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Resumo

Este trabalho teve por objectivo a determinagcdo da actividade antioxidante, perfil de
compostos fenolicos e caracteristicas de cor para 63 vinhos tintos, 21 vinhos brancos e 4 vinhos rosés,
das regides Peninsula de Setlbal, Lisboa e Tejo. Para todos os vinhos, foi avaliado o poder de reducéo
férrica (FRAP), a capacidade de sequestracdo do radical DPPH, a quantificacdo dos compostos
fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu, e identificacdo e quantificacdo de compostos
fendlicos por HPLC-DAD. Alguns destes compostos foram identificados e quantificados,
representando alguns dos grupos de fendlicos mais importantes do vinho: o acido galico (acido
benzdbico), os &cidos cafeico e ferulico (&cidos hidroxicindmicos), o trans-resveratrol (stilbeno) e a
quercetina (flavonol).

Os vinhos brancos e rosés foram submetidos a uma analise suplementar de actividade
antiradicalar por fotoquimioluminescéncia. Relativamente as caracteristicas de cor dos vinhos tintos,
foram tidos em conta a intensidade, tonalidade, brilho e composi¢do de cor. Os vinhos brancos da
Estremadura, juntamente com os vinhos tintos produzidos a partir da casta Alicante Bouschet,
destacam-se pela sua elevada actividade antioxidante medida através dos diferentes ensaios realizados.
Alguns dos compostos fendlicos quantificados parecem ser exclusivos de determinado tipo de uva e
outros parecem ser derivados dos métodos de vinificacdo aplicados ao vinho. Os componentes do
vinho que lhe conferem propriedades antioxidantes actuam como agentes redutores e como agentes
antiradicalares. Os componentes que conferem a coloracdo azul e amarela aos vinhos parecem possuir
maior actividade antiradicalar e redutora do que os compostos que absorvem ao comprimento de onda
caracteristico do vermelho, indicando que a actividade antioxidante de um vinho ndo esta muito
relacionada com a sua coloragdo vermelha. De uma maneira geral, tanto nos vinhos brancos como nos
vinhos tintos, os compostos que absorvem aos comprimentos de onda de 280, 320 e 360 nm

participam na capacidade antioxidante dos vinhos.

Termos chave: Actividade antioxidante, vinhos portugueses, composicao fendlica, parametros de cor
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Abstract

This work was aimed at determining the antioxidant activity, the profile of phenolic
compounds and the color characteristics for 63 red wines, 21 whites and 4 rosé wines, regions Setubal
Peninsula, Lisbon and Tagus. For these wines, we examined the ferric reducing power (FRAP), the
ability to scavenge the DPPH radical and the total phenols content by the Folin-Ciocalteu method. The
identification and quantification of the phenolic compounds present in these wines were further
characterized by HPLC-DAD. Some of these phenolic compounds were identified and quantified
phenolic groups representing some of the most important wine components as are the gallic acid
(benzoic acid), caffeic and ferulic acids (hydroxycinnamic acids), trans-resveratrol (stilbene) and
quercetin (flavonol).

The white and rosé wines were subjected to further analysis of activity by antiradicalar
photochemiluminescence. For the color characteristics of red wines, were taken into account the
intensity, hue, brightness and color composition. The white wines of Estremadura and the red wines
produced from the Alicante Bouschet grape variety were distinguished by its high antioxidant activity
as measured by different tests. Some of the quantified phenolic compounds appear to be unique to a
particular type of grape and others appear to be derived from the vinification methods applied to wine.
The wine components that confer antioxidant properties can act as both reducing agents and
antiradicalar agents. The components that give wines the blue and yellow colors appear to have more
antiradicalar activity and reduction potential than those that absorb in the characteristic wavelength of
red color, indicating that the antioxidant activity of wine is not directly correlated with the percentage
of red color. In general, both in white wines and red wines showed the presence of compounds that

absorb at wavelengths of 280, 320 and 360 nm and are involved in the antioxidant capacity of wine.

Keywords: Antioxidant activity, Portuguese wines, phenolic composition, color parameters
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1 - Introdugéo

1.1 — A producéo de vinho em Portugal

A producéo de vinho em Portugal é definida por diversos factores consoante a regido de produgdo e as
suas caracteristicas, assim como o proprio tipo de vinho produzido. Entre estes factores incluem-se, a

cultura da vinha, os diferentes processos de producéo de vinho e a escolha das castas utilizadas.

Existem em Portugal 13 regiGes vitivinicolas (Figura 1.1) contribuindo para uma produgdo total de
7.119.903 hectolitros de vinho na campanha de 2010-2011. De acordo com dados apresentados pelo
Instituto da Vinha e do Vinho, a producédo de vinhos tintos e rosés é predominante, representando 79%
da producéo total, isto é 5.045.425 hectolitros, e a produgdo de vinhos brancos representa 21% da

producdo total, ou seja 2.074.478 hectolitros.
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Source: Portugal's Ministry of Agriculture & Fisheries

Figura 1.1 — Regi0es vitivinicolas em Portugal (adaptado de Ministério da Agricultura e Pescas)

1-Vinhos Verdes; 2 — Tras-0s-Montes; 3— Terras Durienses; 4 —Beira Atlantico, Terras do D&o e Terras da Beira; 5— Tejo; 6—
Lishoa; 7 — Alentejo; 8 —Peninsula de Settibal; 9— Algarve; 10— Madeira; 11— Agores

As regides de Terras Durienses, Lisboa e Alentejo, combinadas, contribuem para mais de 50% de todo

0 vinho produzido em Portugal, sendo assim as principais regides produtoras de vinho do pais. As



regides com menor contribuicdo sdo Tras-os-Montes, Algarve, Madeira e Acores, representando
menos de 3% da producao total de vinho a nivel nacional.
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Regides vitivinicolas

Figura 1.2 — Producdo de vinhos brancos, tintos e rosés na campanha de 2010-2011 nas diferentes
regiBes vitivinicolas de Portugal. (Dados obtidos do Instituto da Vinha e do Vinho)

1.1.1 — Cultura da vinha

A qualidade do vinho depende de inimeros factores de producgdo que ndo podem ser negligenciados,
sendo o primeiro destes factores a cultura da vinha.

Em primeiro lugar, o solo e clima (juntamente com o factor humano constituem o terroir) devem ser
adequados e com condigdes Optimas para o crescimento e desenvolvimento da vinha. De facto, o solo
funciona como a principal fonte de nutrientes da planta, sendo entdo necessario assegurar que nao se
torne num factor limitante do crescimento e desenvolvimento da videira, podendo por vezes recorrer-
se a fertilizagdo do mesmo assim como ao aumento da drenagem interna do solo. E igualmente
essencial que as plantas sejam plantadas de forma a proporcionar espago suficiente para o
desenvolvimento apropriado das raizes (Grainger & Tattersall, 2005; Ribéreau-Gayon, et al., 2006a;
Jackson, 2008).



Em segundo lugar, é necessario ter em conta o bindmio porta-enxerto/planta. O porta-enxerto consiste
numa raiz de videira de origem americana (planta Vitis Americana) resistente a algumas doencas as
quais as videiras europeias sdo susceptiveis. A enxertia (Figura 1.3) pode ser realizada de acordo com
métodos diferentes, sendo o objectivo acoplar as raizes de origem americana ao resto da planta (folhas,
caule e uva) de origem europeia. O porta-enxerto tem a sua importancia no que se refere ao vigor da
videira, a sua adaptabilidade ao solo e a sua precocidade/atraso na maturacdo. A escolha da casta é
condicionada pelos objectivos de producdo, o solo e o clima, sendo que a escolha da casta pode

condicionar o porta-enxerto e vice-versa (Grainger & Tattersall, 2005; Jackson, 2008).

Figura 1.3 — Enxertia em émega da vinha (Adaptado de Jackson, 2008)

Em terceiro lugar, a plantacdo e a condugdo da vinha devem ser feitas de modo a optimizar a sua
cultura. A condugdo da vinha consiste essencialmente na maneira em como se dispdem as plantas,
existindo métodos tradicionais e outros mais modernos (Figura 1.4), com um objectivo ultimo de
maximizar a captacdo da luz e evitar o ensombramento das folhas, assim como o adequado arejamento

do interior do bardo (cachos e folhas) (Grainger & Tattersall, 2005; Jackson, 2008).

Figura 1.4 — Sistemas de condug&o da vinha.

A — Método em ramadas (tradicional); B — Método em corddo (moderno)
(http://www.vinhosverdes.pt)


http://www.vinhosverdes.pt/

Em quarto lugar, a poda e a empa sdo factores a considerar aquando da cultura da vinha. A poda
consiste no corte de uma parte dos ramos e pode ser feita apds a vindima, como controlo da disposi¢éo
aeroespacial da videira de modo a controlar a producéo (poda de Inverno), ou quando a videira ja tem
folhas (poda em verde), de forma a favorecer os rebentos escolhidos (objectivo de formacéao), ou ainda
favorecer um cacho em detrimento de outro, arejar o bardo e aumentar a exposi¢do (objectivos de
producéo). A empa consiste no posicionamento adequado da vara resultante da poda em redor de um
arame, de modo a assegurar que a seiva atinja todas as extremidades da planta, ou seja, para assegurar
0 controlo da dominancia apical, permitindo assim o seu correcto crescimento e desenvolvimento
(Grainger & Tattersall, 2005; Jackson, 2008).

Em quinto lugar, € essencial ter em conta as intervencdes em verde e os diferentes tratamentos que se
podem aplicar as vinhas. As intervencfes em verde realizam-se quando a vinha se encontra em estado
vegetativo, com o objectivo de melhorar a qualidade do desenvolvimento da planta e amadurecimento
das uvas, mas também facilitar a posterior aplicacdo de tratamentos fitossanitarios que variam
consoante a regido, o tipo de casta plantada, o tipo de solo, 0 ano, as doencas e ainda o numero de

pulverizagdes e tipo de fungicida aplicado (Grainger & Tattersall, 2005; Jackson, 2008).

Finalmente, a rega e a vindima constituem aspectos importantes na cultura da vinha. De facto, o aporte
em agua é necessario no crescimento vegetativo das bagas assim como durante o seu amadurecimento,
sendo prejudicial em quantidades excessivas. A vindima deve ser realizada quando a uva se encontra
no estado de maturacdo ideal, momento que depende dos objectivos tracados, quando a acidez é mais
baixa e os teores em acucares mais elevados, sendo possivel prever o teor de alcool no produto final
(Grainger & Tattersall, 2005; Ribéreau-Gayon, et al., 2006a; Jackson, 2008).

1.1.2 — Castas utilizadas e sua distribuicao nacional

As castas utilizadas em Portugal para a produgdo de vinhos regionais variam de acordo com as
caracteristicas inerentes a cada uma das regifes vitivinicolas, quer seja a nivel de solo ou a nivel de
condigOes climatéricas. As castas autorizadas por regido encontram-se descritas na legislagdo, sendo
apresentadas na Tabela 1.1 as portarias que regulamentam o nimero e tipo de castas autorizadas para

cada uma das regides vitivinicolas em Portugal.



Tabela 1.1 — Numero de castas tintas e brancas autorizadas por regido

NuUmero de castas autorizadas
Regido
Tintas Brancas

Vinhos Verdes ou Minho 39 31

(Portaria n°393/2001 de 16 de Abril)
Terras do Dao 39 38

(Portaria n°593/2010 de 29 de Julho)
Terras da Beira 36 35

(Portaria n°163/2011 de 18 de Abril)

Lisboa

(Portaria n°426/2009 de 23 de Abril) 47 4l
Alentejo 29 29

(Portaria n°276/2010 de 19 de Maio)

Tejo
(Portaria n°445/2009 de 27 de Abril) 45 a4
Peninsula de Setubal
(Portaria n°695/2009 de 29 de Junho) 151 138
Algarve 28 21
(Portaria n°817/2006 de 16 de Agosto)

Agores 14 18

(Portaria n°853/2004 de 19 de Julho)
Madeira 12 14

(Portaria n°86/2004 de 2 de Abril)
Trés-o0s-Montes 34 33
(Portaria n°1203/2006 de 9 de Novembro)
Terras Durienses 80 62
(Portaria n°1197/2006 de 7 de Novembro)
Beira Atlantico 48 46
(Portaria n°238-A/2011 de 16 de Junho)

Apesar de existir um elevado nimero de castas autorizadas por regido, o nimero de castas
comummente utilizado é bastante inferior e varia de uma regido para outra. As castas brancas
autdéctones mais utilizadas sdo Alvarinho, Antdo Vaz, Arinto, Encruzado, Ferndo Pires, Loureiro, Siria
e Vital, enquanto as castas brancas ndo autoctones mais utilizadas sdo Chardonnay e Sauvignon. Por
outro lado, as castas tintas autoctones mais utilizadas sdo Alfrocheiro, Aragonez, Baga, Casteldo,
Touriga Franca, Touriga Nacional e Trincadeira, enquanto as castas tintas ndo autoctones mais

utilizadas séo Alicante Bouschet, Cabernet Sauvignon e Syrah.

Uma caracteristica comum entre as castas Alfrocheiro, Baga, Touriga Franca e Alicante Bouschet é o
facto de serem uvas ricas em pigmentos, originando vinhos com uma coloragéo rica e intensa. As

primeiras trés castas caracterizam-se pelas uvas possuirem polpa incolor, ou seja a coloragdo provem



da pelicula, enquanto a ultima casta é a Unica tintoreira, entre as uvas mencionadas, ou seja, a

coloragdo provém tanto da pelicula como da polpa.

1.1.3 - Processo de producéo do vinho branco, do vinho tinto e do vinho rosé

Durante as etapas prévias a producdo de vinho, ou seja, durante a vindima, o transporte e a recepcéo, é
essencial ter em atencdo a qualidade das uvas seleccionadas, de modo a evitar qualquer tipo de
contaminacgdo ou fermentacdo precoce e assegurar assim as condi¢des essenciais para a producdo de
um vinho de elevada qualidade. O desengace consiste na separacdo mecanica entre 0s bagos de uva e o
seu suporte linhocelulésico (o engaco) e 0 esmagamento consiste na libertacdo da polpa e do sumo da
uva mediante o rompimento da pelicula. Durante o desengace e 0 esmagamento, é necessario evitar a
presenca de pequenos fragmentos de peddnculos no mosto e esmagar em demasia as grainhas pois
estes componentes da uva conferem caracteristicas de adstringéncia e amargura que irdo afectar
negativamente as propriedades organolépticas do produto final. (Grainger & Tattersall, 2005;
Ribéreau-Gayon, et al., 2006a; Jackson, 2008).

O esquema do processo de producdo dos vinhos branco, rosé e tinto é apresentado na Figura 1.5, e
evidencia as diferencas nos processos de vinificagdo destes trés tipos de vinhos nomeadamente a nivel

dos processos de maceragdo e dos processos de fermentagdo.
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Figura 1.5 — Esquema do processo de produgdo dos vinhos branco, rose e tinto
(http://www.infovini.com)

1.1.3.1 — Processo de producao do vinho tinto

A seguir ao desengace e esmagamento, 0 mosto, constituido pela pelicula e sumo extraidos das uvas,
pode ser inoculado com leveduras que irdo proceder a fermentacdo dos agucares, frutose e glucose,
convertendo-os em alcool etilico e dioxido de carbono. Estas leveduras produzem ainda dioxido de
enxofre, que é portanto considerado um conservante natural do vinho. De facto, o diéxido de enxofre
evita a proliferacdo de microrganismos que podem ter um efeito indesejado no produto, tais como
bactérias acéticas, responsaveis pela formacdo de vinagre, e leveduras deteriorantes. O didxido de
enxofre evita ainda processos de oxidacdo e escurecimento do vinho (Grainger & Tattersall, 2005;

Ribéreau-Gayon, et al., 2006a; Jackson, 2008). A maior parte das vezes, a quantidade deste composto
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produzido pelas leveduras é insuficiente para conservar eficientemente o vinho, motivo pelo qual se

recorre muitas vezes a sua adicéo.

De modo a obter-se uma fermentacdo homogeénea, é necessario misturar o bagaco, que tem
tendéncia a ir para a superficie (remontagem), com o mosto que fica geralmente na parte inferior dos
tanques de fermentacdo. No fim da fermentagdo, as uvas sdo prensadas de modo a libertar o liquido
que se encontra ainda retido nos bagos. A seguir a prensagem, pode ocorrer a fermentacdo malolactica,
mediada por bactérias, e que consiste na conversdo de acido malolactico em éacido lctico, reduzindo

assim a acidez do vinho (Grainger & Tattersall, 2005; Ribéreau-Gayon, et al., 2006a; Jackson, 2008).

Apos a vinificacdo, os vinhos sdo envelhecidos em barris, geralmente de carvalho, de modo a
adquirirem uma maior complexidade tanto a nivel de sabor como a nivel de odor (Grainger &
Tattersall, 2005; Ribéreau-Gayon, et al., 2006a; Jackson, 2008).

Finalmente, o vinho € filtrado ou clarificado, para remover particulas em suspensdo e estabilizado,
estando entdo pronto para engarrafamento (Grainger & Tattersall, 2005; Ribéreau-Gayon, et al.,
20064a; Jackson, 2008).

1.1.3.2 — Processo de producéo do vinho branco

Apobs 0 desengace e 0 esmagamento das uvas, procede-se a prensagem das mesmas, seguida de uma
decantacgdo. Esta consiste na eliminagdo das partes solidas presentes no mosto por accao da gravidade.
A seguir, ocorre uma fermentacdo alcodlica, idéntica a que ocorre na producdo dos vinhos tintos,
transformando o mosto em vinho. Ap6s a transfega, onde o vinho é transferido para uma cuba limpa, o
vinho é clarificado e pronto para engarrafamento (Grainger & Tattersall, 2005; Ribéreau-Gayon, et al.,
20064a; Jackson, 2008).

1.1.3.3 — Processo de produc¢éo do vinho rosé

Apo6s o0 desengace e esmagamento, as uvas podem ser submetidas a duas as linhas de processamento.
No primeiro caso, as uvas tintas sdo sujeitas ao mesmo tratamento aplicado na producdo de vinho
branco. No segundo caso, as uvas sdo maceradas e 0 mosto é fermentado, o vinho pode ou ndo passar

por um estagio de maturacgdo para a seguir ser engarrafado.

1.1.4 — Cor do vinho

A coloragdo dos vinhos esta estreitamente relacionada com a sua composi¢do em pigmentos fendlicos,
particularmente as antocianinas. Estes pigmentos apresentam uma variacdo de cor de acordo com

certos parametros fisico-quimicos do meio onde se encontram. Um dos aspectos principais a ter em



conta é o pH do vinho, uma vez que em meio &cido as antocianinas apresentam uma coloracéo
vermelha que se dissipa & medida que sobe o pH, apresentando uma cor azul arroxeada quando o pH é
superior a 4 e uma cor amarela quando o pH é neutro ou basico (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

As antocianinas sdo moléculas pouco estaveis, razdo pela qual a sua concentracdo decresce com 0
decorrer do tempo. O facto da cor do vinho se manter ao longo do tempo é um indicativo que outras
espécies quimicas estdo envolvidas na manutencao da cor (Packer & Cadenas, 2002; Ribéreau-Gayon,
et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009). Este fendmeno designa-se por copigmentacdo e envolve
reac¢Oes entre antocianinas e outros compostos, geralmente fenolicos (Packer & Cadenas, 2002;
Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009). A copigmentacdo pode ainda
apresentar-se sob a forma de dois fendmenos designados por efeitos batocrémico e hipercromico. No
primeiro caso, existe uma reaccdo de condensagéo entre antocianinas e taninos que pode ainda integrar
catibes metalicos fazendo com que a coloracdo do complexo formado apresente uma cor mais
arroxeada. Este efeito €, no entanto, minimizado nos vinhos devido a presenca de etanol que inibe as
ligagbes em causa. No segundo caso, existe a formacdo de um complexo antocianina-tanino fazendo
com que a coloracao da solugdo se torne levemente mais azulada acompanhada com um aumento da

intensidade da cor (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

Ao longo do tempo, ocorrem diferentes processos de condensacdo originando estruturas com
diferentes caracteristicas cromaticas, apresentando coloragfes variando entre o roxo e o laranja
(Packer & Cadenas, 2002; Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009). A
estabilidade dos pigmentos formados depende de diversos factores como o tipo de molécula formada,
0 pH, a temperatura, os niveis de oxidagdo e a luz, fazendo com que cada vinho apresente uma

composicao especifica que evolui de maneira propria ao longo do tempo.

A cor dos vinhos brancos deve-se essencialmente & presenca de compostos fenélicos como derivados
de quercetina, acido cafeico e acido coumarico, que apresentam um maximo de absorvancia nos
comprimentos de onda entre 310 e 350 nm. A presenca de certos taninos e a extensdo da sua oxidagao
pode ainda contribuir para a coloragdo amarela dos vinhos, monitorizada a um comprimento de onda
de 420 nm (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

A Comission Internationale d’Eclairage (CIE) definiu certos pardmetros para a avaliagdo da cor nos
vinhos. Entre eles destacam-se a intensidade da cor, a tonalidade, a composi¢éo da coloracdo e ainda o

brilho dos vinhos tintos (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

A intensidade da cor corresponde a quantidade de cor do vinho tendo em conta a contribuicdo do
amarelo, vermelho e azul & coloragdo total e é calculada através do somatério das absorvancias aos

comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).



A tonalidade é indicativa do desenvolvimento da cor para tons laranja, sendo mais baixa em vinhos
novos do que em vinhos envelhecidos e é obtida através da razdo entre as absorvancias medidas aos

comprimentos de onda de 420 e 520 nm (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

A composi¢do da coloragdo avalia a contribuicdo das trés componentes na coloragdo total e é
calculada pela razéo entre as absorvancias medidas aos comprimentos de onda respectivos pela
intensidade da cor, valor ao qual se aplica um factor de 100 para apresentar os resultados sob a forma
de percentagem (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

O brilho dos vinhos tintos refere-se essencialmente a forma do espectro de absorvancia, sendo que um
méaximo aos 520 nm mais estreito e definido esta associado a uma coloragdo vermelha viva enquanto
um maximo aos 520 nm mais achatado e alargado esta associado a uma coloragdo vermelha mais

intensa (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b). O brilho dos vinhos (B) pode ser calculado de acordo com a

A420+A620

seguinte formula: B = (1 T ToxAS20

) X 100, onde Aun, Asxp € Agypg SA0 0s valores de absorvancia

medidos aos comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm, respectivamente. Quanto maior for o valor

de B, mais dominante é a coloracdo vermelha do vinho.
1.2 — Actividade antioxidante

O vinho é considerado um alimento funcional pois contém componentes que exercem efeitos
benéficos para a satde do consumidor desde que ingeridos em doses fisiologicamente equilibradas.
Um desses efeitos benéficos é a capacidade de neutralizacdo de espécies quimicas consideradas

oxidantes, ou seja, a actividade antioxidante.
1.2.1 — Composicao fendlica do vinho

O vinho possui uma elevada quantidade de compostos com caracteristicas antioxidantes, a
maior parte deles provenientes da uva (Cadenas & Packer, 2002, Ribéreau-Gayon, et al., 2006b;
Moreno-Arribas & Polo, 2009). No entanto, os métodos de vinificagdo aplicados, nomeadamente, o
tempo de maturagdo em barricas de carvalho e a possivel adi¢do de sulfitos para conservagdo do

vinho, podem contribuir para a presenga de outras substancias de caracter antioxidante.

Os compostos antioxidantes que se destacam no vinho sdo os compostos fendlicos, que se
caracterizam por possuirem anéis aromaticos e grupos hidroxilo, sendo denominados por fendlicos
quando possuem apenas um anel aromatico e por polifendlicos quando possuem mais do que um anel
aromatico (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009). Os compostos fendlicos
podem ainda ser separados em duas categorias: os flavondides e ndo-flavonoides (Cadenas & Packer,
2002).
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1.2.1.1 — Flavondéides

Os flavondides sdo pigmentos de coloragdo amarela que se caracterizam por um esqueleto comum do
tipo C6-C3-C6, consistindo em dois anéis fenolicos unidos por um anel pirano heterociclico. Esta
estrutura (Figura 1.6) pode ocorrer como derivado de um ndcleo de 2-fenil cromona por um lado,
originando flavonas (a- R; = H) e flavonois (a - Rz = OH), e como derivado de um nucleo de 2-fenil
cromanona por outro lado, originando flavanonas (b - R; = H) e flavanonois (b - R; = OH) (Cadenas &
Packer, 2002; Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009).

Figura 1.6 — Estrutura de flavonoides (adaptado de Moreno-Arribas & Polo, 2009)
a — Flavona R; = H; Flavonol R; = OH; b — Flavanona R; = H; Flavanonol R; = OH

Os flavondides predominantes no vinho sdo, sem duvida, os flavondis. Entre eles destacam-se o
campferol, a quercetina e a miricetina (Figura 1.7), sendo que os trés compostos se encontram no
vinho tinto, mas apenas os dois primeiros se encontram no vinho branco (Moreno-Arribas & Polo,
2009).
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Figura 1.7 — Estruturas de alguns flavonéis presentes no vinho

Entre os flavonodides destacam-se ainda os flavandis (Figura 1.8) cuja estrutura é idéntica aos
flavonois, com excepcdo de ndo possuirem um grupo cetona no anel pirano (Cadenas & Packer, 2002;
Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009). Os flavandis monoméricos mais
importantes no vinho séo os isbmeros (+)-catequina e (-)-epicatequina, responsaveis por caracteristicas
de acidez. Os flavandis poliméricos compreendem as proantocianidinas (oligdbmeros) e 0s taninos
condensados (polimeros), de extrema importancia organoléptica uma vez que sdo responsaveis por

qualidades de adstringéncia do vinho (Moreno-Arribas & Polo, 2009).

Figura 1.8 — Estrutura quimica de um flavanol (Moreno-Arribas & Polo, 2009).
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As antocianinas sdo os pigmentos responsaveis pela coloragdo vermelha e azul das cascas das uvas e
também do vinho tinto. Esta coloracdo deve-se a sua conformagdo caracteristica, sendo que quando a
estrutura é alterada, existe desaparecimento da cor (Moreno-Arribas & Polo, 2009). Nas uvas e nos
vinhos, foram identificados cinco tipos de antocianinas correspondentes aos monoglucésidos de cinco
antocianidinas principais (Figura 1.9) (delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina)
(Cadenas & Packer, 2002; Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009). As
antocianinas ainda reagem com o0s taninos condensados para originar estruturas conhecidas como
taninos pigmentados que participam para a coloracdo do vinho (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b;
Moreno-Arribas & Polo, 2009).

Figura 1.9 — Estrutura quimica de uma antocianidina ou antocianina aglicona (Moreno-Arribas &
Polo, 2009).

