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Resumo/Abstract

RESUMO

O consumo de alguns subprodutos da vinha e do vinho, como sejam as folhas
da videira, € conhecido desde longa data na regido do Mediterrdneo. As folhas de
videira ja estdo presentes na dieta humana e animal em varios paises do mundo, sendo
completamente desvalorizadas como sub-produtos em outras regides. Neste sentido, 0s
principais objetivos deste trabalho foram avaliar entre diversas castas brancas (Codega
do Larinho, Ferndo Pires, Gouveio, Malvasia Fina, Rabigato e Viosinho) e tintas (Tinta
Amarela, Tinta Roriz, Touriga Franca e Touriga Nacional) do Planalto Mirandés, quais
as mais adequadas para processamento alimentar, tendo em vista 0 seu potencial
antioxidante e componentes bioativos. O segundo objetivo principal foi avaliar o
comportamento de duas castas selecionadas no potencial antioxidante, composi¢édo
quimica e composicao centesimal e valor energético em diferentes tratamentos térmicos
(branqueamento, cozimento durante 60, 75 e 90 minutos em panela de presséo).

Verificou-se que as castas brancas apresentaram maior atividade antioxidante e
compostos bioativos em relagdo as castas tintas, tendo-se verificado um efeito da casta
nos resultados obtidos. A partir destes resultados verificou-se que a casta mais
antioxidante foi a Malvasia Fina, e a Touriga Franca a casta com menor potencial
antioxidante. Ambas as castas foram selecionadas para serem submetidas aos
tratamentos térmicos.

O processamento térmico causou mudancgas significativas na cor de ambas as
castas, passando de verdes para acastanhadas, muito devido a reducdo do teor em
clorofilas e carotenoides presentes em ambas as castas. A atividade antioxidante foi
reduzida com o tempo de aquecimento, tendo-se mesmo assim verificado, de uma
maneira geral, maior atividade na Malvasia Fina em relacdo a Touriga Franca, tendo-se
verificado 0 mesmo no teor de fenodis totais, flavondis e derivados do &cido
hidroxicinamico. O valor energético das folhas é reduzido durante o aquecimento, muito
pela perda de hidratos de carbono para a agua de cozedura. A gordura das folhas de
videira € maioritariamente polinsaturada e rica em &cido linolénico, verificando um
aumento dos &cidos gordos polinsaturados com o aquecimento das folhas e uma
diminuicdo dos &cidos monoinsaturados e saturados. No que respeita ao teor em
vitamina E livre, esta aumentou com o aquecimento em ambas as castas, especialmente
na Touriga Franca, sendo o o-tocoferol o vitdmero mais abundante, chegando a

ultrapassar os 1000 mg kg™ com aquecimentos prolongados. A fracéo volatil das folhas

XV



Resumo/Abstract

de videira € altamente influenciada pelo tratamento térmico em ambas as castas. Com o
aquecimento aldeidos, alcoois e ésteres responsaveis por aromas verdes e herbaceos
[(Z)-3-hexenal; (Z)-3-hexen-1-ol; e (Z)-3-hexenil acetato)] sd@o completamente
eliminados, provocando o aparecimento de cetonas caracteristicas de processos térmicos
(6-metil-5-hepten-2-ona) e sesquiterpenos responsaveis por aromas a madeira
(cariofileno).

Dos resultados obtidos, verifica-se que a casta Malvasia Fina é a mais
adequada para processamento térmicos moderados. No entanto para processamentos
mais longos as diferencas entre as castas desvanece-se, sendo desencorajado
processamentos alimentares longos, devido a perda de valor nutricional, componentes
importantes responsaveis por propriedades funcionais e bioativas, bem como a perda de
componentes responsaveis pelo aroma, entre outras caracteristicas importantes para o

consumidor, como a cor.

Palavras-chave: Folhas de videira; subproduto; ingrediente alimentar; processamento

alimentar; compostos fenolicos; atividade antioxidante.
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ABSTRACT

The consumption of some vine and wine sub-products, such as grape leaves, is
known a long time ago in the Mediterranean region. Grape leaves are already present in
the animal and human diet in several countries around the world, being completely
devalued as sub-products in some other regions. In this sense, the principal objectives of
this work were to evaluate among diverse white grape varieties (Codega do Larinho,
Ferndo Pires, Gouveio, Malvasia Fina, Rabigato e Viosinho) and red varieties (Tinta
Amarela, Tinta Roriz, Touriga Franca e Touriga Nacional) from Planalto Mirandés, the
most adequate for food processing , taking in account their bioactive potential and
bioactive components. The second main objective was to evaluate the behavior of two
selected grape leaves varieties in the antioxidant potential, chemical and centesimal
composition, energetic value iat different thermal treatments (bleaching, boiling for 60,

75 and 90 minutes in a pressure pan).

It was verified that white grape leaves present higher antioxidant activity and
bioactive components in relation to red grape leaves, being verified a varietal effect in
the obtained results. From these results it was verified that the most antioxidant variety
was Malvasia Fina, and Touriga Franca was the variety with lower antioxidant

properties. Both varieties were selected to be submitted to thermal treatments.

The thermal processing caused significant changes in the color of both
varieties, passing from green to brown coloration, much due to the reduction in
chlorophylls and carotenoids present in both varieties. The antioxidant activity was
reduced with the heating time, being verified in a general way higher antioxidant
activity in Malvasia Fina in relation to Touriga Franca. The same was checked in total
phenols content, flavonols, and derivates of hydroxycinammic acid. The energetic value
of the leaves was reduced with the thermal process increase, mainly due to the loss of
carbohydrates to the boiling water. The fat of grape leaves is mainly polyunsaturated
and rich in linolenic acid, being verified an increasein the polyunsaturated fatty acids
with the increase of boiling time and a reduction in the monounsaturated and saturated
fatty acids. Respecting the vitamin E content, it increased with the boiling time in both
varieties, especially in Touriga Fanca, being a-tocopherol the most abundant vitamer,
passing the 1000 mg kg with long boiling periods. The volatile fraction of the grape
leaves is highly influenced by the thermal treatment in both varieties. With heating

aldehydes, alcohols and esters responsible for the green and herbaceous aromas [(Z)-3-
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hexenal; (Z)-3-hexen-1-ol; e (Z)-3-hexenyl acetate)] are completely eliminated,
inducing the appearance of ketones characteristic of thermal processing (6-methyl-5-

hepten-2-one) and sesquiterpenes responsible for wood aromas (caryophyllene).

From the results obtained, is verified that Malvasia Fina variety is the most
adequate fro moderate thermal processes. Meanwhile for longer processing periods the
difference between the varieties are reduced, being discouraged the application of
longer thermal processes, due to the loss of nutritional value, important compounds
responsible for the functional and bioactive properties, as well as the loss of
components responsible for the aroma, as well as other important characteristics for the

consumer, as the color.

Keywords: grape leaves; sub-product; food ingredient; food processing; fenolic

compounds, antioxidant activity.
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Capitulo 1 — Introducdo e Objetivos

1.1.  INTRODUCAO

A videira, do Latim Vitis, composta por muitas espécies distribuidas
mundialmente, é um género que pertence a familia Vitaceae, sendo ela a principal
representante da familia devido a producéo de uva que se usa em grande escala para
consumo “in natura” ou até para elaboragdo de diferentes matérias-primas (Teixeira et
al., 2002).

A Vitis vinifera, oriunda da regido Mediterrdnea (Fernandes et al., 2013),
apresenta enorme diversidade genética e varietal resultante da sele¢do durante séculos,
adaptando-se bem em diferentes climas (Riaz et al., 2007).

A producéo de uva a escala mundial ultrapassa os 77 milhdes de toneladas. O
continente Europeu é responsavel por 26,5 milhdes de toneladas. Portugal produz 828
mil toneladas de uva em 179,5 mil hectares, ou seja 4,94% da area agricola nacional
(FAO, 2013). Embora a videira seja uma cultura muito importante em Portugal, os seus
subprodutos, como é o caso da folha, sdo desvalorizados, tendo a videira uma grande
representatividade de producdo foliar (Figura 1), seria importante fomentar novas

maneiras de valorizar este subproduto.

Figura 1 — Videiras das castas Tinta Amarela (a) e Tinta Roriz (b) durante a fase de
crescimento.

Fonte: Arquivo Pessoal



Capitulo 1 — Introducéo e Objetivos

Uma das maneiras de aproveitar a folha da videira e lhe atribuir valor

comercial é o seu uso para fins dietéticos e nutricionais. Em alguns paises do mundo, a

inclusdo da folha de videira na dieta humana ja é uma realidade, dotando o consumidor

de propriedades benéficas para a saude. Desta forma, torna-se viavel o estudo da

utilizacdo das folhas de videira como produto alimentar, de modo a valorizar este

subproduto.

1.2 OBJETIVOS
No presente estudo objetiva-se:

Realizar um estudo preliminar para a selecdo de castas mais adequadas para

0 processamento alimentar tendo em vista o potencial fitoquimico e

antioxidante.

A partir da selecdo, submeter a diferentes tratamentos térmicos as castas

com maior e menor potencial fitoquimico, avaliando diferentes parametros

do ponto de vista fisico-quimicos, composicao e propriedades:

(@]

o

Cor a partir dos diferentes tratamentos, tomando assim
conhecimento da alteracdo causada por cada processo térmico;
Atividade antioxidante (DPPH, ABTS, poder redutor, capacidade
redutora total), avaliando a capacidade em resposta dos
aquecimentos em que as folhas sdo submetidas, dando entdo maior
informacao sobre o tempo ideal de processamento;

Composicdo centesimal (humidade, cinzas, proteina bruta, gordura,
hidratos de carbono, valor energético), fornecendo informacdes
ideais para a composi¢do nutricional;

Composicdo quimica (pigmentos, acido gordos, vitamina E livre,
diferentes grupos fendlicos, e composicdo volatil), permitindo
identificar melhor os constituintes presentes de forma a possibilitar
uma relacdo entre estes e as atividades bioldgicas correspondentes
das folhas nos diferentes estados submetidos.
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2.1. FOLHAS DE VIDEIRA COMO SUBPRODUTO

Os produtos obtidos a partir de diversas espécies de videira, nomeadamente o
bagaco, pele, grainhas, engaco, folhas, vém sendo alvo de estudos desde antigamente,
demonstrando a importancia da utilizacdo como subprodutos pelos comprovados efeitos
benéficos na saude, principalmente na prevencdo de doencas cardiovasculares e do
cancro, a partir dos compostos que retardam ou promovem inibicdo da oxidagdo de
substratos, antioxidantes, que podem ser oxidados (Dani et al., 2010; Monagas et al.,
2006a). A partir das pesquisas, surgiram varias respostas a tratamentos em que 0
produto auxilia, como as tensbes arteriais elevadas, o qual contribui para a
vasodilatacdo, diabetes, pois diminui os niveis de glicose no sangue, diarreia, desordens
inflamatorias, varicosas, hemorragia, até mesmo atuando como agente antimicrobiano,
hepatoprotetor, e principalmente antioxidante (Deliorman Orhan et al., 2009; Fernandes
etal., 2013; Orhan et al., 2006).

Alguns subprodutos j& sdo explorados por varios setores industriais, como é o
caso das grainhas que j& sdo utilizadas nas inddstrias cosméticas para a obtencdo de
oleo, sendo este incorporado em diversos produtos (Dresch et al., 2014). Essa utilizacao,
quase na sua totalidade, também contribui para a diminui¢do dos residuos que se geram
na industria vitivinicola (Monagas et al., 2006a).

As folhas de videira tém vindo a ser utilizadas em alguns paises da Europa,
Norte de Africa e Médio-Oriente como um alimento rico em vitaminas, minerais e
compostos fendlicos. A sua utilizacdo da-se sob diversas formas, sendo 0 uso em fresco
e em salmoura as mais utilizadas (Dani et al., 2010; Giler & Candemir, 2014). Na
Turquia, a utilizacdo das folhas é elevada, sendo encontrado até mesmo produtos
embalados em condic¢des que ndo utilizam solucdo salina ou agentes de salga, 0s quais
tém propriedade de protecdo durante o armazenamento. A grande vantagem deste modo
de conservacao é que se torna viavel o consumo por pessoas com hipertensdo. Para além
disso, as folhas frescas que estdo em salmoura ou fermentadas servem de alimento
principalmente durante o inverno (Kosar et al., 2007; Unver et al., 2007). A utilizagio
como prato principal em alguns paises do Mediterraneo ¢ feita a partir do cozimento da
folha enrolada, com algum recheio. Para a utilizagdo das folhas nesta guarnicdo, sdo
utilizadas duas especies mais adequadas para 0 uso, como a casta Agrazaki, que possui

folhas sem lobos (Figura 2).
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seno laterale lobo terminale
superiore

lobo laterale
superiore

seno <
laterale <
inferiore <

j i
lobo laterale
seno peziolare inferiore

Figura 2 — Estrutura tipo de uma folha de videira.
Fonte: www.vinitalia.com.br — “A Uva”.

A alimentagdo a base de legumes e vegetais traz uma rica fonte de vitaminas,
incluindo as vitaminas A, C e E, minerais e fibras, sendo pobres em gordura. Tal facto
atribui um grande valor nutricional e bioativo ao produto, visto que ao consumir outros
alimentos a dieta encontrar-se-a equilibrada e o suprimento dos nutrientes necessarios é
garantido (Dogan et al., 2015; El et al., 1997; Romero et al., 2000).

2.2. FOLHAS DE VIDEIRA E SUAS PROPRIEDADES

Alguns compostos tém sido identificados nas peliculas e folhas da videira,
podendo citar os flavondides, as antocianinas, aminoécidos, alguns acidos organicos,
vitaminas, carbohidratos, gorduras, procianidinas, terpenos, enzimas e carotendides
(Deliorman Orhan et al., 2009; Kosar et al., 2007). As atividades biologicas importantes
contidas nas folhas provém destes diferentes tipos de compostos fendlicos,
propriamente dito, dos seus &cidos fendlicos, dos taninos, flavonoides, procianidinas e
antocianinas (Dani et al., 2010; Guler & Candemir, 2014; Kosar et al., 2007).

A presenca de &cido hidroxicindmico e seus derivados nas folhas de plantas é
evidenciada, uma vez que estes sdo encontrados na parede celular dos vegetais. O acido
cafeico € um dos compostos derivados deste grupo, mostrando que as folhas de videira
tém como principais compostos estes derivados fendlicos e flavonoides (Kosar et al.,
2007).
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O acido citrico, succinico, tartarico e palmitico, estdo presentes em folhas de
videira com condices de stresse. O &cido mélico e reduzido nestas condi¢Bes, de modo
que na evolucédo do ciclo vegetativo da videira ja se ocorre um decréscimo deste acido.
A insolacdo que a videira € submetida, promove a reducdo deste composto pois seu
precursor, fosfoenolpiruvato, é sensivel a altas temperaturas (Griesser et al., 2015).

As propriedades da videira sdo originadas, também, a partir de vérios fatores
bidticos e abidticos, logo apds 0 seu repouso vegetativo. Tal facto é associado as
atividades do metabolismo primario e secundario das plantas, que logo modificam a
qualidade e produtividade da planta. Uma deficiéncia hidrica, pouco grave, provoca
implicagOes na troca gasosa e na fotossintese da videira. Esse fator ativa parte da defesa
celular da planta, o qual provém dos metabolismos secundarios, como compostos
fenolicos e compostos organicos volateis. De um modo geral, a influéncia do
ecossistema apresenta uma maneira eficaz para o controlo da qualidade, visto que o
aroma, a capacidade antioxidante, sintese de compostos, sdo geridos a partir desses
metabolismos secundarios (Alonso et al., 2015; Ferrandino & Lovisolo, 2014).

As investigacbes bioquimicas dos flavondides tém mostrado a sua grande
eficiéncia na inibicdo enzimatica de varios sistemas. Estes compostos e os acidos
hidroxicinamicos, encontrados em abundancia nas folhas, ttm a sua propriedade
antioxidante ligada a atividades de eliminacéo dos radicais livres e peroxidacao lipidica,
onde esta Gltima promove a degradacdo oxidativa dos alimentos suscetiveis e ainda
causa danos nos organelos celulares dentro do corpo humano a partir da perda da sua
funcdo fisiologica (Kosar et al., 2007). A apresentacao destes fatos reforca que as folhas
de videira auxiliam na prevencdo e desenvolvimento de doengas ligadas ao stresse

oxidativo.

2.2.1. Composicéo fenolica

O metabolismo das plantas é dividido em dois grandes grupos, primario e
secundario. O metabolismo primério é aquele responsavel pela fotossintese, respiracéao e
pelos caminhos para o metabolismo secundério, este ultimo é presente principalmente
em plantas superiores e engloba uma vasta gama de compostos intermédios. Os
compostos fenolicos sdo provenientes desse metabolismo secundario (Seigler, 2012).
De um modo geral, os compostos fendlicos sdo um forte fator na area alimentar
relacionado com saude e medicina. Estes compostos apresentam diversas atividades

bioldgicas, muito funcionais do ponto de vista nutricional. Parte dessas fungdes se

9
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atribuem as funcbes anti-inflamatorias, anti-carcinogénica, anti-mutagénica, entre
outras, das quais a atividade antioxidante é a mais importante associada a estes
compostos (Gler & Candemir, 2014).

Vérios sdo 0s compostos que se encontram nos subprodutos da videira. Os
taninos sdo compostos fenolicos que surgem naturalmente e apresentam elevada
adstringéncia quando presente em elevadas concentracdes, diminuindo a palatabilidade
dos alimentos que os contém. A capacidade de formacdo de complexos com proteinas,
aminoéacidos, polissacarideos, acidos gordos e nucleicos, estad diretamente relacionada
com a composicdo e a extensdo da polimerizacdo destes taninos assim como com a
baixa palatabilidade (Monteiro et al., 2005; Romero et al., 2000).

Junto da parede celular das folhas de videira, as fitoalexinas protegem as
plantas de microrganismos. Os estilbenos sdo uma classe de fitoalexinas mais relevante
na videira. Este composto varia o seu conteddo a partir de varios fatores, entre eles o
clima e a exposicdo as diferentes variacBes, a composicdo genética das plantas e as
infecdes. Estas fitoalexinas séo formadas pela via da fenilalanina/polimanolato, como
produtos secundarios produzidos a partir da planta, formando o resveratrol. Nas
videiras, o resveratrol (3,4',5-trihidroxiestilbeno) e seus derivados, como pterostilbeno,
o-viniferina, e-viniferina e o glicosideo piceid, sdo os principais estilbenos (Ali,
Maltese, Choi, & Verpoorte, 2010; Jeandet et al., 2002). O resveratrol e alguns dos seus
derivados encontram-se presentes em varios extratos de folhas de videira,
independentemente da casta. A época do ciclo vegetativo da planta é, também, um fator
determinante da concentracdo destes compostos. O trans- e cis- resveratrol e a
astringina, sdo os estilbenos que podem ser citados por estar presentes em algumas
castas tintas como Syrah, Merlot, Vranac, e brancas como Marastina e Posip (Katalinic
etal., 2013).

A distribuicdo dos compostos nas folhas ndo se da de maneira semelhante em
todas as amostras. Podem assim ocorrer variagdes no mesmo lote, o qual se pode
atribuir as cultivares utilizadas, cor das folhas, nomeadamente a avaliacdo de compostos
fenolicos, ciclo vegetativo e o0s processamentos que o produto sofreu para a sua
utilizagdo como alimento. Diferentes produtos da videira, utilizados na alimentacéo,
nomeadamente folhas e pelicula da uva, apresentam variacdo consideravel da
concentracdo, localizada e dispersa, das antocianinas e uma menor diferenca nos
compostos fendlicos ndo antocianicos (Fernandes et al., 2013; Monagas et al., 2006a).

As antocianinas sdo derivadas das antocianidinas, da qual ndo apresenta grupos

10
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glicosilados. Alguns compostos encontrados nas uvas sdo encontrados nas folhas de
videira, como a antocianidina-3-glicosideo, que é o pigmento mais abundante nos
produtos alimentares & base das folhas (Ali et al., 2010). A Figura 3 mostra possiveis
antocianinas, entre outros grupos de compostos fendlicos, presentes em folhas de

videira utilizadas como ingrediente alimentar.

| Antocianinas R R Rs
Cianidina-3-O-(6-acetil)glicosideo OH H gle-ace
Cianidina-3-O-(6-p-coumaroil)glicosideo OH H gle-cou
Cianidina-3-O-glicosideo OH H glc
Delfinidina-3-O-(6-p-coumaroil)glicosideo OH OH  glc-cou
Delfinidina-3-O-glicosideo OH OH gle
Malvidina-3-0-(6-p-coumaroil)glicosideo OCH:; OCH; gle-cou
Malvidina-3-0O-glicosideo OCH; OCH; glc
Peonidina-3-O-(6-acetil)glicosideo OCH;s H glc-ace

Peonidina-3-0-(6-p-coumaroil)glicosideo OCH;3 H gle-cou

Peonidina-3-O-glicosideo OCH;3 H gle
Petunidina-3-0-(6-p-coumaroil)glicosideo =~ OCHj3 OH  glc-cou
Petunidina-3-0O-glicosideo OCH;3 OH gle

gle = glicosideo; glc-ace = (6-acetil)glicosideo;
gle-cou = (6-p-coumaroil)glicosideo

Rl
o - HO j\)j:c»ﬁ
Hy a
C\H/ v aH O\%\TO ~"™OH

o ’.:-:u o] OH
gle-ace = (6-acetil)glicosideo glc-cou = (6-p-coumaroil)glicosideo
| Flavonas R R: Rs |
Apigenina-7-O-glicosideo gle H
Apigenina-8-C-glicosideo H H gle
Luteolina H OH H
Luteolina-7-O-glicosideo gle OH H

gle = glicose

Flavonol Ri R: Rs Rs
Campferol H H H H
Campferol-3.7-O-diglicosideo H H glc glc
Campferol-3-O-galactosideo H H gal H
Campferol-3-O-glicosideo H H glc H
Campferol-3-O-glicurénico H H glue H
Isorhamentina-3-O-glicosideo OCH; H gle H
Miricetina OH OH H H
Miricetina-3-0O-glicosideo OH OH gle H
Quercetina OH H H H
Quercetina-3-O-galactosideo H OH gal H
Quercetina-3-O-glicosideo OH H glc H
Quercetina-3-O-glicosideo-7-O-glicurénico OH H glc gluc
Quercetina-3-O-glicurénico OH H gluc H
Quercetina-3-O-ramnosideo H OH ram H
Quercetina-3-O-rutindsido H OH rut H

gal = galactose: glc = glicose; gluc = 4cido glicurénico; ram = ramnose;
rut = rutindse (ramnose + glicose)

Figura 3 — Estrutura de algumas antocianinas, flavonas e flavonois presentes nas folhas
de videira (Adaptado de Monagas et al., 2006a).
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Através do mesmo precursor, dihidroflavandis, as antocianinas e 0s
flavondides sdo sintetizados, onde a diferenca entre ambos se encontra nas vias
enzimaéticas utilizadas. Com este facto surge uma relacdo inversa entre as concentragdes
de compostos ndo antocianicos, flavondis e acido trans-caftarico, e os antocianicos. De
tal forma, a presenca de derivados hidroxicinamicos se restringe a formagéo de poucos
compostos, como o acido trans-caftarico (Monagas et al., 2006a).

