Quadro 4).

No que respeita aos diferentes compostos iderddga o acido trans-
cafeoiltartaricq nas castas brancas variou entre 1880,6 mg/kgast@a Gouveio, e
8335,4 mg/kg na casta Rabigato, com um teor méali61%1,8 mg/kg (Quadro 4). De
uma forma geral, oacido trans-cafeoiltartaricorepresentou entre 12,6% (casta
Gouveio) e 22,5 % (casta Viosinho) do teor totad dompostos identificados (Quadro
5). Nas castas tintas, o teor mais elevad@eiaio trans-cafeoiltartaricaegistou-se na
casta Tinto Cao, com 14052,6 mg/kg, enquanto o tnaiso foi registado na casta
Mourisco, com 3279,2 mg/kg de matéria seca. O médio destes compostos nas
castas tintas, com 8245,1 mg/kg de matéria secauferior ao registado nas brancas
(Quadro 4). Nas castas tintasaado trans-cafeoiltartaricarepresentou entre 17,1%
(castas Merlot e Mourisco) e 22,9% (casta Tourigeidhal), com média de 19,5%
(Quadro 5).

Por sua vezp acido trans-cumaroiltartaricosurgiu em menor quantidade, quer

nas castas brancas quer nas castas tintas (Quadiasiprimeiras, o seu teor foi em
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média de 673,8 mg/kg, variando entre o minimo de&fng/kg, na casta Gouveio, e 0
méximo de 1070,8 mg/kg, na casta Rabigato, e rept@s em média 2,0% do teor total
de compostos identificados nas castas brancas (@Q&ad

Nas castas tintas, o teor étido trans-cumaroiltartaricdoi em média de 895,5
mg/kg, oscilando entre os 485,6 mg/kg de matéxa,sea casta Mourisco, e os 1491,0
mg/kg, na casta Tinto Cao (Quadro 4). Este compaosi® castas tintas, representou em
média 2,2% do total de compostos fendlicos, reptasdo importancia relativa

superior na casta Cornifesto, com 3,6% (Quadro 5).

A miricetina-3-O-glucésidcé o composto em menor quantidade em ambas as
castas. Nas castas brancas observou-se uma drsteep@nificativa onde a de menor
quantidade, a casta Gouveio apresenta valores tld hig/kg, e a casta Rabigato,
expressa em maior quantidade, representa 850,1grdg/knatéria seca. Globalmente, o
valor médio foi de 314,7 mg/kg (Quadro 4), reprémedo 0,9% do teor total de
compostos identificados em castas deste tipo (QU&dr

Nas castas tintas, este composto apresenta uma,nué&di330,2 mg/kg, mas
representa apenas 0,7% do teor total de compodeogificados. A casta Mourisco
apresenta o menor valor determinado (61,4 mg/ly),axistindo nenhuma outra casta
com valores inferiores a 152,5 mg/kg. A casta demalor registado foi a Merlot,
com 614,1 mg/kg (Quadro 4 e 5).

Quando foram considerados o0s compostpgercetina-3-O-glucosidoe
guercetina-3-O-galactésid@valiamos os compostos maioritarios nas folhasdizra,
representando em média 68,8 % nas castas brari®4% nas castas tintas (Quadro
5).

De entre as castas brancas, a casta Gouveio, ctizd,90ng/kg foi aquela onde
estes compostos se apresentaram em menor quantelaglieanto a casta Rabigato
apresentou valores acima da média (22706,9 mgdartendo 28831,1 mg/kg de
matéria seca. Nas castas tintas, o valor médio @sten composto foi ligeiramente
superior, com 28705,2 mg/kg, encontrando-se numnalo com valores minimos
respeitantes a casta Mourisco com 13374,4 mg/lajoges maximos para a casta Tinto
Cao com 46528,5 mg/kg (Quadro 4).
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Quadro 4. Compostos fenodlicos (mg/kg de matéria seca ) olasgVitis viniferalL de

diferentes castas. Os resultados expressos comaasnéddesvio padrdo de trés

extraccoes analisadas em duplicado (n=6).

Compostos fenolicos expresso em mg/kg de matérizae

Castas
1 2 3 4+5 6 Total

Castas brancas
Carrega Branco 6562,8+171.5 566,8+£12,2 364,5+13,2 25567,3+891,8 973#132,9 | 36858,5
Chardonnay 6963,3+62,2 664,1+7,8 335,7+0,8 24822,0£275,6 26981,2 35483,2
Codega 7781,04743,7  799,4+101,6 308,3+17,2 28106,7+2441,5203,8+553,3 | 43199,3
Gouveio 1880,6+58,4 211,8+9,4 111,4+1,1 10129,9+137,1 2576,1,0 | 14909,9
Malvasia Fina 6860,6+37,7 909,448,2 213,1+3,6 25007,0+81,5 3R 36317,4
Malvasia Rei 6592,2+121,1 691,0+3,9 336,2+4,3 23869,7+65,9 2857736 34462,3
Rabigato 8335,8+444,7 1070,8+60,2 850,1+255,1 28831,1+£1279,8479,1+264,1 | 42566,9
Samarrinho 5011,3+215,8 643,6+£39,8 159,6%13,1 21792,6+673,1 432:#30,4 29751,0
Viosinho 5378,4+£33,7 507,3£15,2 153,5+1,0 16235,7+£214,3 BPB,5 23917,5
Média 6151,8+1906,9 673,8+245,7 314,7+221,3 22706,9+5988,1 3204,6+1308,9 @ 36858,5