1.2.1.2 — Compostos fendlicos ndo-flavonoides

Os compostos fendlicos ndo flavondides no vinho sdo constituidos essencialmente por acidos
hidroxicindmicos, &cidos benzoicos, taninos hidrolisaveis e stilbenos (Cadenas & Packer, 2002;
Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009).

Os acidos hidroxicinamicos constituem o maior grupo de compostos fendlicos no vinho branco,
existindo no entanto em quantidades compardveis nos vinhos tintos. Os &cidos hidroxicindmicos
encontrados nos vinhos sdo os acidos coumarico, cafeico e ferdlico (Cadenas & Packer, 2002;
Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009). Sdo compostos que se oxidam muito
rapidamente estando na origem do escurecimento dos vinhos, especialmente indesejado nos vinhos
brancos. O escurecimento provém da accdo da enzima polifenoloxidase que é libertada durante o
esmagamento da uva. Este aspecto é contrabalancado naturalmente na uva pela presenca de glutationa
que reage rapidamente com o &cido hidroxicindmico oxidado formando um composto sem cor
(Moreno-Arribas & Polo, 2009).
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Os é&cidos benzoicos aparecem no vinho em menores propor¢des relativamente aos acidos
hidroxicindmicos (Figura 1.10). Estes compostos podem existir inicialmente nas uvas ou podem ser
produzidos a partir da hidrdlise de taninos hidrolisaveis (ésteres de &cido galico e de acido elagico) e
taninos condensados. Apesar de existirem diferentes tipos de acidos benzdicos no vinho (tabela), o
mais importante é sem divida o &cido galico (Cadenas & Packer, 2002; Ribéreau-Gayon, et al.,
2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009).

Rs COOH
R4 R2
R3
(1) Benzoic acids R2 R3 R4 Rs (2) Cinnamic acids
p-Hydroxybenzoic acid H H OH H p-Coumaric acid
Protocatechic acid H OH OH H Caffeic acid
Vanillic acid H OCH3 OH H Ferulic acid
Gallic acid H OH OH OH
Syringic acid H OCH3 OH OCHs Sinapic acid
Salicylic acid OH H H H
Gentisic acid OH H H OH

Figura 1.10 — Estrutura quimica de acidos benzoicos e cinamicos (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b)

Os stilbenos sdo fitoalexinas produzidas naturalmente nas plantas como uma accdo de protecgéo frente
a agressoes externas, nomeadamente infeccGes microbianas e radiacdes UV (Sandler & Pinder, 2003).
Estes compostos sdo transferidos para o mosto e vinho durante o processo de vinificacdo, e tém
particular relevancia nas propriedades nutracéuticas do vinho devido ao seu potencial antioxidante,
anticarcinogénico e antimutagénico (Sander & Pinder, 2003; Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-
Arribas & Polo, 2009).

Estes compostos possuem uma estrutura quimica caracteristica que reside em dois anéis benzénicos
unidos por uma cadeia etano ou etileno. O stilbeno de maior relevancia no vinho é o trihidroxi-3.5.4’-
stilbeno, ou resveratrol (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas & Polo, 2009). Este composto
é produzido na pele das uvas e transferido para o vinho no momento da fermentagdo do mosto. O
resveratrol existe sob a forma de dois isdmeros (conformagdes cis- e trans-), ou ainda nas formas livre
ou como o derivado glucésido (trans-resveratrol-3-O-glicosideo). A reaccdo de isomerizacdo de trans-
resveratrol a cis-resveratrol ocorre na presenc¢a de luz (Cadenas & Packer, 2002; Moreno-Arribas &
Polo, 2009).

O isbmero mais estudado é o trans-resveratrol (Figura 1.11), tendo sido determinada a sua eficiéncia

antioxidante no vinho. De facto, trata-se de um composto com potencial para formar complexos com
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ibes cobre e para sequestrar radicais superdxido e peroxilo impedindo assim a peroxidacdo lipidica
(Sandler & Pinder, 2003). Os efeitos protectores do resveratrol foram estudados in vitro bem como in
vivo, tendo sido encontradas evidéncias da sua capacidade para inibir e prevenir a formagéo de ROS,
proteger o material genético de oxidagdes e, consequentemente, poder prevenir potenciais situagdes de
cancro assim como de doengas cardiovasculares (Sandler & Pinder, 2003).

OH
OH

Figura 1.11 — Estrutura quimica do trans-resveratrol
1.2.1.3 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica cromatografica que permite separar
0S compostos presentes numa amostra de acordo com a sua estrutura quimica, nomeadamente o seu
peso molecular e sua polaridade, bem como determinar a sua concentragdo (Mark, 2003; Kazakevich
& Lobrutto, 2007; McMaster, 2007).

Os cinco componentes principais desta técnica sdo elui¢cdo, 0 modo de injecgdo da amostra, as fases
estacionaria e movel, o tipo de detector utilizado e ainda a andlise dos dados adquiridos (Mark, 2003;
Kazakevich & Lobrutto, 2007; McMaster, 2007).

A eluicdo dos analitos pela fase movel é realizada mediante a utilizacdo de uma bomba que se
encarrega de fazer passar o eluente de maneira consistente e reprodutivel através da coluna
cromatografica com determinados fluxo e pressdo (Mark, 2003; Kazakevich & Lobrutto, 2007
McMaster, 2007).

O volume de injecgdo deve ser o menor possivel, sendo no entanto condicionado por factores externos
como as dimensdes da coluna e a sensibilidade do detector utilizados (Mark, 2003; Kazakevich &
Lobrutto, 2007; McMaster, 2007).

O HPLC de fase reversa utiliza uma fase estaciondria, constituida por uma coluna cromatografica com
caracteristicas apolares (Mark, 2003; Kazakevich & Lobrutto, 2007; McMaster, 2007). A
selectividade, capacidade e eficiéncia das colunas depende do material que as constitui. Por exemplo,

uma coluna do tipo C18 consiste num empacotamento de esferas de silica a superficie das quais se
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encontram ligadas cadeias poliméricas de hidrocarboneto as quais vao adsorver, com maior ou menor
afinidade, os compostos presentes na amostra (Mark, 2003; Kazakevich & Lobrutto, 2007; McMaster,
2007). As colunas caracterizam-se pelas suas dimensdes (comprimento, diametro e didmetro dos
poros) e pela sua composi¢do (nimero e tipo de grupos funcionais das cadeias). A fase movel é
composta por solventes ou eluentes, com caracteristicas polares (geralmente &gua, metanol ou
acetonitrilo) que atravessam a coluna permitindo a eluicdo dos compostos através da mesma. A
eluicdo pode ser do tipo isocratico ou de gradiente, sendo que no primeiro caso, a composi¢ao dos
eluentes ndo varia no decurso da corrida cromatografica enquanto no segundo caso, a composicao dos
eluentes é varidvel (Mark, 2003; Kazakevich & Lobrutto, 2007; McMaster, 2007). A eluicdo em
gradiente permite variar a polaridade da fase movel ao longo do tempo melhorando a separagdo dos
compostos e portanto a resolucdo dos cromatogramas obtidos (Mark, 2003; Kazakevich & Lobrutto,
2007; McMaster, 2007).

A saida da coluna, os compostos separados sdo detectados por um determinado tipo de sensor que
produz um sinal eléctrico com uma intensidade proporcional & concentracdo dos analitos. O resultado
serd um cromatograma onde cada pico corresponderd a um dos analitos eluidos, sendo caracterizados
pelo tempo de retengdo, ou seja pelo tempo decorrido entre a injecgdo da amostra na coluna e a
deteccdo do analito eluido por parte do detector (Mark, 2003; Kazakevich & Lobrutto, 2007;
McMaster, 2007). Os detectores utilizados em HPLC podem ser universais ou massicos, ou seja,
detectam qualquer composto eluido da coluna, ou podem ser selectivos, ou seja, detectam apenas

compostos com caracteristicas estruturais e fisico-quimicas especificas.

O detector de fotodiodos (DAD — Diode-Array Detector) permite a absor¢do de luz no espectro UV-
VIS (190 — 700 nm), tendo como grande vantagem a possibilidade de monitorizar qualquer
comprimento de onda (dentro dos limites UV-VIS) num sé cromatograma. Desta forma, existe a
informacdo adicional do espectro de absorcdo de cada um dos analitos que contribui para a sua
identificacdo juntamente com o tempo de retencdo (Mark, 2003; Kazakevich & Lobrutto, 2007,
McMaster, 2007).

O resultado de uma injeccdo em HPLC é um cromatograma, onde aparecem diferentes picos, com um
tempo de retencdo particular e um espectro de absor¢do proprio, correspondentes a cada um dos
analitos. A andlise dos cromatogramas consiste ndo s6 na identificacdo tentativa dos compostos
eluidos, por comparacdo com padrGes analisados nas mesmas condigdes, mas também na
quantificagdo dos compostos presentes na amostra injectada. De facto, a area correspondente a cada
pico € proporcional & concentragdo do analito na amostra, pelo que, a construcdo de rectas de
calibracdo utilizando padrdes adequados permite estimar as concentragcdes dos compostos presentes
nas amostras. (Mark, 2003; Kazakevich & Lobrutto, 2007; McMaster, 2007).
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1.2.2 — Radicais livres e stress oxidativo

A respiracdo celular € um dos mecanismos essenciais & manutengdo e funcionamento do organismo
humano. Para produzir elevadas quantidades de adenosina-5-trifosfato (ATP), a moeda energética do
organismo, ocorre a transferéncia de electrdes para o oxigénio através do processo de fosforilagdo
oxidativa (Gaté, et al., 1999; Wu & Cedermaum, 2003; Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009; Edeas et
al., 2010; Burton & Jauniaux, 2011; Halliwell, 2011). Alguns dos compostos gerados durante esta
reaccdo sdo denominados espécies reactivas de oxigénio (ROS), entre elas os radicais hidréxilo,
peréxilo, alcdxilo e superdxido, o perdxido de hidrogénio, o oxigénio e o acido hipocloroso (Gaté, et
al., 1999; Wu & Cederbaum, 2003; Scheibmeir, et al., 2005; Valko, et al., 2006; Bargagli, et al., 2009;
Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009; Burton & Jauniaux, 2011; Halliwell, 2011), e espécies reactivas
de azoto (RNS), entre elas o 6xido nitrico, nitritos, nitratos, peroxinitritos, 0xido nitroso e &cido
nitroso (Gaté, et al., 1999; Fredstrom, 2002; Valko, et al., 2006; Bargagli, et al., 2009).

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ides altamente instaveis devido a sua estrutura atémica ou
molecular, na medida em que possuem electrdes desemparelhados (Wu & Cederbaum, 2003;
Scheibmeir, et al., 2005). Este tipo de compostos apresenta grande tendéncia para capturar um electrao
de outra espécie quimica de modo a recuperar estabilidade. Neste processo, a molécula vizinha torna-
se ela prépria um radical livre, provocando uma reaccdo em cadeia que, no caso de nao ser
interrompida, pode provocar alteracdes celulares associadas a patologias como o cancro, desordens
neuroldgicas e diabetes, entre outras (Wu & Cederbaum, 2003; Scheibmeir, et al., 2005; Valko, et al.,
2006; Halliwell, 2011).

Os radicais livres ocorrem no organismo humano por exposicao a irradiacdo de luz UV, raios X e raios
Y, por exposicao a agentes poluentes ambientais por inalacdo ou ingestdo, como produtos de reaccdes
catalisadas por metais, como produtos de neutréfilos e macréfagos durante processos de inflamagdo e
como subprodutos de reaccdes de transporte de electrdes catalisados nas mitocondrias entre outros

mecanismos (Scheibmeir, et al., 2005; Limoén-Pacheco & Gonsebatt, 2009).

Os agentes antioxidantes revelam ser o principal mecanismo de defesa frente & accdo dos radicais
livres no organismo humano, existindo um esforgo constante para a manutengdo de um equilibrio entre
ambos. Quando os radicais livres se encontram em excesso relativamente a quantidade de
antioxidantes presentes, o organismo entra em estado de stress oxidativo, que persistindo pode dar
origem a uma série de patologias (Wu & Cederbaum, 2003; Scheibmeir, et al., 2005; Valko, et al.,
2006; Bargagli, et al., 2009).

O organismo defende-se deste ataque oxidativo segundo mecanismos enzimaticos e nao-enzimaticos
(Gaté, et al., 1999; Wu & Cederbaum, 2003; Valko, et al., 2006; Burton & Jauniaux, 2011).
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O mecanismo antioxidante enzimatico baseia-se na ac¢do de enzimas que possuem metais no seu
centro activo com mdltiplas valéncias. Desta forma, é possivel a neutralizacdo de radicais livres por
transferéncia electronica sem que as préprias enzimas se tornem espécies radicalares. Entre estas
enzimas destacam-se a superdxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase (Figura 1.12) (Gaté,
et al., 1999; Wu & Cederbaum, 2003; Scheibmeir, et al., 2005; Valko, et al., 2006; Bargagli, et al.,
2009; Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009; Burton & Jauniaux, 2011).

Three Major ROS

1/ 2T '3\

0, ==, " = g0 =—.y =0

Oxygen  Superoxide Hydrogen Hydroxyl Water
Anion Peroxide Radical

Superoxide Glutathione

Dismutase

Catalase

ROS Scavengers

Figura 1.12 — Processo de formacéao de espécies reactivas de oxigénio (Scheibmeir, et al., 2005)

O mecanismo antioxidante ndo enzimatico envolve moléculas como as vitaminas A, C e E, moléculas
tidis como a glutationa, a tiorredoxina e o &cido lipdico, e ainda carotendides e flavondides (Figura
1.13) (Gaté, et al., 1999; Thomas, 2000; Fredstrom, 2002; Wu & Cederbaum, 2003; Valko, et al.,
2006; Burton & Jauniaux, 2011).
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Figura 1.13 — Estrutura de alguns compostos antioxidantes

A — Acido lipdico; B — o-Tocoferol (Vitamina E); C — Acido ascérbico (Vitamina C); D — Retinol (Vitamina A);
E — B-Caroteno; F — Licopeno

1.2.3 — Determinacdo da actividade antioxidante

Existem dois mecanismos pelos quais os antioxidantes conseguem neutralizar os radicais livres. O
primeiro mecanismo baseia-se na neutralizagdo do radical livre mediante a doa¢do de um atomo de
hidrogénio (um protdo e um electrdo). O segundo baseia-se no potencial que tem o agente antioxidante
em ceder um electrdo de modo a reduzir qualquer outro composto, nomeadamente metais, grupos
carbonilo ou até radicais (Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005; Apak, et al., 2007).

A determinagdo da actividadeantioxidante de uma amostra pode ser realizada através de ensaios

seguindo o primeiro ou o segundo.

1.2.3.1 — Ensaios baseados na doacao de um atomo de hidrogénio

1.2.3.1.1 — ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O ensaio de ORAC permite determinar a capacidade de sequestracdo de radicais peroxilo por parte de
compostos antioxidantes. Neste ensaio os radicais peroxilo em excesso reagem com uma sonda

fluorescente para formar um produto ndo fluorescente. Os antioxidantes presentes na amostra vao
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neutralizar os radicais livres, fazendo com que se formem menos produtos ndo fluorescentes. A
capacidadeantioxidante pode entdo ser determinada através da diminuicdo da taxa de fluorescéncia ao
longo do tempo associada a produgdo de produtos ndo fluorescentes resultantes da neutralizacdo dos
radicais livres (Wang, et al., 2004; Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005; Apak, et al., 2007; Kohri, et
al., 2009). Desta forma, quanto mais tempo demorar a diminuir a fluorescéncia do meio reaccional,

maior sera a capacidadeantioxidante da amostra testada (Figura 1.14).

Este ensaio € repetido, substituindo a amostra por concentracdes diferentes de um padrdo antioxidante,
o trolox, de modo a obter rectas de calibracdo. Os resultados deste ensaio para as amostras sdo

apresentados sob a forma de equivalentes de trolox.

ROS/RINS
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| Lipophilic Antioxidant
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l integration
AUChank

AU Cnmioxjdam
Antioxidant Capacity = AUC pticxidant- AUC blank

AUC= area under the curve OH= Hydroxide ion ONOO" = Peroxynitrite

Figura 1.14 — Principio do ensaio ORAC
1.2.3.1.2 — TRAP (Radical-trapping antioxidant parameter)

Os radicais peroxilo produzidos a partir da degradagdo do dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-
amidinopropano) (AAPH) oxidam moléculas de luminol, dando origem a radicais livres de luminol
que emitem luz. A presencga de antioxidantes no meio reaccional impede até certo ponto a produgéo
destes radicais, retardando a emisséo de luz. Desta forma, o tempo decorrido entre a adicdo de uma

substancia antioxidante, nomeadamente a amostra a testar, e a emissdo de luz por parte dos radicais de
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luminol € indicativo da capacidade antioxidante desta substancia (Ghiselli, et al., 1994; Huang, et al.,
2005; Prior, et al., 2005; Apak, et al., 2007).

Ao longo do tempo, tém existido variagdes deste método a nivel da sonda utilizada, tendo o luminol

sido substituido por uma proteina com caracteristicas de fluorescéncia, a R-Ficoeritrina.
1.2.3.1.3 - TOSC (Total Oxidant Scavenging Capacity)

Este ensaio permite quantificar a capacidade antioxidante de uma determinada amostra frente a trés
agentes oxidantes especificos, os radicais hidroxilo (HO), radicais peréxilo (ROO’) e o anido
peroxinitrito (ONOO).

O substrato, acido a-ceto-y-metiolbutirico (KMBA), quando oxidado por estes radicais forma etileno.
Na presenca de substancias antioxidantes, esta reacgédo é atrasada, assim como a formacéo de etileno.
Ao analisar o0 espago de cabeca da célula reaccional por cromatografia gasosa, é possivel monitorizar a
formac&o de etileno. Desta forma, a capacidade antioxidante da amostra é quantificada de acordo com
a sua capacidade de inibir a formag&o de etileno, quando comparada com uma reacgao controlo (Prior,
et al., 2005).

1.2.3.1.4 — Quimioluminescéncia

Como o proprio nome indica, as reaccBes de quimioluminescéncia baseiam-se na formacgdo de
produtos que emitem luz. Um composto marcador é oxidado por radicais livres dando origem a
produtos num estado de energia elevado; estes produtos tém a capacidade de transferir parte da sua
energia em excesso para fotdes e regressar assim a um estado de energia mais baixo e portanto mais
estavel. O agente marcador geralmente utilizado é o luminol, apesar da crescente popularidade de
utilizacdo de proteinas bioluminescentes. A presenca de agentes antioxidantes no meio reaccional vai
inibir a oxidacdo dos marcadores, inibindo por sua vez a produgdo de luminescéncia. Uma vez
esgotados os antioxidantes, os radicais vao oxidar os marcadores. Assim, 0 poder antioxidante de uma
amostra € tanto maior quanto mais tempo decorrer até surgir a emissao de luminescéncia (Prior, et al.,
2005).

1.2.3.1.5 — Fotoquimioluminescéncia

Um ensaio de fotoquimioluminescéncia pode ser efectuado num aparelho dedicado, comercializado
pela empresa Analytik Jena AG (Jena, Alemanha) e denominado PHOTOCHEM.

Na célula reaccional, ocorre a excitacdo de um fotosensibilizador, o luminol, dando origem a radicais

de luminol com propriedades quimioluminescentes e radicais de anido superoxido. Os antioxidantes
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presentes na amostra vao neutralizar os radicais livres, inibindo a emisséo de luminescéncia. Uma vez
esgotados os antioxidantes, os radicais remanescentes vdo emitir luz que é detectada pelo equipamento
(Prior, et al., 2005; Yang, et al., 2009).

O sistema PHOTOCHEM vem ainda equipado com duas modalidades de ensaio que servem para
analisar compostos hidrofilicos (kit ACW) e compostos lipofilicos (kit ACL).

No caso do ensaio hidrofilico, a capacidade antioxidante da amostra é obtida através do tempo (L)
decorrido desde o inicio do ensaio até a emissdo de luminescéncia. Isto é, L = Ly- Ly, onde Ly e L;

correspondem aos parametros respectivos do branco e da amostra.

No caso do ensaio lipofilico, a capacidade antioxidante da amostra € obtida através da quantificagdo
do grau de inibicdo da luminescéncia (I). Isto é, | = 1- S/ S,, onde S, representa o integral

correspondente & curva do branco e S representa o integral correspondente 4 curva da amostra.

Uma das maiores vantagens deste sistema é a sensibilidade do mesmo, uma vez ser possivel a
quantificagdo de capacidades antioxidantes extremamente baixas de amostras diluidas (a partir de 0,5

mM de equivalentes de acido ascérbico ou trolox).

Uma das desvantagens deste sistema reside no facto de apenas ser possivel a leitura de uma amostra de
cada vez, tornando o estudo de um elevado nimero de amostras demorado. Este aspecto torna-se
problematico sobretudo devido ao facto do tempo de vida do luminol ser bastante curto (entre 4 a 8

horas).

Outra desvantagem prende-se com a presenca de estruturas moleculares de configuracdo volumosa na
amostra podendo provocar fenémenos de difraccdo ou absorcdo de luminescéncia interferindo na

guantificagdo da capacidade antioxidante da amostra.

1.2.3.1.6 — Branqueamento de -caroteno

Os carotendides sdao compostos corados que podem sofrer descoloracdo quando oxidados,
nomeadamente por autoxidacdo, por luz ou calor ou ainda por radicais perdxilo. Ao existirem
antioxidantes no meio reaccional, os radicais livres vdo oxidar estes compostos em vez dos

carotenoides verificando-se portanto uma menor descoloragdo (Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005).

Os carotendides mais utilizados neste teste sdo o [3-caroteno e a crdcina, cuja descoloragdo pode ser

monitorizada a um comprimento de onda de 470 nm e 443 nm, respectivamente.
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No entanto, a descoloracdo da crdcina ocorre apenas por oxidacdo mediada por radicais peroxilo
enquanto o B-caroteno pode ser oxidado por diferentes vias. Desta forma, a crocina torna-se num alvo
de oxidagdo mais especifico, sendo os resultados obtidos de mais fécil interpretacdo, isto é, a oxidagdo
ndo se deve a fendmenos de autoxidacdo nem de inducdo por luz ou calor, mas apenas por reacgao
com radicais peroxilo. O B-caroteno continua a ser o alvo mais utilizado devido ao facto de ser
comercializado enquanto a crocina apenas pode ser obtido por extraccdo das flores de acafrdo ou

gardénia.

1.2.3.1.7 — Oxidacao de LDL

Este método induz artificialmente a autoxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) por um
composto iniciador, geralmente Cu(ll) ou AAPH. A peroxidagdo dos componentes lipidicos origina
dienos conjugados ou hidroperoxidos lipidicos cuja formacdo pode ser monitorizada através das

leituras de absorvancia da amostra a um comprimento de onda de 234 nm.

A reaccdo de autoxidagdo € lenta na auséncia de um iniciador, e acelera na presenca do mesmo. Ao
juntar substancias antioxidantes, nomeadamente a amostra a analisar, no meio reaccional, a velocidade
da reaccdo de oxidacdo diminui. Uma vez esgotadas as substancias antioxidantes, a velocidade da
reaccdo volta a aumentar. O tempo de inibicdo da reac¢do é tanto maior quanto maior for a

capacidadeantioxidante da amostra analisada (Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005).

1.2.3.1.8 — DPPH " (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

O ensaio de DPPH mede a capacidade de uma substancia em neutralizar os radicais DPPH . Este
composto constitui um dos poucos radicais azotados organicos estaveis, que pode ser comercializado

como tal, eliminando a necessidade de ser gerado antes de um ensaio de actividade antioxidante.

Em solucdo metandlica, o DPPH * apresenta uma forte coloragdo roxa, que apresenta um maximo de
absorvancia entre 515 e 520 nm. Ao colocar compostos antioxidantes na amostra, estes vao neutralizar
o radical doando um atomo de hidrogénio e convertendo o DPPH * num derivado incolor. A perda de
cor pode ser monitorizada ao longo do tempo por espectrofotometria e esta correlacionada com a
capacidade antiradicalar da amostra testada (Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005; Apak, et al., 2007,
Tirzitis & Bartosz, 2010).

A capacidade antiradicalar da amostra pode ser apresentada sob a forma de percentagem de inibicéo

Ab—Aa

T onde Ab é o valor de

do radical (1), apds um determinado tempo de reacgdo. Isto é, I = 100 X

absorvancia do branco e Aa é o valor de absorvancia da amostra.
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Ao substituir a amostra por quantidades conhecidas de um padrdo, é possivel calcular as percentagens
de inibicdo do radical por parte desse padrdo de modo a construir rectas de calibragéo, e apresentar 0s
resultados, ndo sob a forma de percentagem de inibicdo, mas sob a forma de equivalentes desse
padréo.

Uma das desvantagens deste método é o facto de utilizar um radical sintético, e portanto sem grande
relevancia biol6gica. No entanto, trata-se de um ensaio simples, pouco dispendioso e rapido, e por isso

largamente difundido no &mbito da caracterizacdo da actividade antioxidante de diversas matrizes.

1.2.3.1.9 - TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)

Este ensaio permite a quantificagdo da actividadeantioxidante de uma amostra através da sua

capacidade em reduzir radicais catides ABTS™.

Ao juntar na mistura reaccional persulfato de potassio a ABTS (&cido 2,2'-azino-bis(3 -
etilbenzotiazolino-6-sulfonico), este Gltimo é oxidado ao catido ABTS™, que possui uma coloragio
azul escuro com maximos de absorvancia aos comprimentos de onda 415 nm, 645 nm, 734 nm e 815
nm. Ao juntar substancias antioxidantes & mistura, o catifo ABTS™ é reduzido a ABTS, fazendo com
que se dé a descoloragéo da solugdo inicial. Uma vez esgotados os antioxidantes no meio reaccional, o

ABTS volta a ser oxidado a ABTS™, regressando a coloracéo azul da solucéo.

A extensdo da descoloragdo que ocorre durante um determinado periodo de tempo, geralmente
monitorizada a 415 nm, vai depender directamente da capacidade antioxidante da amostra (Re, et al.,
1998; Wang, et al., 2004; Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005; Apak, et al., 2007). Ao aplicar as
mesmas condic¢Bes reaccionais a um padrdo, é possivel apresentar a capacidade antioxidante da

amostra sob a forma de equivalentes desse padréo.