Monagas et al. (2006b) analisou compostos presentes na pelicula e folha de
videira e relatou que as antocianinas encontram-se nas formas de 3-O-monoglicosideos
e 3-O-acilado monoglicosideo ligados a cianidina, delfina, malvidina, peonidina e
petunidina, que sdo as cinco principais antocianidinas. Tal acilagdo da antocianina
ocorre por esterificacdo com &cido acético, p-cimarico e acido cafeico, na posi¢do C-6
da molécula de glucose, como representado na Figura 3. A mesma autora ainda refere
que os flavonodis existem na forma de miricetina-, quercetina-, campferol- e
isorhamentina-3-O-glicosideo.

Em complemento dos compostos citados acima, ainda foram encontrados nas
folhas de videira agliconas de campferol, miricetina e quercetina, peonidina-3-O-
glicosideo, campferol-3,7-O-diglicosideo, derivados da quercetina, nomeadamente
quercetina-3-O-rutindsido, 3-O-ramnosideo, 3-O-glicurdnico, 3-O-ramnogalactosideo,
3-O-glicosideo-7-O-glicuronico, 3-O-galactosideo, entre outros que sdo representados
na Figura 3 (Katalinic et al., 2013; Monagas et al., 2006a; Orhan et al., 2006).

2.2.1.1. Compostos fendlicos de folhas frescas

Entre alguns dos compostos encontrados nas folhas, em complemento daqueles
ja citados acima, os acidos fendlicos, galico, vanilico e cafeico, foram encontrados em
folhas de videira de casta branca (Gller & Candemir, 2014). Para além destes, 0s acidos
ferdlico e p-cumarico também foram relatados em folhas de V. vinifera (Weber et al.,
1995).

Durante as fases de vegetacdo das folhas de videira, entre maio e setembro, o
teor em fenois totais cresce significativamente. Katalinic et al. (2013) estudou a
evolugéo apos a epoca de repouso da videira. Os flavonois e flavonoides aumentaram os
seus teores em quatro vezes comparativamente com o inicio do ciclo vegetativo,
apresentando 2,34% de acido galico equivalente a cada quilograma de folhas secas.
Uma boa relagdo do composto confirma o potencial fenolico que o produto apresenta.

Para além disso, os monomeros de flavanol, (+)-catequina, e o0 seu epimero (-)-

12
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epicatequina, foram encontrados nas folhas de videira, destacando-se mais nas castas
tintas. Nos extratos de folhas de videira, a epicatequina encontra-se em pequenas
quantidades, possivelmente pela sua complexicidade polimérica.

Castas como Merlot, Syrah, Vranac, apresentam varia¢fes entre 10-35 mg/kg
de quercetina, apigenina, miricetina e campferol, com base em folhas secas. Com a
evolugdo vegetativa, propriamente no fim do amadurecimento da uva, ocorre um
incremento dos glicosilados da quercetina, chegando até mesmo a 3% em cada
quilograma de folhas secas. Com essa significativa modificacdo, os flavondis
conseguem totalizar 90% do total de compostos fenolicos nas folhas (Katalinic et al.,
2013).

Com o corte da disponibilidade energética das folhas, quando colhidas, as
mesmas tendem a iniciar a decomposicdo, perdendo parte dos compostos principais.
Essa decomposicdo ocorre em um pequeno intervalo de tempo durante o
armazenamento, e devido a esse fato tem-se preservado este subproduto da videira
dentro de salmouras, para consumo futuro. A Grécia, Turquia, paises do Médio Oriente,
da Europa e EUA, sdo paises onde o consumo de folhas de videira faz parte das suas
dietas, com principal énfase nos trés primeiros paises (El et al., 1997; Kosar et al.,
2007).

2.2.1.2. Compostos fenolicos de folhas processadas

A utilizacdo das folhas de videira em fermentacdo, sem salmoura, promove o0
aumento de flavonoides totais, assim como uma diminuicdo de flavondis, demonstrando
ser mais ricas em compostos fendlicos, quando comparado com folhas de videira em
fresco e fermentadas em salmoura. Junto dos flavondides, o &cido hidroxicindmico
também é encontrado em abundancia. Com a fermentacéo, a quercetina aumenta 0s seus
teores, ja o acido cafeico varia entre as formas de utilizacdo das folhas (Kosar et al.,
2007).

Alguns estudos com outros vegetais verdes apresentam uma boa relacdo dos
fenois totais em alguns tipos de tratamentos térmicos (Turkmen et al., 2005). Deste
modo, pode-se observar que os compostos fenolicos variam entre as diferentes partes

das plantas e até mesmo entre diferentes castas (Seigler, 2012).
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2.2.2. Fatores que afetam a composicéo fendlica

A composicao fendlica, como ja citado, provém dos metabolismos secundarios,
dos quais estes metabolismos podem ser alterados através de stress que podem ocorrer
no campo. Essa injuria pode causar tanto a depreciacdo como um acumulo destes
compostos nas plantas (Seigler, 2012).

Folhas colhidas em setembro, fim da maturacdo da uva, tém uma composi¢ao
favorecida de flavondis e estilbenos. O fator indica uma protegdo continua da videira e
uma agregacdo econdémica importante, com as suas propriedades mantidas para
producdo de extratos antioxidantes e antimicrobianos, apos a colheita da uva (Katalinic
etal., 2013).

As doengas foliares aumentam significativamente o seu teor de fenois totais.
Grupo de flavondis, como hidratos de rutina e quercetina, de flavandis, catequina,
epicatequina e galato de epicatequina, e estilbenos acumulam-se significativamente em
folhas doentes, com oidio, quando comparados a folhas saudaveis. Esse fato pode ainda
estar relacionado diretamente com o stresse promovido bioticamente na planta, o qual se
concentrou na sua defesa e produziu maior quantidade de compostos (Taware et al.,
2010).

Alguns produtos mostram diferengas na sua composi¢do fendlica quando
comparado aos processos de producdo tradicionais com a producdo livre de qualquer
tipo de produto fitofarmacéutico. Sabe-se que a auséncia destes produtos faria com que
a planta se submetesse a maiores condicGes de stress através do ataque por pragas,
participando entdo na sintese dos metabolismos secundarios de forma benéfica ou néo.
Porém, ainda existem poucos resultados de potenciais diferencas entre as producdes,
além das diferencas apresentadas em relacdo aos processos e terroir (Dani et al., 2010;
Monagas et al., 2006a).

A Figura 4 mostra os principais fatores responsaveis por uma modificacdo na
composicdo fendlica nas folhas de videira.

14
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Fatores
Bidticos

Fatores
Abidticos
Modo de
: Producao

Efeito
da Casta

Figura 4 — Fatores que podem afetar a composicao fendlica dos produtos da videira.

De seguida, os fatores que afetam a composicdo fendlica dos produtos da

videira sdo apresentados.

2.2.2.1. Fatores bidticos

Os fatores bioticos estdo relacionados com elementos que possuem vida,
daqueles organismos em um ecossistema. As plantas, organismos sedentarios, ficam
condicionadas a esta populacdo presente no ecossistema, sofrendo ataques e stress a
partir do ambiente, tendo de se adaptar ao longo do seu ciclo vegetativo (Niinemets et
al., 2013). Vale ressaltar que o stress abidtico afeta a planta inteira, j& 0s aspetos
bidticos comeca por partes distintas das folhas, como os herbivoros, que normalmente
comecam a atuar nas extremidades da folha.

Os patodgenos, presentes no ar, solo, agua, sdo carregados pelo vento e
acumulam-se no estoma das plantas. Essa invasdo estompatica varia conforme a
propagacao desse patdgeno. Conforme a evolucdo da doenca e a intensidade de ataque,
0s estragos vao-se tornando maiores, caracterizando uma maior gravidade ao avangar do
tempo e ao nivel em que os causadores se multiplicam na planta (Niinemets et al.,
2013).

Alguns metabolitos secundarios das plantas possuem atividade antimicrobiana

para além de atuar como antioxidantes. Derivados do &cido cindmico, como acido
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cafeico e rosmarinico conseguem atuar de modo a inibir a germinacdo de zodsporos
(Widmer & Laurent, 2006).

A conformac&o cis- do estilbendide resveratrol, é consequente da bioproducao
da videira. A sua presenca, pode ser vista como uma maior possibilidade de impacto de
stresse, produzido por Botrytis cinerea ou por Phomopsis viticola. A producdo da
videira sem quimicos pode ser a resposta dessa atuagdo dos fungos e do disturbio que a
planta sofre (Steimetz et al., 2012; Tiiska et al., 2012).

Com a preocupacdo em reduzir a utilizacdo de fitofarmacéuticos, a utilizacdo
de elicitores pode ser uma boa alternativa. Estes sdo compostos organicos produzidos
pela propria planta, o qual tem caracteristica de defesa quando atacado por predadores
ou infe¢bes. Com uma inducdo desses elicitores, a planta reconhece um ataque e
promove VAarios sinais para o seu metabolismo promover reacdes de defesa, que
neutralizaria o patdgeno.

Em resposta ao stresse que a videira se submete, associados também aos
patogénicos, o estilbeno e seus derivados comegcam a acumular-se. Com a utilizagdo
deste composto derivados o estimulo de defesa das plantas ativa-se e contribui para a
formacédo destas fitoalexinas importantes para o ciclo vegetativo da planta, sendo entéo
toxico para microrganismos (Steimetz et al., 2012).

Um actmulo de &cidos hidroxibenzoicos, hidroxicindmicos, derivados da
catequina e estilbeno, ocorre apos a infecdo das folhas e frutos da videira. Esse fato
comprova que a resposta de defesa da videira consegue sintetizar muitos compostos

benéficos a protecdo e ao consumo (Taware et al., 2010).

2.2.2.2. Fatores abioticos

Fatores abidticos sdo causados a partir de todas as influéncias que os seres
vivos possam sofrer em um ecossistema, dentre eles diversos aspetos do meio ambiente,
como a luz, temperatura, chuva, solo, radiacdes UV e outros. Sabendo da necessidade
das plantas nestes aspetos do ambiente, pode-se relacionar o excesso ou escassez de
alguns fatores abioticos com o stress que a planta sofrera, modificando entdo o
metabolismo e diretamente o crescimento e desenvolvimento dos 6Orgdos da planta
(Ferrandino & Lovisolo, 2014).

Usualmente as videiras sdo mantidas no seu ciclo vegetativo sem qualquer tipo
de rega, passando por periodos de reduzida disponibilidade de agua no verdo. Com a

reduzida disponibilidade de agua, a planta entra em stresse e passa a concentrar-se em
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produzir os seus subprodutos com uma enorme qualidade e concentracdo dos compostos
que sintetiza, como os compostos 3-O-glicosideos do campferol e da quercetina que
apresentam maior correlacdo entre os compostos fenolicos apds um tratamento com
stresse (Griesser et al., 2015). Assim, vé-se que uma forma de elevar a qualidade dos
compostos da planta é promover uma deficiéncia hidrica moderada apos a fase do pintor
das uvas, etapa na qual os bagos comegcam a adquirir coloracdo, crescer e amadurecer
(Alonso et al., 2015).

Também, a alta incidéncia de UV-B, proveniente da luz solar, promove uma
acumulacdo de metabolitos secundarios como forma de resposta a protecdo contra estes
raios. Os compostos fendlicos e os terpenos tém propriedades antioxidantes protetoras a
esse efeito. Com uma alta gama deste raio contra a videira, ela ird aumentar o teor de
compostos fenolicos presentes na pele da baga da uva, com resposta a isso diminuira o
tamanho e quantia de frutos produzidos (Alonso et al., 2015; Berli et al., 2011).

Diretamente em relacdo ao stresse abidtico da videira, o acido abcisico,
normalmente sintetizado nas folhas, € uma fitohormona que tem a funcgéo reguladora de
varios aspetos ligados aos processos fisiologicos e bioguimicos da planta (Alonso et al.,
2015; Ferrandino & Lovisolo, 2014). Uma aplicacdo de acido abcisico nas folhas,
semanalmente, podera promover evolugdes na atividade enzimatica dos antioxidantes,
na membrana dos esterdis defensores, o qual sdo precursores de varios compostos com
atividade bioldgica como vitamina D e sais biliares, e na acumulacdo dos compostos
fenolicos, promovendo entdo uma melhor tolerdncia a fatores abidticos (Berli et al.,
2011).

2.2.2.3. Modo de producgao

O conceito de modos de producdo € muito amplo. De acordo com a IFOAM
(2014), a agricultura bioldgica é aquela que se deve evitar uso de fertilizantes,
pesticidas, drogas animais e aditivos alimentares que possuam ou venha a ter efeitos
adversos a saude.

Existem poucos estudos com videiras, em relacdo ao método de producéo,
biolégico ou convencional, utilizados no seu ciclo vegetativo. Sabe-se que o0s produtos
fitofarmacéuticos utilizados deixam residuos. Dani et al. (2010) dedicou parte do seu
trabalho a estudar diferengas nessas producdes, baseando-se no conceito de agricultura
biologica determinada pela IFOAM. Extratos de folhas de videira, independentemente

de producdo biologica ou convencional, apresentam teor de fenois totais muito
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semelhantes. Na producédo biologica, combinada com outros fatores, como a humidade,
temperatura, o resveratrol € o composto que se encontra, aproximadamente, dez vezes
maior frente a sua concentragdo no método convencional. Diretamente com a
potencialidade do resveratrol, neste tipo de tratamento, a catequina e a quercetina tém
menores concentracdes. Um método de producdo convencional pode acarretar um certo
incremento em alguns compostos fendlicos, como a naringina, que ndo se encontra nas

videiras de producdo bioldgica estudadas pela autora.

2.2.2.4. Efeito da casta

Sabe-se que as castas possuem concentragdes e diferentes compostos presentes,
sendo um fator muito importante. Tal facto é observado quando outras castas aparentam
ter maior vigor no ciclo vegetativo, na representacao foliar e na quantidade de producao,
no mesmo solo e condicdes (Riaz et al., 2007).

As castas tinta e branca apresentam semelhanca entre si quando comparados
aos compostos presentes. Estas duas variagcfes tém em comum na sua composi¢ao,
derivados do acido hidroxicindmico (acido trans-cafeoil tartarico e trans-cumaroil
tartarico) e flavonoides glicosilados (miricetina-, quercetina-, e campferol-3-O-
glicosideo e quercetina-3-O-galactosideo) (Fernandes et al.,, 2013). Dentre as
variedades, as castas tintas sdo as que tém maiores concentracfes, no qual a quercetina-
3-O-glicosideo e -3-O-galactosideo, juntos, representam em média 70% do total dos
compostos fenolicos estudados. Estes dados indicam uma maior concentragdo dos
flavonoides nas folhas quando comparados com as uvas. Ainda, as diferentes variedades
das castas brancas, apesar de se assemelharem na composicdo fendlica, apresentam
diferencas significativas entre si na atividade antioxidante. Esse resultado pode ser
interpretado de maneira que outros compostos quimicos podem estar envolvidos nas
reacOes, contribuindo para os diversos efeitos entre as variedades (Fernandes et al.,
2013).

Algumas condicBes tornam compostos que tinham atividade antioxidante como
compostos pro-oxidantes (Halliwell, 2008), fator que pode ser a causa das variagdes

entre a analise das castas.
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2.3. O USO DE FOLHAS DE VIDEIRA COMO ALIMENTO

Com a exigéncia dos consumidores por produtos com qualidade nutricional e
possiveis efeitos benéficos para a salde, surgem novos estudos em diversos alimentos,
na perspetiva de satisfazer a procura da populacdo. A folha de videira € um destes
alimentos, que apresenta uma quantia significativa de vitaminas, minerais e teor de fibra
bruta, que podem diferenciar-se entre as diversas variedades de V. vinifera, mas
apresentam valores representativos (Sat et al., 2002).

Como a folha de videira contém muitos compostos benéficos, como citado
anteriormente, 0 seu consumo tem vindo a crescer com 0 passar dos anos, e com isso
surgem novas pesquisas para o desenvolvimento de melhorias ao nivel da saude publica.
No Mediterraneo, o Sarma, como demonstrado na Figura 5, € o prato popular a base de
folhas de videira que se enrola com algum enchimento, normalmente carne ou arroz, e
estufado (Dogan et al., 2015; Sat et al., 2002).

Figura 5 — Folhas de videira utilizadas para produgdo do Sarma.
Fonte: kitchenpress.wordpress.com — “Vine Leaf Rolls Stuffed with Flavored Rice”
(2011).

Além de se pensar no consumo, as folhas devem estar em conformacGes
adequadas a aceitabilidade do consumidor. A época de colheita destes produtos devem
ser controlados, pois uma colheita muito tardia podera afetar qualitativamente a folha,
diretamente nos compostos presentes. Folhas velhas podem sofrer muitos ataques,
gerando muitas perdas e rejeicdo por parte dos consumidores. E um facto que folhas
grossas, muito encorpadas fisicamente, com lobos ndo sdo bem aceites, pois surge uma
grande dificuldade na utilizacdo, quando enroladas. Assim, faz-se a escolha de folhas
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mais jovens e de castas com poucos lobos para o processamento e comercializacdo (Sat
etal., 2002).

De fato, as industrias evoluiram conforme o desejo dos consumidores.
Comercialmente os produtos ja sdo encontrados enlatados e prontos para consumo. As
folhas de videira tém uma rapida decomposicdo, isso faz com que se criem diferentes
formas para a sua conservagdo. As salmouras sao entéo utilizadas para que o produto se
mantenha estavel durante mais tempo e possa ser consumido em varias épocas do ano.
Essa disposicdo da-se de maneira a suprir o consumo elevado nos paises do
Mediterraneo (Dogan et al., 2015; Kosar et al., 2007). A estabilidade e preservacdo do
produto sdo métodos pouco estudados, normalmente sendo feitos os convencionais
como salga seca, utilizacdo de &cidos e fermentagdo em salmoura. Apés tratados, sdo

enlatados para a disponibilizacdo ao consumidor.

2.3.1. Uso em fresco

O objetivo da utilizacdo em fresco das folhas de videira ndo se concentra na
ingestdo destas, pois sabe-se que alguns compostos presentes nas folhas apresentam
uma baixa palatabilidade e digestibilidade (Romero et al., 2000). De fato, essas
caracteristicas causariam uma rejeicdo pelos consumidores. O foco da utilizacdo em
fresco é destinado para alimentacdo animal, utilizacdo na composicdo de alguns
produtos industrializados tanto para complemento alimentar como para a area da
medicina (Pari & Suresh, 2008).

2.3.2. Em conserva

A conservacdo dos produtos na atualidade é apresentada através de vasta
escolha dos métodos, dos quais podem ser em gordura ou até mesmo por filmes e
revestimentos comestiveis. Alguns compostos utilizados para a conservagdo criam um
ambiente com uma atmosfera modificada, das quais os deteriorantes ndo conseguem
promover suas atividades. O sal cria um ambiente osmotico que é desfavoravel para o
crescimento e reproducdo dos microrganismos nos alimentos, logo a vida de prateleira
passa a ser mais longa quando os produtos sédo submetidos a esse meio.

A salmoura das folhas de videira pode ser realizada de diferentes maneiras. A
preservacdo com quantias consideraveis de sal e pequena quantidade de acido latico

mostra uma boa fermentagdo em poucas semanas (Unver et al., 2007).

20



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

As folhas de videira cozinhadas tém uma diminuic¢éo no teor dos compostos. A
vitamina C e o célcio sdo perdidos durante a salga e processamento térmico. O ferro, p-
caroteno e as fibras também sofrem essa reducdo quando submetidos aos tratamentos
para preparacdo alimenticia (El et al., 1997). A vitamina C é um composto que
apresenta maior estabilidade em meios acidos. A utilizacdo de conservas de folhas de
videira promove uma reducdo consideravel, caracterizado como perda deste composto.
A adicdo de acido citrico no branqueamento e um aquecimento a alta temperatura,
aproximadamente 90 °C, promove uma menor perda de vitamina C comparado a outras
temperaturas mais baixas e branqueamentos sem &cido citrico (Sat et al., 2002).

Com o branqueamento das folhas, as cores verdes caracteristicas tendem a ser
perdidas. E durante o tratamento térmico que ocorre uma degradagdo das clorofilas,
gerando as feofitinas, compostos de tonalidade amarelada. Para o branqueamento e
salmoura de folhas enlatadas, a utilizacdo de sal cria um ambiente osmoético. Um
branqueamento com adicdo de sal e &cido citrico aumenta o contetido de matéria seca
nas folhas, quando comparado a um branqueamento somente com agua. Contudo, o
processamento aumenta a humidade das folhas durante o armazenamento e logo reduz o
conteddo de matéria seca. O teor de cinzas é elevado nos produtos que sofrem

tratamento salino, devido a essa interacdo do sal com a matéria (Sat et al., 2002).
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3.1 ESTUDO PRELIMINAR PARA SELECAO DE CASTAS PARA
PROCESSAMENTO ALIMENTAR
3.1.1. Amostras em estudo
De modo a efetuar um estudo preliminar para verificar as folhas de castas de
videira mais interessantes do ponto de vista fitoquimico e bioativo para processamento
alimentar, foram selecionadas 10 castas (6 brancas e 4 tintas), apresentadas na Tabela 1.
Todas as castas do estudo foram provenientes do Planalto Mirandés, obtidas no més de
julho, tendo sido colhidas trés amostras independentes por casta, totalizando 30

amostras. Todas as folhas utilizadas para o estudo encontravam-se sas.

Tabela 1 — Folhas de castas de videira em estudo provenientes do Planalto Mirandés.

Casta Nome Folha Nome Folha
Cbdega do Malvasia
Larinho Fina
{ |
Castas Ferndo )
brancas Pires * Rabigato *
Gouveio * Viosinho .
Tinta Touriga
Amarela Franca
Castas
tintas
Tinta Roriz Touriga
Nacional
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3.1.2. Preparacdo de extratos aquosos

Apo6s colhidas as amostras, estas foram imediatamente transportadas para
laboratorio e congeladas para posterior liofilizacdo (ScanVac CoolSafe - Figura 6A),
onde permaneceram por aproximadamente 72 horas até completar o processo de
liofilizacdo. Em cada amostra, as folhas liofilizadas (Figura 6B) foram trituradas (Figura
6C) e 5 g foram adicionadas a 250 mL de &gua destilada (Figura 6D) para preparagdo
dos extratos aquosos. A mistura foi levada a ebulicdo durante 45 minutos (Figure 6E),
onde ao fim deste tempo a mistura foi filtrada com papel de filtro Whatman n° 4 (Figura
6F). Apos filtracdo a solucdo de agua mais o extrato foi congelada e posteriormente

liofilizada, para obtencéo do extrato, tendo-se calculado o rendimento de extragéo.