Castas tintas

Alicante Bouchet ~ 7090,4+582,5 692,1+69,1 447,0+32,5 27187,7+2562,2 0632+430,8 | 40480,4
Bastardo 8394,8+71,7 591,2+3,9 295,6+12,2 26405,2+408,1 2xm,1 | 38401,1
Cornifesto 8386,3+136,6 1457,6x£47,5 156,5+3,4 26088,6+500,9 324)A65,5 40821,0
Merlot 9962,0+426,7 892,1+66,3 614,1+25,7 41423,3+1496,6 5085+243,6 = 58400,0
Mourisco 3279,2+25,1 485,6+8,9 61,4+1,3 13374,4+15,2 204553+ | 19227,1
Rufete 7693,3£719,6 1042,0+87,3 240,6%1,9 31169,8+2440,3 7773H+265,6 | 43923,3
Tinta Gorda 8515,6+754,5 951,1+64,5 275,843,1 28809,5%15,5 pisvis 3 43325,4
Tinto Céo 14052,6+255,7  1491,0+28,2 328,9+2,2 46528,5+415,9 1998+27,9 | 67600,4
Touriga Francesa  6232,0+94,8 673,2+12,2 333,0+36,8 19872,74289,9 5Z81,4 | 29706,5
Touriga Nacional ~ 9691,9+495,3 878,6+55,0 526,7+57,5 28373,6+2507,1 7692+264,7 | 42239,9
Trincadeira 7397,5+120,0 896,5+13,3 152,5+0,1 26524,3+128,2 539473 38916,0
Média 8245,1+2644,9 895,5+329,9 330,2+208,0 28705,2+9043,5 3918,6+1224,5 42094,6

Legenda: 1- Acido trans-cafeoiltartarico 2- Acido trans-cumaroiltartarico; 3-

miricetina-3-0-glucdsidp 4+5- quercetina-3-0-glucésido+quercetina-3-0-galactosido

6- canpferol-3-0-glucdsido.
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Quadro 5. Compostos fendlicos (%) nas folh¥gis vinifera L. de diferentes castas

analisadas no presente.

Compostos fendlicos expressos em percentagem

Castas
1 2 3 4+5 6
Castas brancas
Carrega Branco 17,8 15 1,0 69,4 10,3
Chardonnay 19,6 1,9 0,9 70,0 7,6
Cbédega 18,0 1,9 0,7 65,1 14,4
Gouveio 12,6 1,4 0,7 67,9 17,3
Malvasia Fina 18,9 2,5 0,6 68,9 9,2
Malvasia Rei 19,1 2,0 1,0 69,3 8,6
Rabigato 19,6 2,5 2,0 67,7 8,2
Samarrinho 16,8 2,2 0,5 73,2 7,2
Viosinho 22,5 2,1 0,6 67,9 6,9
Média 18,3 2,0 0,9 68,8 10,0
Castas tintas
Alicante Bouchet 17,5 1,7 1,1 67,2 12,5
Bastardo 21,9 15 0,8 68,8 7,1
Cornifesto 20,5 3,6 0,4 63,9 7,1
Merlot 17,1 15 11 70,9 9,4
Mourisco 17,1 2,5 0,3 69,6 10,5
Rufete 17,5 2,4 0,5 71 8,6
Tinta Gorda 19,7 2,2 0,6 66,5 11
Tinto Céo 20,8 2,2 0,5 68,8 7,7
Touriga Francesa 21,0 2,3 11 66,9 8,7
Touriga Nacional 22,9 2,1 1,2 67,2 6,6
Trincadeira 19,0 2,3 0,4 68,2 10,1
Média 19,5 2,2 0,7 68,1 9,0

Legenda: 1- Acido trans-cafeoiltartarico 2- Acido trans-cumaroiltartarico; 3-

miricetina-3-0-glucosidp 4+5- quercetina-3-0-glucésido+quercetina-3-0-galactosido

6- campferol-3-0-glucésido.
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Finalmente, o composttampferol-3-0-glucésidopara as castas brancas variou
entre 1642,6 mg/kg para a casta Viosinho e 6208/8gipara a casta Cddega, obtendo-
se um valor médio de 3204,6 mg/kg de matéria @aadro 4), representando 10% do
teor total de compostos identificados (Quadro 5).

Nas castas tintas, o valor mais elevado é refer@masta Merlot com 5508,5
mg/kg, sendo o valor mais baixo, 2026,4 mg/kg, e#apte a casta Mourisco. Obtendo-
se por sua vez, um valor médio de 3918,6 mg/kgesemtando assim 9% do teor total

de compostos identificados nestas castas (Quaeli®) 4

No presente trabalho foram detectados compostoso comécido trans-
cumaroiltartarico (1,4 a 3,6%) emiricetina-3-O-glucésido (0,3 a 2 %) nao

referenciados por outros autores, em folhas deraide

Em caules de videira, Souquet al. [10] detectaram alguns dos compostos
fendlicos encontrados neste trabalho, como sejaritieetina-3-glucésidpembora em
teores residuais, aindaeido cafeoiltartaricoe acido cumaroiltartarico em quantidades
superiores as das folhas.

Dos compostos identificados no presente trabatBe,deles foram encontrados
na pelicula da uva por Monageaisal. [37], nomeadamente gquercetina-3-0-glucésido
quercetina-3-0-galactosidoe campferol-3-0-glucésido embora em quantidades
menores.

Em uvas tintas, Andradst al. [21] detectaram trés dos compostos identificados
neste trabalho. As quantidades, quando comparaddsitas, sdo no entanto muito
inferiores. Sao por exemplo, para a Touriga Nadjames folhas foram quantificados
526,7 mg/kgde miricetina-3-0-glucosida28373,6 mg/kg deuercetina-3-0-glucésido
+ quercetina-3-0-galactéside 2769,1 mg/kg deampferol-3-0-glucésidocenquanto no
fruto registaram-se 58,1 mg/kg dericetina-3-0-glucésidp159 mg/kg dejuercetina-
3-0-glucosidee 77,3 mg/kg deampferol-3-0-glucésido

Por sua vez, no vinho, encontraram-se identificattm¥os 0os compostos
observados no presente trabalho com teores migiedies aos por nos registados.