Ao considerar os radicais sintéticos, ou seja 0 DPPH " e 0 ABTS™, a transferéncia do protio pode ser
imediata ou ndo. No primeiro caso, ocorre a homdlise do antioxidante protonado originando um
radical de hidrogénio que ira reagir com o radical, dando origem ao radical protonado, ou seja
neutralizado, e a produtos derivados do antioxidante que reagiu. No segundo caso, existe uma
dissociacdo do antioxidante protonado, originando, em solugdo, um protdo e o antioxidante
desprotonado. Este antioxidante desprotonado reage em seguida com o radical, surgindo produtos
derivados do antioxidante que reagiu, juntamente com o radical desprotonado. Finalmente, o radical
desprotonado reage com o protdo que tinha sido libertado previamente, dando origem ao radical

protonado.
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1.2.3.2 — Ensaios baseados na neutralizacdo mediante cedéncia de electrao

1.2.3.2.1 — FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

O método de FRAP baseia-se na redugdo, em meio acidico, de um complexo férrico de TPTZ (2,4,6-
tripiridil-s-triazina) a um complexo ferroso de TPTZ com uma forte coloragéo azul escura. Quanto
maior for a capacidade antioxidante da amostra, maior sera a producdo do complexo ferroso de TPTZ,
podendo ser monitorizado através da leitura da absorvancia a um comprimento de onda de 593 nm
(Figura 1.15) (Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005; Apak, et al., 2007).
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Figura 1.15 — Principio de poder de reducdo férrica (Huang, et al., 2005)

A construgdo de rectas de calibragdo é possivel através da substituicdo da amostra por concentragdes
conhecidas de padrBes contendo ferro no estado reduzido, nomeadamente sulfato ferroso (FeSO,) ou
padrdes de um antioxidante sendo a capacidade redutora expressa em equivalentes de iGes ferrosos ou

equivalentes desse composto antioxidante.

Uma das limitagOes desta técnica consiste no facto de apenas avaliar a capacidade da amostra em
reduzir ibes férricos e ndo a sua capacidade em neutralizar radicais livres ou outras espécies
antioxidantes. No entanto, trata-se de um ensaio simples, reprodutivel e pouco dispendioso, quando

comparado com outros métodos de avaliacdo da actividade antioxidante.

1.2.3.2.2 — CUPRAC (Copper reduction assay)

O ensaio de CUPRAC baseia-se na reducdo de Cu(ll) a Cu(l), que por sua vez vai formar um
complexo com um agente cromogénico. Os agentes cromogénicos mais utilizados sdo a batocuproina
(2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolina) e a neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) que
absorvem a um comprimento de onda de 490 nm e 450 nm, respectivamente. Quanto mais elevada for

a capacidade antioxidante da amostra, maior é a taxa de reducdo do Cu(ll) a Cu(l), reflectindo-se num
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aumento da absorvancia no comprimento de onda de absor¢cdo méxima do agente cromogénico
utilizado (Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005; Apak, et al., 2007).

A realizacdo de rectas de calibragdo permite a quantificacdo e apresentacdo da capacidade antioxidante
das amostras sob a forma de equivalentes do padrdo seleccionado.

A relevancia deste teste deve-se ao facto de o cobre ser também um ido metdlico de ocorréncia

bioldgica e com efeitos pro-oxidantes na sua forma cdprica livre.

1.2.3.2.3 — Folin-Ciocalteu

O ensaio de Folin-Ciocalteu, também conhecido como o método dos fendis totais, baseia-se na
quantificagdo da actividade antioxidante através da quantificacdo dos compostos fendlicos presentes

na amostra a testar.

O método baseia-se na reducdo de um complexo de molibdénio-tungstato-fosforo, em meio basico,
por parte dos compostos fendlicos presentes na amostra. A monitorizacdo da reacgdo € realizada por
colorimetria uma vez que o complexo reduzido apresenta uma coloragdo azul intensa e absorvancia
méaxima ao comprimento de onda de 765 nm. Desta forma, quanto maior for a quantidade de
compostos fendlicos presentes na amostra, maior sera a absorvancia a este comprimento de onda
(Huang, et al., 2005; Prior, et al., 2005; Apak, et al., 2007).

A realizacdo de rectas de calibragdo permite expressar o teor de compostos fenolicos totais na amostra

em equivalentes do padréo escolhido, sendo o0 mais utilizado o &cido galico.

1.3 — Objectivos

O vinho constitui uma parte importante dos habitos alimentares do povo mediterranico e, quando
ingerido com moderagdo, apresenta caracteristicas nutracéuticas devido essencialmente & sua

composicdo em agentes antioxidantes.

Em primeiro lugar, procura-se a determinacdo da capacidade antioxidante de 88 vinhos portugueses,
63 tintos, 21 brancos e 4 rosés, de trés regibes vitivinicolas portuguesas, sendo estas Lisboa, Tejo e
Peninsula de Setubal. Os ensaios realizados englobam a determinacdo do poder de reducdo férrica,
através do ensaio de FRAP, da actividade antiradicalar, mediante os ensaios de DPPH e
fotoquimioluminescéncia e a determinacdo da composicao total em fendlicos utilizando o reagente de

Folin-Ciocalteu.

Em segundo lugar, procura-se identificar e quantificar compostos pertencentes aos principais grupos

de fendlicos do vinho, nomeadamente o acido galico representando os acidos benzoicos, o acido
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cafeico e o &cido ferulico representando os acidos hidroxicindmicos, o trans-resveratrol representando

os stilbenos e a quercetina representando os flavondides.

Em terceiro lugar, sdo avaliados parametros inerentes as caracteristicas de cor dos vinhos tintos,
nomeadamente a sua intensidade total, o seu brilho e tonalidade e a sua composigdo em percentagem
de amarelo, vermelho e azul.

Um dos objectivos deste trabalho € contribuir para uma caracterizacdo dos vinhos portugueses em
termos da sua actividade antioxidante global, assim como da sua composicdo em determinados
fendlicos e das suas caracteristicas de cor, e compara-las com estudos publicados, tanto a nivel

nacional, como a nivel internacional.

Outro objectivo baseia-se na possibilidade de existirem correlagdes entre a actividade antioxidante do
vinho, composi¢do em determinados fenolicos e caracteristicas de cor com parametros associados a

regido de producdo e determinar se existem castas que afectem directamente estes aspectos.
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2 — Materiais e Métodos

2.1 — Amostragem

Foram analisados um total de 88 vinhos portugueses, das regifes vitivinicolas de Lisboa, Tejo e

Peninsula de Setubal. Este conjunto de 88 vinhos incluiu 63 vinhos tintos, 21 vinhos brancos e 4

vinhos rosés. Na Tabela 2.1 constam as informacdes disponiveis acerca dos vinhos analisados.

Tabela 2.1 — Amostragem

Cddigo Regido Casta(s) Ano | Tipo de vinho
JRO1 Tejo Touriga Nacional |2010 Tinto
JR02 Tejo Merlot 2010 Tinto
JR03 Tejo Cabernet Sauvignon | 2010 Tinto

Alicante Bouschet
Cabernet Sauvignon
JR0O4 Tejo Touriga Nacional | 2010 Tinto
Aragonez
Syrah
JRO5 | Peninsula de Setlbal Castelao 2009 Tinto
Aragonez
JRO06 | Peninsula de Setubal Merlot 2008 Tinto
JRO7 |Peninsula de Setubal Casteldo 2008 Tinto
Aragonez
i Cabernet Sauvignon i
JRO08 Tejo - 2007 Tinto
Alicante Bouschet
Touriga Nacional
JR09 | Peninsula de Setubal Casteldo 2009 Tinto
Touriga Nacional
JR10 |Peninsula de Settbal Casteldo 2008 Tinto
Aragonez
Touriga Nacional
JR11 Lisboa Alicante Bouschet | 2007 Tinto
Cabernet Sauvignon
JR12 |Peninsula de Setubal Casteléo 2008 Tinto
JR13 |Peninsula de Setubal Casteléo 2009 | Tinto
Touriga Nacional
JR14 Lisboa Cabernet Sauvignon | 2008 Tinto
Petit Verdot
Casteldo
JR15 |Peninsula de SetGbal | Touriga Nacional |2008 Tinto
Cabernet Sauvignon
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Tabela 2.1 (cont.1) — Amostragem

Cadigo Regido Casta(s) Ano | Tipo de vinho
Aragonez
JR16 |Peninsula de Setlbal Casteldo 2010 Tinto
Syrah
Aragonez
JR17 | Peninsula de Setubal Casteldo 2010 Tinto
Syrah
Casteléo
JR18 Lisboa Trincadeira | 50081 Tinto
Aragonez
Cabernet Sauvignon
JR19 |Peninsula de Setubal Casteldo 2008 Tinto
JR20 | Peninsula de Setdibal | Sa2ermet Sauvignon |0 | i
Casteléo
JR21 Tejo Ferndo Pires 2010 Branco
JR22 Tejo Chardonnay 2010 Branco
JR23 Tejo Sauvignon 2010 Branco
Arinto
JR24 | Peninsula de Setubal Chardonnay 2009 Branco
Antdo Vaz
JR25 Lisboa Arinto 2008 Branco
JR26 |Peninsula de Setlbal Ferndo Pires 2009 Branco
Arinto
JR27 Lisboa Ferndo Pires 2010 Branco
Vital
JR28 Lisboa Arinto 2010 Branco
JR29 Lisboa Sauvignon 2010 Branco
JR30 Lisboa Chardonnay 2010 Branco
JR31 Lisboa Chardonnay 2010 Branco
JR32 Lisboa Ferna9 Pires 2010 Branco
Arinto
JR33 Lishoa Arinto 2010|  Branco
Chardonnay
JR34 Lisboa Chardonnay 2008 Branco
JR35 Lisboa Ferndo Pires 2010 Branco
JR36 Lisboa Sauvignon 2009 Branco
JR37 Lisboa Arinto 2008 Branco
JR38 Lisboa Arinto 2010 Branco
) Arinto
JR39 Lisboa —— 2008 Branco
Fernao Pires
JR40 Lisboa Arinto 2007 Branco
JR41 Lisboa Arinto 2009 Branco
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Tabela 2.1 (cont.2) — Amostragem

Cadigo | Regido Casta(s) Ano | Tipo de vinho
JR42 | Lisboa Syrah 2009 Tinto
JR43 | Lishboa | Alicante Bouschet | 2007 Tinto
JR44 | Lisboa Syrah 2007 Tinto
JR45 | Lisboa Syrah 2010 Tinto

A
JR46 | Lisboa VAJONZ___1o008|  Tinto
Touriga Nacional
JR47 | Lishoa | CADEMELSAUVIGNON | g |
Merlot
IR48 | Lisboa |—r299M€Z__ o009 Tinto
Merlot
Touriga Nacional
JR49 | Lisboa Syrah 2008 Tinto
Petit Verdot
JR50 | Lisboa | Cabernet Sauvignon | 2009 Tinto
. Alicante Bouschet .
JR51 | Lisboa - 2008 Tinto
Cabernet Sauvignon
. A .
JR52 | Lisboa ragon~ez ? Tinto
Casteléo
JR53 | Lisboa | Alicante Bouschet |2007 Tinto
JR54 | Lisboa Syrah 2009 Tinto
JR55 | Lisboa Syrah 2009 Tinto
JR56 | Lisboa Syrah 2009 Tinto
. Touri i .
IR57 | Lishoa |—ourigaNacional o001
Cabernet Sauvignon
JR58 | Lishoa Aragonez 2009 Tinto
JR59 | Lisboa Syrah 2006 Tinto
Merl
JR60 | Lisboa erlot 2008|  Tinto
Syrah
JR61 | Lisboa | Touriga Nacional |2008 Tinto
. Alicante Bouschet .
JR62 | Lisboa - 2008 Tinto
Cabernet Sauvignon
JR63 | Lishoa Syrah 2008 Tinto
JR64 | Lishoa Syah o008 Tinto
Touriga Nacional
JR65 | Lisboa Syrah 2009 Tinto
IR66 | Lishoa |——r29MEZ_ 1on0g 1 Tino
Merlot
JR67 | Lisboa Aragonez 2009 Tinto
JR68 | Lisboa | Touriga Nacional |2010 Rosé
JR69 | Lisboa | Touriga Nacional |2008 Tinto
JR70 | Lisboa Syrah 2009 Tinto
JR71 | Lisboa Syrah 2009 Tinto
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Tabela 2.1 (cont.3) — Amostragem

Cadigo | Regido Casta(s) Ano | Tipo de vinho
Touriga Nacional
JR72 | Lisboa Syrah 2008 Tinto
Petit Verdot
JR73 | Lisboa | Touriga Nacional |2008 Tinto
. Petit Verdot )
JR74 | Lisboa 2009 Tinto
Merlot
JR75 | Lisboa | Touriga Nacional |2008 Tinto
JR76 | Lisboa Syrah 2008 Tinto
i Touriga Nacional i
JR77 | Lisboa - 2009 Tinto
Cabernet Sauvignon
JR78 | Lisboa Syrah 2008 Tinto
. Touriga Nacional )
JR79 | Lisboa - 2009 Tinto
Cabernet Sauvignon
. Touriga Nacional i
JR80 | Lishoa 2009 Tinto
Syrah
JR81 | Lisboa | Touriga Nacional |2008 Tinto
JR82 | Lisboa | Touriga Nacional |2009 Tinto
JR83 | Lishoa Castelédo 2007 Tinto
. Touriga Nacional i
JR84 | Lishoa 2010 Rosé
Syrah
JR85 | Lishoa Merlot 2008 Tinto
JR86 | Lishoa Syrah 2006 Tinto
JR87 | Lisboa Syrah 2010 Rosé
JR88 | Lisboa | Touriga Nacional |2010 Rosé
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2.2 — Materiais, equipamento, reagentes e solventes

Nas Tabelas 2.2 e 2.3 estdo apresentados 0s reagentes, solventes e equipamentos utilizados para a

realizacdo do presente trabalho experimental.

Tabela 2.2 — Reagentes e solventes utilizados

Reagentes e Solventes Empresa Cidade e pais
Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH")
Acido cafeico inhei
ik = Fluka Steinheim,
Acido galico Alemanha
Acido ferdlico
Reagente Folin-Ciocalteu Chem-Lab Zedelgem, Bélgica
uercetina inhei
— Q — Sigma-Aldrich Steinheim,
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) Alemanha
Sulfato de ferro (I1) heptahidratado
(FeS0,4.7H,0)
Cloreto de ferro (111) hexahidratado Panreac Barcelona,
(FeCls.6H,0) Espanha
Acetato de sddio trihidratado
(CH;COONa.3H,0)
Trans-Resveratrol (99.4%) Dr. Ehrenstorfer GmbH Augsburg,
Alemanha
Acetonitrilo (99.9%) Lab-Scan Dublin, Irlanda
Metanol (99.9%) Fischer Scientific Waltham, EUA
Metanol (95%) J. M. Gomes dos Santos Portugal
Tabela 2.3 — Equipamento utilizado
Equipamento Empresa Cidade e Pais
Balanga — Modelo AB204-S Mettler Toledo
Colorimetro — Modelo Libra S4 Biochrom Cambridge, Inglaterra
Espectrofotémetro — Modelo Spekol 1500 .
Analytic Jena Jena, Alemanha
Photochem
HPLC

Desgaseificador - Modelo SCM 1000

Bomba binéria de gradiente - Modelo P2000

Amostrador automatico - Modelo AS1000

Controlador UV - Modelo SM4000

Detector de diodos - Modelo UV6000LP

Thermo Fisher Scientific

Waltham, EUA

Coluna RP-C18 (150 mm x 2.1 i.d., 5 pum,)

Atlantis

Dublin, Irlanda
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2.3 — Procedimento experimental

2.3.1 — Avaliagdo da actividade antioxidante

2.3.1.1 — Poder antioxidante de reducao férrica (FRAP)

O método de poder de reducéo férrica do vinho foi adaptado do método descrito por Benzie & Strain
(1996).

O reagente para o teste do poder redutor férrico (FRAP) foi preparado da seguinte forma: para um
volume final de 120 mL de reagente, misturaram-se imediatamente antes de proceder aos ensaios 10
mL de uma solugdo aquosa de cloreto férrico (20 mM), 10 mL de uma solucédo de 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) de 10 mM em HCI (11M) e 100 mL de tampdo acetato (0,3M) a pH 3,6.

Para cada ensaio, utilizou-se 3 mL de reagente FRAP ao qual se adicionou 0,1 mL de amostra
previamente diluida em &gua destilada. Os factores de dilui¢cdo foram de 1:40 para o vinho tinto e de
1:4 para o vinho branco. A mistura reaccional ficou a incubar em banho a uma temperatura de 37°C
durante 50 minutos. Ao final do periodo de incubacdo, procedeu-se a leitura da absorvancia a um

comprimento de onda de 593 nm.

Realizou-se 0 mesmo procedimento para a construgédo das rectas de calibrag&o, substituindo a amostra

por concentracdes diferentes de sulfato ferroso (FeSO,4) variando entre 0,2 mM e 2,0 mM.

O poder de reducdo férrica das amostras foi expresso em equivalentes de sulfato ferroso.

2.3.1.2 — Actividade antiradicalar

2.3.1.2.1 — Neutralizag&o do radical DPPH

O método utilizado foi baseou-se no método descrito por Brand-Williams et al. (1995).

Preparou-se uma solu¢do de DPPH em metanol, com uma concentracdo de 70 mg/L. A 4 mL desta
solucdo, adicionaram-se 0,2 mL de amostra previamente diluida em agua destilada (amostras brancas
diluidas de 1:2, amostras tintas diluidas de 1:20). Ap6s um periodo de incubacdo de 40 minutos no

escuro, procedeu-se a leitura da absorvancia da solu¢do a um comprimento de onda de 517 nm.

Para a construgéo da recta de calibracéo, realizou-se o ensaio da mesma forma, substituindo a amostra

por concentracdes diferentes de quercetina, variando entre 50 mg/L e 400 mg/L.
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A actividade antiradicalar das amostras relativamente ao DPPH foi expressa em equivalentes de

quercetina.

2.3.1.2.2 — Fotoquimioluminescéncia

A avaliagdo da actividade antiradicalar relativamente ao anido superdxido foi efectuada mediante uma
reaccdo de fotoquimioluminescéncia, utilizando o aparelho Photochem na modalidade de medices
aquosas (kit ACW). Foi seguido o método descrito pela marca para a avaliacdo da actividade

antioxidante em vinhos.

O meio reaccional é obtido através da mistura de 1,5 mL de Reagente 1 (diluente de amostras), 1,0 mL
de Reagente 2 (solucdo tampdo), 10 pL de amostra previamente diluida em Reagente 1 (dilui¢do 1:20
para vinhos rosés e diluicdo 1:10 para vinhos brancos) e 25 pL de Reagente 3 (fotosensibilizador e

reagente de deteccao).

No caso da construcdo da curva de calibracdo, a amostra € substituida por diferentes volumes variando
entre O uL e 30 pL de Reagente 4 (acido ascorbico que é o padrdo de calibragdo para a quantificagdo

de antioxidantes solGveis em agua).

A actividade antiradicalar das amostras relativamente ao anido radical superéxido foi expressa em

equivalentes de &cido ascorbico.

2.3.1.3 — Quantificagcdo dos compostos fendlicos totais — Reaccéo de Folin-Ciocalteu

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais das amostras foi realizada segundo o método de Folin-

Ciocalteu. Para tal, realizou-se uma adaptacdo da versdo deste método descrita pela OIV.

O meio reaccional é preparado, na seguinte ordem, por 0,1 mL de amostra previamente diluida em
agua destilada, a qual se adicionou 5 mL de agua destilada, 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu (0,2
N), 2 mL de uma solucédo de carbonato de sodio (20%) e 2,4 mL de agua destilada.O factor de diluicdo
das amostras tintas foi de 1:10 e das amostras brancas de 1:2. Ap6s um periodo de incubacdo de 30

minutos no escuro, realiza-se a leitura da absorvancia a um comprimento de onda de 750 nm.

Para a realizacdo da recta de calibracdo, seguiu-se o mesmo procedimento apenas substituindo a
amostra por diferentes concentracbes de &cido gélico, variando de 50 mg/L até 400 mg/L. Desta

forma, os compostos fendlicos totais das amostras foram expressos em equivalentes de &cido gélico.
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2.3.2 — Quantificacdo de compostos por HPLC-DAD

Para a quantificacdo de diferentes compostos por HPLC-DAD, as amostras foram previamente
filtradas, utilizando um filtro de 0,22 um, de modo a remover particulas que pudessem interagir com a
coluna de cromatografia, danificar a mesma ou até alterar os proprios resultados. Em casos pontuais,

as amostras foram diluidas com metanol ultrapuro.

O sistema de HPLC utilizado é constituido por um desgaseificador (modelo SCM 1000), uma bomba
binaria de gradiente (modelo P2000), um amostrador automatico (modelo AS1000), um controlador
UV (modelo SM4000) e um detector de diodos (modelo UV6000LP).

O método utilizado foi adaptado do método descrito por Stasko et al. (2008). As analises foram
efectuadas numa coluna RP-C18 (150 mm x 2.1 i.d., 5 um, Atlantis, Dublin, Irlanda). A fase movel foi
composta por 0,3% de acido formico em agua (A) e acetonitrilo (B) combinados de acordo com o
programa de eluentes descrito na Tabela 2.4.0 fluxo da fase mével foi de 0,8 mL/min e o volume de

injeccdo foi 20 pL.

Tabela 2.4 — Programa de eluentes aplicado

Tempo de analise (minutos) | Eluente B (%)
0-5 5
5-10 5-20
10-20 20-25
20-30 25-5

A aquisicdo de resultados em DAD foi realizada em modo de varrimento total, num intervalo de 210 a
540 nm, e utilizando trés canais de detec¢do selectivos (280, 320 e 360 nm) seleccionados por
corresponderem a comprimentos de onda de absorgédo de &cidos benzoicos, acidos hidroxicindmicos e
flavonoides, respectivamente. Foram extraidos cromatogramas a comprimentos de onda selectivos
correspondentes aos maximos de absorvancia de cada um dos compostos estudados: 270 nm (acido
gélico), 306 nm (trans-resveratrol), 320 nm (&cido cafeico), 323 nm (&cido ferdlico) e 370 nm

(quercetina).

Para as rectas de calibracdo, os padrdes foram preparados em metanol ultrapuro com diferentes
concentracdes, variando entre 5 e 100 mg/L para o 4cido géalico (R? = 0,9999), entre 5 e 50 mg/L para
o trans-resveratrol (R? = 0,9964), entre 5 e 100 mg/L para o acido cafeico (R = 0,9998), entre 0,5 e 5
mg/L para o &cido fertlico (R? = 0,9958) e entre 1 e 20 mg/L para a quercetina (R* = 0,9958).
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Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) de cada um destes compostos foram

determinados seguindo o método de calculo do desvio padrdo residual da curva:

S S . o
LD = 3,3 x ’;/y e LQ = 10 x ’;/y, onde a corresponde ao declive da recta, S,,= /E‘%'Ty') N
corresponde ao nimero de pontos de calibracdo, y; corresponde valor da &rea extraida do
cromatograma para o composto em questdo e ¥; corresponde ao valor médio das areas extraidas do

cromatograma para 0 composto em questao.
2.3.3-Cor

Para a determinagé&o dos parametros de cor das amostras, foram realizadas leituras da absorvancia das
amostras aos comprimentos de onda de 420 nm, 520 nm e 620 nm.

Uma vez que néo existe proporcionalidade entre a absorvancia dos vinhos e o factor de diluicéo, as
amostras ndao foram diluidas (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b). Para contornar esta situacdo, foram

utilizadas células de 0,1 cm de espessura para a leitura das absorvancias dos vinhos tintos.

A intensidade corresponde a soma das leituras obtidas aos comprimentos de onda de 420 nm, 520 nm
e 620 nm, enquanto a tonalidade corresponde a razao entre a leitura obtida ao comprimento de onda de

420 nm pela obtida ao comprimento de onda de 520 nm (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

A composic¢do da coloracéo é calculada pela raz&o entre as absorvancias medidas aos comprimentos de
onda respectivos pela intensidade da cor, valor ao qual se aplica um factor de 100 para apresentar 0s

resultados sob a forma de percentagem (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

O brilho dos vinhos (B) é calculado de acordo com a seguinte formula (Ribéreau-Gayon, et al.,

A420+A620
2xA520

2006b): B = (1 - ) X 100, onde Asz, Asxp € Aso S80 0s valores de absorvancia medidos

aos comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm, respectivamente.
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3 — Resultados e Discussao

Neste trabalho procurou-se avaliar a actividade antioxidante de vinhos portugueses, produzidos em

diferentes regides do pais, utilizando diferentes castas de uva e tipos de uva (brancas e tintas).

Seleccionaram-se 88 vinhos (63 tintos, 21 brancos e 4 rosés), produzidos entre 2006 e 2010, nas
regiBes vitivinicolas de Lisboa, Tejo e Peninsula de Setubal.

A amostragem centrou-se em vinhos jovens produzidos nos anos 2008 a 2010 (Figura 3.1), pois

pretendiam-se avaliar vinhos ainda ndo sujeitos aos processos de mudanca de composicdo associados
ao envelhecimento.

Numero de amostras (%)
]
o

15
10
5 B
o NN : : :
2006 2007 2008 2009 2010

Ano de produgdo

Figura 3.1 — Distribuigdo das amostras de vinho estudadas pelos respectivos anos de producgao

Quanto a origem geografica seleccionaram-se maioritariamente vinhos da regido vitivinicola com a
indicacdo geogréfica Lisboa (Figura 3.2), que de acordo com as defini¢gdes do Instituto da Vinha e do
Vinho abrange todos os concelhos da faixa atlantica a Norte do estuario do Tejo, confinando a Norte
com a Beira e a Leste com o Ribatejo. Em segundo lugar estdo representados vinhos da regido
vitivinicola com aindicacdo geografica Peninsula de Settbal que corresponde & zona litoral Oeste a
Sul de Lisboa, compreendendo todo o distrito de Setdbal. Por fim, incluiram-se também alguns vinhos
da regido com indicacdo geografica Tejo que corresponde a todas as regides adjacentes ao vale do
Tejo incluindo a Leziria do Tejo, a zona compreendida entre o Vale do Tejo as serras de Porto de Mos,
Candeeiros e Montejunto, e a zona de Charneca, localizada na margem esquerda do Rio Tejo a sul da
zona de Leziria. Em qualquer destas regides vitivinicolas foram seleccionados mais vinhos tintos do

que vinhos brancos e mais vinhos monovarietais do que multivarietais (Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Distribuicdo da amostragem em termos de regido e numero de castas componentes

(monocasta e multicasta).

As castas mais representadas nos vinhos monovarietais tintos foram Syrah e Touriga Nacional (regido
de Lisboa), e Casteldo (regido da Peninsula de Setlbal). As castas Arinto e Chardonnay predominaram
no caso dos vinhos monovaritais brancos da regido de Lisboa enquanto a casta Fernao Pires foi a mais

frequente nos vinhos monovarietais brancos da regido da Peninsula de Setubal.
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Figura 3.3 — Distribuigdo das amostras por casta e regido para os vinhos tintos e brancos

monovarietais.
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A escolha das castas reflectiu as preferéncias actuais dos produtores traduzidas na disponibilidade

comercial de vinhos de uma determinada casta, ndo tendo havido uma selecgéo intencional de uma

casta especifica.