Figura 6 — Principais etapas na obtencéo dos extratos aquosos.
Fonte — Arquivo pessoal.

3.1.3. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos aquosos foi estabelecida por diferentes
metodologias (capacidade antiradicalar e potencial redutor) para obter uma maior
informacg&o sobre cada casta em estudo.

Uma vez obtido o extrato, este foi redissolvido em agua destilada a uma
concentragdo de 50 mg mLl. A partir desta solucio mie, foram preparadas
concentragbes que variaram entre 0,01 e 2 mg mL* e foram aplicadas em todos os

métodos em estudo, salvo exposto o contrério.
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3.1.3.1. Atividade sequestradora de radicais livres

3.1.3.1.1. Atividade sequestradora do radical DPPH

A analise de avaliacdo da atividade sequestradora realizada pelo 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo (DPPH) foi verificada de acordo com o procedimento de Hatano et al.
(1988).

A 0,3 mL de cada concentracdo testada foram adicionados 2,7 mL de uma
solugdo metanolica de DPPH (6 x 10° mol L?). Ap6s agitagdo, as amostras foram
submetidas ao escuro durante 1 hora para que os valores da absorvancia se tornassem
estaveis. A monitorizacdo da reducdo dos radicais de DPPH foi medida por
espectrofotometria (GENESYS 10 UV, Thermo Scientific) a um comprimento de onda
(A) de 517 nm. A Figura 7 mostra as diferentes concentracdes de uma amostra sujeita ao
método do DPPH antes da leitura em espectrofotometro.

Em cada amostra foi feita uma amostra branca, utilizando agua destilada em
vez de extrato, para calcular a absorvancia pura da solugdo. A percentagem de inibigédo

foi calculada pela descoloracéo da solu¢cdo com DPPH, a partir da equacao:

Absbranco - Absamostra

% Inibicdao = ( ) x 100

Abs branco

Onde: Abspranco coOrresponde a absorvancia da solucdo de DPPH; AbSamostra @
absorvéncia da solu¢cdo com o extrato da amostra. A concentracdo de extrato que
promove 50% de inibicdo (ECso) foi calculada por percentagem do efeito bloqueador
em funcdo da concentracdo de extrato da analise, analisada por representacdo grafica.

~ e AN AN 4

Figura 7 — Visualizacdo da solu¢do de DPPH apds 1 hora no escuro com concentracoes
crescentes de extrato (da esquerda para a direita).

Fonte: Arquivo Pessoal
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3.1.3.1.2. Atividade sequestradora do radical ABTS (ABTS™)

De acordo com o método descrito por Sanchez et al. (2007), a formacdo dos
radicais ABTS surge da reacdo do ABTS™ com persulfato de sédio (K2S20g). A 25 mL
de ABTS (7 mmol L) foram adicionados 440 pL de KzS:0s (140 mmol L),

permanecendo a solucdo, em temperatura ambiente, no escuro entre 12 a 16 horas. Apds

esse periodo, um volume definido dessa solucdo é dissolvida em etanol até a obtencédo
de uma solugéo ajustada com absorvéncia 0,70 + 0,02 a A = 734 nm. A cada 2 mL da
solucdo ajustada de ABTS adicionaram-se 100 pL de extrato das varias concentracdes
testadas.

A percentagem de inibicdo dos radicais de ABTS foi calculada pela
descoloracdo da solucdo a partir da equagéo:

% Inibigéo _ (Abssolugéo ajustada ~— AbSamostra) % 100

Abssolugio ajustada

Onde: AbSsolugio ajustada COrresponde ao valor de absorvancia 0,70 + 0,02;
Absamostra @0 valor da amostra em solugdo ABTS. A concentracdo de extrato que
promove 50% de inibicdo (ECso) foi calculada por percentagem do efeito bloqueador
em funcao da concentracdo de extrato da analise, analisada por representacdo grafica. A
Figura 78 mostra as diferentes concentracdes de uma amostra sujeita ao método do

ABTS antes da leitura em espectrofotometro.

Figura 8 — Visualizacdo da solugdo de ABTS com concentragdes crescentes de extrato
(da esquerda para a direita).
Fonte: Arquivo Pessoal

3.1.3.2. Capacidade redutora total pelo método Folin-Ciocalteau
A capacidade redutora total foi avaliada com base no procedimento de
Singleton e Rossi (1965). Fez-se a mistura de 1 mL de extrato, com duas concentragoes

pré-estabelecidas (0,5 e 1 mg mL™), onde utilizou-se de agua para proceder com uma
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amostra em branco, em 1 mL de Folin-Ciocalteau, com ligeiro repouso. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de carbonato de sodio (Na2CO3) e 7 mL de agua destilada. Toda a
mistura permaneceu 90 minutos ao abrigo de luz, logo procedeu-se com a leitura da
absorvancia em A = 725 nm. Na Figura 9 é possivel visualizar a diferenca de coloracédo
para as concentracdes utilizadas, onde a cor verde intenso representa uma maior

capacidade redutora total.

N ‘

Figura 9 — Capacidade redutora total de duas amostras as concentragdes de 0,5 e 1 mg mL™.
Fonte: Arquivo Pessoal

O é&cido géalico foi usado para a construcdo de uma reta de calibracdo
(concentracOes que variaram entre 0,001 e 1 mM), sendo os resultados expressos em mg
miliequivalentes de &cido galico por g de extrato (mg AG g™).

3.1.3.3. Determinacéo do poder redutor

A determinacdo da capacidade do agente redutor (antioxidante), foi baseada na
metodologia descrita por Berker et al. (2007). Foram misturados 1 mL de cada
concentracdo do extrato em 2,5 mL de solugdo tampao (fosfato de sddio a 200 mmol L
1Y com pH = 6,6 e 2,5 mL de ferricianeto de potassio (1%). Toda essa mistura foi
agitada vigorosamente e incubada a 50 °C por 20 minutos. Apds arrefecidas, foram
adicionados 2,5 mL de acido tricloroacético (10%) nas amostras e submetidas a outra
agitacdo vigorosa. Em seguida retirou-se 2,5 mL de sobrenadante e misturou-se com 2,5
mL de &gua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico (0,1%). A absorvancia foi lida a A =
700 nm apds 2 minutos de repouso da Ultima agitacéo.

A concentracdo de extrato a que corresponde uma absorvancia de 0,5 é
definida como ECs e foi calculada em funcéo da concentragdo de extrato testada. Na
Figura 10 é possivel verificar o poder redutor de concentragfes crescentes de extrato
testado.
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Figura 10 — Amostra submetida a analise do Poder Redutor
Fonte: Arquivo Pessoal

3.14. Avaliacéo de diferentes grupos fenolicos

Com este pardmetro pretendeu-se determinar a composicdo das folhas de
videira em fenois totais, derivados do acido hidroxicindmico e flavondis. A partir da
metodologia descrita por Boulanouar et al. (2013), foram adicionados 1 mL de uma
solucdo de etanol a 96% contendo 0,1% de &cido cloridrico a 2% em 1 mL das
concentragdes do extrato (0,5 e 1 mg mL™). Acido Cloridrico a 2% foi adicionado as
amostra até se obter um volume total de 10 mL, sendo, em seguida, agitado
vigorosamente. Os valores da absorvancia foram lidos a A = 280 nm para a
determinacdo dos fenois totais, utilizando acido galico (AG) como padrdo (0,001 e 1
mM), A = 320 nm para determinar os derivados do acido hidroxicindmico (DAH),
usando do &cido cafeico (AC) como padrédo (0,001 e 1 mM), e a A = 360 nm para definir
os flavonois, usando a quercetina (Q) como padrdo (0,001 e 0,5 mM). Os resultados
foram expressos em mg equivalentes do respetivo padrdo usado por grama de extrato:

mg AGg*;mgACg* emgQg™

3.15. Andlise estatistica

3.15.1. Anédlise de variancias

Uma analise de variancia (ANOVA) com uma soma dos quadrados Tipo Il foi
realizada usando o GLM (procedimento General Linear Model) do software SPSS,
versdo 22.0 (IBM Corporation, Nova lorque, E.U.A.). O cumprimento dos requisitos da
ANOVA, nomeadamente a distribuicdo normal dos residuos e a homogeneidade de
variancias, foram avaliados através do teste de Kolmogorov-Smirnov com correcéo de
Lilliefors (se n>50) ou pelo teste de Shapiro-Wilk’s (se n<50), e pelos testes de Levene,
respetivamente. Todas as variaveis dependentes foram analisadas através de uma anélise
de variancias univariada (one-way ANOVA) com ou sem a correcdo de Welch,
dependendo se o requisito da homogeneidade de variancias foi cumprido ou ndo. O

principal fator estudado foi a composicdo em compostos bioativos e atividade
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antioxidante de folhas de 10 castas diferentes de videira. Se um efeito estatistico
significativo foi encontrado, as médias foram comparadas usando o teste de Tukey de
comparagdes multiplas ou o teste de Dunnett T3 também dependendo se a igualdade de
variancias pode ser assumida ou ndo. Todos os testes foram realizados com um nivel de

significancia de 5%.

3.1.5.2. Analise de componentes principais

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada usando o software
SPSS, versdo 22.0 (IBM Corporation, Nova lorque, E.U.A.). Foi aplicada como uma
técnica ndo-supervisionada para reduzir o numero de variaveis (7 variaveis
correspondendo aos valores de ECso do DPPH, ABTS e poder redutor; capacidade
redutora total e composicdo em compostos fendlicos totais, derivados do acido
hidroxicindmico e flavondis) a um numero inferior de novas varidveis derivadas
(componentes principais ou fatores) que resumem adequadamente a informacao
original, ou seja, a atividade antioxidante e composi¢cdo em compostos bioativos de
diferentes folhas de videira agrupadas em castas brancas e tintas. Além disso, a PCA
permite reconhecer padrdes nos dados colocando-os num espaco multidimensional,
usando para esse feito as novas variaveis derivadas como dimensdes.

O objetivo da PCA é produzir componentes capazes de serem usadas como
predicdes ou variaveis de resposta em analises subsequentes. O numero de fatores a
manter no tratamento dos dados foi avaliado pelo Screen plot, tomando em
consideracdo os eigenvalues e a consisténcia interna através do valor do a de

Cronbach’s (Rencher, 1995).

3.2. PROCESSAMENTO ALIMENTAR EM FOLHAS DE VIDEIRA
3.2.1. Amostras selecionadas e condigdes do processamento alimentar

Com base nos estudos realizados na seccdo 3.1, foram selecionadas as castas
Malvasia Fina (Malvasia Fina) e Touriga Franca (Touriga Franca) como as responsaveis
por uma maior e menor atividade antioxidante e composi¢do em compostos bioativos,
respetivamente. As folhas das castas selecionadas foram colhidas na mesma vinha
descrita na secgdo 3.1.1. em setembro de 2015, utilizando somente folhas saudaveis para
as analises. Os parametros fisicos das castas das folhas selecionadas encontram-se na
Tabela 1.
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Tabela 1 — Parametros fisicos das folhas de videira frescas.

Casta Peso da Folha (g) Comprimento (cm) Largura (cm)
Malvasia Fina 4,00 +0,79 12,13+ 1,55 16,59 + 1,87
Touriga Franca 3,95 +0,49 11,75+ 0,62 16,90 £ 0,75

Todas as analises foram feitas nas amostras nas condigdes fresca (MFF e TFF)
branqueada (MFB e TFB), cozida por 60 (MFC1 e TFC1), 75 (MFC2 e TFC2) e 90
minutos (MFC3 e TFC3). O processo de branqueamento consistiu em mergulhar as
folhas em agua a ferver (50 mL por folha) durante 5 minutos. As amostras destinadas
para cozimento foram previamente brangqueadas tendo sido 0s cozimentos realizados em
panela de pressdo (100 mL de agua por folha), na maxima capacidade de aquecimento, e
0 tempo contabilizado somente ap6s a temperatura maxima ter sido alcancada, logo
sendo reduzido a capacidade de aquecimento a ponto de deixar o sistema em ebulicéo.
Apdbs cada processamento culinario, cada amostra foi separada em duas sub-amostras,
uma para a determinacdo da atividade antioxidante e composicdo em compostos
bioativos e a outra sub-amostra para as restantes determinacdes.

Os tempos de cozimento foram estabelecidos apds um pré-ensaio com as folhas
de videira, do qual se realizou diversos tempos de cozedura e foram analisados a

consisténcia, aspecto e palatibilidade das folhas.

3.2.2. Determinacéo da cor

Para a andlise de evolucdo da cor nos diferentes tratamentos das folhas de
videira, utilizou-se um colorimetro Konica Minolta modelo CR-400. Foram
selecionados os parametros CIELAB (L*, a* e b*), onde a partir destes calculou-se a
diferenca de cor (AE) e o indice de amarelidade (Y1), como descrito por Zamora et al.
(2004).

Para determinacdo da diferenca de cor e indice de amarelidade de 6leos, o autor

recorreu a utilizacdo das seguintes equacdes:

AE = [(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?]/?
142,86 - b*
Yl = —
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Onde L* fornece a luminosidade, variando de 0 a 100 (preto a branco); a*
indica coloragdo do verde (valores negativos) ao vermelho (valores positivos) e b*
indica a coloragédo do azul (valores negativos) ao amarelo (valores positivos).

3.2.3. Preparacdo de extratos aquosos
Apos liofilizadas, as amostras fresca, branqueada, cozida por 60, 75 e 90

minutos, foram submetidas ao mesmo método indicado no topico 3.1.2.

3.24. Atividade antioxidante e avaliacdo de diferentes grupos fenolicos
Todas as analises da atividade antioxidante e determinacdo dos diferentes

grupos fendlicos realizadas foram aquelas descritas na sesséo 3.1.3 e 3.1.4.

3.2.5. Composigéo centesimal
3.2.5.1. Humidade

Para a andlise de humidade foi seguida a norma AOAC 925.40 (1995) com
algumas modificacbes. Brevemente, 1,0 g de folhas frescas foram colocadas em
cadinhos devidamente pesados e identificados. As amostras foram inseridas em estufa a
105 + 2 °C, onde permaneceram até obter peso constante. Todos os resultados foram

expressos em percentagem de humidade em matéria fresca.

3.25.2. Gordura

A metodologia de extracdo de gordura foi realizada a partir daquela descrita na
AOAC 948.22 (2000), por extracdo em Soxhlet com refrigeracdo de refluxo, com éter
de petréleo com adicdo de 0,01% de hidroxitolueno butilado (BHT), por um tempo de
extracao de 24 horas.

Em um almofariz, 7,5 g de amostra foram adicionadas a sulfato de sédio anidro
para desidratar e auxiliar na maceracdo. Ap0s o preparo, a amostra foi inserida em
cartucho feito de papel filtro, colocada no Soxhlet e adicionada de solvente para que
pudesse dar inicio ao processo de extracdo. Finalizado o tempo de 24 horas, o solvente
foi removido e foi quantificada a gordura. A gordura obtida foi posteriormente
congelada a -20 °C para andlise do perfil em &cidos gordos e vitamina E (secgdes 3.2.6.2
e 3.2.6.3 respectivamente). Os resultados foram expressos em percentagem de gordura

em matéria fresca.
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3.2.5.3. Proteina Bruta

A metodologia de quantificacdo da proteina bruta envolve o método de
Kjeldahl, como descrito na IS/ISO 5983-1 (2005), o qual determina o teor de azoto na
amostra a partir da mineralizacdo da matéria organica por acido sulfdrico, com presenca
de um catalisador, fazendo a transformacgdo do azoto em sal de aménio. O amoniaco
passa por libertacdo em meio alcalino e logo por destilagdo, seguido de uma recolha em
meio &cido e titulacéo.

Foram pesados 1,0 g de amostra desidratada e inseridas no tubo de digestéo,
sendo adicionadas duas pastilhas de catalisador (3,5 g de selénio) e 15 mL de &cido
sulfarico concentrado. A digestdo foi feita a 400 °C durante 45-50 minutos. O tubo de
digestdo foi colocado no aparelho de Kjeldahl, o qual faz titulacdo automaticamente
com 4cido cloridrico 0,5 N. O aparelho fornece automaticamente o teor de azoto, sendo
necessario multiplicar este valor obtido pelo fator de conversdo de 6,25 para obter o teor

em proteinas.

3.2.5.4. Cinzas

Foram pesados, em cadinhos calcinados, em média 0,350 g de amostra ap0s ser
submetida a anélise de humidade, sendo estes colocados na mufla a 550 °C. As amostras
permaneceram no equipamento até a obtencao das cinzas. Alcancada a conformacao, 0s
cadinhos foram arrefecidos no dessecador e em seguida, pesados. Os resultados obtidos

foram expressos em percentagem de cinzas em matéria fresca.

3.25.5. Hidratos de Carbono e Valor Energético

Os hidratos de carbono foram determinados, em percentagem, por diferenca,
pelo seguinte calculo: HC (%) = 100 — (% agua + % cinzas + % lipidos + % proteinas).

O valor energético foi calculado a partir dos fatores de conversédo estipulados
no Decreto-Lei n° 167/2004 de 7 de Julho do Ministério da Agricultura,
Desenvolvimento Rural e Pescas. O valor de cada nutriente foi multiplicado por seu
equivalente calorico e o somatdrio expressou a quantia de calorias na amostra. Os
fatores utilizados foram relativos aos hidratos de carbono (4 kcal/g), proteinas (4 kcal/g)
e lipidos (9 kcal/g).
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3.2.6. Composigédo quimica
3.2.6.1. Clorofilas e carotendides

Nas diferentes amostras em estudo foi determinada a quantificagdo de
pigmentos (clorofila a, b e clorofila total, bem como carotenoides) por uma técnica
espectrofotométrica apds extracdo metanolica de acordo com o exposto por Ozerol &
Titus (1965). Brevemente, em 0,1 g de folhas de videira cortadas em pequenos pedacos
foram adicionados 10 mL de metanol, sendo a mistura deixada durante 24 horas a 4 °C e
ao abrigo da luz. Apds esse tempo, numa cuvete de quartzo foi lida a absorvancia da
solucdo metandlica a 470, 651 e 664 nm. Os teores de clorofila a (Cla), clorofila b (Cl

b), clorofila total (CI T) e carotenoides foi obtida pelas seguintes formulas:

Cla (ugmL™Y) = 16,5 Absggs — 8,3 Absgs,
Cl b (l.lg mL_l) = 33,8 AbS651 - 12,5 AbS664

Cl T (I.lg mL_l) = 25,5 AbS651 + 4 AbS664

(1000 Abs,, — 1,62 Cl a — 104,69 CL b)
221

Carotenéides (ng mL™t) =

Os teores finais foram reportados em mg 100g de folha fresca™.

3.2.6.2. Perfil em acidos gordos

A determinacdo da composi¢do em acidos gordos foi realizada de acordo com
0 procedimento descrito em Cruz et al. (2013), baseado numa saponificagdo a quente
com KOH 0,5M (10 min.; 100°C), seguida de metilacdo com trifluoreto de boro (BF3) a
14% em metanol (30 min.; 100°C), para garantir a hidrdlise e metilacdo de acidos
gordos ligados estruturalmente a moléculas mais complexas e acidos gordos livres. Para
quantificar o teor em massa de acidos gordos totais foi previamente adicionada uma
quantidade rigorosa de triundecanoina (Sigma) como padrdo interno. Assim, o extrato
lipidico obtido apds extracdo em Soxhlet (ver 3.2.5.2) foi retomado com um volume
rigoroso de hexano, ao qual se adicionou o padrdo interno. Deste extrato, cerca de 1 ml
foi utilizado na saponificacdo/derivatizacdo acima descrita. No final da derivatizagéo
transferiu-se cerca de 1 ml do extrato em heptano para vial adaptavel ao injetor
automatico do cromatografo gasoso (GC).

O perfil dos acidos gordos foi analisado num cromatégrafo gasoso com injector
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automatico e detecdo por ionizacdo em chama (GC/FID). Foi utilizada uma coluna
capilar CP-Sil- 88 de 50 m de comprimento, 0,25 um de diametro interno e 0,19 um de
espessura de filme (J&W). Para uma separagdo efetiva dos diversos acidos gordos
utilizou-se inicialmente uma temperatura de 140 °C, com aumentos de 4 °C/min até 220
°C, sempre a uma pressdo constante de 120 kPa de hélio, estando o injetor a 230°C e 0
detetor a 250°C.

A identificacdo dos é&cidos gordos e célculo dos fatores de correcao
cromatograficos foi feita com uma mistura padrdo (Supelco 37 — Fame Mix). A
quantificacdo foi feita por percentagem relativa das areas cromatogréaficas (g acidos
gordo/100g de &cidos gordos), bem como em massa de amostra extraida, levando em
conta a massa de padréo interno adicionada (mg kg™)

3.2.6.3. Composicao em tocoferdis e tocotriendis

A partir das amostras de gordura retomadas em hexano, foi feita uma diluicdo
rigorosa (1:40) em hexano. Retirou-se um volume rigoroso de extrato, ao qual se
adicionou um volume igualmente rigoroso de solucdo de tocol (padrdo interno, 20
microlitros a 1,0 mg/10 ml, preparada em hexano). Apos diluicdo a 1 ml com hexano e
homogeneizacdo, os residuos insoltveis foram depositados por centrifugacdo a 13000
rpm, durante 3 minutos. Transferiu-se cerca de 800 pL para tubo de vidro do injetor
automatico.

O sistema de HPLC era composto por um injetor automatico (AS-950), uma
bomba (PU-980) e um detetor de fluorescéncia (FP-920), programado para 290/330 nm
(ganho 10), todo da Jasco Integrated System (Japdo). Os dados cromatograficos foram
analisados pelo software Borwin-PDA Controller Software (JMBS, Franga). A
separagdo cromatografica foi realizada numa coluna SupelcosilTM LC-SI (3 um) 75 x
3,0 mm (Supelco, Bellefonte, PA, USA), com uma mistura de n-hexano e 1,4-dioxano
(98:2), em isocratico, a 0,7 mL min™,

A quantificacdo foi feita com base nas areas cromatograficas de cada
composto, dividida pela &rea do PI, recorrendo a curvas de calibracdo para todos os
compostos em estudo. As solucdes mae dos padrdes de tocoferdis e tocotriendis foram
previamente aferidas por medi¢&o no UV. Os resultados foram expressos em mg kg de

amostra.
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3.2.6.4. Avaliacdo da fracao volatil
O perfil em compostos volateis foi avaliado nas diferentes amostras de folhas
de videira por HS-SPME (microextracdo da fase solida pelo espaco de cabeca) e GC-

MS (cromatografia liquida com detetor de massas).