Comparativamente, e através de outros estudos,feitmlemos verificar que as
folhas de videira possuem grande quantidade de astogp fendlicos, essencialmente,

flavonodides.
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4.3. Actividade antioxidante dos extractos de follsade videira

Neste trabalho as propriedades antioxidantes dactas de folhas de diferentes
castas de videira, quer brancas quer tintas, faraatiadas por diferentes ensaios,
nomeadamente a capacidade redutora total dos tmetrgelo método de Folin-
Ciocalteau, o método do efeito bloqueador de ré&lisaes de DPPH, o poder redutor

e da actividade sequestrante para o radical hidroxi

4.3.1. Capacidade redutora total

A capacidade redutora total dos extractos foi adalipelo método de Folin-
Ciocalteau. Este método tem sido vulgarmente atizcom sucesso para avaliar o teor
em fendis totais em diferentes amostras de origesgetal, encontrando-se
perfeitamente estabelecido e generalizado. No entde maneira geral os resultados
obtidos por este método, em termos de teor emddatais, sdo superiores aos obtidos
por outros métodos mais especificos e sensivedisadta, deve-se sobretudo a sua falta
de especificidade, uma vez que, outros compostm$0cacicares e metais, com
capacidade redutora podem reagir com o reagenk®lde sobrevalorizando assim os
resultados.

Nos ultimos anos alguns autores tém proposto quespdtados obtidos por este
método sejam interpretados como forma de medir ppoddade redutora total dos
extractos avaliados [52, 53]. Assim, a capacidadetora total dos extractos aquosos
de folhas de videira de castas brancas e castas foi em média de 367,8 mEq. de
acido galhico/g de extracto nas primeiras e de®Bif;q. de acido galhico/g de extracto

nas segundas (Quadro 6).
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Quadro 6. Capacidade redutora total, expressa em média iodeatirao denEq. de Ac.

gélhico/ g de extracto

mEg. de ac. galhico/ g

Castas
de extracto
Casta branca
Carrega Branco 323 +38
Chardonnay 203 +£18
Cbdega 441 + 92
Gouveio *
Malvasia Fina 413+ 75
Malvasia Rei 327 £ 38
Rabigato 434 £ 79
Samarrinho 199 + 29
Viosinho 550 + 62
Média 367,8 +115,7
Casta tinta
Alicante Bouchet 400 = 44
Bastardo 360 + 47
Cornifesto 208 + 47
Merlot 347 + 32
Mourisco 174 +17
Rufete 294 + 47
Tinta Gorda 33257
Tinto Céo 573 +62
Touriga Francesa 222 £42
Touriga Nacional 282 £ 32
Trincadeira 294 + 47
Média 316,9 +109,1

Nas castas brancas os valores variaram entre omEf9 de acido galhico/g de
extracto, na Samarrinho, e 550 mEq. de acido gdlipide extracto, na casta Viosinho.
Por sua vez, nas tintas o valor superior foi deteado na casta Tinto Céo (573 mEq.
de acido galhico/g de extracto) enquanto o maisobfai registado na Mourisco (174

mE(g. de acido galhico/g de extracto) (Quadro 6).
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4.3.2. Efeito bloqueador de radicais livres de DPPH

A analise da actividade antioxidante das amostraaves do ensaio
espectrofotométrico recorrendo ao radical DPPHn&siderada uma analise valida para
avaliar a actividade sequestrante de radicaisslipog parte dos antioxidantes, sendo um
método bastante utilizado. Além disso, o compoathicalar € bastante estavel e nédo
tem que ser gerado como nos outros ensaios dessexde radicais.

Quando o DPPH reage com um dador de hidrogéniduzigo a um composto
incolor (i.e. 2,2-difenil-1-hidrazina ou a um suhgb analogo da hidrazina), originando

uma diminuicdo na absorvancia a 517 nm.

Os extractos analisados no presente trabalho magic@ossuir uma actividade
sequestrante dependente da concentracéo (Figuea8)7
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——Gouveio
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Malvasia Rei
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Samarrinho

Viosinho

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
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Figura 17. Valores do efeito bloqueador de radicais de DPPidlad para extractos de

diferentes variedades de folhas de casta brancaaldses representam a média +
desvio padréo de trés ensaios realizados em ddplica
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Figura 18. Valores do efeito bloqueador de radicais de DPPiitlab para extractos de
diferentes variedades de folhas de casta tintavaf@ses representam a média + desvio

padréo de trés ensaios realizados em duplicado.

O efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH ekdsactos de folhas de
videira aumentou proporcionalmente a medida queomacentracdo de extracto
aumentava. Todas as castas apresentaram um com@otba idéntico para
concentracdes superiores a 0,5 mg/mL, a partir d g percentagem de inibicao
permaneceu praticamente constante em torno dos. &s%xtractos apresentaram um
elevado efeito bloqueador, facto este corroboradospbaixos valores de g obtidos
e indicados na Figuras 19.

A que apresentou maior efeito blogqueador foi aacdésbtnca Malvasia Rei,
registando o valor Ef§g mais baixo (0,096 mg/mL). Por sua vez, a casta #astardo
apresentou o menor valor de efeito bloqueador diea livres de DPPH, traduzido no
valor EGo mais elevado (0,191 mg/mL), seguida pela casta ftifeerlot. Quanto aos

valores meédios de Egdeterminados para ambas as castas, estes foram &0,127
mg/mL.
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Viosinho
Samarrinho
Rabigato
Malvasia Re valormédio
Malvasia Fina EC500,127
Gouveio
Cbdega
Chardonnay

Carrega Branco (0,15 )

Castas Brancas

Trincadeira
Touriga Nacional
Touriga Francesa
Tinto Cac valormédio
Tinta Gorda (0,101 EC500,127
Rufete
Mourisco Tintc
Merlot
Cornifesto

Bastardo 70,191

Alicante Bouchet

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25

Castas tintas

EC50 (mg/mL)

Figura 19. Valores de Eg (mg/mL) do efeito bloqueador de radicais de DPBHos
para extractos de diferentes variedades de folnaastas brancas e tintas.