Distribuicdo dos vinhos multivarietais por casta e por regido

12
Vinhos tintos

Vinhos brancos

10

Numero de amostras
(o)}

1
m Tejo
2 |- .
M Lisboa
0| i Peninsula de Setubal
X 9% S .0 X SR > LV o Y ° N
é\z o°° ] oé‘o é’b e}\o ,\b° *@ -o'b b‘ K\ X é\'b Q\,\e A'{@
R R I A S I CIE
o0 &P . g K 7
X ¥ @ % N N & L&
@ S e~ > & ¥ )
& Py Q o «
&\c? ?}0 «Oo
v C}?

Castas tintas e brancas

Figura 3.4 — Distribuigcdo das amostras por casta e regido para os vinhos tintos e brancos

multivarietais.

No caso dos vinhos multivarietais tintos Cabernet Sauvignon e Touriga Nacional foram as castas mais

frequentemente encontradas nos vinhos tintos da regido de Lisboa enquanto Casteldo e Aragonés

foram as castas mais utilizadas nos vinhos multivarietais tintos da regido da Peninsula de Setubal. Os

vinhos brancos multivarietais da regido de Lisboa apresentaram predominéncia das castas Arinto e

Ferndo Pires.

As castas Petit Verdot e Trincadeira estdo presentes apenas em vinhos multivarietais tintos e as castas

Antdo Vaz e Vital s6 aparecem como componentes de vinhos multivarietais brancos.

3.1 — Actividade antioxidante

A actividade antioxidante dos vinhos seleccionados foi avaliada através de 4 reacgdes especificas que

permitem testar a capacidade de neutralizacdo de diferentes espécies pro-oxidantes ou a presenca de

um determinado tipo de antioxidantes.
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A presenca de compostos capazes de doar electrfes a i6es metélicos convertendo-os nas suas formas
reduzidas foi avaliada através da reaccdo com ides férricos (poder antioxidante de reducdo férrica,
FRAP).

A actividade antiradicalar, ou seja, a presenca de espécies antioxidantes capazes de neutralizar radicais
livres por doagdo de um hidrogénio (1 electrdo e 1 protdo), foi avaliada por reac¢do com o radical
DPPH, muito utilizado na avaliagdo da actividade antiradicalar in vitro, e com o radical anido

superdxido, que tem relevancia bioldgica pois ocorre a nivel celular.

Por fim, avaliou-se a presenca de compostos fendlicos atraves da reaccdo de Folin-Ciocalteu que
sendo uma reac¢do especifica para compostos com uma determinada caracteristica estrutural (serem
derivados fendlicos), é também uma avaliagcdo da actividade antioxidante pois 0os compostos fendlicos

sdo geralmente redutores e sequestradores de radicais livres.

3.1.1 — Poder antioxidante de reducéo férrica (FRAP)

O poder de reducdo férrica das amostras analisadas € apresentado sob a forma de equivalentes de

FeSO, em mM. Os resultados estdo representados nas Figuras 3.5 e 3.6.

O poder de redugdo férrica dos vinhos tintos analisados apresenta um minimo e um méaximo de 33,0 e
85,7 mM de FeSQ,, respectivamente. Estes valores sdo da mesma ordem de grandeza de

determinagdes analogas efectuadas por outros autores (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Valores de poder de reducao férrica de vinhos tintos

Poder de reducdo férrica
(equivalentes de FeSO, em mM) Autores Ano
Minimo Maximo
21 32 V. Katalani¢ et al. 2004
27,7 101,5 M. D. Rivero-Pérez et al. 2008
10,5 20,6 J. Woraratphoka et al. 2007
12 66 A. Versari et al. 2010
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Poder de redugdo férrica em equivalentes de FeSO, (mM)
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Figura 3.6 — Poder antioxidante de reducdo férrica de vinhos tintos multivarietais

Numa analise mais detalhada podemos referir que os resultados de poder redutor férrico obtidos neste
trabalho para vinhos monovarietais e multivarietais ultrapassam 0s extremos das gamas apresentadas
por V. Katalani¢ et al. em 2004, por J. Woraratphoka et al. (2007) e por A. Versari et al. em 2010, no
entanto, encontram-se na gama dos valores apresentados por M. D. Rivero-Pérez et al. em 2008.
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Estas diferencas sdo expectaveis uma vez que se trata de vinhos produzidos em condi¢bes muito
diferentes. De facto as diferencas que existem entre vinhos da mesma regido de um pais devem

acentuar-sequando se consideram vinhos provenientes de paises diferentes.

E de realgar que a maior parte dos vinhos tintos apresentaram valores de poder redutor férrico
inferiores a 60 mM equivalentes de FeSOy,, valor ultrapassado apenas por 3 vinhos monovarietais e por
6 vinhos multivarietais. Valores de poder redutor férrico superiores a 70 mM foram encontrados

apenas para 2 vinhos tintos multivarietais que se destacam dos restantes no valor desta propriedade.

Em termos das trés regides consideradas os resultados foram comparaveis sobretudo tendo em conta

gue a amostragem nao € igualmente representativa da regido de origem.

Os resultados obtidos para as diferentes castas de vinhos tintos e em particular no caso dos vinhos
monovarietais evidenciam que outros factores além da regido e da casta afectam as propriedades
antioxidantes destes vinhos. Esta observacdo parece reflectir a influéncia de factores como pH,
concentragdo de SO,, e processos de fermentacdo na transferéncia de antioxidantes da uva para o
mosto e nos equilibrios quimicos que envolvem esses antioxidantes durante o processo de producdo e

maturagdo do vinho.

O poder antioxidante de reducdo férrica dos vinhos brancos monovarietais e multivarietais é
apresentado na Figura 3.7. Esta propriedade apresentou um minimo e um maximo de,
respectivamente, 4,9 mM e 13,4 mM equivalentes de FeSQ,, para vinhos da regido de Lisboa e de 3,8

mM a 4,9 mM para vinhos das regides Tejo e Peninsula de Setubal.
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Figura 3.7 — Poder antioxidante de redugdo férrica dos vinhos brancos monovarietais e multivarietais

Assim constatou-se gque os vinhos brancos das regides de Tejo e Peninsula de Setlbal apresentaram
valores de poder redutor férrico comparaveis com os encontrados na literatura para vinhos brancos. V.
Katalani¢ et al. (2004) apresentam uma gama de reducdo férrica para os vinhos brancos de 2,213 a
3,856 mM de equivalentes de Fe®*, sendo que o maximo apresentado corresponde ao minimo
analisado nas presentes amostras. J. Woraratphoka et al. (2007) apresenta uma gama de poder de
reducdo férrica de vinhos brancos de 1,9 a 6,4 mM de equivalentes de Fe?*, cujo valor minimo é
significativamente mais baixo do que os valores encontrados e o valor maximo esté incluido na gama

das amostras analisadas no presente trabalho.

Os vinhos brancos da regido da Estremadura (JR25 e JR27 a JR41) apresentam um maior poder de
reducdo férrica dos que 0s vinhos brancos provenientes das outras duas regides, e do que 0s vinhos
brancos referidos na literatura, mostrando que o solo, clima e eventualmente processo de vinificagdo

podem influenciar a composicao final do vinho, a nivel de compostos redutores.

A casta foi o factor que mostrou menor correlacdo aparente com a actividade redutora no vinho
registando-se valores bastante diferentes em vinhos com a mesma casta, e particularmente no caso dos
vinhos monovarietais. No entanto, constata-se a diferenca esperada, (V. Katalani¢ et al., 2004; J.
Woraratphoka et al., 2007), entre vinhos tintos e brancos observando-se um poder redutor nos vinhos
brancos significativamente inferior ao dos vinhos brancos, independentemente de outros factores como
casta ou regido.
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Os métodos de vinificagdo sdo de extrema relevancia para a composi¢éo final do vinho, o que se pode
observar claramente com o caso dos vinhos rosés que apresentam consistentemente um poder de

reducdo férrica inferior ao dos restantes vinhos tintos (Figura 3.8).
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Figura 3.8 — Poder antioxidante de reducdo férrica dos vinhos rosés monovarietais e multivarietais e

comparagdo com valores médios desta propriedade obtidos para vinhos brancos e vinhos tintos

Ao considerar vinhos da mesma casta, mesma regido e mesmo ano, e portanto as mesmas uvas sujeitas
as mesmas condicdes climatéricas e ao mesmo tipo de solo, onde uma das diferengas primordiais entre
ambas reside no método de vinificacdo, observa-se uma diferenca substancial a nivel do poder de
reducdo férrica de cada uma. A amostra JR45 (45 mM de equivalentes de FeSQO,4) apresenta um poder

de reducdo férrica cerca de trés vezes superior ao da amostra JR87 (17 mM de equivalentes de FeSOy,).

A comparacédo do poder de reducdo férrica dos vinhos rosés com a bibliografia ndo foi possivel uma
vez que na esmagadora maioria dos casos de estudo de actividade antioxidante de vinhos apenas serem
considerados vinhos brancos e tintos. E de referir que o poder de reducgdo férrica dos vinhos rosés

analisados é inferior ao dos vinhos tintos e superior ao dos vinhos brancos.
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3.1.2 — Actividade antiradicalar

3.1.2.1 — Teste do DPPH

A actividade antiradicalar DPPH das amostras foi expressa em equivalentes de quercetina, em g/L. Os
resultados deste ensaio estdo apresentados nas figuras 3.9 a 3.11.

Actividade antiradicalar em equivalentes de
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Figura 3.9 — Actividade antiradicalar relativamente ao radical DPPH de vinhos tintos monovarietais.

A actividade antiradicalar face ao DPPH dos vinhos tintos analisados apresenta uma gama entre 1,6 e
5,4 g/L de equivalentes de quercetina, valores que correspondem a uma gama de 6,3 e 25,1 mM de

equivalentes de trolox.

De entre os vinhos tintos monovarietais da regido de Lisboa, destacam-se dois vinhos da casta Syrah,
um vinho da casta Touriga Nacional e os vinhos das castas Alicante Bouschet, Aragonez e Cabernet
Sauvignon por apresentarem actividade antiradicalar acima de 2,5 g/L equivalentes de quercetina.
Estes vinhos apresentaram também valores relativamente elevados de poder redutor férrico o que

parece confirmar a presenca de espécies antioxidantes em concentracéo elevada.

Também no caso das regides de Tejo e Peninsula de Setubal se observa alguma coincidéncia entre 0s
vinhos com valores mais elevados de actividade antiradicalar relativamente ao DPPH e os vinhos com
valores mais elevados de actividade redutora férrica apesar de 0 mesmo ndo se poder afirmar para

vinhos com actividades médias ou baixas dentro da gama encontrada.

Estes resultados parecem indicar que determinados vinhos contém antioxidantes cuja natureza ou
concentracdo lhes conferem propriedades antioxidantes aumentadas em diferentes ensaios desta
actividade enquanto outros vinhos apresentam uma actividade antioxidante que pela sua natureza ou

concentracgdo sé € elevada em ensaios especificos.
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Figura 3.10 — Actividade antiradicalar relativamente ao radical DPPH de vinhos tintos multivarietais.

Também no caso dos vinhos multivarietais encontramos uma correspondéncia entre a actividade
antiradicalar e a actividade redutora dos vinhos com os valores mais elevados destas duas
propriedades; esta correlacdo observou-se para vinhos com as castas (Alicante Bouschet + Cabernet
Sauvignon), (Touriga Nacional + Alicante Bouschet + Cabernet Sauvignon), (Touriga Nacional +
Cabernet Sauvignon + Petit Verdot), da regido de Lisboa, vinho com as castas (Casteldo + Cabernet
Sauvignon + Touriga Nacional) da regido da Peninsula de Setubal e vinho com as castas (Touriga

Nacional + Alicante Bouschet + Cabernet Sauvignon + Aragonez) da regido do Tejo.

Ao comparar os resultados obtidos no presente trabalho que, como foi referido, se situam numa gama
de 6,3 e 25,1 mM de equivalentes de trolox com os valores propostos pela literatura para vinhos tintos
e rosés (Tabela 3.2), constatamos que 0s vinhos portugueses apresentaram valores comparaveis com
os valores obtidos para vinhos de outros paises, situando-se nos valores mais elevados, quer no que se

refere ao valor minimo como ao valor maximo de actividade antiradicalar.

J. Mulero et al. (2009), F. Alén-Ruiz et al. (2009) e M.-1. Salaha et al. (2008) apresentam gamas de
valores significativamente mais baixos que os encontrados no presente trabalho. E.F. Gris et al.
(2011), M.D. Rivero-Pérez et al. (2008) e I.V. Vréek et al. (2011) apresentam gamas de valores de
actividade antiradicalar relativamente altas comparaveis aos valores de actividade antiradicalar obtidos
para os vinhos estudados.

48




Tabela 3.2 — Valores da actividade antiradicalar de vinhos tintos e rosés face ao DPPH

Actividade antiradicalar
(equivalentes de trolox, mM)
Autores Ano
Minimo Maximo

9,9 25,5 M.D. Rivero-Pérez et al. | 2008
2,19 7,47 M.-1. Salaha et al. 2008
6,02 6,78 J. Mulero et al. 2009
3,2 6,7 F. Alén-Ruiz et al. 2009
4,943 20,639 V. Vréek et al. 2011
11,2 18 E.F. Gris et al. 2011

De maneira geral, a actividade antiradicalar dos vinhos tintos proposta pelos varios autores apresenta
valores bastante distintos reflectindo os efeitos ja referidos na anélise da actividade redutora que
contribuem para a variabilidade na composicdo do vinho e que influenciam consequentemente as suas

propriedades funcionais.

Também neste trabalho se observou este efeito pois ao comparar as amostras JRO7 (15,3 mM de
equivalentes de trolox) e JR19 (6,3 mM de equivalentes de trolox), ambas produzidas na regido da
Peninsula de Settbal, no mesmo ano e a partir da mesma casta, denota-se uma actividade antiradicalar
bastante diferente entre ambas, sendo que a primeira amostra apresenta um valor mais de duas vezes

superior ao da segunda amostra.
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Figura 3.11 — Actividade antiradicalar dos vinhos brancos monovarietais e multivarietais

relativamente ao radical DPPH

A actividade antiradicalar dos vinhos brancos da regido de Lisboa (Figura 3.11) apresenta um minimo
e maximo respectivos de 0,05 g/L e 0,29 g¢/L equivalentes de quercetina, registando-se uma clara
diferenca relativamente as regides da Peninsula de Setubal e do Tejo, com actividade antiradicalar
situada numa gama mais baixa (entre 0,06 g/L e 0,11 g/L equivalentes de quercetina). As diferencas
nas actividades antiradicalares de vinhos das mesmas castas mas produzidos em diferentes regides
vem reforcar a hip6tese de que os factores solo, clima e processo de vinificacdo influenciam de forma

determinante a actividade antioxidante do vinho.

Tanto para a actividade redutora como para a actividade antiradicalar relativa ao DPPH, s6 se
observaram diferencas marcadas entre regides no caso dos vinhos brancos, o que parece indicar que 0s
factores geogréaficos e de processo afectam particularmente espécies antioxidantes que sdo relevantes
para o vinho branco mas que ndo tém um contributo tdo importante para a actividade antioxidante dos

vinhos tintos.

A gama de valores obtida para a actividade antiradicalar dos vinhos brancos analisados em
equivalentes de quercetina corresponde a uma gama de 0,13 a 1,63 mM de equivalentes de trolox.
Estes valores encontram-se em concordancia com os referidos na literatura (Tabela 3.3), sendo no
entanto ligeiramente menos elevados que os valores propostos por M.S. Fernandez-Pachon et al.
(2006) e A. Rodriguez-Bernaldo de Quirds et al. (2009).
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Tabela 3.3 — Valores da actividade antiradicalar de vinhos brancos face ao DPPH

Actividade antiradicalar
(mM equivalentes de trolox) Autores Ano
Minimo Maéaximo
0,39 2,21 M.S. Fernandez-Pachén et al. 2006
0,77 2,01 A. Rodriguez-Bernaldo de Quirés etal. | 2009
0,36 0,84 S. Kallithraka et al. 2009
0,70 1,16 . V. Vr¢ek et al. 2011

A actividade antiradicalar dos vinhos rosés incluidos neste trabalho é apresentada na Figura 3.12.
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Figura 3.12 — Actividade antiradicalar dos vinhos rosés relativamente ao radical DPPH e comparagédo

com os valores médios desta propriedade obtidos para os vinhos brancos e os vinhos tintos.

Os valores de actividade antiradicalar obtidos neste trabalho para 0s vinhos rosés expressos em
equivalentes de trolox situaram-se na gama de 0,9 e 4,0 mM de equivalentes de trolox sendo
comparaveis com os valores encontrados por H. Li et al. (2009) para 0 mesmo tipo de vinhos, e que

oscilaram entre 1,4 e 3,4 mM de equivalentes de trolox.
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Tal como observado para a actividade redutora, os resultados de actividade antiradicalar obtidos para
0s vinhos rosés sdo mais baixos que os dos vinhos tintos, mas mais elevados que os dos vinhos
brancos.

3.1.2.2 — Actividade de sequestracao do radical anido superdxido por fotoquimioluminescéncia

A actividade antiradicalar dos vinhos relativamente ao anido superéxido foi avaliada por
fotoquimioluminescéncia, e os resultados obtidos s&o apresentados nas figuras 3.13 e 3.14 expressos

equivalentes de acido ascérbico.
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Figura 3.13 — Actividade antiradicalar de vinhos brancos monovarietais e multivarietais relativamente

ao radical anido superéxido, determinada por fotoquimioluminescéncia

A actividade anti-radicalar dos vinhos brancos relativamente ao radical anido superdxido variou entre

3,2 e 18,8 mM equivalentes de acido ascoérbico.

Apesar de algumas discrepancias, ha uma maior concordancia entre os valores de actividade anti-
radicalar dos vinhos brancos relativamente ao radical DPPH e ao anido radical superéxido do que

entre estas actividades anti-radicalares e o poder redutor férrico.

Mais uma vez os pardmetros do processo de vinificacdo parecem influenciar de certo modo a
actividade anti-radicalar uma vez que vinhos da mesma casta e da mesma regido apresentam valores

muito diferentes desta propriedade.
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Figura 3.14 — Actividade antiradicalar de vinhos rosés relativamente ao radical anido superéxido,
determinada por fotoquimioluminescéncia, e comparagdo com os valores médios desta propriedade

determinados para vinhos brancos.

A actividade antiradicalar de vinhos rosés relativamente ao radical anido superéxido, determinada por
fotoquimioluminescéncia variou entre 18,9 e 46,3 mM equivalentes de acido ascorbico, sendo portanto
2 a 5,5 vezes superior ao valor médio obtido para vinhos brancos, tal como se verificou com os

anteriores ensaios da actividade antioxidante.

Observou-se uma variabilidade minima entre as replicadas efectuadas, comprovando que o método é
adequado para estas matrizes, e destaca-se o facto de estes serem 0s primeiros resultados de actividade
antiradicalar de vinhos brancos ou rosés relativamente ao anido superéxido que do nosso

conhecimento foram obtidos.

Né&o foi possivel realizar este ensaio em vinhos tintos, pois a utilizacdo de vinho ndo diluido leva a
uma saturacdo do meio reaccional, inibindo-se a formacdo de radicais durante todo o periodo do

ensaio (2 min) o que impede a quantificacdo da actividade antiradicalar da amostra.

Por outro lado, foram feitas tentativas de diluir o vinho (no Reagente 1do kit de analise, como
recomendado pelo fabricante), até factores de diluicdo da ordem de 1:200, para tentar encontrar a
concentracdo que ndo induzia a inibicdo total da formacéo de radicais. Efectivamente conseguiu-se

nesta gama de diluicBes registar uma curva de resposta mas a curva nao atingia os valores tipicos de
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absorvancia o que indica que, apesar de se formarem radicais, a emissdo de luz proveniente da reac¢do
destes radicais com o luminol n&o decorre normalmente ou ocorre disperséo da luz por componentes
do meio reaccional. Pensamos que esta Ultima hipdtese serd a mais provavel pois ao efectuar uma
diluicdo tdo elevada altera-se de tal forma a composicdo da amostra que podera induzir-se a alteracdo
de equilibrios entre componentes do vinho conduzindo a formacéo de precipitados que contribuem

para a dispersdo da luz emitida na reaccdo com o luminol.

Uma observacao experimental que reforca esta hipdtese é o facto das determinacGes efectuadas com as
amostras de vinho tinto diluido ndo s6 apresentarem uma curva com formato alterado mas também

apresentarem grande discrepancia entre replicadas.

Foi apenas encontrado um trabalho onde os autores analisam a actividade antioxidante de 20 vinhos
tintos mediante este método. V. Brandolini et al. (2007) apresentam uma gama entre 4,9 e 11,8 mM de
equivalentes de acido galico, que se encontra abrangida pela gama determinada por este mesmo
método para os vinhos brancos analisados, e significativamente inferior & gama correspondente aos
vinhos rosés. Estes resultados ndo sdo coerentes com os obtidos neste trabalho com a mesma técnica,

sendo necesséria a realizacdo de mais estudos com esta técnica e esta matriz.
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3.1.3 — Determinacéo de compostos fendlicos totais — Reac¢ao de Folin-Ciocalteu

A quantificacdo dos fenolicos totais dos vinhos tintos através do método de Folin-Ciocalteu revelou

uma gama de 0,681 a 3,689 g/L equivalentes de acido gélico (Figuras 3.15 e 3.16).

Fendlicos totais em equivalentes em acido galico (g/L)
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Figura 3.15 — Compostos fenolicos totais em vinhos tintos monovarietais
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Figura 3.16 — Compostos fenolicos totais em vinhos tintos multivarietais.
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O teor de compostos fendlicos dos vinhos tintos monovarietais e multivarietais apresenta um perfil
com alguma semelhanga com o perfil de poder redutor dos mesmos vinhos. De uma maneira geral, 0s

valores encontrados estdo em concordancia com os propostos na literatura (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 — Compostos fendlicos totais de vinhos tintos

Fenolicos totais
(9/L equivalentes de &cido gélico) Autores Ano
Minimo Maximo

1,262 2,389 D. Villano et al. 2004
2,123 3,183 V. Katalini¢ et al. 2004
1,457 2,232 S. Pérez-Magarifio & M. L. Gonzalez-San José | 2006
1,957 L. Bravo et al. 2007

1,724 1,936 N. Paixao et al. 2007
1,400 3,400 A. Stasko et al. 2008
2,082 3,184 I. G. Roussis et al. 2008
1,775 3,014 M. D. Rivero-Pérez et al. 2008
2,170 2,420 C. Lorenzo et al. 2008
2,280 3,730 D. DiMajo et al. 2008
1,070 2,150 M.-I. Salaha et al. 2008
1,402 3,130 H. Li et al. 2009
3,200 5,900 A.P.S Lucena et al. 2010
1,147 2,984 A. Versari et al. 2010
1,042 1,959 D. Granato et al. 2010
1,244 3,188 K. Chiraet al. 2011
1,984 2,161 I. Ginjan et al. 2011
1,012 3,264 M. Seruga et al. 2011
0,554 2,669 L. V. Vréek et al. 2011
2,288 2,813 E.F. Grisetal. 2011

A amostra JR14 (Cabernet Sauvignon + Petit Verdot + Touriga Nacional, Lisboa, 2008) destaca-se por
apresentar um maior contetido em fendlicos totais, ndo s6 na presente amostragem mas também nos
valores propostos na bibliografia, exceptuando o teor apresentado por A.P.S. Lucena et al. (2010). As
amostras JR51 e JR62 (Alicante Bouschet + Cabernet Sauvignon, Lisboa, 2008), dois vinhos
provenientes da mesma regido, do mesmo ano e produzidos a partir das mesmas castas, apresentam
igualmente teores em compostos fendlicos totais elevados (superiores a 3g/L de equivalentes de acido
gélico). Este aspecto corrobora a hipotese das castas utilizadas para a producdo de um vinho, assim

como a regido e o ano de producdo afectarem a sua composi¢do em fendlicos totais.
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Os compostos fendlicos totais dos vinhos brancos foram quantificados através da reaccdo de Folin-
Ciocalteu, obtendo-se um minimo e um méaximo de 0,059 e 0,430 g/L equivalentes de &cido galico,
respectivamente, estando os resultados apresentados nas Figura 3.15.
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Figura 3.17 — Compostos fenolicos totais de vinhos brancos monovarietais e multivarietais.

Também no caso dos vinhos brancos monovarietais e multivarietais ndo se observou uma semelhanca
clara com os resultados de actividade antiradicalar ou de actividade redutora obtidos para os mesmos
vinhos, nomeadamente ndo se observou uma diferenca td0 marcada entre os vinhos da regido de

Lisboa e os vinhos das regides de Peninsula de Setubal e Tejo.

Das amostras analisadas, destaca-se o vinho JR27, com um valor méaximo de compostos fenélicos de
0,430 g/L de equivalentes de acido galico. Este aspecto pode dever-se a sua composic¢do, diferente a
das outras amostras de vinho branco, tendo sido produzido ndo s6 a partir das castas Ferndo Pires e
Arinto, tal como as amostras JR32 e JR39, mas também a partir da casta Vital. Sendo a Gnica amostra
produzida a partir desta casta especifica, a escolha das castas utilizadas para a producdo dos vinhos
pode revelar-se um aspecto importante para a composi¢cdo em compostos fendlicos dos mesmos, no
entanto, seria interessante realizar um estudo mais aprofundado onde a amostragem abrangesse mais

vinhos brancos produzidos a partir da casta Vital.
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O vinho branco com maior teor de fendlicos (JR27, Arinto + Ferndo Pires + Vital), ndo é o que
apresenta maior actividade anti-radicalar relativamente ao radical DPPH ou relativamente ao radical

anido superdxido, nem é o vinho branco com maior poder redutor férrico.

Estes resultados sugerem que a reaccdo de Folin-Ciocalteu pode fornecer uma indicagdo geral das
propriedades antioxidantes de um vinho, permitindo nomeadamente distinguir vinhos tintos de brancos
mas ndo fornece informacéo relativamente a diferengas de propriedades antioxidantes entre vinhos do

mesmo tipo (brancos ou tintos).