A extragdo dos compostos volateis por HS-SPME realizou-se da seguinte
maneira:

Os compostos volateis foram extraidos do espaco de cabeca de vials de 50 mL
contendo aproximadamente 0,5 g de de folhas de videira as quais foram adicionados 10
ML de padrdo interno (4-metil-2-pentanol a 100 ppm) com uma fibra de SPME cotada
com divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS 50/30 pm)
(Supelco, Bellefonte, EUA). Em cada amostra os volateis foram libertados para o
espaco de cabeca durante 5 minutos a 40 °C sendo posteriormente absorvidos pela fibra
de SPME durante 30 minutos a mesma temperatura. Apés a extracdo a fibra de SPME
foi recolhida e inserida no injetor de um sistema de cromatografia liquida. O
procedimento de HS-SPME foi realizado em duplicado para cada amostra em estudo. O

mesmo procedimento foi efetuado num ensaio sem amostra (branco).

As condig¢des cromatograficas (GC-MS) foram as seguintes:

Os compostos retidos na fibra de SPME foram eluidos por dessorcdo térmica
durante 1 minuto. Para limpeza e acondicionamento da fibra de SPME para futuras
determinac0es, a fibra foi mantida no injetor do cromatdgrafo durante 10 minutos a 220
°C. A detecdo e quantificagdo dos compostos volateis foram feitas num cromatdgrafo
gasoso Shimadzu GC-2010 Plus equipado com um detetor de massas Shimadzu
GC/MS-QP2010 SE. Uma coluna TRB-5MS (30 m x 0.25mm % 0.25um) (Teknokroma,
Spain) foi usada. O injetor foi programado para 220 °C e as inje¢cdes manuais foram
feitas no modo de splitless. A fase movel usada foi hélio (Praxair, Portugal) a uma
velocidade linear de 30 cm/s e um fluxo total de 24,4 mL/min. A temperatura do forno
foi fixada a 40 °C durante o primeiro minuto, com um aumento posterior de 2 °C por
minuto até aos 220 °C, e mantida a esta temperatura durante 30 minutos. A fonte de
ionizacdo foi mantida a 250 °C com uma energia de ionizacdo de 70 eV e uma corrente
de ionizagdo de 0.1 kV. Todos os espetros de massa foram adquiridos por ionizagédo
eletronica. A ionizacdo foi desligada durante os dois primeiros minutos de cada corrida
cromatografica. Os espetros de massa foram comparados com compostos padrdo e com

0s obtidos na base de dados (NIST 11). Os compostos identificados foram quantificados
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através da integracdo dos seus cromatogramas reconstruidos a partir do cromatograma
full scan usando o ido de base de cada composto (m/z 100% de intensidade). A
quantificacdo foi feita através da razdo da &rea de cada composto com a &rea do padréo
interno e convertida em equivalentes massa de acordo com a massa de padrao interno

adicionado. Os resultados foram expressos em g de composto volatil 100 g de folha

fresca™.
3.2.7. Analise estatistica
3.2.7.1. Andlise de variancia

A andlise de variancia foi efetuada de acordo com o procedimento descrito na
seccdo 3.1.5.1. No entanto o principal fator estudado foi o efeito dos diferentes tipos de
processamento alimentar em cada casta, e qual o efeito de um tratamento em concreto
entre as castas analisadas. Este tratamento foi aplicado em todos os parametros

analisados nas amostras sujeitas a processamento alimentar.
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4.1. ESTUDO PRELIMINAR

4.1.1. Rendimentos da extracao

O rendimento de extracdo é um parametro importante, uma vez que define a
quantidade de extrato obtido, sendo posteriormente avaliado o seu potencial
antioxidante e sua composicdo. O rendimento de extragdo mostrou diferengas
significativas nas folhas das 10 castas de videira em estudo (P = 0,001). Na Figura 11
estdo representados os rendimentos de extracdo das folhas das 10 castas de videira. O
rendimento de extracdo variou entre 26,6 e 34,6%, respetivamente nas castas Malvasia

Fina e Ferndo Pires (Figura 11), ambas castas brancas.
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Figura 11 — Rendimento de extracdo obtidos a partir de extracfes aquosas aplicadas as
folhas das 10 castas em estudo (n = 3; média + desvio padrdo). Entre as castas
estudadas, valores médios com letras diferentes, diferem significativamente (P < 0,05).

No que refere a castas tintas, a casta Tinta Amarela foi aquela que apresentou
maior rendimento de extracdo, 31,8%, sendo estatisticamente superior (P < 0.001) a
Touriga Nacional, que apresentou 0 menor rendimento de extracao entre as castas tintas,
27,5% (Figura 11).

O baixo rendimento da variedade Malvasia Fina vai de encontro ao
apresentado no trabalho de Fernandes et al. (2013), assim como um menor rendimento
da Touriga Nacional frente a Tinta Amarela, também conhecida como Trincadeira,

apesar de diferengas minimas.
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4.1.2. Atividade antioxidante

A avaliacdo da capacidade antioxidante € um importante fator associado as
propriedades bioativas de diversos produtos. O DPPH é uma das analises que comp&em
essa atividade e visa avaliar a capacidade dos compostos em sequestrar radicais livres,
responsaveis por varios processos oxidativos (Roidaki et al., 2015).

Diversos métodos que avaliam a atividade antioxidante se baseiam na reagdo
entre um cromogéneo e um antioxidante, apds a reagdo este cromogéneo é lido por
espectrofotometria. O DPPH e o ABTS sdo cromogéneos utilizados para avaliacdo
rapida e direta da atividade antioxidante, onde a coloracdo varia de acordo com a
disponibilidade da substéncia em doar um atomo de hidrogénio, no qual os valores da
espectrofotometria geram resultados com base no ECso (Milardovi¢ et al., 2006).

No método do poder redutor pretende-se verificar a capacidade redutora dos
antioxidantes presentes nos extratos aquosos das folhas de videira, reduzindo o
complexo Fe*/ferricianeto a sua forma ferrosa (Pereira et al., 2006). Sendo assim, nas
presenca de redutores, a solucdo amarela muda de coloracdo para verde e azul,
dependendo da concentracdo testada.

A capacidade redutora total (CRT) € um método analisado a partir do método
de Folin-Ciocalteau. O foco dessa metodologia é analisar a quantia de fendis totais
presentes nas amostras, porém varios estudos realizados mostram que a forma correta de
avaliacdo seria por capacidade redutora total, uma vez que outros compostos organicos
e até mesmo inorganicos sao reativos com o reagente Folin (Huang et al., 2005; Ikawa
et al., 2003). Isso pode indicar uma diferenca entre resultados de fendis totais em
analises mais sensiveis quando comparados a CRT.

Sendo assim, os métodos testados na atividade antioxidante foram separados
em dois grupos: métodos de atividade antiradicalar (DPPH e ABTS) e métodos de
capacidade redutora (poder redutor e CRT).

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valores obtidos das analises da atividade antiradicalar e capacidade redutora
dos extratos aquosos obtidos das folhas de 10 castas de videira (n = 3; média + desvio

padrdo).
Castas DPPH (ECso)! ABTS (ECso)* PR (ECs))? CRT (mg AG g?)
Cddega do Larinho 0,161+ 0,026 0,297 +0,0462> 0,385 + 0,034? 90,6 + 15,3?
» Ferndo Pires 0,178 +0,030° 0,304 +0,0392* 0,413 + 0,0312P 102 + 25,12
§ Gouveio 0,214+ 0,038 0,345+ 00,0172 0,506 + 0,040°¢ 79,5 +9,08?
© Malvasia Fina 0,163 + 0,0212 0,258 £0,0132 0,371+ 0,024? 113 + 15,72
@ Rabigato 0,133+0,021* 0,284 +0,0312> 0,385 + 0,049° 107 + 6,422
Viosinho 0,203+ 0,025 0,380+ 0,0212> 0,467 + 0,023%¢ 81,9 + 14,9
Tinta Amarela 0,196 + 0,020° 0,342 + 0,047 0,420 + 0,028%¢ 92,5+11,3
8 Tinta Roriz 0,234 + 0,007 0,376 + 0,045*° 0,481 + 0,024%°¢ 82,1 + 16,5
-,E Touriga Franca 0,219 + 0,0422 0,402 +0,042° 0,534 + 0,066¢ 68,6 + 7,872
Touriga Nacional 0,203+ 0,022¢ 0,328 +0,055%" 0,427 + 0,027%¢ 91,5 + 15,22
Valor de P 0,254** 0,010* <0,001* 0,076*

1 ECso (mg mL1): Concentragdo efetiva capaz de inibir 50% dos radicais livres; 2 ECsp (mg mL™):
Concentracdo efetiva cuja absorvéncia a 700 nm € 0,5;

* P > 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da analise de
variancias univariada (one-way ANOVA). As médias foram comparadas usando o teste de Tukey pois
uma igualdade de variancias pode ser assumida. ** P < 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P
sdo aqueles obtivos através da analise de variancias univariada (one-way ANOVA) com corregdo de
Welch. As médias foram comparadas usando o teste de Dunnett T3 pois uma igualdade de variancias ndo
pode ser assumida. ¢ Para cada método estudado, dentro de uma mesma coluna, valores médios com
letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

Para todos os métodos de atividade antioxidante (DPPH, ABTS e poder
redutor), verificou-se uma relacdo direta entre a concentracdo de extrato testada e o
potencial antioxidante observado, de acordo com o0 exposto na Figura 12.

De acordo com a Figura 12, é visivel imediatamente algumas diferencas nos
potenciais antioxidantes das castas em estudo. No entanto, na analise de DPPH, ndo
houve diferencas significativas entre as amostras (P = 0,254). Os valores de ECso
variaram entre 0,161 e 0,234 mg mL™, respetivamente nas castas Cédega do Larinho e
Tinta Roriz. Na generalidade observou-se que as castas brancas necessitam de uma
menor concentracdo de extrato para promover 50% de inibi¢do dos radicais livres de
DPPH (Tabela 2), o que indica uma maior atividade antioxidante.

Na andlise de ABTS, verificou-se que as amostras apresentaram-se
estatisticamente diferentes (P = 0,010), das quais a Malvasia Fina e a Touriga Franca
foram as castas com menor (0,258 mg mL™) e maior (0,402 mg mL™) ECso,
respetivamente, e as responsaveis pela diferenga analisada. Quando avaliado o poder
redutor de cada casta, notou-se significancia entre as amostras (P < 0,001). A casta
Touriga Franca foi a casta tinta que se diferiu de todas as outras variedades analisadas,

apresentando elevado valor de concentragcdo que promove 50% de inibi¢do (0,534 mg
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mL1), enquanto mais uma vez a casta Malvasia Fina foi a que apresentou maior

atividade antioxidante com um ECso de 0,371 mg mL* (Tabela 2).
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Figura 12 — Relagdo entre a concentragdo de extrato testada e a atividade antioxidante
para 0s métodos DPPH (a), ABTS (b) e poder redutor (c) em duas castas brancas
(Gouveio e Malvasia Fina) e duas castas tintas (Touriga Nacional e Touriga Franca) (n
= 3; média * desvio padrao).

Na CRT também ndo se verificaram diferencas significativas entre os extratos
aquosos das 10 castas (P = 0,076). No entanto, a casta Malvasia Fina apresentou maior
CRT, com 112,8 mg AG g, enquanto a casta Touriga Franca apresentou menor CRT
com 68,6 mg AG g* (Tabela 2).

Os resultados obtidos na atividade antioxidante, nomeadamente nos valores de
ECso do DPPH e poder redutor estdo em consonancia com o0s resultados obtidos em

outras castas Portuguesas avaliadas através do mesmo tipo de extracdo (Fernandes et al.,
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2013). No entanto os resultados obtidos na CRT foram abaixo do obtido por Fernandes
et al. (2013), mesmo comparando as mesmas castas. Varios fatores poderdo explicar
esta diferenca, como fatores edafocliméticos, praticas culturais, origem geogréfica e
época de colheita (Katalini¢ et al., 2009). Na generalidade, os nossos resultados
demonstraram que as castas brancas estudadas tém uma maior atividade antioxidante
relativamente as tintas, observacao também constatada por Fernandes et al. (2013).
Neste estudo preliminar, com vista a selecionar as castas com maior potencial
bioativo para processamento alimentar, tomou-se em consideracao, além da atividade

antioxidante, a composi¢cao em componentes bioativos, como os compostos fenolicos.

4.1.3. Diferentes grupos fendlicos

A metodologia para diferentes grupos fenolicos, permite obter resultados, a
partir do extrato aquoso, dos fendis totais e alguns dos seus diferentes grupos,
nomeadamente derivados do &cido hidroxicindmico e flavondis. As proteinas,
aminoacidos e acidos nucleicos sdo compostos que podem acarretar em alteracdo na
absorcdo UV do espectro e estimar resultados na presenca de substancias ndo fendlicas
(Boulanouar et al., 2013). Para a estimativa, o valor da somatoria dos grupos analisados
ndo pode ser superior ao valor obtido dos fendis totais, o que foi verdadeiro para todas
as amostras submetidas a anélise. Deste modo, nas folhas das 10 castas de videira,
avaliou-se 0 teor nestes compostos para ajudar na selecdo das castas candidatas a
processamento alimentar.

De modo a expressar os resultados obtidos, a Figura 13 ilustra todas as castas
analisadas. Pode-se observar que ndo houve diferencas significativas para os valores de
fenais totais (P = 0,210), tal como ja se tinha verificado para a capacidade redutora total
(Tabela 2).

O teor em fenois totais variou entre 114-115 mg AG g nas castas Gouveio e
Touriga Franca, e 145 mg AG g na casta Malvasia Fina (Figura 13). No que respeita
ao teor em flavonadis, as castas Malvasia Fina, Rabigato e Touriga Nacional foram as
que apresentaram semelhanca quando comparadas as demais apresentando uma
diferenga significativa (P = 0,002). Estas foram as castas que mostraram conter maior
teor neste grupo fendlico. A variacdo dos derivados do acido hidroxicindmico mostrou-
se ser também significativa (P = 0,027), apenas diferindo as castas brancas Gouveio,

com teor reduzido desse grupo, enquanto as castas Malvasia Fina e Viosinho reportaram
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valores mais elevados destes compostos. Todas as outras amostras se mostraram

semelhantes e proximas umas das outras.

O Castas Brancas Fenois Totais Flavonois DAH M Castas Tintas
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Figura 13 — Composico em fendis totais (mg AG g extrato™), flavondis (mg Q g extrato™)
e derivados do acido hidroxicinamico (DAH) (mg AC g extrato™) nos extratos aquosos
das folhas das 10 castas de videira (n = 3; média + desvio padrdo). Dentro de cada
componente estudado, valores médios com letras diferentes, diferem significativamente
(P <0,05).

Os nossos valores de fendis totais estdo acima daqueles reportados por
Fernandes et al. (2013), onde avaliou o perfil fendlico de folhas de videira de castas
brancas e tintas por cromatografia liquida. Estes autores verificaram valores entre os 15
e 0s 68 mg de fendis totais por g de extrato (Fernandes et al., 2013), onde 0s compostos
maioritarios eram a soma da quercetina-3-O-glucoésido e quercetina-3-O-galactosido.

Através da avaliacdo destes grupos de compostos bioativos, juntamente com 0s
dados obtidos na atividade antioxidante, verificamos correlagdes significativas. Quando
avaliada a correlacdo entre os valores de fenois totais obtidos e a analise de DPPH néo
houve correlacéo significativa (R? = 0,023; P = 0,422; y = -246,3x + 165,5). Tal facto ja
tinha sido constatado por Fernandes et al. (2013). No entanto, quando analisado a
correlagdo com as analises de ABTS e poder redutor, houve uma correlagdo muito
significativa (R? = 0,271; P = 0,003; y = -143,7x + 178,4 e R? = 0,290; P = 0,002; y = -
135,6x + 190,3 respetivamente), mostrando que os fendis poderdo ser responsaveis por

parte da atividade antioxidante nas folhas. Deste modo, conforme diminuicdo do teor
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em fenois totais, maior sera a necessidade de extrato para atingir o ECso nas analises
com correlacdo significativa, o que implica uma menor atividade antioxidante.

Com base nos resultados obtidos na atividade antioxidante e no teor em
compostos bioativos, nomeadamente fenois, verificou-se de uma maneira geral que as
castas brancas possuem um maior potencial antioxidante e um maior teor em compostos
bioativos. A partida, esta constatagio além de estar relacionada com o maior teor em
fendis presente nas castas brancas poderd ser devida a composi¢cdo em outros
componentes como flavondis (apigenina, epicatequina, quercetina, quercetina-4’-O-
glucédsido, rutina) e estilbenos (astringina), em folhas colhidas em agosto e setembro
(Katalinic et al., 2013). Balik et al. (2008) também mostraram que as folhas das castas
brancas sdo as dominantes em trans-resveratrol, trans-piceid (derivado do resveratrol) e
no &cido caftarico, quando comparados as castas tintas.

Esta diferenciacdo entre castas brancas e tintas também foi observada quando
os dados obtidos foram usados numa Anéalise de Componentes Principais (ACP) (Figura
14).
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Figura 14 — Analise de Componentes Principais obtida a partir dos dados da atividade
antioxidante e composi¢do em compostos bioativos de folhas de videira de 10 castas
diferentes. As componentes principais explicam 67,32% da variancia total dos dados.
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Na ACP, na generalidade é visivel a formacdo de dois grupos, divididos em
castas brancas e castas tintas. Dentro de cada tipo de casta, hd uma casta que se
evidencia, devido a sua atividade antioxidante e composi¢cdo em compostos bioativos.
Na regido positiva da componente principal 1 esta representada a casta Malvasia Fina
(casta branca) uma vez que apresentou elevados teores de fendis totais, derivados do
acido hidroxicindmico e flavonoéis. No extremo oposto esta representada a casta Touriga
Franca, que apresentou na generalidade valores mais elevados de ECsp principalmente
no ABTS e poder redutor. Isto implica que esta casta foi a que apresentou menor
atividade antioxidante e estd representada no extremo oposto da casta Malvasia Fina,
porque também apresenta o menor valor meédio de fenois totais, derivados do &cido
hidroxicinamico e flavonais.

Através da interpretacdo dos dados obtidos na atividade antioxidante e da
composigdo em compostos bioativos, juntamente com a interpretagéo dos dados obtidos
na ACP, chegamos a selecdo de duas castas candidatas a processamento alimentar. A
casta Malvasia Fina (casta branca) foi selecionada como potencialmente a melhor casta
do ponto de vista bioativo, enquanto a casta Touriga Franca também foi selecionada,
visto ter revelado valores menos aprecidveis dos mesmos parametros, sendo usada como

termo de comparagéo.

4.2. PROCESSAMENTO ALIMENTAR

Apos avaliacdo da atividade antioxidante e da composicdo em compostos
bioativos de folhas de 10 castas de videira, as castas Malvasia Fina e Touriga Franca
foram selecionadas. Ambas as castas foram de novo avaliadas em fresco, e submetidas a
tratamento térmico (branqueamento, cozidas em panela de pressdao durante 60, 75 e 90

minutos).

4.2.1. Determinagéo da cor

A cor é um dos parametros mais envolvidos com a escolha de um produto pelo
consumidor, é a partir dela que se gera a primeira impressdo sobre a integridade daquilo
que se estd a comprar (Spence et al., 2010). Desta forma avaliou-se a cor das faces
adaxial e abaxial das folhas das duas castas submetidas aos diferentes processamentos

térmicos.
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Na Tabela 3 séo apresentados os valores dos eixos principais do CIELAB, L*,
a* e b* obtidos dos diferentes tratamentos com as folhas de videira. Para as duas
variedades, notou-se forte impacto no que diz a reducdo da coloracdo verde, analisada

pelo parametro a*.

Tabela 3 — Colorimetria das faces adaxial e abaxial das folhas de videira das castas
Malvasia Fina e Touriga Franca antes e ap6s cozimento (n = 3; média £ desvio padréo).

Colorimetria face adaxial Colorimetria face abaxial
Amostra L* e b~ L* o b~

MFF 40,1 +1,502A -146+1,412~A 216+3,062A | 53,3+2,65¢A -128+1,732A 257 +3,380A
MFB 442 +£1,49°A -520+1,610~ 254 +305°8 [51,1+313%A _611+1,932A 26,1+ 4,622bA
MFC1 419+1,770A 1,78 +0,250A 222 +2572DA| 448 +1 432~ 0,62 £0,37¢4A 244 + 17808
MFC2 424 +1,430¢A 216+0,234B 237 +2 65208 | 459+ 1 082bA (084 +0,3808 245+2 7208
MFC3 419+138B 239+02198 236+2,16*PB| 517+1,30°B 0,36 +0,14%A 18,1 + 1452~

Valor de P <0,001* <0,001** 0,050* <0,001** <0,001** <0,001**
TFF 40,7 £0,902A -14,1 +0,88*A 19,9 +1,492A | 53,2 +1,05¢A -129+0,442A 225 +(,99°A
TFB 44,4 +151°A -462+1,86°A 21,0+1,712PA | 488 +2,03°A -566+1,83>A 251 +1,98%A
TFC1 428+186PA 183+0,27%A 230+272°%A |475+2,020¢8 (0,41 +0,21¢A 21,3 +2 312bA
TFC2 41,8 +1,22abA 187 +0,315A 21,2 +2,0122A 46,0 +1,9280A (0,45 +0,33¢A 21,5+ 2 982bA
TFC3 40,4 + 1543~ 196 +0,28°A 198+2342A | 44,7 +1,842~A 0,61 +0,24°B 195 +2 3624

Valor de P <0,001* <0,001** 0,003* <0,001** <0,001* <0,001**

* P > 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da analise de
variancias univariada (one-way ANOVA). As médias foram comparadas usando o teste de Tukey pois
uma igualdade de variancias pode ser assumida; ** P < 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P
sdo aqueles obtivos através da analise de varidncias univariada (one-way ANOVA) com corre¢do de
Welch. As medias foram comparadas usando o teste de Dunnett T3 pois uma igualdade de variancias ndo
pbde ser assumida; ¢ Para cada pardmetro analisado, dentro de uma mesma coluna e na mesma
variedade, valores médios com letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05); B Para cada
pardmetro analisado, dentro de uma mesma coluna e entre as variedades, valores médios com letras
diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

O parametro L*, responsavel pela luminosidade em uma escala que varia de 0 a
100 (preto a branco), variou de forma irregular em todas as amostras. Na colorimetria da
face adaxial, notou-se que o estado branqueado das folhas foi aquele responsavel pelo
maior valor da luminosidade, com valores de 44,17 e 44,44 respetivamente para MFB e
TFB. Quando visualizado entre as castas, pode-se notar uma diferenca significativa (P =
0,042) entre MFC3 e TFC3.

A partir da coloracdo da face abaxial, a luminosidade apresentou os maiores
valores para o estado fresco, sendo eles 53,31 para MFF e 53,18 para TFF. As Unicas
amostras significativas entre si (P < 0,001 em ambas), quando comparadas entre as
variedades, foram MFC1 (44,85) e TFC1 (47,53) e MFC3 (51,72) e TFC3 (44,67). Em
uma vista geral, todos os valores foram menores aos apresentados na conformacao

fresca das castas, o que é relativamente inverso na parte adaxial das folhas, onde se
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obtiveram maiores resultados quando comparado as conformaces fresca, em excecéo a
TFC3.