Comparando estes valores desg€om os referidos noutros estudos [55, 56],
0,10 a 0,15 mg/mL, verificou-se que 0s mesmos saekhantes.
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4.3.3. Poder redutor

Nas Figuras 20 e 21 estdo representados os resilbétidos para os extractos
de diferentes variedades de folhas de videira,itegj@o método de poder redutor.
Verificou-se que este aumenta com a concentragéxilacto para ambas as castas.
Além disso, dentro destas, ha variedades que eddiam, tais como a Samarrinho e a

Viosinho nas castas brancas, e a Tinto Cao nastint

3,0 7
—e—Carrega Branco

257 —=—Chardonnay

Codega

—<—Gouveio

Abs

1,5 - —*—Malvasia Fina
Malvasia Rei
Rabigato
Samarrinho

Viosinho

04 0,6 0,8 1

Concentracao de extracto (mg/ml.

Figura 20. Valores obtidos na determinacdo do poder redutoa mtractos de
diferentes variedades de folhas de casta brancaaldses representam a média +

desvio padréo de trés ensaios realizados em ddplica
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Figura 21. Valores obtidos na determinacdo do poder redutoa mtractos de
diferentes variedades de folhas de casta tintavafdses representam a média + desvio

padréo de trés ensaios realizados em duplicado.

A casta que apresentou valores mais elevados der pedutor, apresentando
por isso o valor de Efgmais baixo, foi a casta branca Cdédega, com unr dal®,148
mg/mL. Pelo contrario, a casta Viosinho que tamhggrience as castas brancas,
originou o valor mais baixo de poder redutor, trado no valor de Ef mais elevado
(1,173 mg/mL). Em relacédo as castas tintas, a Bistmi a que apresentou o valor
mais baixo de poder redutor, traduzido num valogodais elevado (0,780 mg/mL),

como se pode comprovar na Figura 22.
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Viosinho 1173
Samarrinho
Rabigato
Malvasia Rei
Malvasia Fina
Gouveio
Codega
Chardonnay
Calrega Branco

valormédio
EC500,444

Castas Brancas

Trincadeira
Touriga Nacional
Touriga Francesa
Tinto Cao (0,158
Tinta Gorda
| Rufete valormédio
Mourisco Tinto EC500,468
Merlot
Cornifesto
Bastardo 1078
Alicante Bouchet

Castas tintas

0 0,2 04 0,6 08 1 12 14
EC50 (mg/mL)

Figura 22. Valores de Eg (mg/ml) do efeito da determinacédo do poder redoibdidos
para extractos de diferentes variedades de folnaastas brancas e tintas.
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Nos Quadros 7 e 8 apresentam-se 0s resultadosemntefer a capacidade

sequestrante dos extractos obtidos a partir deadotte videira das variedades sob

estudo para o radical hidroxilo.

Quadro 7. Avaliacdo da capacidade sequestrante para o rduddaxilo das castas

brancas da folha de videira. Os resultados expsemsomedia + desvio padrao de trés

determinagdes realizadas em duplicado.

Castas Concentracao de extracto (mg/mL)
Brancas 0,05 0,1 0,2 0,4 1 2 4
Carrega Branco
AbS 0045 0046 0047 0,049 0,052 0.056 0,059
Act. 10373+ 187243+ 13875+ 19322+ 41418+ 39568+ 36,280+
Sequestrante % 10,868 6,356 12,828  9.260 0,671 0.839 1.245
Abs(s/an) 0251 0275t 0350: 0304t 04108  04l7: 0434
0019 0003 0040 0042 0050 0,047 0,034
0108+ 0,104+ 0099+ 0098+ 0097+ 0098+ 0,099+
Abs (S/EDTA) 5002 0002 0002 0001 0,001 0,001 0,001
Chardonnay
AbS 0040 0,040 0,042 0,041 0,045 0,046 0,053
Act. 25072+ 18,378+ 6622+ 0094+ 17,436+ 23572+ 21710+
Sequestrante % 3,774 2,149 0,599 1,945 0,856 1,031 0,363
Abs(5/Aa)  0250f 0300: 0316+  0449:  0563r 0504t 0569:
0028 0007 0004 0016 0005 0,003 0,025
0194+ 0,199+ 0184+ 0157+ 0146+ 0121+ 0121+
Abs (S/EDTA) 5002 0010 0002 0002 0,002 0.007 0.005
Cédega
AbS 0069 0067 0067 0,068 0,070 0,072 0,074
Act. 11518+ 9873+ 2468+ 0461+ 14435+ 16978+ 15482+
Sequestrante % 1,834 1,994 1310 0,747 1,000 0323 0273
abs(s/Aa)  O41f 0180: 0207+  0229: 0253  0277: 0,288
0003 0,007 0007 0010 0012 0,023 0,019
0129+ 0127+ 0122+ 0118+ 0110+ 0108+ 0,107+
Abs (S/EDTA) 3003 0002 0003 0001 0,005 0,004 0,005
Gouveio
Abs 0049 0,048 0,049 0,050 0,051 0,057 0,059
Act. 3057+ 5208+ 6,070+ 7,579+ 7,948+ 8149+ 9725+
Sequestrante % 0,290 0329 0,613 0490 1,670 1.705 2037
Abs(5/Aa)  0209F 0224+ 0255+ 0313: 0403  04l6:  0475:
0008 0012 0011 0002 0014 0,005 0,026
0169+ 0,162+ 0143+ 0132+ 0130+ 0126+ 0120+
Abs (S/EDTA) 5008 0005 0006 0006 0,005 0,006 0,003
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Malvasia Fina