Os teores de compostos fendlicos totais encontrados nos vinhos brancos analisados encontram-se na

mesma gama de valores apresentados pela bibliografia (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 — Compostos fen6licos totais de vinhos brancos

Fenolicos totais (g/L equivalentes de acido galico)
Autores Ano
Minimo Maximo

0,070 0,407 D. Villano et al. 2004
0,292 0,402 V. Katalinic¢ et al. 2004
0,190 L. Bravo et al. 2007

0,282 0,434 N. Paixdo et al. 2007
0,200 0,400 A. Stagko et al. 2008
0,213 0,277 I. G. Roussis et al. 2008
0,231 0,279 S. Kallithraka et al. | 2009
0,189 0,495 H. Lietal. 2009
0,167 0,347 L V. Vr¢ek et al. 2011

Poucos autores abordaram os estudos relativamente a actividade antioxidante em geral, e mais
particularmente a composicao fendlica, dos vinhos rosés. N. Paixao et al. (2007) e L. Bravo et al.
(2007) propdem um teor de fendlicos totais de vinhos rosés de 0,665 e 0,414 g/L equivalentes de acido
galico, enquanto H. Li et al .(2009) apresentam uma gama de 0,741 a 1,086 g/L equivalentes de &cido
galico. Os teores encontrados no presente trabalho encontram-se nesta gama de valores, sendo no
entanto ligeiramente mais elevada, tendo-se obtido um minimo e méaximo respectivos de 0,681 e 1,207
g/L equivalentes de cido galico (Figura 3.18). E de realcar que existem diferencas significativas na
composicao fendlica total uma vez que o valor madximo da gama encontrada é equivalente ao dobro do
valor minimo encontrado. Um aspecto interessante é o facto das amostras JR68, correspondente ao

valor méaximo, e JR87, correspondente ao valor minimo, partilharem as mesmas caracteristicas em
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termos de proveniéncia, ano de producéo e castas a partir das quais foram produzidas. Mais uma vez,
denota-se a importancia que os métodos de vinificacdo aplicados a cada um dos vinhos tém na sua
composicao final.

Vinhos rosés (Lisboa) T
Vinhos brancos (média)
W Vinhos tintos
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acido galico (g/L)
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(6]

Figura 3.18 — Teor de compostos fenolicos em vinhos rosés e comparacdo com os valores

médios encontrados em vinhos brancos e tintos
3.2 — Determinacao de compostos fenolicos por HPLC-DAD

Os vinhos incluidos neste estudo foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detec¢do com vector de diodos (HPLC-DAD) em modo de varrimento total, num intervalo de 210 a
540 nm, e utilizando trés canais de deteccdo selectivos (280, 320 e 360 nm) de forma a obter o

correspondente perfil de compostos fendlicos.

A escolha da gama de varrimento total visou cobrir os comprimentos de onda maximos de absor¢édo
dos principais grupos de compostos fendlicos do vinho (Gémez-Alonso et al., 2007, Mundz et al.,
2008), nomeadamente os &cidos hidroxibenzdicos como o &cido galico e os flavandis como a
catequinas monomeéricas a as proantocianidinas (Amax = 280 nm), os acidos hidroxicindmicos como 0s
acidos cafeico ou fertlico (Amax = 320 nm), os flavondis como a quercetina (Amax = 360 nm), € as

antocianinas monoméricas (Amax = 520 nm).

A utilizacdo dos canais de detecgdo selectivos a 280 nm, 320 nm e 360 nm, teve como objectivo isolar
e maximizar a detec¢cdo dos grupos de compostos fendlicos que tém maximos da absorvancia a cada

um desses comprimentos de onda.
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O perfil de compostos fendlicos obtido para vinhos tintos no modo de aquisi¢do em varrimento total e
um cromatograma extraido na gama de 280 nm a 370 nm que abrange os trés comprimentos de onda

de deteccdo selectiva é exemplificado na Figura 3.19.

Identificaram-se alguns compostos representativos de diversas classes de compostos fendlicos,
nomeadamente o &cido galico (acidos hidroxibenzdicos), o acido cafeico e o &cido feralico (acidos
hidroxicindmicos), o resveratrol (stilbenos) e a quercetina (flavondis). Estes compostos foram
analisados em condicBes analogas as dos vinhos, de forma a poder fazer a sua identificacdo tentativa

nas amostras, por comparacao do tempo de retencdo e do espectro de UV-VIS.

Os diversos vinhos analisados apresentaram perfis analogos mas com diferentes quantidades e

portanto areas cromatograficas dos diversos componentes individuais.

Os perfis de compostos fendlicos tipicamente obtidos para vinhos brancos e vinhos rosés nas mesmas
gamas de comprimento de onda utilizadas para os vinhos tintos sdo apresentados nas Figuras 3.20 e
3.21, respectivamente.

1 — Acido gélico

2 — Acido cafeico

3 — Resveratrol
4 — Quercetina
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Figura 3.19 — Cromatograma obtido por injeccdo em HPLC-DAD de um vinho tinto (JR77), com
deteccdo nas gamas de: a) 210 a 540 nm e b) 280 a 370
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1- Acido cafeico
2 — Acido fertlico
3 — Resveratrol
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Figura 3.20 — Cromatograma obtido por injeccdo em HPLC-DAD de um vinho branco (JR37), com
deteccdo nas gamas de: a) 210 a 540 nm e b) 280 a 370 nm.

Comparando as Figuras 3.19 e 3.20, observa-se que as concentragdes de compostos fendlicos nos
vinhos brancos sdo substancialmente inferiores as dos vinhos tintos, o que é coerente com 0S
resultados obtidos na reac¢do de Folin-Ciocalteu e nos testes de actividade antioxidante destes dois

tipos de vinho.

Por outro lado os vinhos brancos parecem ter uma maior variedade de &cidos fendlicos,
nomeadamente acidos hidroxibenzéicos e &cidos hidroxicindmicos, apresentando por exemplo
quantidades significativas de acido ferulico que nédo é detectado nos vinhos tintos. As diferencas entre
os componentes fendlicos de vinhos tém sido abordadas por diversos autores que procuram estudar a
influéncia das condi¢cfes de vinificacdo (Silva et al., 2005; lvanova et al., 2011), das condicdes
geograficas e climatéricas (Ordufia, 2010) ou da casta e grau de maturacao da uva (Conde et al., 2007;
Fang et al., 2008).

Por outro lado, o interesse sobre a actividade antioxidante dos vinhos brancos tem vindo a crescer,
encontrando-se na literatura diversos trabalhos (Rodriguez-Bernaldo de Quir6s et al., 2009; Pinzani et
al., 2010), que evidenciam que, apesar de apresentarem um menor contetido em compostos fendlicos
totais e nomeadamente em antocianinas, 0s vinhos brancos contém teores importantes de acidos

fendlicos e outros componentes antioxidantes que Ihes conferem um efeito bioldgico significativo.
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Figura 3.21 — Cromatograma obtido por injeccdo em HPLC-DAD de um vinho rosé (JR88), com
deteccdo nas gamas de: a) 210 a 540 nm e b) 280 a 370 nm.

Os vinhos rosés apresentaram perfis de fenolicos com concentracdes de diversos compostos fendlicos
comparaveis as dos vinhos tintos mas apresentando componentes como o acido ferdlico, que se

encontram tipicamente nos vinhos brancos.

Observou-se a presenga de um pico cromatografico de grande &rea num tempo de retencédo de cerca de
5 minutos, que foi predominante nos vinhos rosés, com uma area menor nos vinhos tintos e menor
ainda nos vinhos brancos. A concentracdo deste composto ndo varia de forma andloga aos restantes
componentes do perfil de fendlicos para estes trés tipos de vinho e de forma coerente com as
propriedades antioxidantes dos vinhos analisados pelo que se considerou que este componente podera

n&o contribuir para o potencial antioxidante das diferentes amostras.

Quanto aos restantes componentes fenolicos presentes no perfil cromatografico, registaram-se, nos
vinhos tintos, concentragdes ligeiramente superiores as dos vinhos rosés, e cerca de 5 vezes superiores

as dos vinhos brancos.

Se considerarmos a detec¢do selectiva a 280 nm, 320 nm e 360 nm, e efectuarmos o somatério das
areas dos picos cromatograficos detectados nesses comprimentos de onda especificos obtemos um

parametro numérico que deve reflectir o teor global dos compostos com maximos de absor¢do em
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cada um desses comprimentos de onda e portanto permite comparar esses teores entre as diferentes

amostras.

Na Figura 3.22 apresentam-se as areas cromatograficas totais de compostos fendlicos com maximo de
absorcdo a 280 nm (acidos hidroxibenzdicos e flavandis) para os vinhos tintos monovarietais e

multivarietais incluidos neste estudo.

A casta Alicante Bouschet parece estar associada a maiores concentrac@es de derivados benzdicos e
catequinas monomeéricas tanto em vinhos monovarietais (JR43 e JR53), bem como em vinhos
multivarietais (JR51 e JR62), no entanto as condicBes de vinificacdo parecem ter grande impacto nos
teores destes compostos como se pode deduzir pelos niveis apresentados nos vinhos monovarietais
JR45 (Syrah) da regido de Lisboa e JRO1 (Touriga Nacional) da regido Tejo, bastante superiores aos

de outros vinhos da mesma casta e regiéo.

Nédo se observam diferencas evidentes entre vinhos das trés regides consideradas, dentro das
limitagBes inerentes a amostragem realizada, parecendo ser sobretudo a casta e as condigdes de
vinificagdo os pardmetros mais influenciadores do teor de compostos fendlicos detectados

selectivamente a 280 nm.
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Figura 3.22 — Areas cromatograficas totais de compostos fendlicos com maximo de absorcao a 280

nm (&cidos hidroxibenzéicos e flavandis) para os vinhos tintos a) monovarietais e b) multivarietais das

As areas cromatogréficas totais dos compostos fendlicos com maximo de absorg¢éo a 280 nm presentes
nos vinhos brancos monovarietais e multivarietais sdo apresentadas na Figura 3.23.
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Figura 3.23 — Areas cromatograficas totais de compostos fendlicos com maximo de absorgéo a 280
nm (acidos hidroxibenzdicos e flavandis) para os vinhos brancos das regiGes de Lisboa, Peninsula de

Setlbal e Tejo

No caso dos vinhos brancos ndo se encontra uma distingdo clara no teor global de compostos que
absorvem a 280 nm, entre uma determinada casta e as restantes, pelo contrario evidencia-se a grande
influéncia do processo de producédo na extraccado deste tipo de compostos fendlicos em vinhos brancos,
obtendo-se valores de areas cromatograficas a 280 nm que sdo metade das obtidas para vinhos brancos
da mesma casta e regido (JR25, JR28, JR37, JR38).

Na Figura 3.24 apresentam-se as areas cromatogréficas totais de compostos fenélicos com méximo de

absorcdo a 320 nm (acidos hidroxicinamicos e stilbenos) para os vinhos tintos estudados.

Os &cidos hidroxicindmicos sdo compostos fendlicos nao flavondides cuja actividade antioxidante tem
sido realcada por diversos autores (Gllgin, 2006; Miti¢ et al., 2010); também os stilbenos tém sido
estudados pela sua importancia para as propriedades bioldgicas dos vinhos (Sun et al., 2006), e em
particular o resveratrol tem sido um componente fenélico destacado pela variedade de actividades

biol6gicas e por existir particularmente no vinho (Fernandez-Mar et al., 2012).
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Figura 3.24 — Areas cromatograficas totais de compostos fendlicos com méaximo de absorcdo a 320
nm (&cidos hidroxicindmicos e stilbenos) para os vinhos tintos a) monovarietais e b) multivarietais das

regiGes de Lisboa, Peninsula de Setubal e Tejo

Nos vinhos tintos monovarietais as castas Alicante Bouschet e Touriga Nacional destacam-se pelo
elevado teor de &cidos hidroxicindmicos e stilbenos quando comparadas com as restantes castas. Este
efeito € também observavel nos vinhos tintos multivarietais, no caso da casta Alicante Bouschet mas

de forma menos evidente no caso da casta Touriga Nacional; esta casta surge frequentemente em
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vinhos tintos multivarietais, misturada com mais do que uma outra casta e em propor¢ées ndo

conhecidas pelo que o seu impacto no perfil fendlico final do vinho é naturalmente mais variavel.

As areas cromatograficas totais dos compostos fendlicos com méaximo de absor¢do a 320 nm,

presentes em vinhos brancos monovarietais e multivarietais sdo apresentadas na Figura 3.25.
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Figura 3.25 — Areas cromatogréficas totais de compostos fenélicos com méaximo de absorcéo a 320
nm (&cidos hidroxicinamicos e stilbenos) para os vinhos brancos das regides de Lisboa, Peninsula de

Setubal e Tejo.

O somatdrio das areas cromatograficas a 320 nm para os vinhos brancos apresenta um perfil quase
coincidente com o perfil das areas cromatogréficas a 280 nm mas com valores de area cerca de metade
dos obtidos a 280 nm. Constata-se portanto que o teor de &cidos benzdicos e flavanodis presentes nos
vinhos brancos é cerca do dobro do teor em &cidos hidroxicinamicos e stilbenos e que ambas as
classes de componentes parecem ser mais afectadas por parametros de processo como maturacdo da

uva ou métodos de vinificagcdo do que pela casta utilizada na fabricacdo do vinho.

Os vinhos brancos apresentam concentracBes globais de acidos hidroxicinamicos e stilbenos duas a
oito vezes inferiores as dos vinhos tintos, mas sdo ricos em alguns compostos fendlicos particulares

como o &cido ferulico, que lhes conferem propriedades funcionais especificas.

O somatorio das areas cromatogréficas dos cromatogramas extraidos a 360 nm, para vinhos tintos

monovarietais e multivarietais reflecte o teor destes vinhos em flavonois, compostos fen6licos com

67



uma estrutura flavondide, como por exemplo a quercetina (Figura 3.26). Estes compostos estdo
presentes em concentracOes cerca de quatro vezes inferiores as concentracdes dos compostos fendlicos

com méaximos de absorcao a 280 nm e a 320 nm, tanto nos vinhos tintos como nos vinhos brancos.
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Figura 3.26 — Areas cromatogréficas totais de compostos fenélicos com méximo de absorcéo a 360
nm (flavondis) para os vinhos tintos a) monovarietais e b) multivarietais das regides de Lisboa,

Peninsula de Setubal e Tejo.

As castas que se destacam no teor de flavonodis dos vinhos tintos sdo Alicante Bouschet, Touriga
Nacional e Cabernet Sauvignon. Essa distin¢cdo é mais evidente em vinhos monovarietais do que em

vinhos multivarietais tal como se verificou com os acidos hidroxicindmicos e os stilbenos.
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Os vinhos tintos da regido Tejo apresentaram teores globais de flavonois substancialmente inferiores
aos restantes mas dado o nimero reduzido de amostras (duas), ndo podemos concluir ser uma

tendéncia regional.

O teor global de flavondis em vinhos brancos é representado na Figura 3.27 para 0s varios vinhos
brancos estudados.
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Figura 3.27 — Areas cromatograficas totais de compostos fendlicos com méaximo de absorcéo a 360

nm (flavondis) para os vinhos brancos das regifes de Lisboa, Peninsula de Setubal e Tejo.

Como se pode observar, registam-se diferencas substanciais no teor de flavondis entre vinhos brancos
monovarietais da mesma casta e da mesma regido, tal como ja se tinha verificado com as outras
categorias de compostos fendlicos, evidenciando, entre outros, a importancia dos parametros do

processo de producédo no teor de fendlicos dos vinhos brancos.

A casta Chardonnay pareceu ser a mais associada a teores elevados de compostos fendlicos apesar de

esta tendéncia requerer confirmacgéo por analise de um maior nimero de amostras.

Os resultados obtidos na analise do perfil de fendlicos informam acerca da possivel importancia de
processos de vinificacdo nas caracteristicas funcionais dos vinhos pelo que a comparacdo do
contributo das diferentes castas deve ser feito tendo em conta os pardmetros de producdo,

especialmente no caso dos vinhos brancos.
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O maior contacto do mosto com as massas que ocorre durante a produgéo dos vinhos tintos justifica o
facto de se obterem resultados mais homogéneos para cada casta pois a transferéncia de compostos
fendlicos é mais intensa sobrepondo-se a diferencas no processo produtivo.

Alguns compostos representativos das varias classes de compostos fenolicos estudadas por HPLC-
DAD, foram seleccionados para quantificacdo nas amostras de vinhos brancos, tintos e rosés incluidas
neste trabalho: o &cido galico (&cidos hidroxibenzoicos), resveratrol (stilbenos), acidos cafeico e

ferdlico (4cidos hidroxicindmicos) e quercetina (flavonais).

Foram extraidos cromatogramas a comprimentos de onda selectivos correspondentes aos maximos de
absorvéancia de cada um dos compostos estudados: 270 nm (acido galico), 306 nm (trans-resveratrol),

320 nm (&cido cafeico), 323 nm (&cido ferulico) e 370 nm (quercetina).

Efectuou-se o tragado de rectas de calibracdo para cada um destes padrdes em gamas compativeis com
a sua concentragdo nos diferentes tipos de vinho, tendo-se obtido rela¢des lineares com coeficientes de
correlagdo entre 0,9979 e 0,9999 (Tabela 3.6).

Tabela 3.6 — Gamas de trabalho, equagdes e coeficientes de correlagdo das rectas de calibracéo

construidas para os padrdes de compostos fenolicos quantificados

Composto Gama de Equacéo da recta Coeﬂuerlte de
trabalho (mg/L) correlacdo, R
Acido gélico 5-100 y = 20582x + 67625 0,9999
Acido cafeico 5-100 y =26231x + 35183 0,9999
Acido ferdlico 05-5 y = 48697x - 11946 0,9979
trans-Resveratrol 5-50 y =53292x - 1000000 0,9982
Quercetina 1-20 y = 26201x + 15852 0,9979

A determinacdo dos limites de deteccdo e dos limites de quantificagdo de cada composto foi efectuada
através do método de célculo do desvio padrdo residual das rectas de calibragdo (Tabela 3.7), tendo-se

registado valores de limites de deteccdo entre 0,0003 e 0,0163.

Tabela 3.7 — Limites de deteccéo e de quantificacdo determinados no presente trabalho

Composto Limite de Deteccdo (mg/L) | Limite de Quantificacdo (mg/L)
Acido galico 0,0163 0,0494
Acido cafeico 0,0074 0,0224
Acido ferdlico 0,0054 0,0163
trans-Resveratrol 0,0003 0,0009
Quercetina 0,0019 0,0057

Os limites de deteccédo e de quantificacdo destes compostos, quando disponiveis na literatura (Tabela

3.8) apresentam valores bastante distintos e geralmente superiores aos determinados no presente
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trabalho; exceptuam-se os valores apresentados por L. Paulo et al. (2011) que sdo cerca de dez vezes

inferiores aos aqui apresentados.

Tabela 3.8 — Limites de deteccdo e de quantificacdo para alguns compostos fenolicos

Limite de Limite de

Composto Deteccdo | Quantificacdo Autores Ano

(mg/L) (mg/L)
0,711 2,370 S. Gémez-Alonso et al. 2007
Acido galico 1,3 - M. Seruga et al. 2011
0,005 0,020 E. Porgal & E. Buyuktuncel 2012
0,099 0,331 S. Gomez-Alonso et al. 2007
Acido 0,3 - Q. Liuetal. 2008
cafeico 0,3 - M. Serugaet al. 2011
0,010 0,020 E. Porgal & E. Buyuktuncel 2012
pado 0,147 0,491 S. Gémez-Alonso et al. 2007
0,002 0,007 S. Kallithraka et al. 2001
0,06 - N. Ratola et al. 2004
trans- 0,154 0,515 S. Gomez-Alonso et al. 2007
Resveratrol 0,02 i A Rodriguez—Be;rll.aldo de Quirds et 2009
0,000023 0,000023 L. Paulo et al. 2011
0,020 0,100 E. Porgal & E. Buyuktuncel 2012
0,152 0,506 S. Gomez-Alonso et al. 2007
0,0162 - F. Fang et al. 2007
Quercetina 0.2 i A Rodriguez-Be;r:aldo de Quirés et | ,4q
0,5 - M. Seruga et al. 2011
0,005 0,020 E. Porgal & E. Buyuktuncel 2012

Recorrendo a estas rectas de calibracdo e as areas cromatograficas de cada um destes compostos nas
varias amostras, calcularam-se os teores de acido galico, acido cafeico, acido ferdlico, trans-
resveratrol, quercetina nos vinhos tintos, brancos e rosés onde estes compostos fenolicos foram
detectados. O acido galico foi o componente encontrado em maior concentracdo de entre 0s cinco
quantificados, atingindo concentracdes superiores a 100 mg/L, seguindo-se o &cido cafeico e a
quercetina com concentracdes na gama de 10 a 30 mg/L e finalmente o acido ferulico e o resveratrol
com concentracBes inferiores a 2 mg/L. As concentra¢fes destes compostos em vinhos tintos de
diferentes proveniéncias, diferentes castas e diferentes anos de producdo sdo apresentadas na Tabela
3.9.
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Tabela 3.9 — Teor de compostos fendlicos individuais em vinhos tintos.

Valor minimo | Valor maximo
Composto (my/L) (my/L) Autores Ano
39 61 M. Castellari et al. 2002
13,25 16,39 G. Ozkan & GoktirkBaydar 2006
38 150 A. Stasko et al. 2008
15,63 24,47 S. Gomez-Alonso et al. 2007
10,30 25,69 J. Woraratphoka et al. 2007
Acido galico 9,0 23,0 F. AIén-Ruiz et al. 2009
17,77 41,90 Z Lietal. 2011
3,17 37,30 I.V. Vréek et al. 2011
51,2 179,4 M. Seruga et al. 2011
6,01 10,90 M.J. Cejudo-Bastante et al. 2011
44,1 54,8 I. Ginjon et al. 2011
24,07 50,89 E. Porgali & E. Blyiktuncel 2012
2,2 8,7 M. Castellari et al. 2002
5,92 23,58 G. Ozkan & GoktirkBaydar 2006
1,58 13,74 J. Woraratphoka et al. 2007
9 27 A. Stasko et al. 2008
20,6 72,0 F. Alén-Ruiz et al. 2009
Acido cafeico 2,02 17,28 Z. Lietal. 2011
2,23 3,48 I.V. Vréek et al. 2011
3,2 18,6 M. geruga etal. 2011
15,2 29,9 M.J. Cejudo-Bastante et al. 2011
5,3 7,6 I. Ginjon et al. 2011
0,96 3,67 E. Porgal & E. Biyuktuncel 2012
ND 57 Ribeiro de Lima et al. 1999
ND 5,43 Souto et al. 2000
0,508 2,534 S. Kallithraka et al. 2001
0,2 15 M. Castellari et al. 2002
0,47 1,24 N. Ratola et al. 2004
0,02 0,18 S. Gomez-Alonso et al. 2007
0,311 4,403 O. Girblz et al. 2007
ND 2,76 J. Woraratphoka et al. 2007
trans- 2,0 4,0 F. Alén-Ruiz et al. 2009
Resveratrol 0,92 13,96 F. Dias et al. 2009
0,76 6,75 A.P.S. Lucena et al. 2010
0,05 10,87 L. Paulo et al. 2011
0,49 10,94 I.V. Vrcek et al. 2011
0,40 3,62 Z. Lietal. 2011
ND 2,8 I. Ginjon et al. 2011
36,1 44,1 G.C. Tenore et al. 2011
0,35 4,85 M. Atanackovi¢ et al. 2012
0,31 0,97 E. Porgali & E. Biyuktuncel 2012
3,5 6,2 M. Castellari et al. 2002
2,20 3,87 G. Ozkan & GoktiirkBaydar 2006
ND 3,74 J. Woraratphoka et al. 2007
0,06 2,65 F. Fang et al. 2007
0,338 1,381 D.DiMajo et al. 2008
0,025 A. Kuman et al. 2009
Quercetina 0,23 6,05 A.P.S. Lucena et al. 2010
0,20 4,12 I.V. Vréek et al. 2011
0,06 0,19 Z Lietal. 2011
1,2 7,0 M. Seruga et al. 2011
1,2 15,7 I. Ginjon et al. 2011
0,42 1,04 M.J. Cejudo-Bastante et al. 2011
0,60 4,65 E. Porgalt & E. Blyiktuncel 2012
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Estas diferencas ndo implicam que os compostos mais concentrados sejam mais determinantes na
actividade antioxidante dos vinhos que os contém, pois estes compostos apresentam diferentes
actividades especificas em ensaios in vitro (Itagaki et al., 2009; Casagrande et al., 2007, Ji et al.,
2006).

Neste trabalho encontraram-se teores de acido galico entre 26,9 mg/L e 127,7 mg/L nos vinhos tintos
monovarietais entre 34,1 e 152,1 mg/L nos vinhos tintos multivarietais (Figura 3.28), valores
comparaveis com os encontrados por A. Stisko et al. (2008) e M. Seruga et al. (2011). Os restantes
autores que quantificaram o &cido galico nos vinhos tintos obtiveram valores bastante mais baixos,
assim como gamas mais curtas (Tabela 3.9).
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Figura 3.28 — Teor de acido galico em vinhos tintos monovarietais e multivarietais.
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As castas Cabernet Sauvignon e Petit Verdot parecem estar associadas a um maior teor de &cido
galico, mas 0 mesmo ndo se pode afirmar em relacdo a outras castas como Casteldo ou Syrah que
deram origem a vinhos com teores de &cido gélico muito varidveis. As amostras JR08 e JR11
apresentaram uma elevada quantidade de &acido gélico (cerca de 152 mg/L), destacando-se das
restantes amostras. N&o foi detectada uma diferenca acentuada entre o teor de &cido galico de vinhos

tintos das diferentes regides consideradas, quer no caso dos vinhos monovarietais e multivarietais.

O teor de &cido cafeico nos vinhos tintos variou entre 3,01 mg/L e 49,93 mg/L (Figura 3.29) valores
comparaveis aos encontrados na literatura excepto F. Alén-Ruiz et al., que registaram um valor
maximo de 72 mg/L para este composto (Tabela 3.9).
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Figura 3.29 — Teor de acido cafeico em vinhos tintos monovarietais e multivarietais.
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A amostra JRO1 apresentou um teor excepcionalmente elevado de &cido cafeico (valor néo
apresentado, cerca de 179 mg/L), devendo-se provavelmente a co-eluigdo com outro composto durante
a corrida cromatogréfica, uma vez que este vinho ndo apresenta valores superiores & média nos

diferentes ensaios de determinacdo antioxidante realizados.