Houve uma correlagdo extremamente significativa para a parte adaxial de
Malvasia Fina e Touriga Franca (R?> = 0,804; P < 0,001; y = -0,024x + 0,221 e R? =
0,895; P < 0,001; y = -0,033x + 0,203, respetivamente) quando comparado o parametro
a* do método do CIELAB com as clorofilas totais, mostrando que quanto maior forem
os valores obtidos em a*, menor sera o teor das clorofilas nas folhas, intensificando o
fato de o aquecimento degradar estes compostos e modificar a coloracdo das folhas.
Essa mesma correlacdo extremamente significativa € verificada na parte abaxial de
Malvasia Fina e Touriga Franca (R?> = 0,804; P < 0,001; y = -0,029x + 0,186 e R? =
0,903; P < 0,001; y = -0,039x + 0,156, respetivamente), provando fortemente que como
um todo, a reducdo da coloracdo das folhas esta ligado com a composicdo em clorofilas.

O aumento identificado, no estado branqueado das duas castas, no parametro
b* da parte abaxial das folhas, responsavel pela coloragdo entre azul (valores negativos)
a amarelo (valores positivos), se associa a degradagédo dos carotenoides, uma vez que 0s
valores obtidos deste ultimo composto acompanha os valores de b*. Nota-se, a partida,
pelo maior (26,09) e menor (18,11) valor de b*, assim como para carotenoides (0,474 e
0,326 mg kg?), respetivamente para MFB e MFC3. O mesmo fato repete-se para
Touriga Franca, com valores de b* de 25,10 a 19,48 e carotenoides de 0,486 e 0,306 mg
kg! para TFB e TFC3, respetivamente. A discussdo sobre esse aumento da
disponibilidade dos carotenoides e posterior diminuicdo com o0s tratamentos térmicos
pode ser mais bem entendida na secgao 4.2.5.

A reducdo dos valores responsaveis pela coloragdo verde é acompanhada de
uma forte alteracdo na coloracdo das folhas (Figura 15), ao qual a conversdo das
clorofilas em feofitinas, pigmentos amarelados, sdo as responsaveis (Weemaes et al.,
1999). Sat et al. (2002) realizaram estudos com folhas de videira para producdo de
comida enlatada, avaliando vérios tipos de branqueamento, que quando comparado ao
mesmo tipo de processo realizado no presente trabalho, também promove reducdo
brusca nos valores de a* e um ligeiro aumento do parametro b*.

A confirmacgédo das mudancas na cor das folhas pode ser visualizada a partir do
parametro AE (Figura 15a), que da as diferencas de cor baseado em um controle, no
qual foram as folhas de videira frescas. Os valores de AE para as faces adaxial e abaxial

das folhas aumentam significativamente (P < 0,001) nas duas castas. 1sso mostra que
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com qualquer processamento térmico excessivo, causa uma degradacdo da coloragédo

inicial das folhas.
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Figura 15 — Diferencas de cor (AE) (a) e indice de amarelidade (Y1) (b) entre os
tratamentos térmicos aplicados nas folhas de videira (n = 3; média + desvio padrdo).
Entre os tratamentos, na mesma variedade, valores médios com letras minusculas
diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

A partir da Figura 15 € possivel analisar o indice de amarelidade (Y1) dos
diferentes tipos de tratamento das folhas. Para a face adaxial da Malvasia Fina, nio
houve valores estatisticamente diferentes (P = 0,310), estes variando de 75,86 (MFC1) a
81,98 (MFB). Quando analisado a mesma parte para a Touriga Franca, os dados obtidos
foram significativamente diferentes (P = 0,002), e TFC1 foi a conformacdo que
apresentou maior destaque neste parametro (Y1 = 76,60) contrariamente a TFB (YI =
67,61). Este fato comprova o fato de que apds o branqueamento, as folhas apresentam
um indice de amarelidade superior as conformagfes anteriores. Os indices de
amarelidade da face abaxial das folhas mostraram comportamento estatisticamente
diferente nas castas Malvasia Fina (P < 0,001), que variaram entre 50,01 (MFC3) a
77,82 (MFC1), e Touriga Franca (P = 0,002), com valores minimos e maximos de 62,37
no C3 e 73,50 no estado B, respetivamente. Na andlise da conformacao entre as castas,
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nota-se que somente MFC1 (75,86) quando comparada a TFC1 (76,60) e MFC3 (80,34)
comparada a TFC3 (70,06) séo significativamente diferentes (P < 0,001 e P = 0,002,
respetivamente). A coloracdo amarelada se ressalta na Malvasia Fina no C1, frente a
casta Touriga Franca. No C3 essa relacdo se torna inversa, onde Touriga Franca passa a
apresentar os maiores valores nesse parametro. Na Figura 15, a imagem de MFC3 deixa
claro a atribuicdo desta diferenca e dos valores baixos quando comparados entre e na
mesma variedade, pois apresentam coloracdo mais esbranquicada frente a todas as
outras amostras.

O ocorrido em nosso trabalho foi observado por Kirca et al. (2006) que
armazenaram folhas de videira, a temperatura de 20 °C, em diferentes tempos para
avaliar a evolugdo da cor e das clorofilas, e os resultados do estudo mostraram uma
excelente correlacdo de a* com a concentracdo de clorofilas. De fato, essa perda da

clorofila promove a modificacdo da cor de verde intenso a um castanho esverdeado.

4.2.2. Rendimento da extracdo

Para as folhas de videira colhidas em setembro, os rendimentos da extracédo
(Figura 16), no seu estado fresco, apresentaram-se maiores quando comparados a
extracdo da seccdo 4.1.1. Este resultado ja era esperado, quando relacionado com os
extratos das folhas colhidas em julho, uma vez que enquanto o metabolismo secundario
da videira permanece ativo, ela continuara produzindo alguns constituintes,
principalmente compostos bioativos, como é o caso da existéncia de condigdes de
stress. Katalini¢ et al. (2009) mostraram que as folhas de videira colhidas em setembro
sdo potencialmente mais ricas em compostos fenolicos quando comparado aguelas
colhidas em maio.

Em excecdo ao cozimento 3 (C3), todas as outras amostras ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre si em cada tratamento estudado. A utilizagdo de folhas com
tamanhos ndo uniformes pode ter sido responsavel pela diferenca encontrada entre as
castas no estado C3. O longo periodo de permanéncia das folhas nas videiras, promove
um maior stress e morte celular, diminuindo assim a disponibilidade de folhas saudaveis

e consequentemente uniformes para os estudos.
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Figura 16 — Rendimentos dos extratos aquosos entre os tratamentos utilizados com as
folhas de videira (n = 3; média £ desvio padrdo). Entre os tratamentos, na mesma
variedade, valores médios com letras minusculas diferentes diferem significativamente
(P < 0,05). Entre as variedades, no mesmo tratamento, valores médios com letras
maiusculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

Quando comparados os diferentes tipos de tratamentos das castas, 0sS
rendimentos de extracdo mostraram ser estatisticamente diferentes, Malvasia Fina (P <
0,001) e Touriga Franca (P < 0,001). Houve variagcfes entre 35,65% e 11,35% para 0s
extratos de MFF e MFC2, respetivamente. E visivel que os diferentes tratamentos
térmicos promovem reducdo nas percentagens de rendimento das extracdes, tal fato esta
associado com a sensibilidade térmica e a solubilidade em &gua que muitos compostos

tém (Kotovicz & Zanoelo, 2013), sendo perdidos na dgua de cozedura.

4.2.3. Atividade antioxidante
Visto a importancia da atividade antiradicalar e composicédo bioativa das folhas
de videira (seccdo 4.1.2), realizou-se 0 mesmo procedimento para assim avaliar a
influéncia dos tratamentos realizados frente a essa composicao e consequente atividade.
Na Figura 17 estdo apresentados para as castas Malvasia Fina (Figura 17a) e
Touriga Franca (Figura 17b) os valores obtidos nas analises de DPPH, ABTS e poder
redutor, expressos em ECsp. Visivelmente nota-se um grande aumento do valor de ECso

para o estado C3 quando comparado a conformacao das folhas frescas.
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Figura 17 — Valores de ECso das analises de DPPH", ABTS” e poder redutor (P.R.)™
para as folhas de videira das castas Malvasia Fina (a) e Touriga Franca (b) (n = 3; média
+ desvio padrdo). Para cada componente estudado, dentro de uma mesma analise,
valores médios com letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05). "ECso (Mg
mL1): Concentracéo efetiva capaz de inibir 50% dos radicais livres; “"ECso (mg mL™):
Concentracao efetiva cuja absorvéncia a 700 nm é 0,5.

Relativamente em avaliacdo direta da Figura 17b, observa-se que os valores de
ECso na casta tinta, permanecem superiores aos valores obtidos na casta branca. 1sso
mostra que mesmo com uma evolucdo das folhas de videira no campo, entre 0 més de
julho a setembro, estas ndo alteraram sua atividade antioxidante de modo a torna-las

superior as variedades brancas.
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A variagdo entre os valores de ECso para os diferentes tratamentos em que foi
submetida a casta tinta, se mostraram mais estaveis quando comparados a casta branca.
Isto pode ser um ponto caracteristico interessante desta casta apesar de necessitar
valores relativamente maiores de concentracdo de extrato do que 0s expostos na casta
branca. Nas Figuras 18, 19 e 20 consegue-se observar uma maior linearidade e

uniformidade dos resultados obtidos para a Touriga Franca.
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Figura 18 — Relacdo entre a concentracdo de extrato testada e a atividade antioxidante
para 0 método DPPH para as duas castas estudadas (n = 3; média + desvio padrao).

Dentro da Malvasia Fina, para a anélise de DPPH e para o poder redutor
(Figura 20), o estado branqueado das folhas apresentou um menor valor de ECso quando
visto aos restantes tratamentos. Este fato leva a consideragdo de que uma menor
concentracdo do extrato aquoso das folhas branqueadas, a partir dessas metodologias, é
eficaz para inibir radicais livres.

Na analise de DPPH para Malvasia Fina, houve diferencas estatisticas
significativas (P < 0,001) entre as amostras. O valor minimo de ECso foi registado para
MFB (0,125 mg mL) enquanto o maximo foi para MFC3 (0,222 mg mL). Uma vis&o
superficial, a partir da Figura 17, mostra que mesmo com diferentes tratamentos
térmicos, a folha de videira mantém valores de concentragdo de extrato para promover
50% de inibicdo dos radicais livres relativamente baixas, indicando uma alta atividade
antioxidante mesmo sendo submetida a um tratamento térmico excessivo.

A atividade antiradicalar a partir da analise de DPPH é significativamente

diferente para as amostras de Touriga Franca (P < 0,001), onde a TFC3 (0,204 mg mL"
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1y é aquela que necessita de maior concentragio efetiva que seja capaz de inibir 50% dos
radicais livres do DPPH frente a TFB (0,175 mg mL™) com menor necessidade dessa
concentracdo. A diferenca entre os tratamentos € muito pequena, mostrando uma boa
atividade antioxidante de todos os estados em que se submeteram as amostras.

Quando feito comparagdes entre as castas, nos mesmos tratamentos, os valores
de DPPH variaram significativamente (P < 0,001) com maiores valores de ECso obtidos
para a casta Touriga Franca, em excecdo ao estado C3 da casta Malvasia Fina que
mostrou uma maior diferenca significativa (P = 0,002) a casta tinta, necessitando de
uma maior concentracdo efetiva de extrato para promover 50% de inibi¢do dos radicais
livres de DPPH.

Na casta Touriga Franca, acompanhando o resultado da analise de DPPH, o
método de ABTS (Figura 19) também mostrou diferencas significativas (P < 0,001) e
apresentou uma variagdo nos valores de ECso entre 0,264 a 0,312 mg mL™, onde TFB e
TFC3 foram aquelas responsdveis pelo menor e maior valor, respetivamente.
Igualmente a analise de DPPH para Touriga Franca, é evidenciado a diferenca minima
entre os valores obtidos como resultado, dando maior confiabilidade da atuacdo dos

extratos no que diz respeito a capacidade antioxidante.
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Figura 19 — Relacéo entre a concentracdo de extrato testada e a atividade antioxidante
para 0 método ABTS para as duas castas estudadas (n = 3; média + desvio padréo).

Com um grande destaque, a MFC2 foi o estado em que se destacou entre 0s
diferentes cozimentos e entre as analises, com menores valores de ECsp. Para a analise

de ABTS, esses valores, significativamente diferentes (P < 0,001), variaram entre 0,152
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e 0,326 mg mL™ para MFC2 e MFC3, respetivamente. Do mesmo modo, MFB é um
dos estados que se aproxima do valor minimo obtido a partir do método de ABTS,
mantendo assim uma enfase em um geral das analises, como pode ser visto também a
partir do poder redutor (Figura 20), que diferiu estatisticamente (P < 0,001) suas
amostras e manteve a MFB como a variedade com menor ECso (0,283 mg mL™) contra
o maior valor para MFC3 (0,514 mg mL™).

Os valores obtidos da anélise de ABTS mostraram que houveram diferencas
significativas (P < 0,001) somente dentro dos tratamentos F, B e C2, entre as castas,
onde Touriga Franca foi aquela que apresentou os maiores valores de ECso. Entre 0s
estados C1 e C3 néo ocorreram diferencas consideradas estatisticamente significativas
(P = 0,580 e P = 0,305, respetivamente). Estas diferencas mostram a boa atividade da
casta Malvasia Fina para os métodos de DPPH e ABTS, pois mostra a necessidade de
utilizacdo de menores valores para concentracdo efetiva de extrato promover 50% de

inibicdo dos radicais livres destes métodos.
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Figura 20 — Relacdo entre a concentracao de extrato testada e a absorvéncia a 700 nm,
indicadora do poder redutor das amostras (n = 3; média + desvio padrao).

O método de poder redutor, dentro das andlises realizadas para a Touriga
Franca, foi aquele que apresentou uma maior diferenciacdo dos valores médios para o
ECso, onde 0,391 e 0,459 mg mL™ foram as variagbes do menor e maior valor para
TFC1 e TFC3, respetivamente, mostrando que estatisticamente as amostras sédo
diferentes entre si (P < 0,001). O menor valor obtido no tratamento C1 da casta Touriga

Franca ndo mostrou uma diferenca estatistica (P = 0,568) no mesmo tratamento, entre as
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castas. Todos os outros estados diferiram significativamente entre si (P < 0,001), onde
apenas o C3 da Malvasia Fina apresentou maiores valores, estatisticamente diferentes,
de ECso frente a casta Touriga Franca. Visto a partir da analise de DPPH e poder
redutor, nota-se que o tratamento C3 da casta Malvasia Fina pode resultar em uma forte
reducdo da sua atividade antioxidante, conseguindo superar 0s baixos valores obtidos
nessas analises para a mesma conformacéao de Touriga Franca.

Os resultados obtidos no estudo anterior (seccdo 4.1.2) mostraram que as castas
colhidas em setembro, no proposito do processamento alimentar, tiveram valores de
ECso inferiores. Em primeira instancia para a analise de DPPH, Malvasia Fina e Touriga
Franca apresentaram valores de 0,163 e 0,219 mg mL?, respetivamente. No
processamento alimentar, as mesmas castas, na sua forma fresca, obtiveram valores de
ECso de 0,137 e 0,172 mg mL™, nessa mesma ordem. Os resultados, em datas distintas,
continuaram a confirmar uma maior atividade antioxidante da casta branca, frente a
tinta, para a metodologia de DPPH. Em todos os tipos de processamento que a Touriga
Franca foi submetida, os valores do ECso foram inferiores aqueles obtidos nos extratos
aquosos das folhas de videira colhidas no més de julho, mostrando que o C3 (0,204 mg
mL™) tem uma menor concentragdo de extrato para promover 50% de inibicdo dos
radicais livres de DPPH frente a folha fresca do estudo anterior. Para a casta Malvasia
Fina, o maior cozimento, C3, supera os valores obtidos nas folhas frescas do estudo
anterior, apresentando valores de 0,222 mg mL™ frente a 0,163 mg mL™, nesta mesma
ordem. Para MFC2, o valor de ECso apresentado foi 0,138 mg mL™, relativamente

menor ao extrato das folhas frescas do estudo preliminar.

Para as andlises de ABTS e poder redutor, a TFC3 apresentou a mesma
atividade referida acima, mostrando necessitar de menores valores de ECso. MFC2 foi 0
unico tratamento que conseguiu apresentar valores, para estas duas metodologias,
inferiores aos ECsp obtidos anteriormente, contrariamente ao ocorrido com MFC3, que
superaram 0s valores obtidos nos extratos aquosos das folhas frescas do estudo anterior.

Pela analise da CRT (Figura 21), a casta Malvasia Fina foi a Unica com valores
inferiores aqueles estabelecidos nos estudos para selegdo das castas a serem submetidas
ao processamento alimentar. Como citado anteriormente (ver 4.1.2), a CRT pode
traduzir os valores em concentragdes ndo reais dos compostos fendlicos totais, 0 que

levaria a uma subestimacéo sobre estes constituintes.
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Figura 21 — Capacidade redutora total dos extratos aquosos das folhas de videira
submetidas ao processamento alimentar (n = 3; média + desvio padrdo). Entre
tratamentos e na mesma variedade, valores médios com letras mindsculas diferem
significativamente (P < 0,05). Entre as variedades, no mesmo tratamento, valores
médios com letras mailsculas diferem significativamente (P < 0,05).

A persisténcia da MFC2 como o destaque entre os diferentes tipos de
cozimentos, na analise da CRT, faz concordéncia com os valores obtidos nas outras
metodologias. A casta Malvasia Fina apresentou diferencas estatisticas (P < 0,001) entre
os tratamentos avaliados, destacando MFB como o estado com elevado teor de CRT
(111,1 mg AG g de extrato) e MFC3 a menor CRT (63,9 mg AG g de extrato?). A
partir do grafico, ndo é notavel uma relacdo direta dos diferentes tratamentos, na
Malvasia Fina, com uma possivel reducdo dos teores do composto, o que ndo é
semelhante para Touriga Franca. Os dados da Touriga Franca, na CRT, permitem
visualizar de forma clara uma certa estabilidade e posterior reducdo dos compostos. A
partir das diferencas significativas (P < 0,001) entre os tratamentos, pode-se confirmar
que TFC3 é o estado em que se tem menor CRT (64,3 mg AG g de extrato™). TFB é o
tratamento responséavel pela maior concentragdo (82,3 mg AG g de extrato™). Avaliando
0 mesmo tratamento entre as castas, observa-se diferencas estatisticas (P < 0,05), com

excecdo do estado C3 que ndo se mostrou significativo (P > 0,05). No estudo preliminar

a CRT realizada mostrou valores menores para Touriga Franca no seu estado fresco
quando comparados aos dados obtidos do processamento alimentar. Em excecao a
TFC3, todos os outros tratamentos resultaram em elevadas CRT para o método

realizado, sendo superiores ao estudo anterior.
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Todos os dados que mostraram uma maior atividade antioxidante e composicao
bioativa das folhas ficam condicionados & evolucdo dos compostos nas folhas que é
maior no més de setembro, como uma maior concentragdo dos compostos fendlicos,
acompanhando assim uma maior atividade antioxidante das folhas colhidas nesta época
(Katalini¢ et al., 2009).

Os bons resultados encontrados para MFC2, frente aos outros tipos de
conformacédo desta mesma casta, podem ir de encontro ao estudado por Monagas et al.
(2006), onde os autores falam sobre a disponibilidade dos compostos nas folhas de
videira, das quais pode haver diferencas entre a coloracdo, lotes, ciclos vegetativos,
tamanhos e outros que fariam a determinagdo dos constituintes da amostra apresentarem
concentragcdes mais reduzidas ou mais elevadas numa mesma vinha.

Ismail et al. (2004), que trabalhou com vegetais folhosos verdes, relatou uma
significativa diminuicdo da atividade antioxidante com o tratamento térmico. Essa
reducdo vai de encontro ao apresentado em nosso trabalho. De um mesmo modo, 0S
autores referidos verificaram uma perda consideravel nos teores de fenoéis nas folhas de
couve, espinafre, e outras. Algumas atividades, tanto antioxidantes como pré-oxidantes
podem estar relacionadas com o tipo do tratamento térmico e a variedade do vegetal
(Arabshahi-Delouee & Urooj, 2007).

Alguns processamentos podem fazer com que melhore, ou ndo tenha
diferenciacdo, o potencial antioxidante das frutas e legumes. Isso ocorre pela melhoria
das propriedades antioxidantes ou a formacao de novos compostos, como do grupo dos
fendlicos ou até mesmo a partir de reagdes que formem compostos com atividade
antioxidante natural, como os produtos da reacdo de Maillard a qual ocorre no
processamento de alimentos que contém proteinas e acucares redutores (Turkmen et al.,
2005).

4.2.4. Composicdo centesimal

A composicdo centesimal de produtos, no geral, é algo relativamente
importante pois estabelece alguns pardmetros que o consumidor presa no momento da
compra. As proprias industrias estdo utilizando uma série de sub produtos da videira
para a formulagdo de suplementos dietéticos, pois estes produtos apresentam
propriedades benéficas a partir dos compostos existentes, como os fendis (Monagas et
al., 2006).
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A Tabela 4 mostra a composicdo centesimal, relativamente a percentagem em
humidade, cinzas, proteina bruta, gordura e hidratos de carbono das folhas de videira
nos diferentes tratamentos térmicos estudados e consequentemente o valor energético
correspondente. E claramente observada uma maior humidade de todas as folhas nos
diferentes tratamentos térmicos em que estas foram submetidas. Em geral, as folhas no
estado fresco ja apresentam elevados valores de humidade, ndo apresentando alguma
diferenga significativa (P > 0,05) nesta e em todos os tratamentos, quando vista entre as

variedades.

Tabela 4 — Composicédo centesimal das folhas de videira de Malvasia Fina e Touriga
Franca submetidas a diferentes tratamentos térmicos (n = 3; média £ desvio padréo).