AbS 0039 0043 0,046 0,046 0,049 0.052 0.054
Act. 7783+ 3,695+ 5572+ 6,996+ 12,538+ 15082+ 18,810+
Sequestrante % 0,527 1,004 0,629 0,688 3.372 2419
Abs (5 An)  0i15BE 02008  0256r  0,285¢ 0346+ 0350+
0006 0004 0013 0,004 0,011 0,016
0152+ 0143+ 0136+ 0114+ 0105+ 0,109+
Abs (S/EDTA) 3006 0014 0012 0003 0,002 0,001
Malvasia Rei
AbS 0073 0077 _ 0,076 0,074 0,075 0,077 0,081
Act. 11118+ 14,268+ 13249+ 14453+ 15874+ 14330+ 15195+
Sequestrante % 0,626 4276 0,617 0816 2,093 2933
nbs (5 An) 0214t 0238 0264t 0,253 0253+ 0274+
0047 0066 0066 0034 0,064 0,077
0107+ 0104+ 0098+ 0096+ 0092+ 0,094+
Abs (S/EDTA) 5003 0003 0004 0,005 0,004 0,001
Rabigato
AbS 0070 0,072 0,069 0,071 0,069 0,069 0,071
Act. 7045+ 11479+ 6,082+ 7,918+ 10,055+ 11,151+ 9,945+
Sequestrante % 2,539  3.457 1389 1,060 0.822 0,532
nbs (5 An)  Oi1B4E 0106:  0286:  0,315¢ 0367+ 0362+
0003 0,008 0008 0,033 0,003 0,005
0141+ 0131+ 0121+ 0,102+ 0093+ 0,090+
Abs (S/EDTA) 3016 0010 0008 0,002 0,002 0,004
Viozinho
AbS 0070 0067 0070 0,074 0,073 0,075 0,073
Act. 11686+ 6,021+ 0144+ 13,024+ 15745+ 20740+ 18,332+
Sequestrante % 1,245 1,962 1,929 3,744 1,213 2,128
Abs (5 Aa)  0146f 0.138: 0,145:  0,145: 0169+ 0,192+
0005 0001 0002 0,005 0.009 0.004
0147+ 0143+ 0141+ 0141+ 0140+ 0142+
Abs (S/EDTA) 5003 0005 0003 0,004 0.002 0.005
Samarrinho
AbS 0049 0048 0048 0.050 0,051 0.056 0.059
Act. 6410+ 13199+ 8558+ 17,084+ 14,384+ 9842+ 11,718+
Sequestrante % 0,970 2,110 1,511 5,747 1,674 2,388
abs (5 Aa)  0209F 0213+ 0230+ 0323 0464+ 0525+
0008 0020 0043 0,010 0,060 0,084
0169+ 0162+ 0143+ 0132+ 0126+ 0120
Abs (S'EDTA) - 0008 0,005 0006 0006 0,006 0,003

Nota Actividade sequestrante (%) =

Abs controlo—Abs amostra

Abs controlo

x100
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Quadro 8. Avaliacdo da capacidade sequestrante para o rdudaxilo das

castas

tintas da folha de videira. Resultados expressosté&dia + desvio padrdao de trés

determinagdes realizadas em duplicado.

Castas Concentracdo de extracto (mg/mL)
Tintas 0,05 0,1 0,2 0,4 1 2 4
Alicante Bouchet
AbS 0042 0043 0047 0,050 0,053 0,061 0,064
Act. 7065+ 4558+ 3920+ 6,837+ 8,660+ 15269 14,676+
Sequestrante % 0,544 0,766 0,666 1,237 1,084 0,602 1.331
pbs(5/an)  0:230% 0239r 0283+  0390:  0404r  04lér  0412:
0008 0009 0009 0,006 0,012 0,009 0,016
0105+ 0,103+ 0102+ 0,100+ 0096+ 0094+ 0095+
Abs (S/EDTA) 5003 0003 0002 0,003 0,003 0,002 0,003
Bastardo
AbS 0060 0059 0061 0,062 0,063 0,064 0.067
Act. 22879+ 10,758+ 3333+ 20,530+ 25076+ 29242+ 27,197+
Sequestrante % 0721 0,875 1262  3.614 6.930 6.483 4.832
pbs(s/aa) Q1045 0109% 0116 0123+  0128: 0135t 0138
0003 0003 0003 0,002 0,003 0,003 0,002
0114+ 0,109+ 0100+ 0,094+ 0087+ 0089+ 0095+
Abs (S/EDTA) 5006 0,005 0006 0,003 0,004 0,002 0,002
Cornifesto
AbS 0084 0080 0079 0,080 0,081 0,081 0,082
Act. 1664+ 7133+ 4586+ 1664+ 6012+ 11,651+  11.990+
Sequestrante % 4,533 2,930 2,866 3,295 4.601 4120 3.890
pbs(s/an)  OA67f 0163 0224 0244 0251t  0270: 0270
0012 0,006 0003 0,008 0,006 0,002 0,001
0202+ 0,197+ 0188+ 0188+ 0187+ 0192+ 0195+
Abs (S/EDTA) 5003 0003 0004 0004 0,002 0.005 0,009
Merlot
ADS 0106 0108 0106 0.109 0.109 0118 0112
Act. 9146+ 4,876+ 4302+ 7521+ 13,544+ 17,208+ 15456+
Sequestrante % 0,335 1,202 2,323 0,321 3,882 2,286 1,780
pbs(s/an) 0231 0226: 0224  0241r 0273+ 0306 0336
0010 0,005 0002 0,008 0,048 0,017 0,002
0187+ 0174+ 0182+ 0173+ 0175+ 0135+ 0130+
Abs (S/EDTA) 9001 0004 0002 0006 0,003 0.007 0,009
Mourisco Tinto
ADS 0080 0079 0078 0,080 0,081 0,081 0,082
Act. 12.855+ 10,360+ 4747+ 8177+ 10,845+ 12,335+ 11,331+
Sequestrante % 0,414 0,922 1,167 0,895 0,511 0,473 1,008
pbs(s/aa)  0230f 0231 02326 0235+  0236r  0239r 0258
0002 0,004 0002 0,004 0,005 0,002 0,005
0195+ 0,196+ 0195+ 0194+ 0192+ 0190+ 0180+
Abs (S'EDTA) 5008 0,009 0008 0,008 0,006 0,008 0,003
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Rufete
AbS 0074 0073 0073 0074 0,075 0,076 0,078
Act. 8811+ 3,689+ 5122+ 6,662+ 9921+ 13539+ 11.175%
Sequestrante % 2,818 1,791 2,037 2,648 4371 2577 2 423
Abs(s/aa)  059f 0165: 0181r 0104 0204t  0207x 0230
0015 0018 0003 0,011 0,003 0,008 0,008
0133+ 0127+ 0125+ 0126+¢ 0128+ 0123+ 0115+
Abs (S/EDTA) 5002 0002 0003 0004 0,003 0,001 0,001
Tinta Gorda
AbS 0044 0,047 0,049 0,051 0,053 0.054 0.055
Act. 21,313+ 19,809+ 17,865+ 20,103+ 21,864+ 25752+ 25450+
Sequestrante % 4,235 4416 6271 5201 4,796 6.585 5.810
pbs(s/an)  O47E 02461 0433 0526+ 0565t 0633 0604
0022 0019 0026 0,062 0,022 0,015 0,011
0221+ 0208+ 0186+ 0166+ 0140+ 0123+ 0112+
Abs (S/EDTA) 4015 0004 0010 0010 0,006 0,009 0,006
Tinto Cao
AbS 0068 0065 0068 0,071 0,071 0,074 0,082
Act. 13,549+ 18,197+ 14456+ 6009+ 6973+ 21542+ 20522+
Sequestrante % 1,799 1247 2170 0,600 3485 1.031 0.838
pbs(s/an)  0263f 0245: 2237+ 0251 0306t  0442r 0503
0013 0008 0011 0,029 0,009 0,058 0,092
0141+ 0136+ 0121+ 0116+ 0108+ 0105+ 0107+
Abs (S/EDTA) 5008 0009 0003 0001 0,003 0,001 0.002
Touriga Francesa
ADS 0044 0044 0044 0,044 0,045 0.050 0,052
Act. 10545+ 0757+ 4632+ 9593+ 11,038+ 16,261+ 11,695+
Sequestrante % 0,271 2,090 3,097 5,394 5,695 2,715 5,313
pbs (s/an) 0140 0203f 0423r  0455: 0544t  0610: 0500
0005 0019 0034 0,049 0,024 0,005 0,016
0203+ 0,199+ 0184+ 0162+ 0156+ 0148+ 0147+
Abs (S/EDTA) 5002 0003 0004 0009 0,004 0.005 0.007
Touriga Nacional
ADS 0043 0048 0052 0,055 0.056 0,057 0,058
Act. 10482+ 70224+ 0614+ 4674+ 15770+ 23,654+ 20,822+
Sequestrante % 0,899 1,016 0,624 0,472 0,488 2,133 1,178
Abs(s/aa)  0265F 0273t 0302¢ 0379 0400t  0429r 0410
0004 0,008 0039 0,027 0,031 0,052 0,038
0100+ 0,097+ 0097+ 0096+ 0095+ 0095+ 0095+
Abs (S'EDTA) 003 0,002 0001 0,001 0,001 0,002 0,003
Trincadeira
AbS 0071 0068 0072 0,072 0,073 0,076 0,078
Act. 14709+ 7,060+ 9044+ 12,162+ 14,735+ 16,892+ 15576+
Sequestrante % 0,520 1,148 1397 0225 0343 0621 0.410
pbs(s/an)  O94F 0203t 0250r 0200+  03L4r  00336: 0363
0022 0026 0022 0016 0,004 0,007 0,024
0117+ 0112+ 0095+ 0,093+ 0088+ 0084+ 0086+
Abs (S/EDTA) 5001 0005 0003 0,006 0,005 0,003 0,002
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Os extractos analisados demonstraram alguma adi@idequestrante para o
radical hidroxilo, traduzida pelas percentagensactéevidade sequestrante obtidas. De
entre as castas brancas e tintas, observaramwsaadgliferengas entre castas.