Nos vinhos monovarietais tintos da regido de Lisboa destacam-se as amostras JR55 (Syrah) e JR73 e
JR81 (Touriga Nacional), com um teor em &cido cafeico superior a 40 mg/L. Outras amostras das
mesmas castas e regido apresentam teores muito inferiores de acido cafeico, inferiores a 20mg/L, tal
como acontece com 0s vinhos monovarietais tintos das regiGes Tejo e Peninsula de Setubal. Tendo em
conta que entre os factores que afectam a composicédo final dos vinhos o Unico acerca do qual ndo se
possui informacao é o método de vinificacdo, poderia sugerir-se que este factor afecta decisivamente o
teor de &cido cafeico.

De uma maneira geral, os vinhos tintos monovarietais apresentam teores de acido cafeico inferiores

aos vinhos tintos multivarietais, tal como observado no caso do acido galico.

As diferencgas no teor de &cido cafeico entre vinhos da mesma casta e regido € mais pronunciada no
caso do &cido cafeico do que no caso do acido galico o que pode indiciar uma maior sensibilidade
deste componente a parametros de producdo como a temperatura, 0 tempo de contacto das massa com
0 mosto, o pH, entre outros.
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Figura 3.30 — Teor de resveratrol em vinhos tintos monovarietais e multivarietais.

Os vinhos tintos analisados apresentaram teores de resveratrol entre 0,72 e 17,18 mg/L (Figura 3.30),
correspondendo os valores mais elevados a vinhos monovarietais da regido de Lisboa e da casta
Touriga Nacional.

7

De maneira geral, o conteddo em resveratrol das amostras analisadas € superior aos teores
apresentados na literatura (Tabela 3.9), excepto os valores propostos por G.C. Tenore et al. (2011) que
s80 muito superiores aos restantes autores e aos encontrados no presente trabalho. Destacam-se as
amostras JR73, JR81 e JR82 cujo teor neste composto é superior a 15 mg/L, excedendo assim o teor
maximo proposto por F. Dias et al. (2009). Estas trés amostras sdo provenientes da mesma regiéo e
foram produzidas a partir da mesma casta, Touriga Nacional, sendo que as duas primeiras foram

produzidas no mesmo ano. Este aspecto permite concluir que o solo e a casta utilizada para a producéo
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da uva tém uma forte influéncia na composicdo nos diferentes compostos fendlicos do vinho,

resultados que estdo de acordo com o trabalho realizado por M. Atanackovi¢ et al. (2011).

Relativamente a regido vitivinicola, os vinhos produzidos na regido de Lisboa apresentam, de maneira
geral, teores em resveratrol superiores aos vinhos produzidos tanto na Peninsula de Settbal como no
Tejo, independentemente do facto de se tratar de vinhos mono ou multivarietais. Estas diferencas de
composicdo acompanham as diferencas na actividade redutora férrica e actividade antiradicalar

também observadas entre as amostras das trés regifes vitivinicolas consideradas.

A casta Alicante Bouschet que apresentou teores elevados de outros compostos fendlicos apresenta em
relacdo ao resveratrol valores significativamente baixos tanto nos vinhos monovarietais como nos

vinhos multivarietais pelo que parece ser uma caracteristica desta variedade de uva.

O teor de quercetina nos vinhos analisados variou entre 0,83 e 36,88 mg/L (Figura 3.31), nas amostras
em que este componente foi detectado. A auséncia deste composto ndo parece ser exclusiva de um

determinado tipo de vinho pois observou-se em amostras de castas, anos e regides diferentes.

A maior parte dos vinhos analisados neste trabalho apresentou teores de quercetina na gama de 10
mg/L a 20 mg/L, valores superiores a maior parte dos referidos na literatura que foram geralmente
inferiores a 7 mg/L com excepcao do valor maximo apresentado por I. Ginjon et al. que foi de
15,7 mg/L (Tabela 3.9).

Destacam-se, pelos elevados teores em quercetina (superiores a 25 mg/L), as amostras JR47, JR61,
JR74 e JR80. Uma vez que ndo possuem caracteristicas em comum, podemos inferir que tal como
observado para outros compostos fendlicos, o teor final de quercetina no vinho depende fortemente do

método de vinificacdo envolvidos.
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Figura 3.31 — Teor de quercetina em vinhos tintos monovarietais e multivarietais.

Os vinhos produzidos na regido do Tejo apresentam teores de quercetina inferiores aos vinhos das

mesmas castas produzidos nas restantes regifes, aspecto que indica a importancia do solo e clima na
composicao final do vinho em quercetina.

Os compostos quantificados em vinhos brancos foram o &cido cafeico, o acido fertlico e o resveratrol.
Diversos autores quantificaram o &cido gélico nos vinhos brancos, obtendo teores compreendidos
entre 0,05 e 117 mg/L (Tabela 3.10). No entanto, nos vinhos brancos analisados no presente trabalho
este composto ndo pdde ser quantificado pois, durante a separacao cromatografica co-eluiu com outros
compostos com um espectro de absor¢do muito semelhante. Seria necessario fazer uma optimizacao

do programa de eluicdo cromatografica de modo a obter uma separacdo mais eficiente destes

78



compostos e assim obter picos distintos e bem separados para poder entdo quantificar o acido galico
nos vinhos brancos. Alguns autores que fizeram a andlise de compostos fendlicos nos vinhos brancos
quantificaram a quercetina com teores compreendidos entre 1,4 e 10,3 mg/L. No entanto, nos vinhos
analisados este composto ndo esteve presente, ou entdo ocorreu em quantidades muito inferiores ao

limite de deteccdo.

Tabela 3.10 — Teor de compostos fendlicos individuais em vinhos brancos.

Valor Valor
Composto minimo maximo Autores Ano
(mg/L) (mg/L)
1,6 13,0 M. Castellari et al. 2002
1,9 84,7 D.P. Makris et al. 2003
0,69 8,37 M.S. Fernandez-Pachén et al. 2006
Acido ND 1,25 J. Woraratphoka et al. 2007
galico 5 117 A. Stasko et al. 2008
0,33 0,55 D. Hernanz et al. 2009
0,05 9,22 S. Kallithraka et al. 2009
0,47 1,22 LV. Vréek et al. 2011
0,6 7,7 M. Castellari et al. 2002
44,8 D.P. Makris et al. 2003
0,99 2,71 M.S. Ferndndez-Pachén et al. 2006
Acido ND 4,28 J. Woraratphoka et al. 2007
cafeico 1 8 A. Stisko et al. 2008
1,6 2,90 D. Hernanz et al. 2009
0,55 1,50 S. Kallithraka et al. 2009
0,27 3,44 LV. Vréek et al. 2011
ND 0,47 M. Castellari et al. 2002
Acido 0,32 0,69 S. Kallithraka et al. 2009
ferulico 0,06 0,23 D. Hernanz et al. 2009
0,55 1,23 LV. Vréek et al. 2011
ND 2,1 Ribeiro de Lima et al. 1999
ND 0,32 M. Castellari et al. 2002
Retsflae?;t'ml ND 0,19 N. Ratola et al. 2004
1,1 4.1 A. Rodriguez-Bernaldo de Quirds et al. | 2009
0,04 0,93 LV. Vréek et al. 2011
ND 1,7 M. Castellari et al. 2002
Quercetina ND 2,12 J. Woraratphoka et al. 2007
14 10,3 A. Rodriguez-Bernaldo de Quirds et al. | 2009
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A quantificacdo do &cido cafeico nos vinhos brancos monovarietais e multivarietais (Figura 3.32)
revelou teores inferiores a 7 mg/L num grupo de vinhos da regido de Lisboa e em todos os vinhos das
regides da Peninsula de SetUbal e Tejo; no entanto, um conjunto de vinhos da regido de Lisboa
apresenta valores na gama de 10 a 20 mg/L, apesar de serem produzidos a partir de castas idénticas.
Relativamente aos teores propostos pela bibliografia (Tabela 3.10), a gama encontrada no presente
trabalho é muito mais alargada excepto pelo teor médio referido por D.P. Makris et al. (2003) que é
cerca de duas vezes superior ao valor maximo encontrado no presente trabalho. As amostras que se
destacam por terem uma concentracdo de acido cafeico superior a 14 mg/L sdo as amostras JR32,
JR36, JR37 e JR40. Os vinhos JR32, JR37 e JR40, apesar de serem de anos diferentes, sdo
provenientes da mesma regido e, ndo sendo todos monovarietais, todos foram produzidos a partir da

casta Arinto.

Os vinhos brancos analisados apresentaram teores de acido ferulico entre 0,70 e 1,97 mg/L (Figura
3.32), gama que esta ligeiramente acima mas em concordancia com 0s teores propostos por outros
autores (Tabela 3.10). Destacam-se, pela positiva, os vinhos JR21, JR40 e JR41 com teores de &cido
fertlico superiores a 1,4 mg/L, sendo que as Ultimas duas amostras, que possuem teores muito
semelhantes, foram produzidos na mesma regido e a partir da casta Arinto. Os resultados obtidos
reforcam a participagdo da variedade da uva a partir da qual sdo produzidos os vinhos na sua

composicao fendlica, nomeadamente em acido cafeico e acido ferulico.

Relativamente & quantificagdo do resveratrol, os vinhos brancos analisados apresentaram teores entre
0,25 mg/L e 1,85 mg/L (Figura 3.32), sendo que as amostras JR23, JR24, JR29, JR30, JR31, JR33,
JR34 e JR40 apresentaram teores abaixo do limite de deteccdo. Estes teores sdo superiores aos obtidos
por M. Castellari et al. (2002), N. Ratola et al. (2004) e 1.V. Vréek et al. (2011), mas inferiores aos
obtidos por A. Rodriguez-Bernaldo de Quir6s et al. (2009). A gama proposta por Ribeiro de Lima et
al. (1999) é mais ampla do que a gama encontrada no presente trabalho, no entanto, o valor maximo

proposto pelo autor é apenas ligeiramente superior ao teor maximo dos vinhos brancos analisados.

As amostras com teores mais elevados de resveratrol (superiores a 1 mg/L), JR36 e JR39, ndo
possuem caracteristicas comuns, sem ser o facto de terem sido produzidas na mesma regido. Uma vez
que o resveratrol é um composto produzido na pelicula da uva como proteccdo em resposta a
agressOes externas, é natural que os vinhos cujo mosto tenha estado mais tempo em contacto com a
pelicula, aquando da sua produgdo, possuam teores mais elevados de resveratrol. Desta forma, é
possivel inferir que ambos vinhos em questdo possam ter sido submetidos a processos de vinificagdo

semelhantes, nomeadamente a nivel da duragcdo do esmagamento das uvas e sua prensagem.
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Figura 3.32 — Teor de &cido cafeico, &cido ferulico e resveratrol em vinhos brancos monovarietais e

multivarietais.
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Os vinhos rosés apresentam teores de &cido gélico significativamente inferiores aos teores médios dos
vinhos tintos, em concordéncia com os resultados de compostos fendlicos totais e de actividade
antioxidante.
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Figura 3.33 — Teor de &cido galico e acido cafeico em vinhos brancos e rosés.
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Os vinhos rosés estudados apresentaram uma gama menos elevada de acido galico em comparacgéo
com os vinhos tintos, sendo os valores compreendidos entre 10,24 e 26,24 mg/L (Figura 3.33). Ao
quantificar o &cido cafeico nos vinhos roses, foram obtidos teores entre 3,29 e 11,52 mg/L (Figura
3.33), inferiores aos teores deste mesmo composto nos vinhos tintos e compreendidos na gama
apresentada pelos vinhos brancos.

Tanto a nivel do resveratrol como da quercetina os valores obtidos para 0s vinhos rosés encontravam-
se abaixo do limite de deteccdo, excepto para a amostra JR68, onde foi determinado um teor em
resveratrol de 1,92 mg/L, valor que se encontra na gama obtida para os vinhos tintos, nomeadamente

das regides da Peninsula de Setlbal e do Tejo.

Foi no entanto identificado e quantificado o cido ferdlico nos vinhos rosés, apresentando teores entre
0,63 e 2,75 mg/L (Figura 3.33), gama superior a obtida para o0s vinhos brancos estudados no presente
trabalho.

Estes resultados mostram a que ponto os métodos de vinificagdo sdo importantes para o contetdo final
dos vinhos em termos de composicao fendlica. De facto, os vinhos rosés possuem caracteristicas em
comum tanto com 0s vinhos tintos como com o0s vinhos brancos, aspectos que se reflectem depois ao

identificar e quantificar os diversos compostos fendlicos.

Em primeiro lugar, denota-se que os teores em acido feralico estdo intrinsecamente ligados com os
métodos de vinificagdo e ndo com o tipo de uva utilizado para a produgdo do vinho. De facto, 0s
vinhos rosés partilham o mesmo tipo de uva (uva tinta) com o0s vinhos tintos e um processo de
vinificacdo mais semelhante ao dos vinhos brancos e no entanto, o acido ferulico est& presente apenas

em vinhos brancos e rosés.

No entanto, apesar do limitado nimero de amostras de vinho rosé analisadas consta-se que, tal como
observado nos vinhos tintos a casta Touriga Nacional apresenta teores superiores a casta Syrah o que
indica que a selecgdo apropriada da casta € também um factor a considerar se pretendermos obter

vinhos com elevado teor de fenoélicos.

A importancia do tipo de uva ou dos processos de vinificagdo aos quais sdo submetidos os vinhos
aquando da sua produgdo ndo pode ser avaliada no que respeita a presenca de resveratrol e de
guercetina uma vez que estes compostos se encontram abaixo dos limites de deteccdo respectivos nos
vinhos rosés estudados. Outro factor que contribui para esta incerteza reside no facto de ndo existirem
estudos publicados de identificagdo de compostos fendlicos em vinhos rosés. Seria entdo necessaria a
realizacdo de mais ensaios no ambito da actividade antioxidante e composicdo fendlica numa

amostragem mais representativa de vinhos roseés.
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De uma maneira geral podemos concluir que a presenca e quantidade de determinados compostos
fendlicos nos vinhos esté relacionada, ndo s6 mas também, com o tipo e variedade de uva seleccionada

elou com os métodos de vinificagdo aplicados aquando da produgdo do vinho.
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3.3-Cor

3.3.1 — Tonalidade, Intensidade e Brilho

O parametro tonalidade nos vinhos tintos € indicativo do desenvolvimento da cor para tons
laranja, sendo calculado através da razdo entre as absorvancias medidas aos comprimentos de onda de
420 e 520 nm; este parametro é indicativo da idade do vinho pois ao longo do tempo, as antocianinas
responsaveis pela cor vermelha reagem com outros compostos, diminuindo a quantidade de
antocianinas livres (S. Pérez-Margarifio & M.L. Gonzélez-San José, 2006), fazendo com que ocorra
um desvio da absorvancia do vinho do comprimento de onda caracteristico do vermelho para o
caracteristico do amarelo. De maneira geral, vinhos apresentando uma tonalidade igual ou inferior a
0,6 sdo considerados vinhos novos com um tempo de maturacéo relativamente curto (Ribéreau-Gayon,
et al., 2006b).

O brilho é um parametro que indica a dominancia da coloragdo vermelha, ou seja, quanto mais elevada
for a absorvancia ao comprimento de onda correspondente ao vermelho, mais elevado serad o brilho.
Desta forma, quanto mais elevada for a tonalidade e menor for o brilho, maior é o desvio para o
amarelo e maior foi 0 tempo de maturagdo do vinho. Na presente amostragem (Tabelas3.11 e 3.12) os
vinhos considerados novos sdo as amostras JR0O1, JR02, JR03, JR04, JR16, JR17 e JR45, resultados
que eram de esperar uma vez que todos estes vinhos partilham o mesmo ano de produgdo mais recente,
2010, e portanto tiveram um periodo de maturagdo menos prolongado. Os vinhos JR51 e JR62
apresentam valores de tonalidade muito superiores as restantes amostras, mesmo aquelas produzidas
no mesmo ano, com as mesmas castas. Uma possivel explicacdo para este facto poderd ser uma
alteracdo em pardmetros de vinificacdo destes dois vinhos em particular, como por exemplo, um
tempo de maturacdo em barricas de carvalho mais prolongado antes do engarrafamento. De facto, uma
maturacdo mais longa na presenca de madeira permite uma maior passagem de compostos fendlicos
para 0 vinho mas também maior ocorréncia de colo6ides formados por antocianinas, diminuindo a
guantidade de antocianinas livres e a absorvancia no comprimento de onda correspondente ao

vermelho.

Diversos estudos realizados (S. Tsanova-Savova et al., 2002; Pérez-Margarifio & M.L.
Gonzalez-San José, 2006; C. Pérez-Lamela et al., 2007; F. Chinnici et al., 2009; M.-A. Ducasse et al.,
2010) utilizam a tonalidade como um dos varios parametros de avaliagdo da evolugdo de um vinho
sujeito a determinados processos, a nivel da vinificacdo e maturacdo, ao longo do tempo. Muitos
destes estudos incidem particularmente na reac¢do de vinhos produzidos a partir de determinadas

castas e anos de producéo aos diferentes processos de vinificacdo e maturacao.

A intensidade da cor dos vinhos permite a monitoriza¢do dos compostos com absorvancias nos
comprimentos de onda correspondentes ao amarelo, vermelho e azul. Desta forma, quanto mais

elevada for a intensidade de um vinho, maior a quantidade de compostos que absorvem a estes
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comprimentos de onda, nomeadamente alguns compostos fendlicos. De maneira idéntica a utilizagdo
da tonalidade, a intensidade é muitas vezes um pardmetro de monitorizagéo da evolucgéo de um vinho
(S. Tsanova-Savova et al., 2002; Pérez-Margarifio & M.L. Gonzalez-San Jose, 2006; C. Pérez-Lamela
et al., 2007; M.-l. Salaha et al., 2008; V.M. Burin et al., 2010; S. Caillé et al., 2010; M.L. Escudero-
Gilete et al., 2010; Gonzélez-del-Pozo et al., 2010; K. Chira et al., 2011). De facto, se um vinho for
submetido a diversos tratamentos durante a sua produgdo ou até armazenagem, é natural existirem
modificagdes na sua composicdo, aspecto que se pode traduzir numa alteracdo a nivel da intensidade

da cor.

Os vinhos que se destacam com uma intensidade de cor elevada (superior a 1,7) sdo as
amostras JR14 e JR53 (Tabelas 3.11 e 3.12). Estas amostras destacam-se igualmente nos ensaios de
determinagdo de actividade antioxidante realizados no presente trabalho, assim como a nivel dos

diversos compostos fenolicos quantificados, nomeadamente do &cido galico e da quercetina.
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Tabela 3.11 — Tonalidade, Intensidade e Brilho de vinhos tintos monovarietais

Regido Amostra Tonalidade | Intensidade | Brilho (%0)
Alicante Bouschet (JR43) 0,7 1,7 52,8
Alicante Bouschet (JR53) 0,9 1,8 44 4
Aragonez (JR58) 1 0,9 37,5
Aragonez (JR67) 0,9 1,2 42,6
Cabernet Sauvignon (JR50) 0,7 15 49,6
Casteldo (JR83) 0,8 1 49,6
Merlot (JR85) 0,9 0,9 45,8
Syrah (JR42) 0,7 1,1 51,6
Syrah (JR44) 0,8 1,1 47
Syrah (JR45) 0,6 1 62,5
Syrah (JR54) 0,7 1 55,3
Syrah (JR55) 0,7 0,8 53,9
Syrah (JR56) 0,7 1 55,2
Lisboa Syrah (JR59) 0,9 1 45
Syrah (JR63) 0,8 1,3 47,8
Syrah (JR65) 0,8 1,4 50,4
Syrah (JR70) 0,8 1,1 51,3
Syrah (JR71) 0,8 0,8 50,4
Syrah (JR76) 0,8 0,9 50,2
Syrah (JR78) 0,9 0,9 46,2
Syrah (JR86) 0,9 0,9 46,6
Touriga Nacional (JR61) 0,8 1,6 48,7
Touriga Nacional (JR69) 0,9 0,9 48
Touriga Nacional (JR73) 0,9 1 45,5
Touriga Nacional (JR75) 0,8 1,2 48,7
Touriga Nacional (JR81) 0,8 1,2 48,2
Touriga Nacional (JR82) 0,7 15 51,2
Casteldo (JRO7) 0,8 1,1 50,4
Casteldo (JR09) 0,7 0,5 53
. , Casteldo (JR12) 0,9 0,8 445
Peninsula de Setubal ~
Casteldo (JR13) 0,9 0,9 43,6
Casteldo (JR19) 0,8 0,8 47,2
Merlot (JRO6) 0,7 1 52,2
Cabernet Sauvignon (JR03) 0,6 1,1 58,3
Tejo Merlot (JR0O2) 0,6 0,7 61,8
Touriga Nacional (JRO1) 0,6 1 55,1

NQ: Né&o quantificavel
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Tabela 3.12 — Tonalidade, Intensidade e Brilho de vinhos tintos multivarietais

Regido Amostra Tonalidade | Intensidade | Brilho (%0)
A+C (JR52) 0,8 11 48,4
A+M (JR48) 0,7 1,2 50,9
A+M (JR66) 0,8 1 49,6
A+TN (JR46) 0,8 0,9 46,9
AB+CS (JR51) 3,5 15 NQ
AB+CS (JR62) 3,4 15 NQ
C+CS+T+A (JR18) 0,8 1,2 474
CS+M (JR47) 0,7 1,3 53
M+PV (JR74) 0,7 1,6 54,9
Lisboa M+S (JR60) 0,9 0,7 45,8
TN+AB+CS (JR11) 0,9 14 41
TN+CS (JR57) 0,7 15 50,8
TN+CS (JR77) 0,7 1,4 53
TN+CS (JR79) 0,7 14 52,8
TN+CS+PV (JR14) 0,9 2,1 40,5
TN+S (JR64) 0,8 14 46,7
TN+S (JR80) 0,7 15 53,2
TN+S+PV (JR49) 0,8 13 46,3
TN+S+PV (JR72) 0,8 13 46
A+C (JRO5) 0,8 0,9 41,8
A+C+S (JR16) 0,6 0,8 57,2
. , A+C+S (JR17) 0,6 0,8 58,1
Peninsula de Setubal
A+TN+C (JR10) 0,8 1 46,8
C+CS (JR20) 0,7 15 51,3
C+CS+TN (JR15) 0,8 1 48,8
Tejo TN+AB+CS+A+S (JR04) 0,6 0,9 54,2
TN+AB+CS+A (JR08) 0,8 11 48,6

NQ: N&o quantificavel
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3.3.2 — Composicéo de cor

A composicdo da cor normal para os vinhos tintos corresponde a percentagens de amarelo, vermelho e
azul de 35, 55 e 10%, respectivamente (Glories, 1984). Da presente amostragem, os vinhos cuja
composicdo de cor que mais se aproxima destas proporcgdes sdo as amostras JR16 e JR17 (Tabelas
3.13 e 3.14). Ambos vinhos sdo originarios da regido Peninsula de Settbal, produzidos em 2010 a
partir das castas Aragonez, Casteldo e Syrah. Uma vez que estes vinhos ndo se destacam em nenhum
dos ensaios de determinacdo da actividade antioxidante nem na quantificacdo de compostos fendlicos,
é possivel inferir que uma composicdo de cor considerada préxima do ideal ndo reflecte o poder

antioxidante do vinho em questao.

As amostras JR51 e JR62, (Figura3.34) ambas correspondentes a vinhos com as castas Cabernet
Sauvignon e Alicante Bouschet, e produzidos na regido de Lisboa apresentam percentagens de
amarelo e percentagens de azul excepcionalmente altas e consequentemente uma percentagem de
vermelho bastante inferior a todos 0s outros vinhos tintos. Estes dois vinhos apresentam também um
poder redutor superior & maior parte dos restantes vinhos tintos, bem como valores elevados de
actividade antiradicalar relativa ao DPPH e teor de fenolicos totais na reaccdo de Folin-Ciocalteu. J&
as amostras JRO5 da Peninsula de Setubal e JRO4 da regido Tejo, que apresentam também uma
elevada percentagem de azul mas menor percentagem de amarelo, ndo apresentam valores tdo
elevados das propriedades antioxidantes o que pode sugerir um papel relevante dos componentes que

contribuem para a cor amarela na actividade antioxidante de vinhos tintos.
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Figura 3.34 — Composigao de cor de vinhos tintos multivarietais
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Figura 3.35 — Composicao de cor de vinhos tintos monovarietais
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Tabela 3.13 — Composic¢éo de cor de vinhos tintos monovarietais

Regido Amostra % Amarelo [ % Vermelho | % Azul
Alicante Bouschet (JR43) 37 51 11
Alicante Bouschet (JR53) 41 47 12
Aragonez (JR58) 43 44 12
Aragonez (JR67) 43 47 10
Cabernet Sauvignon (JR50) 37 50 13
Castelao (JR83) 41 50 9
Merlot (JR85) 43 48
Syrah (JR42) 38 51 11
Syrah (JR44) 40 49 11
Syrah (JR45) 32 57 10
Syrah (JR54) 36 53 11
Syrah (JR55) 37 52 11
Syrah (JR56) 36 53 11
Lisboa Syrah (JR59) 41 48 11
Syrah (JR63) 40 49 11
Syrah (JR65) 39 50 11
Syrah (JR70) 39 51 10
Syrah (JR71) 41 50
Syrah (JR76) 40 50
Syrah (JR78) 43 48
Syrah (JR86) 44 48
Touriga Nacional (JR61) 38 49 12
Touriga Nacional (JR69) 42 49
Touriga Nacional (JR73) 43 48
Touriga Nacional (JR75) 40 49 10
Touriga Nacional (JR81) 40 49 11
Touriga Nacional (JR82) 37 51 12
Casteldo (JRO7) 39 50 11
Castel&o (JR09) 39 52 10
Peninsula de Setubal Castelao (JR12) 43 ol 10
Casteldo (JR13) 40 47 13
Casteldo (JR19) 40 49 11
Merlot (JRO6) 38 51 11
Cabernet Sauvignon (JR03) 34 54 12
Tejo Merlot (JR02) 34 57 9
Touriga Nacional (JR01) 32 53 15
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Tabela 3.14 — Composicgéo de cor de vinhos tintos multivarietais

Regido Amostra % Amarelo | % Vermelho | % Azul
A+C (JR52) 40 49 11
A+M (JR48) 37 50 12
A+M (JR66) 4 50 9
A+TN (JR46) 4 48 11
AB+CS (JR51) 61 17 21
AB+CS (JR62) 61 18 21
C+CS+T+A (JR18) 40 49 11
CS+M (JR47) 37 52 12
M+PV (JR74) 35 53 12
Lisboa M+S (JR60) 42 48 10
TN+AB+CS (JR11) 40 46 14
TN+CS (JR57) 36 50 14
TN+CS (JR77) 36 52 12
TN+CS (JR79) 36 51 12
TN+CS+PV (JR14) 40 46 15
TN+S (JR64) 40 48 11
TN+S (JR80) 37 52 11
TN+S+PV (JR49) 40 48 12
TN+S+PV (JR72) 41 48 11
A+C (JRO5) 39 46 15
A+C+S (JR16) 35 54 11
Peninsula de Setubal A+CHS (JR17) 3 >4 11
A+TN+C (JR10) 39 48 12
C+CS (JR20) 37 51 13
C+CS+TN (JR15) 40 49 10
Tejo TN+AB+CS+A+S (JR04) 31 52 17
TN+AB+CS+A (JR08) 40 49 11

Os vinhos tintos monovarietais da regido Tejo (Figura 3.34) apresentam contribui¢des de percentagem
de vermelho e percentagem de azul particularmente elevadas por comparacdo com a média das outras
regides mas dado o reduzido nimero de amostras ndo podemos concluir tratar-se de uma caracteristica

especifica dos vinhos desta regido.