. . Proteina Hidratos de Valgr_
Amostra Humidade (%) Cinzas (%) b o Gordura (%) o energetico
ruta (%o) carbono (%) 1
(kcal 100 g1)
MFF 64,4 +0,70%A 1,84 £0,10°¢A 158 +0,262A 459 +1,018A 134 +1 843A 158 + 2,5PA
MFB 60,0 £4,56%PA 217 +0,23%A 16,8 +0,298" 454 +0,20A 16,4 +4,07*A 174 + 18,204
MFC1 75,9 + 1,600 1,34 £0,07*~ 22,3+0,28°%A 6,00 +0,1320A tr. 143 £ 2,134
MFC2 74,7 + 3,24%bA 1,26 +£0,12*A 23,0+0,79°* 6,26 = 0,42°A tr. 148 £ 4,2¢A
MFC3 70,8 £0,88°>A 1,46 £0,04**A 20,8+0,43*A 6,32+0,16"" 140 £ 0,324
Valor de P 0,002** <0,001* <0,001* 0,008* 0,006*
TFF 63,7 £1,933A 2,13+0,25%A 175+0,74*8  500+0,61*A 11,7 +1,70*A 162 + 6,324
TFB 66,7 £2,1785A 1,79 +£0,23*PA 17,8+0,1228 534 +0,85*A 153 + 11,084
TFC1 76,8 + 0,400 1,34 £0,07*A 22,7+0,25"A 5,87 +0,21%PA 144 £ 2,67
TFC2 73,5 + 3,030 1,43+0,21*~ 21,6 £0,41°A 6,36 + 0,44%PA 144 + 4,084
TFC3 73,8 +2,390A 1,450,202~ 22,3+0,68>4 7,04 +£0,37°A 153 £ 2,328
Valor de P 0,001* 0,016* <0,001* 0,025* 0,073**

tr. — Tragos; * P > 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da andlise
de variancias univariada (one-way ANOVA). As médias foram comparadas usando o teste de Tukey pois
uma igualdade de variancias pdde ser assumida.; ** P < 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P
sdo aqueles obtivos através da analise de varidncias univariada (one-way ANOVA) com corre¢do de
Welch. As médias foram comparadas usando o teste de Dunnett T3 pois uma igualdade de variancias ndo
pode ser assumida; #¢ Para cada método analisado, dentro de uma mesma coluna e ha mesma variedade,
valores médios com letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05); B Para cada método
analisado, dentro de uma mesma coluna e entre as variedades, valores médios com letras diferentes
diferem significativamente (P < 0,05).

O teor de humidade na casta Malvasia Fina variou de 60,01% a 75,88%,
respetivamente no B e C1. Uma interpretacdo desses valores levaria a crer uma menor
humidade da folha branqueada, mas a partir de diferencas significativas nota-se que
MFF é o estado com menor valor de humidade contra MFC1 e MFC3 com 0s maiores
valores. Esta acdo ja era esperada entre as castas, pois todos os tratamentos foram
realizados com as folhas em contato com agua em ebulicdo, que faria aumentar essas

percentagens de retengdo de agua.
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Uma melhor visualizagcdo do aumento evidente da humidade esta nas amostras
de Touriga Franca, que apds o branqueamento resultaram em valores maiores aqueles
realizados anteriormente ao C1. A estatistica para essa casta mostrou uma menor
percentagem para TFF (63,74%) e maiores valores para os 3 cozimentos, destacando-se
TFC1 (76,85%). Para o branqueamento, ambas as castas mostraram que as folhas
submetidas a este tratamento estdo entre a maior e menor percentagem de humidade,
claramente pelo contato em curto espaco de tempo (5 min) com a &gua ap6s sua
temperatura de ebulicao.

As estatisticas realizadas nos dados das cinzas relataram valores mais altos, em
percentagem, para as amostras que ndo foram submetidas ao tratamento térmico e
aquelas que foram submetidas ao branqueamento, como exemplo da TFF (2,13%) frente
a TFC3 (1,45%) e da casta Malvasia Fina, com valores variando de 1,26% (MFC2) a
2,17% (MFB). Isso, de fato, ocorre nas duas castas estudadas, uma vez que entre ambas,
em cada tipo de tratamento analisado, ndo ocorreu diferencas significativas (P > 0,05),
como ocorrido na analise da humidade.

Observa-se, também, que os maiores valores de humidade corresponderam aos
menores valores das cinzas para as duas castas, sendo o inverso verdadeiro. Através de
uma regressdo, pode-se observar que ha uma correlagcdo extremamente significativa para
Malvasia Fina (R? = 0,904; P < 0,001; y = -0,052x + 5,240) e Touriga Franca (R? =
0,878; P < 0,001; y = -0,063x + 6,066) entre 0 aumento da humidade com os valores
obtidos para a analise de cinzas. Isso leva a mostrar que com maiores teores de
humidade, em maiores aquecimentos, maior sera a perda em cinzas. Sat et al. (2002)
analisaram quatro variedades de folhas de videira em diferentes tipos de
branqueamento, e naqueles onde so foi utilizada agua a 100 °C, ocorreu uma diminuicao
no teor das cinzas, fazendo referéncia aos dados aqui obtidos. A partir deste fato,
reforca-se a ideia de que com 0 aquecimento, parte dos constituintes se dissolvem em
agua.

O aquecimento ainda promoveu um incremento em proteinas das amostras. Os
valores sdo crescentes, 15,8% - 16,8% - 22,3% - 23% (MFF — MFB — MFC1 — MFC2,
nesta ordem) como exemplo, mostrando um comportamento estavel até os diferentes
tipos de cozimento, que fizeram estes valores variarem de forma distinta. Houve uma
diferenca significativa para os estados F (P = 0,039) e B (P = 0,013) quando
comparadas entre as castas e no mesmo tipo de conformagéo, com valores de 15,8% e

17,5% para o estado fresco de Malvasia Fina e Touriga Franca, respetivamente e 16,8%

62



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes

e 17,8% para as folhas branqueadas, na mesma ordem anterior. Em um modo geral, a
Touriga Franca foi aquela que apresentou maiores valores de proteina nestas duas
conformacgdes. A partir do C1, os valores j& ndo apresentaram uma relacéo estatistica (P
> 0,05). Tal relacdo é constatada para os tratamentos, entre as variedades, na analise de
gordura. O aumento da percentagem de gordura, nas duas castas, foi incrementado
conforme as folhas foram sido processadas, acarretando em valores menores em F e
superiores em C3. Entre as castas, nenhum dos valores obtidos apresentou uma relagéo
significativa (P > 0,005) para 0 mesmo tratamento.

Ao referir-se dos hidratos de carbono, nota-se que todos os aquecimentos
reduziram estes compostos a nivel residual. Os valores, para as duas castas, tanto
quando comparado entre as variedades e entre 0s mesmos tipos de tratamento, nédo
foram estatisticamente diferentes (P > 0,05). Assim, a partir destes fatos, vé-se uma
igualdade, através das estatisticas realizadas, para a composicdo de gorduras, hidratos de
carbono, cinzas e humidade entre as duas castas estudadas. A Unica andlise que
apresentou diferencas, quando comparada entre as variedades, foi a proteina bruta.

O valor energético entre as castas ndo apresentou diferencas significativas (P >
0,05) nos tipos de tratamento, em excecdo a conformacdo C3, com valores de 140 kcal
100gt e 153 kcal 100g™ para a casta branca e tinta, respetivamente. Essa diferenca
estatistica (P = 0,001) apresentada por C3, entre as variedades, se deu a partir dos
maiores valores de proteina bruta e gorduras que a Touriga Franca obteve neste estado.
Nos cozimentos a permanéncia dos hidratos de carbono como tracos fez com que 0s
valores energéticos fossem reduzidos consideravelmente, em excecdo a TFC3 que
forneceu tal valor pelos motivos citados acima.

Quando avaliado as castas, individualmente, Touriga Franca ndo apresentou
significancia nos dados obtidos (P > 0,05). Avaliando a casta Malvasia Fina, a sua
forma fresca foi responsavel pelo maior valor energético (157,9 kcal 100 g%),
estatisticamente. No oposto ao apresentado, MFC3 resultou em 139,9 kcal 100 g.

Kosar et al. (2007) também relataram a presenca de gorduras, vitaminas,
hidratos de carbono, e outros constituintes em folhas frescas e frutos da videira. Alguns
polifenois, existentes na forma livre ou ligada, como os taninos, sdo encontrados nas
folhas de videira fresca e apresentam caracteristicas adstringentes e de baixa
palatibilidade através da capacidade de formagdo de complexos com proteinas,
aminoéacidos, acidos gordos (Romero et al., 2000). Através deste ultimo vé-se que as

folhas na forma fresca ndo seriam aceitaveis ao nivel do consumo humano. De fato, os
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tratamentos térmicos poderiam reduzir os niveis destes compostos através da dissolugédo
em &gua ou por alguns deles serem termolabeis. Provou-se, nos nossos estudos, que 0s
tratamentos térmicos promovem uma reducdo no valor energético das folhas cozidas, o
que é considerado 6timo visto ao nivel dos consumidores, que buscam alimentacdes
saudaveis e equilibradas, além de possibilitar uma boa palatibilidade pela reducdo de
caracteristicas possivelmente adstringentes. Apesar desses valores energéticos terem
sido reduzidos, os teores de gordura aumentaram significativamente. Ao nivel global
iSso seria um ponto possivelmente negativo. Na seccdo 4.2.5.2 ira ser tracado o perfil
dos acidos gordos e a partir disto vamos fazer uma relacdo entre o perfil em acidos

gordos e a dieta humana.

4.2.5. Composicdo quimica
4.2.5.1. Clorofilas e carotenoides

A partir da analise das clorofilas e carotenoides podemos obter resultados nao
sO importantes na composi¢do quimica das folhas mas também na coloracdo destas.
Sabe-se que as clorofilas sdo pigmentos responsaveis pela coloracdo das plantas que vai
do verde ao castanho esverdeado (Arnold, Schwarzenbolz, & Bohm, 2014). Esse
composto é degradado quimicamente e enzimaticamente, por aquecimento ou acgdo
acida. As industrias alimentares tentam minimizar ou evitar as degradacdes da clorofila
durante o processamento térmico pois nas caracteristicas sensoriais dos produtos, a cor é
um dos parametros importantes para determinagdo da aceitabilidade (Weemaes et al.,
1999). Os carotenoides sdo compostos lipossollveis encontrados em vegetais, a sua
coloracdo vai do amarelo ao vermelho. Todos os padrdes de carotenoides podem ser
modificados apos a colheita (Maiani et al., 2009).

Na Tabela 5 encontramos os valores em clorofilas e carotenoides
correspondentes das folhas de videira em seus diferentes tratamentos. A clorofila total é
determinada a partir do somatério da clorofila a e b, e pode-se observar que todos 0s
valores tiveram decréscimos consideraveis conforme evolucdo dos tempos em que as
folhas permaneceram em tratamento térmico.

Os valores de clorofila a, b e total foram maiores na casta Malvasia Fina frente
a Touriga Franca, nos tratamentos excluso fresco. Para a clorofila a, o maior valor
apresentado pela Malvasia Fina foi 23,5 mg 100 g para a forma fresca e no oposto
MFC3 com valores de 6,5 mg 100 g*. As diferencas significativas apresentadas entre as
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conformac0®es de Malvasia Fina foram claras e objetivas. No mesmo pardmetro, Touriga
Franca teve valores significativamente diferentes variando de 0,259 a 0,062 mg 100 g
para os tratamentos F e C3, respetivamente. Estes méaximos valores entre as castas, ndo
se mostraram diferentes estatisticamente (P > 0,05), de mesmo modo para 0s outros
tratamentos em excec¢do a C1 (8,80 mg 100 g de folhas™ da casta branca frente a 7,75
mg 100 g de folhas™ da casta oposta), que mostrou diferencas significativas (P = 0,015)
caracterizando MFC1 como a casta, neste tratamento, com maior teor em clorofila a.

Tabela 5 — Teor em clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides (mg 100 g de folhas™)
das folhas de Malvasia Fina e Touriga Franca ap6s diferentes tratamentos térmicos (n =
3; média £ desvio padréo).

Amostra Clorofila a Clorofilab Clorofila total Carotenoides
MFF 23,5+ 1,73%A 29,3 +2,434A 52,8 +4,16%A 38,1+ 4,19%bA
MFB 21,1 +6,69%A 20,8 + 5,744 42,0 +£12,3%A 47,4 + 12, 780A

MFC1 8,80 + 0,57°B 8,31 + 0,63 17,1 + 1,06~ 42,9 + 2 8708
MFC2 8,06 + 1,25%bA 7,61 +1,6120A 15,7 + 2,86%0A 40,5+ 2,710~
MFC3 6,55 + 0,70%A 5,77 £ 0,70%A 12,4 + 11,3934 32,6 + 4,643
Valor de P <0,001** <0,001** <0,001** 0,003**
TFF 25,9 + 5,820A 35,17 + 8,409 63,7 + 12,0°8 38,8 + 6,743
TFB 19,6 + 4,054 19,40 + 4,904 38,8 +£9,19°A 48,6 + 2,894
TFC1 7,75+ 0,89%A 7,93 +1,23%A 15,7+ 2,132A 33,9 + 3,863
TFC2 7,95 +1,918A 6,99 + 1,7820A 15,0 + 3,664 35,3 +9,432A
TFC3 6,16 + 1,46%A 5,68 + 1,24%A 11,9+ 2,713A 30,6 +5,73%A
Valor de P <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**

* P > 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da analise de
variancias univariada (one-way ANOVA). As médias foram comparadas usando o teste de Tukey pois
uma igualdade de variéncias pdde ser assumida; ** P < 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P
sdo aqueles obtivos através da analise de varidncias univariada (one-way ANOVA) com corre¢do de
Welch. As médias foram comparadas usando o teste de Dunnett T3 pois uma igualdade de variancias ndo
pbde ser assumida; ¢ Para cada pigmento analisado, dentro de uma mesma coluna e na mesma variedade,
valores médios com letras mintsculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05); B Para cada
pigmento analisado, num mesmo tratamento e entre as variedades, valores médios com letras maiusculas
diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

N&o ocorreram variacdes estatisticamente consideraveis (P > 0,05) quando
avaliamos a mesma conformacdo entre as castas. Porém, em analise individual dos
tratamentos em cada casta, pode-se observar que o0s valores do estado fresco para
Touriga Franca sdao maiores quando comparado aquele obtido na Malvasia Fina na
mesma conformagdo (35,2 mg 100 g de folhas e 29,3 mg 100 g de folhas®
respetivamente). E visivel que a casta Touriga Franca se destaca em clorofila b para o
estado fresco assim como na clorofila a, o que ira refletir em um maior teor em clorofila
total. Mesmo que obtidos estes maximos valores, os minimos de Malvasia Fina (5,8 mg

100 g1) se apresentaram muito proximos daqueles obtidos na Touriga Franca (5,7 mg
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100 g). Isso mostra que a casta Malvasia Fina, que apresentou os menores valores
entre as castas para a forma fresca, pode ter uma maior estabilidade da clorofila no
maior cozimento frente a Touriga Franca.

Em influéncia direta, o valor de clorofila total na conformacéo fresca, entre as
castas, se apresentou estatisticamente diferente (P = 0,041), e como era esperado pelos
maiores valores das clorofilas a e b entre as castas, Touriga Franca foi aquela que
obteve um maior destaque. Inversamente, os menores valores para clorofila total, apesar
de ndo apresentarem diferencas significativas (P > 0,05), foram atribuidos ao ultimo
cozimento desta mesma casta. Se avaliados entre a forma fresca e branqueada, de um
estado para outro, perdem-se 20,4% da clorofila para Malvasia Fina e 39,1% para
Touriga Franca. Logo, esta ultima casta tem uma maior sensibilidade dos seus
constituintes frente aos tratamentos térmicos.

A biodisponibilidade dos carotenoides esta condicionada a forma em que ela se
encontra na folha. Todos os resultados obtidos para Malvasia Fina mostraram que apos
tratar termicamente as folhas, o valor em carotenoides tendenciona a um ligeiro
aumento até o C2, quando comparado a forma fresca, e logo o C3 apresenta 0 menor
valor entre todos os tratamentos. O maior valor, estatisticamente considerado, em
carotenoides € observado entre MFC1 e MFC2 (0,429 e 0,405 mg 100 g%,
respetivamente). A diferenca estatistica, e até de interpretacdo direta, para a casta
Touriga Franca mostrou que a forma branqueada das folhas avaliadas € aquela
responsavel pelos maiores teores deste composto. Tendencialmente, apds o
branqueamento todos os valores foram reduzidos a medida de se apresentarem tdo
quanto menores as folhas frescas. Entre todas estas diferencas citadas em cada casta,
uma avaliacdo entre as variedades, no mesmo tratamento, sO se mostrou
significativamente diferente (P < 0,001) para C1, que revelou ter maiores valores de
carotenoides, neste estado, para Malvasia Fina (0,429 mg 100 g™).

De fato, os dados apresentados mostram uma relacdo direta entre os
aquecimentos com a perda das clorofilas. Weemaes et al. (1999) mostraram, em estudo
com sumo de brdcolos, que as clorofilas se degradaram em feofitina em temperaturas
superiores a 60 °C, mostrando que estas sdo muito sensiveis ao aquecimento. Na
avaliacdo dos carotenoides, Maiani et al. (2009) realizaram estudos sobre as funcdes
destes compostos e entdo afirmaram que o tratamento térmico apesar de poder diminuir
0 conteudo em carotenoides, também pode auxiliar na biodisponibilidade deste

composto atraves da libertacdo da sua forma ligada e de sua solubilizacéo.
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4.25.2. Perfil em acidos gordos

A composicdo dos acidos gordos (AcGo) é de grande relevancia para 0s
alimentos por ser considerados nutrientes essenciais, e é a partir destes dados que o
consumidor busca uma relacdo de proximidade do bem-estar com a alimentagdo. Os
acidos gordos podem apresentar papel funcional na prevencao e tratamento de doencas e
até mesmo na prevencdo de cancro (Simopoulos, 1999).

A composicdo quimica das folhas de videira relata a presenca de lipidos e
outros constituintes (Fernandes et al., 2013). Os lipidos possuem &cidos gordos na sua
estrutura molecular, logo a auto-oxidacdo desses compostos, como 0s &cidos gordos
polinsaturados (AGP), promove uma reducdo do valor nutritivo e cria meios de
producdo de radicais livres (Arabshahi-Delouee & Urooj, 2007), que podem ser
revertidos a partir da ingestéo de frutas e legumes ricas em compostos bioativos (Dani
et al., 2010).

Com a necessidade de determinacdo do perfil em &cidos gordos, a Figura 22
mostra os niveis em acidos gordos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) e
polinsaturados (AGP) nas folhas de videira das castas em diferentes tipos de tratamento.
Visivelmente nota-se uma maior composi¢cdo em AGS e AGM para as conformagdes
frescas. Diferentemente, para AGP a folha fresca tem menores valores apresentados
frente aos outros tratamentos.

As estatisticas descrevem uma reduc¢do na saturacdo dos acidos gordos para 0s
diferentes tratamentos térmicos. Os valores da forma fresca variaram entre 31,46% para
Malvasia Fina e 39,54% para Touriga Franca, sendo eles 0s maiores para esse grupo de
lipidos. Os AGS apresentaram diferencas estatisticas (P = 0,002 e P = 0,005),
respetivamente, entre os tratamentos, com menor valor representado pelo estado C3
(27,82%) na Malvasia Fina e em C1 (29,06%) para Touriga Franca. Apesar de uma
semelhanca do ocorrido entre as conformacdes, uma avaliacdo dos tratamentos, entre as
variedades, mostrou uma diferenca significativa (P = 0,003) apenas para a forma fresca
das variedades. Estes lipidos na forma saturada sdo possivelmente prejudiciais ao
consumo elevado, pois quanto mais saturada € esta gordura, mais solida ela se torna,
aumentando assim os niveis de colesterol no sangue e o risco de contragdo de doencas

cardiovasculares (Ali et al., 2010).
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Figura 22 — Fracdes do perfil em &cidos gordos presentes nas folhas de videira das
castas Malvasia Fina (a) e Touriga Franca (b) submetidas a diferentes tratamentos
térmicos (n = 3; média + desvio padrdo). Entre tratamentos e na mesma variedade,
valores médios com letras minusculas diferem significativamente (P < 0,05).

Como jé referido, as folhas frescas apresentaram elevados valores de AGM em
ambas as castas, no qual Malvasia Fina (15,49%) resultou em valores aproximadamente
duas vezes maior a Touriga Franca (7,94%). Os menores valores relatados para este
perfil de &cido gordo foi para o C1 (5,01%) da Malvasia Fina e C3 (4,48%) da Touriga
Franca. Em uma comparacdo relativamente ao estado fresco observa-se que a casta tinta
apresentou variacbes menores, até mesmo constatando a maior percentagem deste acido

gordo em C2 (8,14%). Estas informacOes sdo fornecidas a partir das diferencgas

68



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes

estatisticas das castas (P < 0,001 em ambas), dentre os tratamentos. Em concordancia
com os dados expostos aqui, uma analise mais criteriosa permitiu avaliar a existéncia de
significativas diferencas no mesmo tratamento, entre as castas, para as formas F (P =
0,004), B (P = 0,002) e C3 (P = 0,002), sendo todos eles superiores na Malvasia Fina
frente a Touriga Franca. Em funcédo das propriedades, 0s AGM mostram um bom perfil
metabdlico em pacientes com diabetes, mostrando a importancia da dieta enriquecida
com estes compostos (Simopoulos, 1999).

As concentracbes em AGP foram relativamente elevados para as folhas de
videira processadas com algum tipo de aquecimento. Esses lipidos apresentam boas
fungdes para os seres humanos. Relativamente aquelas conformacdes que apresentaram
valores infimos para os AGM, agora se mostraram diferentes, sendo C1 da Malvasia
Fina (56,92%) e C3 da Touriga Franca (58,54%) as percentagens obtidas, que antes
eram as menores, mais relevantes dentro deste grupo dos AGP. Dentro destes, as
menores percentagens obtidas foram nas conformacgdes frescas da Malvasia Fina
(39,85%) e Touriga Franca (42,20%), onde todos os outros tratamentos com
aquecimento apresentaram bons valores. Todos os dados relatados obtiveram diferencas
estatisticas (P < 0,001 em ambas as castas). Relativamente em uma comparacao entre as
castas, na mesma conformacdo, o Unico tratamento que se mostrou diferente
significativamente (P = 0,014) e superior foi 0 C3 da Touriga Franca frente a Malvasia
Fina.

Uma observacdo mais detalhada pode ser vista através da Tabela 6, a qual
mostra 0s &cidos gordos individuais encontrados nas folhas de videira em seus
diferentes tratamentos térmicos. Foi a partir desta tabela que se calcularam as diferentes
fracdes dos acidos gordos.

Os é&cidos gordos saturados sdo aqueles compostos ausentes de ligacdo dupla
em sua conformacdo, como é o caso do acido laurico (Ci2:0), miristico (Ci4.0). J& aqueles
considerados monoinsaturados apresentam uma Unica ligacdo dupla na sua cadeia, como
o0 acido palmitoleico (Cie:1), oleico (Cis:1). Os AGP séo 0s que possuem mais que uma
ligacdo dupla na sua estrutura, como o acido linoleico (C1s:2), € 0 acido linolénico (C1s:3)
(Poppitt et al., 2005).
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Tabela 6 — Composicdo detalhada do perfil em &cidos gordos (g de AcGo 100 g AcGo™) das folhas de videira utilizadas para estudo em
diferentes tratamentos térmicos (n = 3; média * desvio padréo).