Nas castas brancas, a casta Gouveio foi aquelaapresentou as menores
actividades sequestrantes, variando entre 3,962%®para a gama de concentracdes
estudada, 0,05 a 4 mg/mL. Pelo contrario, a casteee§a Branco apresentou
actividades sequestrantes entre 13,88 e 41,42%0 t&ido aquela onde valores mais
altos foram obtidos. Nas castas tintas nunca seeohin actividades sequestrantes
superiores a 30%. Além disso, as castas AlicantelBzt, Cornifesto, Mourisco Tinto e
Rufete, nunca atingiram actividades sequestranferisres a 15%.

Adicionalmente, verificou-se que em todas as castssorvancia lida a 532 nm
aumentou a medida que se aumentou a concentragidreeto utilizada. Este facto é
indicativo dessas solucdes apresentarem efeitoxpdante. Este ponto foi corroborado
pelos ensaios realizados na auséncia do 4cidabasmoonde se avalia a capacidade dos
extractos para reduzir o ido férrico a ido ferrosogque conduz a um aumento da
producao do radical hidroxilo. Na maioria dos eosaonstatou-se que ao aumentar a
concentracdo utilizada, a absorvancia aumentou e apirobora o potencial pro-
oxidante das solucoes.

Devido ao facto da degradacao da desoxirribosa@cmgualmente mesmo que
no sistema Fenton se retirar o EDTA, compostos capacidade para complexar o
ferro retiram o metal e tornam-no inactivo ou coougqa actividade na reaccdo de
Fenton, impedindo, assim, a degradacéo da dedmsei Dessa forma para avaliar a
capacidade das amostras para complexar os ides deminuindo, assim, a quantidade
de malonildialdeido formado a partir da degradad@alesoxirribose [44], o0 ensaio foi
realizado na auséncia de EDTA. Analisando essacensademos verificar que para a
maioria das castas, a medida que a concentracdensaum a absorvancia diminuiu,

indicando que as infusdes tém capacidade de quel&teao.
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No presente trabalho identificaram-se seis compof&ndlicos nos extractos
aquosos analisados, nomeadamente, o atmlws-cafeoiltartarico, 0 acido trans-
cumaroiltartarico, a miricetina-3-0-glucosido, quercetina-3-0-glucdsidoquercetina-
3-0-galactésido e ainda o campferol-3-0-glucésido sendo os dois udltimos, os
compostos maioritarios.

Em termos de actividade antioxidante, todas asedades apresentaram
actividade bloqueadora de radicais de DPPH e padiertor. Em relacdo a actividade
sequestrante para o radical hidroxilo, constatoguseos extractos apresentaram efeito
pré-oxidante e que sdo capazes de quelatar o ferro.