Estudos realizados por Tsanova-Savova et al. (2002) apresentam vinhos produzidos a partir da casta
Cabernet Sauvignon como tendo uma composicdo de cor mais proxima das proporcles ideais. S.
Pérez-Margarifio & M.L. Gonzélez-San José (2006) estudaram igualmente vinhos produzidos a partir
da casta Cabernet Sauvignon, apresentando percentagens de amarelo, vermelho e azul de 33%, 57% e

10%, respectivamente. A composi¢do de cor destes vinhos difere ndo s6 da ideal mas também da
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proposta por Tsanova-Savova et al. (2002), assim como dos vinhos com as mesmas caracteristicas na
presente amostragem. A. Gonzélez-del Pozo et al. (2010) estudaram a composicéo da cor de vinhos
produzidos a partir da casta Cabernet Sauvignon e a sua variagdo a medida que o vinho foi submetido
a diversos processos de micro-oxigenacdo. Ao considerar o grupo de vinhos controlo, que ndo foram
submetidos a qualquer tipo de alteragdo e portanto andlogos aos vinhos estudados no presente
trabalho, os autores obtiveram percentagens de amarelo, vermelho e azul de 30%, 59% e 11%,
respectivamente. Mais uma vez, a composi¢do da cor afasta-se da ideal, apesar do vinho estudado
possuir as mesmas caracteristicas a nivel de castas que os vinhos tidos em conta nos estudos

previamente referidos.

Nas amostras estudadas, os vinhos JR03 e JR50, ambos vinhos monovarietais produzidos a partir da
casta Cabernet Sauvignon, ndo apresentam a proporg¢éo de cor ideal, apesar da composi¢do da amostra
JRO3 ndo se afastar muito da pretendida.

O facto de existirem varios trabalhos realizados com o mesmo tipo de vinho e de se terem obtido
resultados tdo variaveis confirma a nocdo de que tal como a actividade antioxidante também a
composicdao da cor depende de multiplos factores e ndo apenas da casta ou castas utilizadas na
produgéo do vinho.
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3.4 — Correlacgtes lineares entre os diversos parametros estudados

Para avaliar a correlagdo entre as propriedades antioxidantes das amostras estudadas, as suas
caracteristicas cromaticas e o seu teor de compostos fendlicos determinaram-se as fungdes lineares
existentes entre os varios parametros estudados neste trabalho e calcularam-se os correspondentes
coeficientes de correlacdo de Pearson; quando este coeficiente se situa entre 0,5 e 0,8 considera-se que
o0s parametros envolvidos estdo moderadamente correlacionados atraves de uma fungdo linear; quando
o coeficiente de correlacdo de Pearson é superior a 0,8 considera-se existir uma correlacao linear forte

entre os parémetros em causa.

3.4.1 — Correlagdes entre as varias medidas de actividade antioxidante

A actividade antioxidante de cada vinho é uma propriedade que resulta da presenca de diversas
espécies antioxidantes que podem apresentar diferentes caracteristicas estruturais e diferentes
mecanismos de acgéo. Pretendeu-se comparar a actividade antiradicalar, a actividade redutora e o teor
de compostos fendlicos totais de vinhos tintos e brancos da regido de Lisboa e testar a existéncia de
relagdes lineares entre estas propriedades. Assim, determinaram-se os coeficientes de correlacdo de

Pearson correspondentes a estes parametros avaliados em vinhos da regido de Lisboa (Tabela 3.15).

Foram considerados em conjunto os vinhos monovarietais e multivarietais de cada tipo (branco ou
tinto) pois a andlise anteriormente efectuada ndo revelou um comportamento distinto entre vinhos de
uma Unica casta ou de varias castas. Ja no que diz respeito a origem geografica considerou-se apenas a
regido de Lisboa pois as regides da Peninsula de Setubal e Tejo ndo estavam tdo representadas na
amostragem e os vinhos destas regides apresentaram um comportamento muito distinto dos vinhos da

regido de Lisbhoa, sobretudo no caso dos vinhos brancos.

Tabela 3.15 — Coeficientes de correlacdo de Pearson das relacdes lineares entre os pardmetros

descritivos da actividade antioxidante de vinhos brancos e tintos da regido de Lisboa.

DPPH FRAP Folin-Ciocalteu Sumf‘)‘(’i i
Tintos | Brancos | Tintos | Brancos | Tintos | Brancos | Tintos | Brancos
DPPH 1 1 0,712 0,742 | 0,814 | 0,629 - 0,673
FRAP 1 1 0,827 | 0,725 - 0,814
Folin-Ciocalteu 1 1 - 0,768

O teor de compostos fendlicos dos vinhos tintos apresenta uma correlacao positiva forte com o poder

redutor destes vinhos bem como com a sua actividade de sequestracdo do radical DPPH.
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O teor de compostos fendlicos dos vinhos brancos também apresenta uma correlacdo positiva com as

suas propriedades antioxidantes, mas com coeficientes de correlacéo inferiores aos dos vinhos tintos.

Tanto no caso dos vinhos tintos como dos brancos encontrou-se uma associa¢do mais forte entre o teor
de compostos fendlicos e o poder redutor do que entre o teor de compostos fendlicos e a actividade
antiradicalar relativamente ao DPPH, ou seja, 0s compostos de estrutura fendlica estdo associados as
propriedades antioxidantes do vinho mas parecem estar mais fortemente correlacionados com o seu

poder redutor dos vinhos do que com as suas propriedades antiradicalares.

O poder redutor e a actividade antiradicalar relativa ao DPPH apresentaram uma correla¢do positiva
moderada tanto para vinhos brancos como para vinhos tintos o que indica que os antioxidantes
presentes nos vinhos analisados parecem ter simultaneamente actividade antiradicalar e actividade

redutora.

No caso dos vinhos brancos foi ainda determinada a actividade antiradicalar relativa ao radical anido
superoxido, um radical instavel de oxigénio, com relevancia biologica. Observou-se uma correlagéo
positiva forte desta actividade com a actividade redutora e uma correlagdo moderada com o teor de

compostos fendlicos e com a actividade antiradicalar relativamente ao DPPH.

Estes resultados indicam que os componentes do vinho com maior capacidade de sequestracdo do
anido radical superdxido sdo aqueles que apresentam maior capacidade de reducdo férrica, ou seja,

maior capacidade de transferir electrfes para espécies oxidadas.

3.4.2 — Correlages entre a actividade antioxidante e a absorvancia na regiao do visivel

A actividade antioxidante pode estar relacionada com as propriedades cromaticas dos vinhos na
medida em que as espécies quimicas que lhe conferem cor contribuem também para a sua actividade
antioxidante. Para avaliar a correlacdo entre propriedades cromaticas e propriedades antioxidantes
calcularam-se os coeficientes de correlagdo de Pearson correspondentes as relagdes lineares entre a
actividade antioxidante dos vinhos da regido de Lisboa e a sua absorvancia na regido do visivel
(Tabela 3.16). Observou-se uma correlagdo positiva moderada entre a actividade antioxidante
(antiradicalar e redutora) e as absorvancias aos comprimentos de onda correspondentes ao amarelo
(420 nm) e ao azul (620 nm).
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Tabela 3.16 — Coeficientes de correlagdo de Pearson das relacdes lineares entre pard@metros descritivos
da actividade antioxidante de vinhos da regiéo de Lisboa e a respectiva absorvancia avaliada aos
comprimentos de onda de 420 nm, 520 nm e 620 nm.

o DPPH FRAP Folin-Ciocalteu Anido
Absorvancia Superoxido
Tintos | Brancos | Tintos | Brancos | Tintos | Brancos | Tintos | Brancos
A(420 nm) 0,650 0,352 0,753 0,249 0,787 0,202 - 0,595
A(520 nm) 0,279 0,145 0,215 0,045 0,260 0,089 - 0,089
A(620 nm) 0,673 0,354 0,692 0,465 0,758 0,4 - 0,519

N&o se observou uma correlagdo linear entre a absorvancia ao comprimento de onda associado a cor
vermelha (520 nm) e qualquer das medidas de actividade antioxidante realizadas, nem entre esta
absorvancia e o teor de compostos fendlicos totais. Este resultado parece indicar que algumas espécies
que contribuem para a cor vermelha dos vinhos tintos ndo apresentam uma estrutura fenélica nem

contribuem significativamente para as propriedades antioxidantes desses vinhos.

Por outro lado, o valor dos coeficientes de correlagdo parecem indicar que 0s compostos com
actividade redutora contribuem mais para a componente amarela da cor do vinho enquanto os
componentes com maior actividade antiradicalar relativa ao DPPH contribuem mais para a
componente azul da cor do vinho. A actividade antiradicalar relativa ao anido superdxido apresentou
uma correlacdo positiva moderada tanto com a absorvancia a 420 nm como com a absorvancia a 620
nm. Este resultado é coerente com o que se conhece sobre os mecanismos de ac¢do dos antioxidantes:
as espécies com actividade antiradicalar sdo geralmente espécies capazes de doar atomos de
hidrogénio enquanto as espécies com elevado poder redutor sdo espécies com grande facilidade em
doar electrGes, nomeadamente através de estabilizacdo da carga positiva resultante e rearranjo
intramolecular. Os compostos fendlicos sdo geralmente capazes de actuar de acordo com estes dois
mecanismos, no entanto alguns compostos individuais apresentam uma maior facilidade em reagir por

uma destas vias especificas.

No caso dos testes incluidos neste trabalho verifica-se uma diferenca sistematica entre a reactividade
das amostras no teste do DPPH que é especialmente reactivo com espécies doadoras de atomos de
hidrogénio e os testes de poder redutor (FRAP) e reaccao de Folin-Ciocalteu cujos reagentes requerem

espécies doadoras de electrdes para dar origem aos derivados corados.

Os vinhos brancos ndo apresentaram correlac@es lineares entre as absorvancias medidas aos varios
comprimentos de onda e os testes DPPH, poder redutor (FRAP) e reac¢do de Folin-Ciocalteu, mas
obtiveram-se coeficientes de correlacdo de Pearson mais elevados para os comprimentos de onda de
420 nm e de 620 nm.
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No caso do poder redutor e da reacgdo de Folin-Ciocalteu observa-se uma maior correlacdo com a
absorvancia a 620 nm, enquanto a actividade antiradicalar relativa ao DPPH parece ter uma correlacdo
idéntica com a absorvancia a 420 nm e a 620 nm.

A actividade antiradicalar dos vinhos brancos relativamente ao anido superoxido apresentou uma

correlacdo positiva moderada com as absorvancias a 420 nm e a 620 nm.

A correlacdo dos parametros tonalidade, intensidade, brilho e composicdo da cor foi também testada

atraves da determinacdo de coeficientes de correlacdo de Pearson (Tabela 3.17).

Uma vez que se tinha verificado ndo existir uma correlacdo linear entre a absorvancia a 520 nm e a
actividade antioxidante do vinho ou o seu teor em compostos fendlicos ndo é de estranhar que os
pardmetros mais influenciados por esta absorvancia (a tonalidade e o brilho e a percentagem de
vermelho), apresentem coeficientes de correlacdo de Pearson baixos ou correlacBes inversamente

proporcionais com as propriedades antioxidantes.

Os vinhos tintos apresentaram correlacdes positivas moderadas entre todos os testes de actividade
antioxidante e a intensidade da cor bem como com a percentagem de azul, o que evidencia a
importancia de espécies fendlicas que contribuem para a cor azul, como é o caso de diversas

antocianinas, para a actividade antioxidante de vinhos tintos.

Tabela 3.17 — Coeficientes de correlacdo de Pearson das relagdes lineares entre pardmetros descritivos
da actividade antioxidante de vinhos da regido de Lisboa e os pardmetros tonalidade, intensidade,

brilho (vinhos tintos) e composicéo da cor (vinhos tintos e brancos).

DPPH FRAP Folin-Ciocalteu Sug}f}i’i i
Tinto | Branco | Tinto | Branco | Tinto | Branco Branco
Tonalidade 0,153 - 0,240 - 0,145 -
Intensidade 0,586 - 0,608 - 0,665 -
Brilho 0,324* - 0,374* - 0,318* -

% Amarelo | 0,261 | 0,224 | 0,459 | 0,000 | 0,410 | 0,063 0,302
Composicdo | % Vermelho | 0,399* | 0,272 | 0,536* | 0,084 | 0,534* | 0,032 0,288

% Azul 0,584 | 0,164 | 0,559 | 0,055 | 0,641 | 0,084 0,310
*Variaveis inversamente proporcionais

Os dois testes que envolvem transferéncia electronica (FRAP e Folin-Ciocalteu) apresentaram uma
correlacdo inversa moderada com a percentagem de vermelho, ou seja, o poder redutor dos vinhos

tintos analisados é tanto maior quanto maiores forem as componentes amarela e azul da sua cor.
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Os vinhos brancos ndo apresentam correlagdes lineares entre a actividade antioxidante e a composi¢édo
da cor ainda que se obtenham maiores coeficientes de correlagdo nos testes de actividade antiradicalar
(DPPH e anido superdxido) do que nos testes de actividade redutora (FRAP e Folin-Ciocalteu).

3.4.3 — CorrelacOes entre a actividade antioxidante e o perfil de compostos fenolicos obtido por
HPLC

3.4.3.1 — Somatorios das areas cromatograficas a comprimentos de onda especificos

As propriedades antioxidantes dos vinhos da regido de Lisboa foram ainda representadas em funcéo
dos correspondentes somatorios das areas dos cromatogramas de HPLC obtidos com detec¢do
selectiva aos comprimentos de onda maximos de absorcdo de diversos compostos fendlicos. Os
comprimentos de onda seleccionados correspondem como foi indicado aos méximos de absorvancia
de derivados do acido benzodico (A= 280 nm), derivados do acido hidroxicindmico (A= 320 nm) e
flavondis (A= 360 nm). Os coeficientes de correlagdo de Pearson de cada uma destas relagOes
permitem avaliar se existe uma relacdo linear entre as concentragdes de cada um destes grupos de

compostos e as propriedades antioxidantes avaliadas nestas amostras.

Esta comparacdo permite ter em conta o contributo dos varios compostos fenolicos detectados em
HPLC ainda que a sua identidade ndo tenha sido estudada com recurso a padrfes cromatograficos. A
deteccdo a comprimentos de onda especificos permite analisar o contributo de conjuntos de compostos
fendlicos que partilham estruturas idénticas e a area cromatografica é proporcional a sua concentragdo

no vinho.

A necessidade de efectuar esta analise surgiu da constatacdo de terem sido detectados nas amostras de
vinhos tintos e brancos, diversos compostos com areas cromatograficas bastante superiores as dos
compostos estudados com recurso a padrbes e que portanto poderiam ter um maior impacto nas

propriedades antioxidantes e teor de fendlicos totais dessas mesmas amostras.

Tabela 3.18 — Coeficientes de correlacdo de Pearson das relagdes lineares entre parametros descritivos
da actividade antioxidante de vinhos da regido de Lisboa e as areas totais dos cromatogramas obtidos

em HPLC com detecgdo selectiva aos comprimentos de onda de 280 nm, 320 nm e 360 nm.

DPPH FRAP Folin-Ciocalteu Sug;f‘;’i i
Tintos | Brancos | Tintos | Brancos | Tintos | Brancos Brancos
Yarea(280 nm) | 0,575 0,425 0,690 0,753 0,773 0,843 0,863
Yarea (320 nm) | 0,324 0,560 0,528 0,887 0,577 0,729 0,928
Yarea (360 nm) | 0,354 0,607 0,526 0,733 0,494 0,629 0,795
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Efectivamente obtiveram-se melhores correlagbes da actividade antioxidante dos vinhos com os
somatorios das &reas cromatogréficas a comprimentos de onda especificos do que com qualquer outro

pardmetro considerado (Tabela 3.18).

Em particular obtiveram-se correlagbes lineares fortes entre a actividade redutora bem como a
actividade de sequestracdo do radical superoxido e o somatério das areas cromatograficas detectadas
ao comprimento de onda de 280 nm, para vinhos brancos. Este somatério que reflecte a concentracdo
de compostos analogos a acidos fendlicos simples apresenta também correlages moderadas com a
actividade redutora de vinhos tintos e brancos bem como com a actividade antiradicalar relativa ao
DPPH de vinhos tintos.

O somatoério da area cromatogréafica detectada ao comprimento de onda de 320 nm reflecte
especificamente a concentracdo de acidos hidroxicinamicos como o &cido cafeico ou ferulico e
apresentou correlagbes moderadas (DPPH e Folin-Ciocalteu) ou fortes (FRAP e anido superdxido)
com a actividade antioxidante de vinhos brancos o que é uma evidéncia da importancia destes

compostos fendlicos nas propriedades funcionais deste tipo de vinhos.

Este somatorio apresentou também correlagbes moderadas com o poder redutor e teor de fenolicos
totais de vinhos tintos o que indica existir também uma contribuicdo significativa dos &cidos

hidroxicindmicos para a actividade redutora destes vinhos.

Finalmente o somatério das areas dos picos cromatograficos detectados a 360 nm é proporcional a
concentragdo de flavondis como a quercetina e apresentou correlagbes moderadas com todas as
determinagdes de actividade antioxidante dos vinhos brancos bem como com o poder redutor de

vinhos tintos.

3.4.3.2 — Concentracdes de compostos fendlicos especificos

Alguns dos compostos fenolicos presentes no perfil de HPLC de vinhos tintos e brancos foram
identificados como foi referido, utilizando padrdes cromatograficos e foram quantificados mediante o
tracado de rectas de calibracdo. Procurou-se entdo avaliar se algum destes compostos quantificados
nas amostras apresenta uma correlagdo positiva significativa com a actividadeantioxidante dessas
amostras (Tabela 3.19).
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Tabela 3.19 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre parametros descritivos da actividade

antioxidante de vinhos da regido de Lisboa e as concentra¢des de alguns componentes fendlicos

individuais.
Concentragao DPPH FRAP Folin-Ciocalteu | . M40
(mg/L) Superdxido
Tintos | Brancos | Tintos | Brancos | Tintos | Brancos Brancos
Acido galico 0,607 NQ 0,589 NQ 0,729 NQ NQ
Acido cafeico | 0,217 0,036 0,080 0,209 0,050 0,007 0,863
Acido ferulico - 0,272 - 0,308 - 0,346 0,311
Quercetina 0,346 - 0,352 - 0,325 - -
Resveratrol 0,085 0,286 0,049 0,281 0,032 0,305 0,202

NQ = néo quantificado por co-eluicdo com componente néo identificado

O teor de acido galico de vinhos tintos apresenta uma correlacdo positiva moderada com as
actividades antiradicalar e redutora bem como com o teor de compostos fenolicos totais. A correlacao
é ligeiramente melhor com a actividade de sequestracdo do DPPH, o que evidencia a boa capacidade
de cedéncia de um atomo de hidrogénio pelo &cido galico e isomeros através da estabilizacdo do

radical resultante por pontes de hidrogénio e rearranjo intramolecular.

Também se observou uma correlagdo positiva forte entre o teor de &cido cafeico em vinhos brancos e a
sua actividade de sequestracdo do anido superoxido o que € um indicativo da relevancia deste

composto para a actividade bioldgica dos vinhos brancos.

Os restantes componentes ndo apresentam correlacdes lineares significativas com as propriedades
antioxidantes dos vinhos provavelmente devido a baixa concentracdo destes componentes individuais,
e a possibilidade da sua concentracdo ser afectada por parametros do processo de vinificagdo que

podem diferir dentro de cada grupo de vinhos considerado.

Nota-se no entanto que o &cido galico e a quercetina foram os componentes individuais com maior
correlagdo com a actividade antioxidante de vinhos tintos enquanto o acido cafeico e o acido ferdlico
tiveram maior correlagdo com a actividade antioxidante de vinhos brancos. Os valores mais baixos das
correlagdes dos teores de &cido cafeico com as actividades antioxidantes de vinhos brancos avaliadas
pelos testes de DPPH, FRAP e Folin-Ciocalteu resultam ndo de uma disperséo dos resultados mas sim
de dois comportamentos distintos para dois grupos de amostras dentro do conjunto dos vinhos
brancos, ou seja, considerando cada um destes grupos em separado o teor de acido cafeico apresentaria

uma correlagcdo moderada ou forte com a actividade antioxidante (Anexos Il a V).
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4 — Conclusoes e Perspectivas futuras

A actividade antioxidante de 88 vinhos portugueses (63 tintos, 21 brancos e 4 rosés), produzidos entre
2006 e 2010, nas regides vitivinicolas de Lisboa, Tejo e Peninsula de Setubal, foi determinada, tendo
em conta caracteristicas inerentes aos vinhos, como o tipo de vinho utilizado, o ano de producdo, a

regido vitivinicola e as castas utilizadas para a sua producao.

Uma vez que a actividade antioxidante de uma matriz ¢ uma propriedade multifactorial, que depende
de varios componentes, realizaram-se diversos ensaios de forma a avaliar a capacidade antioxidante
total do vinho. Este aspecto foi abordado ao analisar o seu poder de reducdo férrica, a sua actividade
antiradicalar frente a um radical sintético, o DPPH', e frente ao anido superdxido. Determinou-se ainda
a sua composicdo em fendlicos totais através do método de Folin-Ciocalteu e através da quantificacéo

de determinados compostos fendlicos presentes no vinho.

A partir de todos os ensaios de determinagdo da actividade antioxidante, podemos concluir que
existem diferencas claras de acordo com o tipo de vinho em questdo, isto €, 0s vinhos tintos
apresentam uma capacidade antioxidante superior a dos vinhos rosés, que por sua vez apresentam uma
actividade antioxidante superior a dos vinhos brancos. Este facto é valido independentemente dos
diferentes pardmetros tidos em conta, como a regido e castas utilizadas para a producdo do vinho,

assim como a regido vitivinicola de proveniéncia.

Os métodos de vinificagdo aparentam ser extremamente relevantes no que refere a actividade
antioxidante de um vinho, o que se pode observar claramente com o caso dos vinhos rosés, que apesar
de serem produzidos a partir de castas tintas, sdo sujeitos a processos de vinificagdo mais semelhantes,
se ndo idénticos, aos dos vinhos brancos, apresentam constantemente propriedades antioxidantes

inferiores aos dos vinhos tintos.

Este trabalho permite ainda concluir que a escolha da uva utilizada para a produgdo de um vinho nédo
deve ser menosprezada uma vez que participa activamente na composicdo em agentes antioxidantes do
vinho resultante. De facto, os vinhos rosés e brancos diferem essencialmente no tipo de uva utilizada
para a sua producdo, aspecto que se destaca nos ensaios de actividade antioxidante, onde os vinhos
roses apresentam sempre valores superiores aos dos vinhos brancos. Desta forma, podemos concluir
gue a uva tinta apresenta uma composi¢do mais rica em agentes antioxidantes que séo transmitidos ao

vinho durante a sua producgéo do que a uva branca.

Por outro lado, um factor a ter em conta, e que participa na capacidade antioxidante dos vinhos,
sobretudo dos vinhos tintos, é a casta utilizada para a producdo do vinho. De facto, os vinhos
produzidos a partir da casta Alicante Bouschet encontram-se no grupo de vinhos que revelam uma

actividade antioxidante elevada nos diferentes ensaios realizados, indicando que a utilizacdo desta
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casta em particular traduz-se em vinhos com propriedades antioxidantes importantes. Também os
vinhos produzidos a partir das castas Touriga Nacional e Petit Verdot apresentaram valores elevados
de propriedades antioxidantes e de teor de compostos fendlicos.

Nos vinhos brancos, a escolha da casta parece ndo ser tdo importante como o sdo os factores

envolvidos com a regido e os métodos de vinificacao.

De maneira geral, os resultados obtidos para estes ensaios encontram-se nas gamas apresentadas por

diversos autores, tanto para vinhos tintos como para vinhos brancos, ao considerar ensaios analogos.

Um dos principais aspectos que se destaca nos ensaios realizados, nomeadamente a nivel de poder
redutor férrico e actividade antiradicalar frente ao radical DPPH, é o comportamento dos vinhos
brancos da Estremadura que apresentam consistentemente propriedades antioxidantes superiores aos
vinhos brancos das restantes regifes vitivinicolas estudadas, independentemente do ano de produgéo
ou o tipo de casta que os constitui. Assim, o solo, clima e eventualmente os processos de vinificagdo
aplicados podem influenciar a composi¢do final do vinho a nivel de compostos redutores e
antiradicalares. O facto deste comportamento ndo se verificar nos vinhos tintos parece indicar que o
contacto prolongado entre massas e 0 mosto se sobrepBe aos factores geograficos e de processo que

sdo determinantes para o vinho branco.

Uma das vertentes inovadoras do presente trabalho foi sem divida a determinagdo da actividade
antiradicalar por fotoquimioluminescéncia, parecendo ser os primeiros resultados de actividade
antiradicalar de vinhos brancos ou rosés relativamente ao anido superoxido que, do nosso
conhecimento, foram obtidos. Lamentavelmente, o ensaio, da forma em que é comercializado, ndo
pode ser aplicado a vinhos tintos pois existe um grande efeito de interferéncia da matriz invalidando

qualquer resultado que se possa obter.

Os resultados obtidos a partir da reaccdo de Folin-Ciocalteu podem fornecer uma indicacao geral das
propriedades antioxidantes de um vinho, permitindo ndo s6 distinguir vinhos tintos de brancos mas

fornecendo informacéo sobre o teor global de espécies fendlicas.

Os parametros de cor analisados servem essencialmente para monitorizar a evolucao de um vinho tinto
guando sujeito a condicOes particulares durante todo o seu processo de producdo, no entanto, estes
parametros também podem ser utilizados para evidenciar outras propriedades e efectuar uma
comparacdo facil entre diferentes vinhos. No presente trabalho, tendo em conta os vinhos
apresentando uma maior actividade antioxidante, evidenciou-se que uma intensidade de cor elevada
esta relacionada com propriedades antioxidantes elevadas, assim como uma quantidade importante em

determinados compostos fendlicos como o &cido galico e a quercetina.
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Um dos principais objectivos do presente trabalho residiu na comparacao da actividade antiradicalar, a
actividade redutora e o teor de compostos fendlicos totais de vinhos tintos e brancos da regido de
Lisboa e em testar a existéncia de relacdes lineares entre estas propriedades. Desta forma, o teor de
compostos fendlicos dos vinhos tintos apresenta uma correlagdo positiva forte com o poder redutor
destes vinhos bem como com a sua actividade de sequestracdo do radical DPPH, sendo que estes

compostos apresentam uma maior actividade redutora do que antiradicalar.