AcGo  MFF MFB MFC1 MFC2 MFC3 \éz'gr TFF TFB TFC1 TFC2 TFC3 \éz";r
Cizo 116+0,11°4 0,87+0,11** 0,98+0,10*®* 0,85+0,07** 0,91 +0,04** | 0,012** | 1,79+0,70*>A 120+0,09>® 0,82 +0,15* 1,26+0,05® 1,23+0,108 | 0,006**
Cis0 347%032¢A 3,07+0,17°A 2,93+0,16*A 205+0,1422A 261 +0,19*A | <0,001* | 4,49+0,93*4 280+0,24>A 290+0,18** 3,00+0,27**  3,03+0,14*8 | 0,037**
Ciso 045+0,08°B 0,27 +£0,02**® 0,18 +0,03*A 0,32 +0,05"® 0,28 +0,04**B | <0,001* | 0,26 +0,02°* 0,23 +£0,18*>A 0,26 +0,04**8 0,21 +0,02** 0,16 +0,08*>~ | 0,032**
Ciso 1841225~ 180+0,65*>~ 18,8+0,16* 18,6 +0,423P8 17,1+0,81** | 0,011** | 215+2,12°86 171+0,35** 174+0,10** 17,6+0,75*>A 17,6 +0,63*>~ | 0,018**
Ci1 125+036** 1,33+0,15*®  1,23+0,10*4 1,17+0,19%* 135+0,11*4 | 0,626** | 1,26+0,31** 129+0,08*A 110+0,07** 1,22+0,17** 1,13+0,24%~ | 0,224**
Cizo 056+0,07* 0,48+0,01*8 0,49+0,04*® 0,53+0,04* 0,49+0,01*8 | 0,129** | 0,44 +0,11*>A 0,34 £ 0,05~ 0,36 +0,03>* 0,33 +0,03*>A 0,29 +0,023*A | 0,030**
Ciz1  062+027°4 059+0,23*® 0,16 +0,09% 0,06 +0,01** 0,07 £0,01** | <0,001** | 0,57 £0,15** 0,34+0,13** 0,48 +0,13*®  0,43+0,14*® 0,27 +0,16°8 | 0,050**
Cigo 317+0,12°4 2,72+0,05** 2,65+0,11*A 2,63+0,04* 3,10+0,13* | <0,001* | 3,99+0,31°B 3,50 +0,16°¢® 3,12+0,08* 3,20 +£0,15**8  3,11+0,11** | <0,001**
Cis1 13,6 +4,58°8 502+0,82*8 362+0,24*A 6,13+0,60°" 6,24 +1,29°8 | <0,001** | 6,11 +1,68%PA 344 +0,22*A 4,96+ 1,47*PA 649+1,14°A 3,08+057*4 | 0,001**
Cigz 568+176°% 4,38+033*A 4,60+0,29°A 439+0,12*A 462+0,14*A | 0,158** | 4,62+0,38*A 4,21+031*A 578+166°" 4,56+0,69°A 4,29+0,30°A | 0,227**
Cis:z  339+242*A 510+190°A 51,9+158* 482+0,96>" 479+346° | <0,001* | 37,3+585*" 52,0+0,28°°A 50,7 +3,020¢A 47,0+2,71*°A 539+147°8 | 0,001**
Cx0 1,11+£0,15°4 0,88+0,08°¢A 0,69+0,06*>* 0,58 +0,09** 0,85+0,16° | <0,001* | 3,85+0,07°8 2,64+0,75**8 1,94+0,40*8 2,20+0,69*B 1,84 +0,59*" 0,005*
Cao 157%0,13%A 1,30+0,002bA 122+0,04*A 1,22+0,092>4 140+0,07°A | <0,001* | 2,01+0,17°8  149+0,07*8  145+0,06°® 1,49+0,1728  1,35+0,04* | <0,001**
Co0 1,63+0,08°8  1,08+0,11*® 1,38+0,60*®* 0,94 +0,08*8  1,09+0,09*8 | <0,001** | 1,21+0,03** 0,78+0,04*A 0,81 +0,02** 0,78+0,04*4 0,77 £0,06** | <0,001*

* P > 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da andlise de varidncias univariada (one-way ANOVA). As médias foram comparadas
usando o teste de Tukey pois uma igualdade de varidncias pode ser assumida.
** P < 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da andlise de variancias univariada (one-way ANOVA) com correcdo de Welch. As
médias foram comparadas usando o teste de Dunnett T3 pois uma igualdade de varincias ndo pdde ser assumida.
*d para cada acido gordo, dentro de uma mesma linha e na mesma variedade, valores médios com letras minGsculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05).
A8 Para cada acido gordo, dentro de uma mesma linha e entre as variedades, valores médios com letras maitsculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05).
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Dentre todos os tratamentos, entre as castas, 0 Unico parametro que ndo se
mostrou diferente significativamente (P > 0,05) foi o &cido linoleico. Na andlise
individual a cada casta, esse composto também apresentou a mesma caracteristica, onde
os valores se mantiveram entre 4,38 a 5,68 g de AcGo 100 g AcGo™ para Malvasia Fina
e 4,21 a 5,78 g de AcGo 100 g AcGo™ para Touriga Franca. Para além dele, o acido
palmitoleico total ndo mostrou variagOes significativas entre os dados obtidos para a
analise individual em ambas as castas. O acido margarico (Ci7:0) seguiu de mesmo
modo para a casta Malvasia Fina, que apresentou valores variando de 0,48 a 0,56 g de
AcGo 100 g AcGo?, diferentemente de Touriga Franca que mostrou ter diferencas
significativas entre os tratamentos. Os valores reportados para a casta tinta foram de
0,29 a 0,44 g de AcGo 100 g AcGo?, para a maior e menor percentagem,
respetivamente.

Tratando somente daqueles acidos gordos que apresentaram percentagens
relativamente significativas, observa-se que os acidos gordos miristico, palmitico (C1e:0)
e estearico (Cis:0) foram os que obtiveram maiores percentagens para Malvasia Fina,
com variagbes de 2,61 a 3,47, 17,1 a 18,8 e 2,63 a 3,17 g de AG 100 g AGY,
respetivamente.

Estes acidos gordos saturados mostraram algumas variagdes com o tratamento
térmico das folhas de videira, muitas das vezes promovendo redugdo dos teores.
Quando avaliado a casta Touriga Franca, observa-se maiores percentagens para
miristico, palmitico, estearico, eicosanoico (Czo.0) e beénico (Ca2:0), que atuam de
mesmo modo aqueles acidos gordos submetidos ao tratamento térmico na Malvasia
Fina. Ambas as castas apresentaram valores semelhantes para os acidos gordos
miristico, palmitico e estearico. Essa maior quantia de AGS, na casta tinta, reflete em
uma maior concentracdo dos acidos gordos para esta variedade na sua forma fresca,
como foi relatado através das diferencas estatisticas.

Em referéncia aqueles acidos gordos com uma ligacéo dupla na sua cadeia, 0s
acidos palmitoleico e oleico sdo os que ddo maior representatividade a esse tipo de
lipidos. Entre esses dois AGM, o oleico, com valores entre 13,6 a 3,62 g de AcGo 100 g
AcGo™* para Malvasia Fina e 6,11 a 3,08 g de AcGo 100 g AcGo™ para Touriga Franca,
€ 0 Unico que sofre variacOes significativas com os diferentes tratamentos térmicos,
chegando a reduzir sua percentagem em até aproximadamente quatro vezes, entre

algumas amostras.
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Essa reducdo nos acidos gordos monoinsaturados € compensada com uma
maior relacdo de AGP. Os &cidos linoleico e linolénico sdo os dois &cidos gordos mais
relevantes dentro destes compostos com varias ligaces duplas na cadeia. Em ambas as
castas, o &cido linolénico aumenta suas percentagens de forma significativa, fazendo
com que os diferentes tratamentos térmicos se destaqguem dentro dos AGP, como
exemplo da TFF (37,3 g de AcGo 100 g AcGo™) frente a TFC3 (53,9 g de AcGo 100 g
AcGo™?).

Consideravelmente, em ambas as castas, os valores de AGP foi superior as
restantes fraces dos acidos gordos. Essas elevadas concentracfes sdo benéficos a
salde, porém devem ser associados a ingestdo de outros acidos gordos, reduzindo assim
o risco de doengas coronarias e cardiacas (Simopoulos, 1999). Esse fato mostra que as

folhas de videira estudadas tém potencialidade na atuacdo da prevencao destas doencas.

4.2.5.3. Composicao em tocoferdis e tocotriendis

Os tocoferois e tocotriendis sdo constituintes da vitamina E, a qual possui uma
Otima atividade antioxidante, sendo esta lipossoluvel (Middleton Jr. et al., 2000).
Algumas folhas de videira madura apresentam elevada concentragdo de a-tocoferol e y-
tocoferol quando expostas a radiacées UV (Gil et al., 2012).

Dessa forma, o conhecimento da composicdo em vitamina E nas folhas pode
tornar mais compreensivel uma possivel interpretacdo da sua funcdo quando relacionada
com a atividade antioxidante das folhas de videira. A Tabela 7 especifica os teores
detalhados dos quatro tocoferdis (o, B, v e 6) e de um tocotrienol (B), de forma a
expressar a vitamina E livre total.

O a-tocoferol € um dos constituintes da vitamina E que mais é retratado em
estudos da atividade antioxidante. Em nosso trabalho, todos os valores desse composto
vao se elevando conforme maior o tempo de duracdo do tratamento térmico, variando
entre 551 e 1032 mg kg, para a Malvasia Fina e entre 553 e 1276 mg kg para a
Touriga Franca. O tratamento térmico C3, entre as variedades, é o que se difere
significativamente (P = 0,024). Para alem deste, ocorreram diferencas estatisticas nas
folhas branqueadas (P = 0,002) e C2 (P = 0,004), das quais todas essas diferencas
tendenciaram a classificar a Touriga Franca como a casta com maior concentragdo nos

tratamentos que ocorreu as diferencas.

72



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes

Tabela 7 — Composicdo em tocoferdis, tocotriendis, e vitamina E livre (mg kg™?) nas
folhas de videira das castas Malvasia Fina e Touriga Franca submetidas a diferentes

tratamentos térmicos (n = 3; média £ desvio padrdo).

Amostra  e-tocoferol  B-tocoferol  y-tocoferol  &-tocoferol p-tocotrienol  Vitamina E livre total
MFF 550 + 34,9~ 0,56 + 0,842~ 508 + 1,33"B n.d. 248 + 16,238 804 + 50,324
MFB 674 + 44,0~ 050 +0,37*A 1,72+0,27*A 37,6 £26,2%A 314 +21,8°E 1028 + 53,004

MFC1 995+ 55,004 513 +253%CA 621 +1,6204 71,0+235%A 535+ 49,204 1613 + 120°A
MFC2 960 + 30,1°4 5,64 £0,69%* 6,31 +1,34>A 171 +27,3%A 564 + 64,298 1707 £ 58,94
MFC3 1032 +97,8%A 3,05+1,03>A 4,92 +1,43°A 233+563%A 556+ 18,1°A 1829 + 129°A
Valorde P  <0,001** < 0,001** <0,001* < 0,001** < 0,001** <0,001**
TFF 553 +129,4%A 2,20+1,15%8 2,20+ 1,06*A n.d. 159 £ 57,3%A 717 + 16224
TFB 786 +9,6*B  3,00+0,232B  2,98+0,39%8 56,3 +13,5%4 279+ 24,254 1127 + 36,38
TFC1 1061 + 138>~ 7,23 +0,86°A 6,26 +1,54°A 200 +43,8*B 465 + 60,1°A 1740 £ 2054
TFC2 1246 + 130°8 7,43 £3,19%PA 545+ 2 91>0A 240+ 62,4~ 473 + 62,47 1972 + 259¢A
TFC3 1276 £ 170°8  9,71+2,24°8 485+ 321>0A 233 +79,4°A 521+ 73,00° 2045 + 314¢%A
Valorde P  <0,001** <0,001** 0,007** <0,001** <0,001* <0,001**

n.d. — ndo detetado; * P > 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da
andlise de variancias univariada (one-way ANOVA). As médias foram comparadas usando o teste de
Tukey pois uma igualdade de variancias péde ser assumida; ** P < 0,05 através do teste de Levene. Os
valores de P s8o aqueles obtivos através da analise de varidncias univariada (one-way ANOVA) com
correcdo de Welch. As médias foram comparadas usando o teste de Dunnett T3 pois uma igualdade de
variancias ndo pdde ser assumida; ¢ Para cada vitdmero, dentro de uma mesma coluna e na mesma
variedade, valores médios com letras minusculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05); AB
Para cada vitdmero, dentro de uma mesma coluna e entre as variedades, valores médios com letras
mailsculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

Um salto de aproximadamente 10 vezes o valor obtido nas conformagdes
fresca e branqueada foi identificado em todos os cozimentos para Malvasia Fina na
composicdo em p-tocoferol, notavelmente por MFF (0,56 mg kg™) em comparagdo a
MFC2 (5,64 mg kg?'). Ja para folhas da Touriga Franca, o aumento foi de
aproximadamente 4 vezes os valores iniciais obtidos no estado fresco e brangueado,
como pode ser observado para TFF (2,20 mg kg™) em relagdo a TFC3 (9,71 mg kg™?).
Estatisticamente observou-se uma maior concentragdo destes compostos para MFC2
frente a todos os outros tratamentos de Malvasia Fina e para C3, na Touriga Franca, em
relacdo a todas as amostras dentro desta casta. A diferenca estatistica nos tratamentos,
entre as castas, ocorreu para o estado fresco (P = 0,028), branqueado (P < 0,001) e C3
(P <0,001).

Analisando os dados obtidos no y-tocoferol, visivelmente os dois primeiros
cozimentos, em ambas as variedades, se apresentam com as maiores concentragoes
frente a todos os outros tratamentos. A estatistica mostrou que na Malvasia Fina
somente a forma branqueada (1,72 mg kg™) é a que tem menores concentragdes e todos

0s outros tratamentos, por exemplo C3 (4,92 mg kg), se enquadram com bons teores
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neste tocoferol. Na Touriga Franca, somente TFC1 (6,26 mg kg™) esta com a maior
concentragéo significativa entre os tratamentos, que demonstraram TFC2 (5,45 mg kg?)
e TFC3 (4,85 mg kg?) tratamentos com valores intermédios a TFF (2,20 mg kg?) e
TFB (2,98 mg kg™), responsaveis pelos menores valores. Observou-se uma diferenca
significativa apenas para as folhas em fresco (P = 0,004) e branqueadas (P < 0,001)
entre as castas.

As formas frescas das duas castas avaliadas mostraram valores nulos para 6-
tocoferol, do qual esteve presente somente nas folhas de videira que foram submetidas a
algum tipo de tratamento térmico. Os valores obtidos do branqueamento, nas duas
castas, ja foram representativos e mantiveram uma tendéncia em aumentar as
concentragfes conforme maior fosse o tempo de cozimento. Entre as castas, ocorreu
diferenca significativa (P < 0,001) somente para a conformacdo C1, considerando a
Touriga Franca (200 mg kg™) aquela com o maior teor frente a Malvasia Fina (71,0 mg
kg?).

Do ponto de vista da composicdo em tocotriendis, a Malvasia Fina foi a casta
que obteve maiores valores, estatisticamente significativos, para o estado fresco (P =
0,016) (248 mg kg™) e branqueado (P = 0,036) (314 mg kg?) quando comparado a
Touriga Franca nos mesmos tipos de tratamento, com valores de 159 e 279 mg kg,
respetivamente. Como ocorrido em todos 0s outros constituintes da vitamina E, 0s
valores tiveram tendéncias a aumentar conforme o tipo de tratamento térmico a que foi
submetido. A partir da Tabela 7, nota-se que nas duas castas os maiores valores de B-
tocotrienol, sdo para os estados C1, C2 e C3, os menores valores correspondentes séo
para a forma fresca e os intermédios ficam no branqueamento. Esse fato reflete
diretamente na composic¢do total da vitamina E livre, uma vez que os valores sdo
determinados a partir do somatorio de todos os tocoferdis e tocotriendis avaliados e as
maiores concentracfes detetadas nas analises foram para o a-tocoferol e p-tocotrienol.
Assim colocados, a avaliacdo estatistica da composicdo em vitamina E livre mostrou
gue somente a conformacdo branqueada é que tem diferenca significativa (P = 0,006) e
que a Touriga Franca é quem apresenta essa maior concentracdo frente ao mesmo
estado da Malvasia Fina, com valores que variaram entre 1127 e 1028 mg kg™ nesta
mesma ordem. Visualmente, ap6s o estado branqueado, todos os valores obtidos para 0s
cozimentos pareceram ser maiores na Touriga Franca, como exemplo do C3 da
Malvasia Fina (1829 mg kg™) em relacdo ao mesmo tratamento da casta oposta (2045

mg kg?), reportando a casta tinta como candidata a maior teor de vitamina E livre.
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Dentre as formas existentes dos tocoferdis, o a-tocoferol € aquele mais comum
nas folhas das plantas, assim como os tocotriendis podem estar presentes nos tecidos
ativos fotossinteticamente (Horvath et al., 2006). Gil et al., (2012) mostraram rela¢des
entre a e y tocoferol, associando-as maioritariamente com folhas maduras. Para além
disto, os autores apresentaram que 0s tocoferdis conferem uma protecdo ao aparelho
fotossintético das folhas de videira em condi¢BGes térmicas e de estresse oxidativo,
interpretando que sua acumulagdo se da pela protecdo dos tecidos da videira contra
elevadas radiacdes UV-B.

De todos os modos, as duas castas apresentaram bons resultados para a analise
de vitamina E, refletindo entdo em bons coadjuvantes para a atividade antioxidante das
folhas de videira, visto que estes tocoferdis e tocotriendis possuem uma boa capacidade
de doar atomos de hidrogénio para radicais livres, como ocorre com o a-tocoferol (Rice-
Evans et al., 1996).

4.2.5.4. Composicao em diferentes grupos fendlicos

Os valores obtidos da analise dos diferentes grupos fenolicos sdo apresentados
na Tabela 8. As duas variedades variaram os fenois totais, entre as castas, de modo
semelhante a CRT (ver 4.2.3).

Todas as amostras, no somatério dos dois grupos fendlicos, apresentaram-se
significativamente diferentes entre as variedades nos estados fresco e branqueado (P =
0,004 e P = 0,001, respetivamente). Entre os cozimentos ndo foram observadas
diferencas estatisticas (P > 0,05).

A partir do somatorio presente na Tabela 8 observa-se uma melhor definicéo
estatistica dos valores obtidos, mostrando que em ambas as castas nas formas frescas e
branqueadas sdo aquelas com maior somatorio dos flavonois e DAH. Individualmente
observado, os fenois totais oscilam as diferencas estatisticas entre as amostras, assim
como ocorre visualizando os valores e seus respetivos desvios padrGes. Na casta
Malvasia Fina, a estatistica definiu MFF como aquela com maior e MFC3 com menor
concentragdo (167 e 140 mg AG g extrato™, respetivamente). Diferentemente, na casta
Touriga Franca, que registou valores entre 139 a 157 mg AG g extrato™, a significancia
dos dados relatou uma maior concentracdo para TFB, que se destacou entre 0s outros
tratamentos. A partir dos valores obtidos é que se pode supor uma menor concentragao
para TFC3, visto que é dificultado a interpretacdo para suposicdo dos menores ou

maiores valores, em fendis totais, uma vez que os desvios padrfes sdo elevados.
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Tabela 8 — Composicdo em fendis totais (mg AG g extrato™), flavondis (mg Q g
extrato™) e derivados do &cido hidroxicinamico (DAH) (mg AC g extrato™) nos extratos
aquosos das folhas Malvasia Fina e Touriga Franca submetidas a tratamento térmico (n
= 3; média + desvio padro).

1 2

Amostra Fendis Totais Flavonois DAH Y (1+2)
MFF 167 + 10,898 105 + 6,828 48,9 + 4,368 153 +11,1°8
MFB 170 + 20,0548 109 + 11,878 54,6 + 5,298 164 + 13,7°8
MFC1 153 + 15,82bcB 77,3+ 7,454 47,0 + 4,334 124 +10,924
MFC2 152 +9,70°B 75,5 + 5,233A 42,5+ 3,792A 118 + 8,832~
MFC3 140 + 12,724 75,7 +7,073A 45,5 + 4,993bA 121 +11,9%A

Valor de P < 0,001** < 0,001** <0,001* <0,001*
TFF 144 + 10,224 95,5 + 8,220A 455 + 5,13%bA 141 +12,7°A
TFB 157 + 8,804 100 + 5,694 49,2 + 4,80°A 149 + 10,204
TFC1 142 + 14,324 79,4 +9,98%A 48,4 + 4,954 128 + 13,324
TFC2 145 + 13,534 77,6 + 4,923A 45,6 + 52728 123 +9,8224
TFC3 139 + 13,924 73,8 +7,35%A 43,5 + 4,99%A 117 + 12,284

Valor de P 0,001* < 0,001** 0,006* <0,001*

* P > 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da analise de
variancias univariada (one-way ANOVA). As médias foram comparadas usando o teste de Tukey pois
uma igualdade de variancias pode ser assumida; ** P < 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P
sdo aqueles obtivos através da analise de variancias univariada (one-way ANOVA) com corregdo de
Welch. As medias foram comparadas usando o teste de Dunnett T3 pois uma igualdade de variancias ndo
pbde ser assumida; ¢ Para cada pardmetro analisado, dentro de uma mesma coluna e na mesma
variedade, valores médios com letras minusculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05); AB
Para cada pardmetro analisado, dentro de uma mesma coluna e entre as variedades, valores medios com
letras maitsculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

Diferencas estatisticas entre as variedades, para 0s mesmos tratamentos, sdo
significantes apenas nos estados fresco (P < 0,001), branqueado (P = 0,014), C1 (P =
0,043), tendencialmente caracterizando Malvasia Fina como a casta com maior teor em
fenois totais nestes tratamentos. Para C2 e C3 ndo foram relatadas significancia nos
dados (P > 0,05).

Uma reducdo dos flavonois, em aproximadamente 30%, é observada com
tratamentos térmicos excessivos. Visivelmente, o branqueamento pareceu elevar a
concentracdo deste composto. Logo com essas afirmacoes, ficaria claro observar que as
maiores diferencas se encontrariam nas formas fresca e branqueada frente aos
tratamentos térmicos. De fato, houve diferencas estatisticas que, para as duas
variedades, identificaram 0s cozimentos como sendo aqueles com menores
concentragOes de flavondis. Para este parametro da andlise, quando avaliado entre as
variedades no mesmo estado de conformacdo, aqueles que se diferiram
significativamente foram as folhas frescas (P = 0,001) e branqueadas (P = 0,007),

provando maiores teores na Malvasia Fina.
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Relativamente, dentro da analise, os DAH foram aqueles com menores
variagdes nos valores obtidos, mas de mesmo modo apresentaram-se significativos nas
diferencas dentro de cada casta e entre elas para 0 mesmo tipo de tratamento. A casta
Malvasia Fina destaca, visivelmente e estatisticamente, as folhas branqueadas como
aquelas com altos valores em DAH, com 54,6 mg AC g extrato™®. Diferentemente dos
outros parametros, neste a estatistica definiu MFC2 (42,5 mg AC g extrato?) como o
responsavel pelo menor valor entre os tratamentos desta casta. De um modo
relativamente semelhante, a casta Touriga Franca relatou, nas diferencas estatisticas,
que TFB e TFC1 sdo as candidatas a maiores concentracdes dos DAH, com valores de
49,2 e 48,4 mg AC g extrato, respetivamente. Para esta variedade tinta, o0 menor teor
deste composto foi relatado em TFC3 (43,5 mg AC g extrato™, que acompanhou 0s
dados obtidos nos outros parametros dentro dessa analise. Em observacdo aos mesmos
tratamentos, entre as castas, a estatistica define que existem diferencas significativas nas
formas fresca (P = 0,039), branqueada (P = 0,003) e C2 (P = 0,045), onde as duas
primeiras atribuem a Malvasia Fina o destaque na maior concentracdo em DAH e a
ultima forma, a casta Touriga Franca.