Constatou-se também que as folhas das castas s&ran€arrega Branco,
Chardonnay, Cbédega, Gouveio, Malvasia Fina, Malwv&®i, Rabigato, Samarrinho e
Viosinho - e das castas tintas - Alicante Bouclgastardo, Cornifesto, Merlot,
Mourisco, Rufete, Tinta Gorda, Tinto C&o, Tourigearfeesa, Touriga Nacional e
Trincadeira -, apresentaram uma composicado fenélicana actividade antioxidante

semelhantes.

57
Composicao quimica e actividade antioxidante deafobe diferentes castas de videira



Bibliografia

6. BIBLIOGRAFIA

59
Composicao quimica e actividade antioxidante deafobe diferentes castas de videira



Bibliografia

1. Zheng, W.; Wang, S.Y., 2001. Antioxidant Activitywéh Phenolic Compounds in
Selected Herbsl. Agric. Food Chem49, 5165-5170.

2. WHO. Global strategy on diet, physical activityddrealth. Geneva: World Health
Organization; 2004.

3. http://pt.wikipedia.org/wiki/Vitis_viniferaacedido a 14 de Agosto de 2010.

4. Afonso, J., 2009. http://www.revistadevinhos.ithptigo195-a uvaacedido a 13 de
Agosto de 2010.

5. Canas, S., 2009. http://www.revistadevinhos.itdnigo96-a_aguardente velha e a_
saudeacedido a 13 de Agosto de 2010.

6. Mirinha, M.; Ferro, G., 2008lantas medicinais da Serra d'Ossa.

7. Asolini, F.C.; Tedesco, A.M.; Carpes, S.T., 20@mtioxidant and antibacterial
activities of phenolic compounds from extracts &dnps used as te®raz. J. Food
Tecnol.,9, 209-215.

8. Matkowski, A., 2008. Plant in vitro culture forehproduction of antioxidants- a
review.Biotechnol. Ady.26, 548-560.

9. Schneider, E.; Heydt, H.V.; Esperester, A., 20@aluation of polyphenol
composition in red leaves from different varietidd/itis vinifera Planta Med,74, 565-

572

10. Souquet, J. M.; Labarbe, B.; Guerneve,C.; Cheynfer Moutounet, M., 2000.
Phenolic Composition of Grape SterdsAgric. Food Chem48, 1076-1080.

11. Monagas, M.; Garrido, |.; Bartolomé, B.; Goméz-@mrés, C., 2006. Chemical
characterization of commercial dietary ingrediefntsn Vitis vinifera L. Anal. Chim.
Acta,563 401-410.

12. Cardoso, A.D.; Carvalheira, J.; Coimbra, M.A.; RacS., 2005. Tecnologia dos
vinhos tintosMinistério da Agricultura, Pescas e Florestas

13. An6énimo, http://www.infovini.com/classic/paginagifcodPagina=52acedido a 9
Julho de 2010.

14.Bravo, P.; Oliveira, D.. 199Witicultura Moderna4? edicao

60
Composicao quimica e actividade antioxidante deafobe diferentes castas de videira



Bibliografia

15. Birt, D.F.; Pelling,JC.; Pour,PM.; Tibbels, M.G.; Schweickert].; Bresnick,E.,
1987. Enhanced pancreatic and skin tumorigenestatbage-fed hamsters and mice.
CarcinogenesisB, 913-917.

16. Abe, L. T.; Mota, R. V.; Lajolo, F. M.; Genosew, |. 2007. Phenolic compounds
and antioxidant activity of Vitis labrusca and ¥itvinifera cultivars.Ciénc. Tecnol.
Alim., 27, 394-400

17. Wang, S. Y.; Lin, H. S., 2000. Antioxidant Activityn Fruits and Leaves of
Blackberry, Raspberry, and Strawberry Varies withti€ar and Developmental Stage.
J. Agric. Food Chem48 140-146

18. Kahkonen, M.P.; Hopia, A.l.; Vuorela, H.J.; Heiron M., 1999. Antioxidant
Activity of Plant Extracts Containing Phenolic Cooymds.J. Agric. Food Chem4?7,
3954-3962

19.Huber, L.S.; Amaya, D.B.R., 200Blavonois e flavonasAlim. Nutr,19, 97-108.
20. Seigler, D., 2000Plant Secondary MetabolisnKluwer Academic Publishers, 1-
435.

21. Andrade, P.B.; Seabra, R.M., 2005. Phenolic camgs, analysis by HPLC. In:
Cazes J, editor. Encyclopedia of Chromatography 2d. New York: Taylor &
Francis. p. 215-230.

22. Pereira, O.C.F, 2009Rumex induratus Caracterizacdo Quimica e Potencial
Antioxidante.Tese Mest. Cont. Qualidadeaculdade de Farmacia da Universidade do

Porto.

23. Malacrida, C. R.; Motta, S., 2005. Compostos faraditotais e antocianas em sumo
de uvaCiénc. Tecnol. Alim25, 659-664

24. Ferreira, I.C.F.R.; Abreu, R.M.V., 2007Stress Oxidativo,Antioxidantes e
Fitoquimicos

25. Youdim, K.A.; Shukitt-Hale B.; MacKinnon S.; Kalt W; Joseph JA., 2000.
Polyphenolics enhance red blood cell resistenaeiative stress in vitro and in vivo.
Biochim. Biophys. Actd 523 117-122.

26.Dey, P.; Harbone, J., 199lant BiochemestryAcademic Press, 337-421.

27. Van Sumere, F., 1989.Phenols and phenolic Acids” In Methods in Plant

Biochemistry Vol 1. Academic Press Inc., San Diego, 29-75.

61
Composicao quimica e actividade antioxidante deafobe diferentes castas de videira



Bibliografia

28. Harbone, B., 1991Flavonoid pigments, in Herbivores: Their interaev with
Secondary Plants Metabolitesl. 1. Academic Press. San Diego. CA, 389-429.

29. Matsubara, S.; Rodriguez-Amaya, D.B., 2006. Caibedie miricetina, quercetina e
kaempferol em chi€iénc. Tecnolog. Alimen26, 380-385.

30. Martinez-Florez, S., Gonzalez-Gallego, J., Culebk.J.; Tufidén, M.J., 2002.0s
flavonoides: propiedades y acciones antioxidaritkegr. Hosp, 27, 271-278

31 Spanos, A.; Wrolstad, E., Heatherbell, A., 198@uence of procedure and storage
on the phenolic composition apple juideSci. Food Agri¢.38, 1572-1579.

32. Macheix, J.J.; Fleuriet, A.; Billot, J. 1990. Rrphenolic; CRC: Boca Raton.cFL.
USA.

33. Ryan, D.; Antolovich, M.; Prenzler, P.; Robards,.; KLavee, S., 2002.
Biotransformations of phenolic compoundsOiea europaed... Sci. Hortic, 92, 147-
176.

34. Rovellini, P.; Cortesi, N.; Fedeli, E., 1997. Aysik of Olea europaedy HPLC-
UV and HPLC-electrospray-M®XRiv. Ital. Sostanze Grass#4, 273-279.

35. Howard, M.; Gary, B., 2000. Measurement of foodvd@inoids by HPLC-
HighPerformance liquid chromatography: A reviewAgric. Food Chemi8, 577-594.
36. Bian, S.; Jiang, Y., 2009. Reactive oxygen spe@esioxidant enzyme activities
and gene expression patterns in leaves and rod{emtiicky bluegrass in response to
drought stress and recove8ci. Hortic, 120 264-270.

37. Monagas, M.; Hernandez-Ledesma, B.; Goméz-CorddvésBartolomé, B., 2006.
Commercial dietary ingredients frovitis vinifera L. Leaves and grape skins:
antioxidant and chemical characterizatidnAgric. Food Cheng4, 319-327.

38. Fernandes, M.F.G., 200®eterminacdo da composicdo quimica e da actividade
antioxidante da Brassica rapa var raga Trabalho de fim de curso da Lic. Eng.
Biotecnol, Escola Superior Agraria do Instituto PolitécniloBraganca.

39. Ferreira, I.C.F.R.; Baptista, P.; Vilas-Boas, NBarros, L., 2007. Free radical
scavenging capacity and reducing power of wild kedimushrooms from Northeast

Portugal J. Agric. Food Chemil00, 1511-1516.
40. Taveira, A.J.S.C. Radicais oxidantes: da QuimiB&aéogia, 66-71.

62
Composicao quimica e actividade antioxidante deafobe diferentes castas de videira



Bibliografia

41. Chiou, A.; Karathanos, V.T.; Mylona, A.; SaltaNE. Preventi, F.; Andrikopoulos,
N.K., 2007. Currants\{itis vinifera L.) content of simple phenolic and antioxidant
activity. Food Chem.102 516-522.

42. Rufino, M.S.M.; Alves, R.E.; Brito, E.S., 2007. Meblogia Cientifica:
Determinacdo da actividade antioxidante total eotds pela captura do radical livre
DPPH.ISSN 1679-6535.

43. Gongalves, R.M.F, 200Estudo da inibicdo de tripsina por compostos ferodi
isolados de fontes naturais. Efeito antinutriciormld bebidas comun3ese de Mest.

Tecnol. Ciéncia e Seg. Aliment&aculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.

44. Valentao, P., 2003.imonete, Hipericdo-D-Gerés, Cardo-Do-Coalho, Fed-Derra
Metodologias de Controlo de Qualidade com base raacéo fendlica. Estudos de
accao antioxidante e hepatoprotectofi@se Dout. Ciéncias Farmacéutic&aculdade
de Farmacia da Universidade do Porto.

45. Santos, C.M.M., 2000Sintese e avaliagdo da actividade antioxidante de 2
estiriicromonas. Tese Mest. em Quimica dos Produlzurais e Alimentos
Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro.

46. Gomes, A.M.C.M.G., 2005Avaliacdo da actividade captadora de espécies
reactivas de oxigénio e azofbese Mest. Contr. QualidadBaculdade de Farmécia da

Universidade do Porto.

47 . http://www.ivv.min-agricultura.pt/np4/3&cedido a 16 de Abril de 2010

49. Oliveira, 1.V., 2007.Avaliacdo nutricional, composicdo quimica e actadd
biologica de folhas e frutos de nogueira e aveleireabalho de fim de curso da Lic.
Eng. Biotecno|.Escola Superior Agraria do Instituto PolitécniloBraganca.

50. Hatano, T.; Kagawa, H.; Yasuhara, T.; Okuda, 988l Two new flavonoids and
Chem. Pharm. Bull36, 2090-2097.

51. Oyaizu, M., 1986. Studies on products of brownmegctions: Antioxidative
activities of products of browning reaction preghfeom glucosamineJap. J. Nutr,
44, 307-315.

52. Huang, D., Ou, B., Prior, R.L., 2005. The chemyidiehind antioxidant capacity
assaysJ. Agric. Food Chem3i3, 1841 1856.

53. Costa, R.M., Magalhéaes, A.S.; Pereira, J.A., Addr&.B., Valentéo, P., Carvalho,
M., Silva, B.M., 2009. Evaluation of free radicalasenging and antihemolytic

63
Composicao quimica e actividade antioxidante deafobe diferentes castas de videira



Bibliografia

activities of quince Qydonia oblongp leaf: A comparative study with gree tea
(Camellia sinensis Food Chem. Tax47, 860-865.

54. Pastana.Bonilla, E. et al , 2003. Phenolic conterda antioxidant capacity of
muscadine grapes. J. Agric. Food Chésth,5497-5503.

55. Kosar, M.B., Peli, E.K., Malyer, H., 2007. Effeaft Brining on Biological Activity

of Leaves of Vitis vinifera L. (Cv. Sultani CU e#feksiz) from Turkey. J. Agric. Food
Chem. 55, 4596-4603.

56. Katalinic, V., Generalic, I., Skroza, D., 2009sight in the phenolic composition
and antioxidative properties ofitis vinifera leaves extracts. Croat. J. Food Sci.
Technol. 12) 7-15.

64
Composicao quimica e actividade antioxidante deafobe diferentes castas de videira