Sabendo que os fendis sdo compostos que apresentam propriedades
antioxidantes, fez-se correlacfes entre os fenois totais e essas propriedades presentes
nas folhas de videira. Individualmente, Malvasia Fina apresentou correlacdo
extremamente significativa ao DPPH e poder redutor (R? = 0,233; P < 0,001; y = -
225,0x + 190,7 e R? = 0,258; P < 0,001; y = -99,2x + 192,7, respetivamente) e uma
correlagdo muito significativa para ABTS (R? = 0,166; P = 0,005; y = -102,6x + 179,4).
De fato isso comprova que os fendis possuem propriedades antioxidantes e que 0s
resultados das andlises sdo dependentes das concentracfes destes, onde tdo quao menor
for a existéncia dos fenois nas folhas, maior sera a necessidade de altas concentragdes
para corresponder ao ECsg. A Touriga Franca foi a casta em que apresentou menores
relacBes com os fendis, mostrando correlagdo significativa apenas para DPPH e ABTS
(R? =0,207; P = 0,002; y = -322,1x + 202,4 ¢ R? = 0,096; P = 0,037; y = -140,5x +
184,6, respetivamente). O poder redutor ndo apresentou correlagio significativa (R? =
0,258; P > 0,05; y = -99,2x + 192,7), fazendo acreditar que a composi¢do dos fenadis,
nomeadamente em outros grupos que o compdem, sdo mais relevantes na atividade
antioxidante e podem estar presentes na Malvasia Fina em maiores valores. Torna-se
necessario uma identificacdo mais detalhada dos fendis e do conhecimento sobre a

atividade antioxidante que estas tém.
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Ismail et al. (2004) estudaram a atividade antioxidante de diferentes vegetais
nas formas frescas e com tratamentos térmicos e mostraram que essa atividade fica
condicionada a cada tipo de vegetal, como mostrou que para espinafre e repolho os
valores de a-tocoferol, B-caroteno e o &cido ferdlico, composto da familia do acido
hidroxicinamico, mostraram maiores atividades antioxidantes. O resultado por eles
encontrado, nos vegetais, é semelhante as nossas folhas de videira tratadas
termicamente, que tiveram reducdo dos fendis totais, visivel de forma mais clara pela
somatoria dos flavonois e DAH na Tabela 8. O autor ainda cita que a eficacia da
atividade antioxidante difere ao grau de variacdo dos fendlicos, como exemplo surge o
fato dos flavonoides possuirem mais grupos hidroxilos quando comparados ao acido
feralico. Soares (2002) referencia que dentro dos acidos hidroxicindmicos, o &cido
cafeico apresenta uma maior atividade antioxidante frente ao acido ferulico, quando

testado in vitro.

4.2.5.5. Composicao da fracao volatil

A fracdo volatil dos produtos alimentares tem uma influéncia na preferéncia do
consumidor (L6pez et al., 2007) sendo preponderante na fidelizacdo do mesmo, levando
a sua aceitacdo ou rejeicdo. Durante os processamentos tecnolégico e/ou culinario a
composicao volatil é tremendamente afetada, levando a perda de alguns componentes de
elevada importdncia e a aparicdo de novos compostos caracteristicos do tipo de
processamento aplicado (Kebede et al., 2014; Kleist et al., 2012). Tal facto foi
observado nas castas em estudo como se pode verificar na Figura 23.
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Figura 23 — Perfil cromatografico das castas Malvasia Fina e Touriga Franca
submetidos a diferentes tratamentos térmicos, obtidos por HS-SPME e GC-MS (os
numeros representados correspondem aos compostos listados na Tabela 9; P.l. — padréo
interno, 2-metil-4-pentanol).
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Em ambas as castas € visivel a diminuicdo progressiva de alguns compostos, e
0 aparecimento de outros assim que as folhas passam pelo processo de branqueamento
ou cozimento. Na Tabela 9 € apresentada em detalhe a composicdo da fragdo volatil das
folhas das castas Malvasia Fina e Touriga Franca submetidas a diferentes tratamentos
térmicos. Na globalidade, entre todas as amostras analisadas, 37 compostos volateis
foram identificados e quantificados, divididos por 8 classes: oito aldeidos (compostos 1
ao 8); quatro alcoois (9 ao 12); uma cetona (13); trés derivados de norisoprenoides (14
ao 16); oito ésteres (17 ao 24); seis sesquiterpenos (25 ao 30); cinco terpenos (25 ao
30); e dois outros compostos (um hidrocarboneto aromatico (36) e um alcano (37)).
Dentro da casta Malvasia Fina 35 compostos foram identificados e na Touriga Franca
foram identificados 36 compostos (Tabela 9). Nas folhas frescas os principais
compostos volateis encontrados em ambas as castas dizem respeito a GLV’s (“green
leaf volatiles”, ou, “volateis de folhas verdes”). Sdo exemplos de GLV’s o (Z2)-3-
hexenal, o (Z2)-3-hexen-1-ol, o (Z)-3-hexenil acetato e o &cido butandico (Z)-3-hexenil
éster (Matsui, 2006). Estes quatro GLV’s foram os compostos maioritarios em ambas as
castas quando frescas, sendo o (Z)-3-hexenil acetato o composto maioritario com 8672 e
10353 pg 100 g de folhas 2, respetivamente nas castas Malvasia Fina e Touriga Franca,
que apresentou diferencas estatisticas (P < 0,001, em ambas) dentro dos préprios
tratamentos. Essa mesma diferenca (P = 0,010) € encontrada quando avaliado teor do
composto nas folhas branqueadas, entre as castas. Estes compostos sdo responsaveis por
odores agradaveis como sensacOes a verde, erva cortada e frutos citricos (lyer et al.,
2010). Formam-se a partir do mecanismo da lipoxigenase (LOX), onde os acidos gordos
(linoleico e linolénico) sdo oxidados pela LOX dando origem a hidroperéxidos. Por sua
vez e devido a sua instabilidade, os hidroperoxidos sdo convertidos a aldeidos através
da acdo da hidroperoxido liase. Os aldeidos por sua vez sdo reduzidos a alcéois pela
acdo da alcdol desidrogenase. Estes alcOois podem ser esterificados pela alcéol
acetiltransferase, dando origem a ésteres (Matsui et al., 2006). No entanto o tipo de
compostos volateis produzidos depende do acido gordo intervencionado, e no caso das
folhas da videira, de acordo com 0s compostos em maior quantidade, o &cido gordo
intervencionado foi o &cido linolénico. Estes resultados podem ser justificados pela
composi¢gdo da gordura das folhas, que sdo maioritariamente formadas pelo &cido
linolénico (Tabela 6), logo os principais volateis formados seriam o (Z)-3-hexen-1-ol e

0 Seu acetato, o (Z)-3-hexenil acetato (Tabela 9).
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Tabela 9 — Composicao detalhada do perfil volatil (g 100 g de folhas™) das folhas de videira utilizadas para estudo em diferentes tratamentos
térmicos (n = 3; média £ desvio padréo).

N° Composto MFF MFB MFC1 MFC2 MFC3 \(/f;'gr TFF TFB TFC1 TFC2 TFC3 \I/DZ";{
Aldeidos

1 Pentanal n.d. 502+161*A  472+215%” 35048024 324+40%A 0,106* n.d. 630+163*A  493+125%A  516+878 464+53*8 0,096*

2 (2)-3-hexenal 1528+6084 n.d. n.d. n.d. n.d. - 92242814 n.d. n.d. n.d. n.d. -

3 (E)-2-hexenal 166784 n.d. n.d. n.d. n.d. - 160+704 n.d. n.d. n.d. n.d. -

4 Heptanal 54+12¢ 41+180CA 25+73bA n.d. 22422 <0,001* n.d. 9345734 274334 314102 36482 0,040**

5 (E,E)-2,4-hexadienal 86+114 n.d. n.d. n.d. n.d. - 77+157 n.d. n.d. n.d. n.d. -

6 Octanal 62+202A 128+26°A 831734 T4+143A 67634 <0,001* 85+173A 170+6134 81+10%A 89+13*A 77+£18%A 0,056**

7 Nonanal 414724 196+23°A  161#51bcA 1082204 107+21°A | <0,001** 49+16%A 201+45°A 134+30¢A  143+23P¢B 1074294 | <0,001**

8 Decanal 174434 4241104 32410804 31+128bA 31+58bA 0,002* 164234 41+160A 36£700A 55+16°8 33+10%0A <0,001*
X aldeidos 19544669~  908+136P¢A 77242332PA  563+100%”  551+582A | <(0,001** | 1308+373*A 113542783~ 771+127%A  835+89*8  716+113%B | 0,012**
Alcodis

9 (2)-3-hexen-1-ol 3383+9614 n.d. n.d. n.d. n.d. - 4514+9814 n.d. n.d. n.d. n.d. -

10 Alcool benzilico 571124 n.d. n.d. n.d. n.d. - 73+21A n.d. n.d. n.d. n.d. -

11 1-Octanol n.d. 16434 n.d. n.d. n.d. - n.d. 22+108 n.d. 16442 n.d. 0,018*

12 Feniletil alcool 35+184 n.d. n.d. n.d. n.d. - 22494 n.d. n.d. n.d. n.d. -
X alcoois 347549834 164324 n.d. n.d. n.d. <0,001** | 4609+1004°>A 224328 n.d. 16+42 n.d. <0,001**
Cetonas

13 6-Metil-5-hepten-2-ona 204634 149945694 358+177°A 318+1822PA  265+108°A | < 0,001** 15+32A 1173+409°A  559+90°B  689+180°B 54842428 | <0,001**
X cetonas 20634 149945694 358+177°A 318+1822PA  265+108°A | < 0,001** 15+3%A 11734409~  559+90PB  689+180°B 54842428 | <0,001**
Derivados de norisoprendides

14 B-Citral n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - n.d. 674282 74202 974322 1041462 0,183*

81



15
16

17
18
19
20
21
22
23
24

25
26
27
28
29
30

31
32
33

B-Ciclocitral
(2)-Geranilacetona

X derivados de norisoprendides

Esteres

Acido hexandico metil éster
(2)-3-4cido hexendico metil éster
(2)-3-hexenil acetato

Acido acético hexil éster

Acido butandico, (Z)-3-hexenil éster

Acido butandico hexil éster

(2)-3-hexenil isovalerato

Acido butandico 2-metil hexil éster

X ésteres

Sesquiterpenos
a-llangeno
Copaeno
Cariofileno
Sesquiterpeno 1
a-Cariofileno
a-Farnesene

X sesquiterpenos

Terpenos
psi-Cumeno
B-Cimeno

Limoneno

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
647+3764
8672+2184>A
57+213A
878458404
13334
15049304
n.d.
1041629954

n.d.
n.d.
390+74%A
n.d.
n.d.
n.d.
390+74%A

86+13¢B
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
202+19%A
84+45%A
661274
27+11%A
4743034
25+100A
450£73A

n.d.
n.d.
10+43A
n.d.
n.d.
n.d.
10434

574604
30+14°B
37£10%0A

n.d.
114634
114634

174434
n.d.
n.d.

61+15%A
n.d.

154134
n.d.

13134

105+213A

n.d.
n.d.
124934
n.d.
n.d.
n.d.
12+93A

46+320A
2648704
241907

n.d.
7124

7134

144334
n.d.
n.d.

53+14%A
n.d.

154534

n.d.
16:+4%DA
98+243A

10+3
6+2
13434
n.d.
n.d.
4112
32+70A

442524
214504
43+18°B

n.d.
934
9+32A

n.d.
n.d.
n.d.
51+11%A
n.d.
174234
n.d.
1942%DA
87+123A

n.d.
n.d.
356+130°4
n.d.
1846~
5422
378+138°A

445324
134204
25:+5+DA

0,439*
0,539*

0,120*
<0,001*
0,475**

0,019*
0,020**

0,041*

0,008*

<0,001**

<0,001**
0,188*
<0,001**

<0,001*
0,019*
0,024*

n.d.
n.d.
n.d.

27+6°
61242374
10353+1429°A
61+82A
368+113>A
28+1408
94+49°A
1632
11561+1700°A

n.d.
n.d.
548+3323A
214580
254162
4+1
599435234

70+10%A
44160
25+15%
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10424
25+12%b
10244128

13418
n.d.
627425728
51+10%A
7312634
16334
28+15%A
16434
824+261°8

n.d.
n.d.
71943098
24+10°
314142
n.d.
775133238

6313054
15204
21545208

n.d.
175%bA
90+1828

15434
n.d.
n.d.

61+92A
n.d.

1942208
n.d.

194424

113+163A

n.d.
n.d.
544+198%8
174620
26+10%
n.d.
587+21438

53+102bA
19+33A
194524

n.d.
214308
118+3428

124324
n.d.
n.d.

554834
n.d.

2 113a.b,B
n.d.
194534
107+15%4

n.d.
n.d.
489+189*8
14+42b
24+10%
n.d.
527+203%8

515204
17424
19+72A

n.d.
14328
118+48%8

13432
n.d.
n.d.

53+10%A
n.d.
20+2208
n.d.
224434
108+122B

741
n.d.
397+713A
13442
224834
n.d.
440%773A

47£42A
17424
26£72A

0,014**
0,501*

<0,001*
<0,001*
0,207*
0,001**
0,035*
0,011*
0,137*

<0,001**

0,248*
0,018*
0,701*

0,264*

0,001*
<0,001*
<0,001**
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Linalol n.d. 124404 T+23A 6234 5+18A 0,001* n.d. 11+10A 8+13A 12+620A 11+4208 0,007**
L-Mentol n.d. n.d. 6+22 5+18A n.d. 0,198* n.d. n.d. n.d. 74208 5+12 0,041*
X terpenos 86+132A 135+9bA 108+172bA  119+270A 88+93A <0,001* 139+302B 304+64°8 100+93A 106+163A 106+1228 | <0,001**

Outros compostos

36 p-Xileno n.d. n.d. 70+10%4 59+1434 6412234 0,484* n.d. 53+78 68+15%4 731724 661244 0,256*

37 Undecano 240+49°A 91+292A 79924 1002224 108+19*A | <0,001** 2053254 128+442A 102+432A 99+142A 107+£213A | <0,001*
X outros compostos 240+49°A 9142934 149+6°A  159+15PSA  172+13%A | <0,001** 20543234 181+4928B 170+49%4 17241334 1741934 0,414*
Volateis totais 16580+4422°A 3119+663°A 1515+4213A 1296+2883A 1550+154*A | < 0,001** | 18435+3272° 4516+1036°8 2391428628 2570+43728 2210+3972B | < 0,001**

n.d. — ndo detetado;

* P > 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da andlise de variancias univariada (one-way ANOVA). As médias foram comparadas
usando o teste de Tukey pois uma igualdade de variancias pode ser assumida.

** P < 0,05 através do teste de Levene. Os valores de P sdo aqueles obtivos através da analise de variancias univariada (one-way ANOVA) com correcdo de Welch. As
médias foram comparadas usando o teste de Dunnett T3 pois uma igualdade de variancias ndo pdde ser assumida.

¢ Para cada composto, dentro de uma mesma linha e na mesma variedade, valores médios com letras minusculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

A8 Para cada composto, dentro de uma mesma linha e entre as variedades, valores médios com letras maitsculas diferentes diferem significativamente (P < 0,05).
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Quando as folhas foram submetidas a branqueamento os GLV’s maioritarios
referidos anteriormente sdo praticamente excluidos do perfil voléatil (Tabela 9), apenas o
(2)-3-hexenil acetato e o acido butandico (Z)-3-hexenil éster & que se mantém. Entre
97,7% e 93,9% dos teores do (Z)-3-hexenil acetato foram perdidos respetivamente nas
castas Malvasia Fina e Touriga Franca, e entre 92,5% e 80,2% do &cido butandico (2)-
3-hexenil éster foi perdido nas mesmas castas. Esta reducdo poderd dever-se a
inativacdo das enzimas que intervém no mecanismo da LOX devido & imersdo das
folhas em agua quente, provocando a desnaturacdo das enzimas (Salas & Sanchez,
1999).

Em sentido contrario aos GLV’s, h4& um aumento abrupto no teor da Unica
cetona identificada, a 6-metil-5-hepten-2-ona (Tabela 9). Esta cetona, que apresentou
valores com diferencas significativas (P < 0,001) semelhante nas duas castas, sobe de
20 para 1499 pg 100 g na Malvasia Fina e de 15 para 1173 pg 100 g na Touriga
Franca quando as folhas sdo branqueadas. Ap6s 0 branqueamento, todos 0s cozimentos
mantiveram valores inferiores a este tipo de processamento, que por diferencgas
estatisticas entre as castas, no mesmo tratamento, C1 (P = 0,032), C2 (P = 0,005) e C3
(P = 0,026) foram maiores para a casta tinta. Este aumento deveu-se ao branqueamento
das folhas, visto a cetona 6-metil-5-hepten-2-ona ser caracteristica em produtos de
origem vegetal em processos de branqueamento (Mir et al., 1999; Whitaker & Saftner,
2000) com vista a sua conservacdo. Em pimento vermelho em pd, Cremer & Eichner
(2000) verificaram teores de 6-metil-5-hepten-2-ona a rondar os 400-600 pg 100 g*
ap6s 60 minutos de aquecimento a 90 °C, bem superior aos 200 pg 100 g* verificados
nas amostras frescas.

A partir do momento em que as folhas de videira foram submetidas a
branqueamento também se verificou o aparecimento de pentanal em quantidades
apreciaveis (Tabela 9), do qual ndo reportou diferencas significativas (P > 0,05) entre os
tratamentos, em ambas as castas. Todavia os tratamentos C2 e C3 da casta tinta
obtiveram valores superiores, deste composto, frente a casta branca, o qual é
comprovado pela diferenca estatistica destes cozimentos (P = 0,006 e P < 0,001,
respetivamente). Este aldeido foi 0 mais abundante nesta classe quimica nas amostras
processadas (branqueamento e cozimento) reportando para Malvasia Fina e Touriga
Franca 502 e 630 g 100 g respetivamente nas amostras branqueadas (Tabela 9). Este
aldeido foi também um dos principais volateis resultantes do cozimento de outros

vegetais, como brdcolos e espinafres (Hansen et al., 1997; Kebede et al., 2013).
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No que refere as amostras cozidas, a cetona 6-metil-5-hepten-2-ona e o
pentanal, os principais produtos do aquecimento das folhas de videira, de uma maneira
geral vdo-se reduzindo com o tempo de aquecimento, muito provavelmente devido a
degradacdo dos mesmos. Um composto volatil que se mantém em todas as amostras e
em que Sse conserva com o tratamento térmico, especialmente na Touriga Franca, é o
sesquiterpeno cariofileno. Este composto variou entre 10 e 390 pg 100 g na Malvasia
Fina (amostras branqueadas e frescas respetivamente), a qual diferiu estatisticamente (P
< 0,001) dentre os tratamentos, e entre 397 e 719 pg 100 g* na Touriga Franca (C3 e
folhas branqueadas respetivamente), casta da qual ndo apresentou diferencas estatisticas
(P > 0,05) entre as amostras. Na Malvasia Fina, o cariofileno foi mesmo o composto
volatil mais abundante em C3 (Tabela 9). Este sesquiterpeno é responsavel pelo odor
caracteristico a madeira (Acree & Arn, 2015), um odor gque se notava em todas as
amostras em estudo, significativamente mais notavel na Touriga Franca no
branqueamento, C1 e C2, comprovadamente a partir das diferencas estatisticas (P =
0,002; P < 0,001 e P = 0,002, respetivamente) dos tratamentos entre as castas.

Através de uma observacdo geral verifica-se que a Touriga Franca tem um
maior teor em compostos volateis totais comparativamente com Malvasia Fina em todas
as amostras estudadas. Os teores de volateis totais variaram entre 1296 e 16580 pg 100
gl em C2 e nas folhas frescas na Malvasia Fina, enquanto na Touriga Franca variaram
entre 2210 e 18435 pg 100 g* no C3 e nas folhas frescas respetivamente. A
comprovacao deste fato € visivel a partir das diferencas estatisticas entre os tratamentos
como o branqueamento (P = 0,019), C1 (P = 0,002), C2 (P < 0,001) e C3 (P =0,004),
onde somente as folhas frescas é que ndo apresentaram tais diferencas (P > 0,05).
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51. CONCLUSOES

No presente trabalho, uma avaliacdo entre diversas variedades, as castas
brancas avaliadas foram aquelas que apresentaram melhores respostas a atividade
antioxidante e composicdo em compostos bioativos. Deste modo, a melhor casta
selecionada para processamento alimentar foi a Malvasia Fina, juntamente com uma
casta tinta, Touriga Franca, que apresentou os resultados mais baixos.

Com as diferentes condi¢cbes em que as folhas foram submetidas, pode-se
avaliar que a Malvasia Fina foi a casta que apresentou melhores resultados para a
atividade antioxidante e compostos fendlicos. A Touriga Franca, apesar de ter
demonstrado os mais baixos resultados, foi a casta que obteve uma maior estabilidade
dos compostos nos cozimentos, do qual o C3 apresentou valores préximos e algumas
vezes superior, a0 mesmo tratamento, na casta branca.

Em analise a colorimetria, clorofilas e carotenoides, a casta branca obteve
melhores resultados. Apesar de diferencas minimas entre os valores obtidos, a casta
tinta teve uma maior perda no teor de clorofilas totais, do qual foi diretamente refletido
na colorimetria das folhas. Com o aquecimento, os pigmentos sofrem uma reducao
acentuada nos seus teores.

A Touriga Franca é a casta com maiores valores no total em &cidos gordos, do
qual pode ter refletido nos maiores valores em volateis totais apds o branqueamento.
Esta mesma relacdo foi encontrada com os tofocerdis e tocotriendis, resultando em
maiores teores de vitamina E livre total para esta casta, incrementando 0s seus teores
com 0 aquecimento.

Com excessivos cozimentos, pode-se concluir que a Touriga Franca é a casta
mais aconselhdvel para este processamento, visto que sua atividade antioxidante e
composicdo quimica e em compostos bioativos, em combinagdo, tém maior destaque
frente a Malvasia Fina. Quando analisado do branqueamento a cozimentos moderados, a
casta branca ¢ a mais adequada. Podemos também concluir que o cozimento a 60
minutos poderia ser um bom tratamento, visto que as folhas se tornam ediveis e com

apreciaveis teores em muitos componentes presentes nas folhas.
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