Ao considerar a capacidade de sequestracao do radical anido superéxido dos vinhos brancos, conclui-
se que os compostos do vinho que apresentam esta actividade antiradicalar também possuem
capacidade de reducdo férrica, ou seja, maior capacidade de transferir electrbes para espécies

oxidadas.

Outro objectivo do presente trabalho foi a comparacédo entre a actividade antioxidante (antiradicalar e
redutora) e as absorvancias aos comprimentos de onda correspondentes as cores amarela, vermelha e
azul. Um aspecto interessante foi o facto de algumas espécies que contribuem para a cor vermelha dos
vinhos tintos ndo contribuirem significativamente para as propriedades antioxidantes desses vinhos, ou

seja, ndo é possivel inferir a capacidade antioxidante de um vinho apenas pela sua coloracéo.

Por outro lado, a coloracgéo azul do vinho tinto parece estar relacionado com os diferentes ensaios de
actividade antioxidante realizados, o que evidencia a importancia de espécies fendlicas que
contribuem para a cor azul, como é o caso de diversas antocianinas, para a actividade antioxidante de

vinhos tintos.

Outra vertente inovadora do presente trabalho foi a utilizagdo dos somatorios das areas dos
cromatogramas de HPLC obtidos com deteccdo selectiva aos comprimentos de onda maximos de

absorcao de diversos compostos fenolicos.

Desta forma, conclui-se que, nos vinhos brancos, os acidos benzdicos, monitorizados a comprimentos
de onda de 280 nm, apresentam uma forte actividade redutora e forte actividade de sequestracdo do
radical anido superéxido. Nos vinhos tintos, os &cidos benzéicos participam de maneira mais
moderada na actividade redutora de sequestracdo do radical DPPH. Igualmente, os &cidos
hidroxicindmicos estdo significativamente envolvidos com a actividade antioxidante dos vinhos
brancos e tintos, evidenciando a importancia destes compostos nas propriedades funcionais dos
vinhos. Os flavonois, monitorizados a um comprimento de onda de 360 nm, participam

moderadamente nas propriedades antioxidante tanto dos vinhos brancos como dos vinhos tintos.

A nivel de perspectivas futuras, seria interessante investir numa amostragem mais abrangente e

representativa das regides de Tejo e Peninsula de Setlbal, mas também das restantes regides
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vitivinicolas portuguesas. Outro aspecto interessante seria um estudo mais aprofundado sobre vinhos
roses, e sobre a importancia tanto dos métodos de vinificagdo como das uvas (mais precisamente as
castas utilizadas para a producdo dos vinhos) nos diferentes compostos que se encontram
posteriormente no vinho que lhe conferem caracteristicas nutracéuticas, nomeadamente a sua
capacidade antioxidante.
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6 — Anexos

Anexo | — Lista das castas tintas e brancas autorizadas por regido vitivinicola

Castas Tintas autorizadas

Castas Brancas autorizadas

Regido
Vinhos Alfroucheiro, Alicante Bouschet, Alvarelhdo, Amaral, Aragonez, | Alvarinho, Arinto, Avesso, Azal, Batoca, Cainho,
Verdes ou Baga, Borracal, Cabernet-Franc, Cabernet-Sauvignon, Casteldo, | Cascal, Chardonnay, Chenin, Colombard, Diagalves,
Minho Docal, Doce, Espadeiro, Espadeiro-Mole, Grand-Noir, Jaen, | Esganinho, Esganoso, Ferndo-Pires, Folgasdo, Godelho,
(Portaria Labrusco, Merlot, Mourisco, Padeiro, Pedral, Pical, Pinot-Noir, | Lameiro, Loureiro, Malvasia-Fina, Malvasia-Rei,
n°393/2001 | Rabo-de-Anho, Sousdo, Syrah, Tinta-Barroca, Touriga-Nacional, | Miller-Thurgau, Pinot-Blanc, Pintosa, Rabo-de-Ovelha,
de 16 de Trincadeira, Verdelho-Tinto, Verdial-Tinto e Vinhao Riesling, Sdo Mamede, Semildo, Sercial, Talia,
Abril) Trajadura e Viosinho
Terras do Agua-Santa, Alfrocheiro, Alicante-Bouschet, Amaral, Alvarelhfo, | Alicante-Branco, Alvar, Alvarinho, Arinto, Arinto-do-
Déo Aragonez, Azal, Baga, Bastardo, Cabernet-Franc, Cabernet- | Interior, Assaraky, Barcelo, Bical, Cercial, Chardonnay,
(Portaria Sauvignon, Camarate, Campanario, Casteldo, Cidreiro, Coracdo- | Dona-Branca, Encruzado, Ferndo-Pires, Folgazédo, Folha-
n°593/2010 | de-Galo, Cornifesto, Grand-Noir, Jaen, Malvasia-Preto, Marufo, | de-Figueira, Fonte-Cal, Gouveio, Jampal, Loureiro,
de 29 de Merlot, Monvedro, Moreto, Pilongo, Pinot-Noir, Portugués-Azul, | Luzidio, Malvasia-Fina, Malvasia-Rei, Pinot-Blanc,
Julho) Rabo-de-Ovelha-Tinto, Rufete, Syrah, Tinta-Carvalha, Tinta- | Rabo-de-Ovelha, Riesling, Sauvignon, Semillon, Sercial,
Francisca, Tintem, Tinto-C8o, Touriga-Fémea, Touriga-Franca, | Sercialinho, Siria, Talia, Tamarez, Terrantez, Uva-Cao,
Touriga-Nacional, Trincadeira e Vinhdo Verdelho, Verdial-Branco, Viosinho e Vital
Terras da Agua-Santa,  Alfrocheiro,  Alicante-Bouschet,  Alvarelhfo, | Alicante-Branco, Alvar, Alvarinho, Arinto, Arinto-do-
Beira Aragonez, Azal, Baga, Bastardo, Cabernet-Franc, Cabernet- | Interior, Barcelo, Bical, Cercial, Chardonnay, Dona-
(Portaria Sauvignon, Camarate, Campanario, Casteldo, Grand-Noir, Jaen, | Branca, Encruzado, Ferndo-Pires, Folgazdo, Folha-de-
n°163/2011 Malvasia-Preto, Marufo, Merlot, Monvedro, Moreto, Pilongo, | Figueira, Fonte-Cal, Gouveio, Loureiro, Malvasia-Fina,
de 18 de Pinot-Noir, Portugués-Azul, Rabo-de-Ovelha-Tinto, Rufete, | Malvasia-Rei, Pinot-Blanc, Rabo-de-Ovelha, Riesling,
Abril) Sousdo, Syrah, Tinta-Barroca, Tinta-Carvalha, Tinta-Francisca, | Sauvignon, Semillon, Sercial, Sercialinho, Siria, Talia,
Tinto-Cdo, Touriga-Fémea, Touriga-Franca, Touriga-Nacional, | Tamarez, Terrantez, Uva-Cdo, Verdelho, Verdial-
Trincadeira e Vinhdo Branco, Viosinho e Vital
Lishoa Alfrocheiro, Alicante-Bouschet, Amostrinha, Aragonez, Baga, | Alicante-Branco, Almafra, Alvadurdo, Alvarinho, Antdo-
(Portaria Bastardo, Bonvedro, Cabernet-Franc, Cabernet-Sauvignon, | Vaz, Arinto, Bical, Boal-Branco, Boal-Espinho, Cerceal-
n°426/2009 Cabinda, Caladoc, Camarate, Carignan, Casteldo, Cinsaut, Grand- | Branco, Cercial, Chardonnay, Chenin, Diagalves,
de 23 de Noir, Grenache, Grossa, Jaen, Merlot, Molar, Monvedro, Moreto, | Ferndo-Pires, Encruzado, Galego-Dourado, Jampal,
Abril) Negra-Mole, Parreira-Matias, Petit-Verdot, Pinot-Noir, Preto- | Loureiro, Malvasia, Malvasia-Fina, Malvasia-Rei,
Cardana, Preto-Martinho, Ramisco, Rufete, Sousdo, Syrah, | Marquinhas, Moscatel-Gratdo, Pinot-Blanc, Rabo-de-
Tannat, Tinta-Barroca, Tinta-Caiada, Tinta-Carvalha, Tinta- | Ovelha, Ratinho, Riesling, Sauvignon, Seara-Nova,
Lisboa, Tinta-Milda, Tinta-Pomar, Tintinha, Tinto-Cdo, Touriga- | Semillon, Sercial, Talia, Siria, Tamarez, Trincadeira-
Franca, Touriga-Nacional, Trincadeira, Valbom e Zinfandel Branca, Trincadeira-das-Pratas, Verdelho, Viognier,
Viosinho e Vital
Alentejo Alfroucheiro, Alicante-Bouschet, Aragonez, Baga, Cabernet- | Alicante-Branco, Alvarinho,  Antdo-Vaz, Bical,
(Portaria Sauvignon, Caladoc, Carrignan, Casteldo, Cinsaut, Corropio, | Chardonnay, Chasselas, Diagalves, Encruzado, Ferndo-
n°276/2010 Grand-Noir, Grenache, Grossa, Mantetdo-Preto, Merlot, Moreto, | Pires, Gouveio, Larido, Malvasia-Fina, Malvasia-Rei,
de 19 de Petit-Verdot, Pinot-Noir, Syrah, Tannat, Tinta-Barroca, Tinta- | Manteldo, Moscatel-Graido, Mourisco-Branco, Perrum,
Maio) Caiada, Tinta-Carvalha, Tinta-Miuda, Tinto-Céo, Touriga-Franca, | Rabo-de-Ovelha, Riesling, Sauvignon, Semillon, Sercial,
Touriga-Nacional, Trincadeira e Zinfandel Siria, Talia, Tamarez, Trincadeira-das-Pratas, Verdelho,
Viognier e Viosinho
Tejo Alfrocheiro, Alicante-Bouschet, Amostrinha, Aragonez, Baga, | Alicante-Branco, Almafra, Alvadurdo, Alvarinho, Antdo-
(Portaria Bastardo, Bonverdo, Cabernet-Franc, Cabernet-Sauvignon, | Vaz, Arinto, Bical Boal-Branco, Boal-Espinho, Cerceal-
n°445/2009 Cabinda, Caladoc, Camarate, Carignan, Casteldo, Cinsaut, Grand- | Branco, Cercial, Chardonnay, Chenin, Cbddega-de-
de 27 de Noir, Grenache, Grossa, Jaen, Merlot, Molar, Monvedro, Moreto, | Larinho, Diagalves, Encruzado, Ferndo-Pires, Galego-
Abril) Negra-Mole, Parreira-Matias, Petit-Verdot, Pinot-Noir, Preto- | Dourado, Gouveio, Jampal, Loureiro, Malvasia,

Cardana, Preto-Martinho, Ramisco,
Tannat, Tinta-Barroca, Tinta-Caiada, Tinta-Carvalha, Tinta-
Milda, Tinta-Pomar, Tintinha, Tinto-Cdo, Touriga-Franca,
Touriga-Nacional, Trincadeira e Valbom

Rufete, Sousdo, Syrah,

Malvasia-Fina, Malvasia-Rei, Marquinhas, Moscatel-
Galego-Branco, Moscatel-Gratdo, Pinot-Blanc, Riesling,
Ratinho, Rabo-de-Ovelha, Sauvignon, Seara-Nova,
Semillon, Sercial, Siria, Talia, Tamarez, Trincadeira-das-
Pratas, Trincadeira-Branca, = Verdelho,  Viognier,
Viosinho e Vital
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Lista das castas tintas e brancas autorizadas por regido vitivinicola (cont. 1)

Alfrocheiro, Alicante-Bouschet, Alvarelhdo, Alvarelhdo-
Ceitdo, Amaral, Amor-Ndo-Me-Deixes, Amostrinha,
Aragonez, Aramon, Arjun¢do, Baga, Barca, Barreto,
Bastardo, Bastardo-Tinto, Bonvedro, Borracal, Bragéo,
Branjo, Cabernet-Franc, Cabernet-Sauvignon, Caladoc,
Calrdo, Camarate, Carignan, Carrega-Burros, Carrega-Tinto,
Casculho, Casteld, Casteldo, Castelino, Casteloa, Cidadelhe,
Cidreiro, Cinsaut, Concieira, Coragdo-de-Galo, Cornifesto,
Corropio, Corvo, Dogal, Doce, Donzelinho-Tinto,
Engomada, Esgana-Céo-Tinto, Espadeiro, Espadeiro-Mole,
Farinheira, Ferral, Galego, Gamay, Gongalo-Pires, Gorda,
Gouveio Preto, Graciosa, Grand-Noir, Grangeal, Grenache,
Grossa, Jaen, Labrusco, Lourela, Malandra, Malvarisco,

Almenhaca, Alvadurao, Alvar, Alvarelhdo-Branco,
Alvarinho, Antdo-Vaz, Arinto, Arinto-do-Interior, Arns-
Burguer, Avesso, Azal, Babosa, Barcelo, Bastardo-Branco,
Batoca, Beba, Bical, Boal-Barreiro, Boal-Branco, Boal-
Espinho, Branco-Desconhecido, Branco-Especial, Branco-
Gouvaes, Branco-Guimaraes, Branco-Jodo, Branda, Budelho,
Cainho, Caracol, Caramela, Cardo-de-Moca, Carrasquenho,
Carrega-Branco, Cascal, Casteldo-Branco, Castelo-Branco,
Cerceal-Branco, Cercial, Chardonnay, Chasselas, Chasselas-
Sabor, Chasselas-Salsa, Chenin,  Cddega-de-Larinho,
Colombard, Cornichon, Corval, Crato-Espanhol, Dedo-de-
Dama, Diagalves, Dona-Branca, Dona-Joaquina, Donzelinho-
Branco, Dorinto, Encruzado, Esganinho, Esganoso, Estreito-

Malvasia-Preta, ManteGdo-Preto, Mario-Feld, Marufo, . . M A
Melhorio. Melra. Merlot Molar Mondet. Monvedro Macio, Ferndo-Pires, Folgasdo, Folha-de-Figueira, Fonte-Cal,
Peninsulade | \2 oo Moscatel-Galedo-Tinto. Mourisco. Mourisco-de. | Calégo-Dourado, -~ Gigante, Godelho, Gouveio, Gouveio-
Setubal ! - go-11nto, ’ - Estimado, Gouveio-Real, Granho, Jacquere, Jampal, Lameiro,
. Semente, Mourisco-de-Trevdes, Negra-Mole, Nevoeira, -x ; . . L " .
(Portaria Padeiro. Parreira-Matias. Patorra. Pau-Ferro. Pedral. Péro. | Lrido, Leira, Lilas, Loureiro, Luzidio, Malvasia, Malvasia-
0 il 1l il il 1 H 1 - H - - - X -
n°695/2009 de Pinhdo, Petit-Bouschet, Petit-Verdot, Pexem, Pical, Pilongo, Blanca,_ I\/lalv_asm Branca_, Malvasw Br_anca de-S&0 Jorg_e,
29 de Junho) Pinot-Noir. Portugués-Azul. Preto-Cardana. Preto-Martinho Malvasia-Candida, Malvasia-Fina, Malvasia-Parda, Malvasia-
Rabo-de-Anho gRabo-de-‘Lobo Rabo-'de-OveIha—Tinto‘ Rei, Malvasia-Romana, Manteido, Molinha, Moscadet,
Ramisco Ram‘isco-Tinto Ricocé Rodo. Roseira Rufete’ Moscatel-Galego-Branco, Moscatel-Graudo, Moscatel-Nunes,
Saborinh’o, Santareno, Séo-SauI, ]Sevilhé’o, Souséé), Syrah: :;/é ?:JJ:TS]CO'EirﬁE:ﬂ’a_B'\f grl]f;'Th;i?;LféI:néécogiaigisz Ppeggg,
Tannat, Teinturier, Tinta, Tinta-Aguiar, Tinta-Aurélio, Tinta - - i ' L Ga,
- - . : - Promissdo, Rabigato, Rabigato-Franco, Rabigato-Moreno,
-Barroca, Tinta-Bastardinha, Tinta-Caiada, Tinta-Carvalha, . o7 .
. L . o ! L Rabo-de-Ovelha, Ratinho, Riesling, Roupeiro-Branco, Sabro,
Tinta-Fontes, Tinta-Francisca, Tinta-Lameira, Tinta-Lisboa, ~ . . i .
Tinta-Martins, Tinta-Mesquita, Tinta-Mituda, Tinta-Negra Santoal, Sdo-Mamede, Sarigo, Sauvignon, Semildo, Semillon,
Tinta-Penajoia, Tinta-Pereira, Tinta-Pomar, Tinta-Porto- ?_ercw!l, S'_rr'a’ Talla(,j 'IF;z?\marez_I,_ Tgrragtez, Ter;an@eé-da-
Santo, Tinta-Tabuaco, Tintinha, Tinto-C4o, Tinto-Sem- | 4o coa. errantez-do-Pico, ~ Touriga-Branca, -~ Trajadura,
Nomey Touri a-Fémeay Touri a—i:ranca Tour‘i a-Nacional Trincadeira-Branca, Trincadeira-das-Pratas, Uva-Cdo, Uva-
Transéncora gTrincade;ira Vgaldosa \'/arejoag Verdelho: Cavaco, Uva-Salsa, Valente, Valveirinho, Vencedor,
Tinto VerdiaI-Tinto Vinhéo Xa’ra Zé-dc;-TeIheiro e Verdelho, Verdial-Branco, Viognier, Viosinho e Vital
Zinfandel
Alfrocheiro, Alicante-Bouschet, Aragonez, Baga, Bastardo,
Cabernet-Sauvignon, Caladoc, Casteldo, Cinsaut, Grand- Alicante-Branco, Antdo-Vaz, Arinto, Chardonnay, Diagalves,
Algarve Noir, Grenache, Merlot, Monvedro, Moreto, Moscatel- Ferndo-Pires, Malvasia-Fina, Malvasia-Rei, Mantetdo,
(Portaria Galego-Tinto, Negra-Mole, Pau-Ferro, Petit-Verdot, Pexem, Moscatel-Graddo, Perrum, Rabo-de-Ovelha, Riesling,
n°817/2006 de Pinot-Noir, Syrah, Tinta-Barroca, Tinta-Caiada, Tinta- Sauvignon, Siria, Télia, Terrantez, Tamarez, Trincadeira-das-
16 de Agosto) Carvalha, Tinto-Céo, Touriga-Franca Pratas, Verdelho e Viognier
Touriga-Nacional e Trincadeira
Agrondmica, Aragonez, Cabernet-Franc, Cabernet- Arinto, Bical, Chardonnay, Ferndo-Pires, Galego-Dourado,
Agores
. Sauvignon, Casteldo, Complexa, Merlot Generosa, Gouveio, Malvasia, Malvasia-Fina, Moscatel-
n°8(5P??/r2tggZ de Pinot-Noir, Rufete, Saborinho, Tinta-Barroca, Touriga- Graudo, Riesling, Rio-Grande, Seara-Nova, Sercial, Télia,
19 de Julho) Franca, Touriga-Nacional e Vinhao Terrantez, Verdelho e Viosinho
Madeira _ Arinto, Arns-Burger,_BoaJ, C_arao-de-Mo_(;a, _Chardonnay_,
- Aragonez, Bastardo, Cabernet-Sauvignon, Complexa, Chenin-Blanc, Malvasia-Candida, Malvasia-Fina, Malvasia-
(Portaria g - - . x - . .
1986/2004 de 2 Deliciosa, Malvasia-Roxa, Tinta-Barroca, Merlot, Tinta- de-S&o-Jorge, Sauvignon-Blanc, Sercial, Terrantez, Ugni-
de Abril) Negra-Mole, Touriga-Franca, Touriga-Nacional e Sirah Blanc e Verdelho

Trés-os-Montes
(Portaria
n°1203/2006 de
9de
Novembro)

Alicante-Bouschet, Alvarelhdo, Aragonez, Aramon,
Bastardo, Cabernet-Sauvignon, Cabernet-Franc, Camarate,
Carignan, Casteldo, Cornifesto, Donzelinho-Tinto, Gamay,
Gorda, Grand-Noir, Jaen, Malvasia-Preta, Marufo, Merlot,
Moscatel-Galego-Tinto, Mourisco-de-Semente, Mourisco-

de-Trevdes, Pinot-Noir, Rufete, Sousdo, Syrah, Tinta-

Barroca, Tinta-Carvalha, Tinta-Francisca, Tinto-Céo,
Touriga-Franca, Touriga-Nacional, Trincadeira e Vinhao

Arinto, Bical, Branda, Carrega-Branco, Cercial, Chardonnay,
Chasselas, Codega-de-Larinho, Dona-Branca, Donzelinho-
Branco, Dorinto, Ferndo-Pires, Folgasdo, Godelho, Gouveio,
Malvasia-Fina, Malvasia-Parda, Malvasia-Rei, Moscadet,
Moscatel-Galego-Branco, Mourisco-Branco, Pinheira-Branca,
Pinot-Blanc, Rabigato, Riesling, Sauvignon, Semillon,
Sercial, Siria, Tamarez, Verdelho, Viosinho e Vital
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Lista das castas tintas e brancas autorizadas por regido vitivinicola (cont. 2)

Terras
Durienses
(Portaria
n°1197/2006 de
7 de
Novembro)

Alicante-Bouschet, Alvarelhdo, Alvarelhdo-Ceitdo,
Aragonez, Aramon, Baga, Barca, Barreto, Bastardo, Bragdo,
Cabernet-Franc, Cabernet-Sauvignon, Camarate, Carignan,

Carrego-Tinto, Casculho, Casteld, Casteldo, Cidadelhe,
Concieira,  Cornifesto,  Corropio, = Donzelinho-Tinto,
Engomada, Espadeiro, Gamay, Goncalo-Pires, Gorda,

Grand-Noir, Grangeal, Grenache, Jaen, Lourela, Malandra,
Malvasia-Preta, Marufo, Melra, Merlot, Mondet, Moscatel-
Galego-Tinto, Mourisco-de-Semente, Mourisco-de-Trevdes,
Nevoeira, Patorra, Petit-Bouschet, Petit-Verdot, Pinot-Noir,
Portugués-Azul, Preto-Marinho, Ricoca, Roseira, Rufete,
Santareno, Sdo-Saul, Sevilhdo, Sousdo, Syrah, Tannat, Tinta-
Aguiar, Tinta-Barroca, Tinta-Carvalha, Tinta-Fontes, Tinta-
Francisca, Tinta-Lameira, Tinta-Martins, Tinta-Mesquita,
Tinta-Penajoia, Tinta-Pereira, Tinta-Pomar, Tinta-Tabuaco,
Tinto-Cdo, Tinto-Sem-Nome, Touriga-Fémea, Touriga-
Franca, Touriga-Nacional, Trincadeira, Valdosa, Verejoa,
Vinhdo e Zinfandel

Alicante-Branco, Alvarelhdo-Branco, Arinto, Avesso,
Batoca, Bical, Branco-Especial, Branco-Guimardes, Branda,
Caramela, Carrega-Branco, Cercial, Chardonnay, Chasselas,
Chenin, Cobdega-de-Larinho, Diagalves, Dona-Branca,
Donzelinho-Branco, Dorinto, Estreito-Macio, Fernao-Pires,
Folgasdo, Godelho, Gouveio, Gouveio-Estimado, Gouveio-
Real, Jampal, Malvasia-Fina, Malvasia-Parda, Malvasia-Rei,
Moscadet, Moscatel-Galego-Branco,  Mourisco-Branco,
Muller-Thurgau, Pé-Comprido, Pinheira-Branca, Pinot-
Blanc, Praga, Rabigato, Rabigato-Franco, Rabigato-Moreno,
Rabo-de-Ovelha, Ratinho, Riesling, Samarrinho, Sarigo,
Sauvignon, Semillon, Sercial, Siria, Talia, Tamarez,
Terrantez, Touriga-Branca, Trigueira, Valente, Verdelho,
Verdial-Branco, Viognier, Viosinho e Vital

Beira Atlantica
(Portaria n°238-
A/2011 de 16
de Junho)

Agua-Santa, Alfrocheiro, Alicante-Bouschet, Alvarelhio,
Aragonez, Baga, Bastardo, Cabernet-Franc, Cabernet-
Sauvignon, Caladoc, Camarate, Campanério, Casteldo,
Cidreiro, Cinsault, Corac8o-de-Galo, Cornifesto, Espadeiro,
Gamay, Grand-Noir, Jaen, Malvasia-Preta, Marufo, Merlot,
Monvedro, Moreto, Petit-Verdot, Pilongo, Pinot-Noir,
Portugués-Azul, Rabo-de-Ovelha-Tinto, Rufete, Sousdo,
Syrah, Tannat, Tinta-Barroca, Tinta-Carvalha, Tinta-
Francisca, Tinta-Milda, Tintem, Tinto-Cdo, Touriga-Fémea,
Touriga-Franca, Touriga-Nacional, Vinhdo, Trincadeira,
Xara e Zinfandel

Alicante-Branco, Alvar, Alvarinho, Antdo-Vaz, Arinto,
Arinto-do-interior, Assaraky, Azal, Barcelo, Bical, Branca-
de-Anadia, Cercial, Chardonnay, Chenin, Cobdega-de-
Larinho, Dona-Branca, Encruzado, Ferndo-Pires, Folgasao,
Folha-de-Figueira, Fonte-Cal, Godelho, Gouveio, Jampal,
Loureiro, Luzidio, Malvasia-Fina, Malvasia-Rei, Pinot-
Blanc, Rabo-de-Ovelha, Riesling, Sauvignon, Semillon,
Sercial, Sercialinho, Siria, Talia, Tamarez, Terrantez,
Trajadura, Uva-Cdo, Verdelho, Verdial-Branco, Viognier,
Viosinho e Vital
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Anexo Il — Graficos de correlagfesentre ensaios de actividade antioxidante e compostos quantificados
por HPLC

Gréficos de correlagbes para os vinhos tintos
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Gréficos de correlagbes para os vinhos brancos

Photochem
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Anexo I11 — Graficos de correlagbesentre ensaios de actividade antioxidante e as absorvancias lidas a

420, 520 e 620 nm.

Gréficos de correlagbes para os vinhos tintos
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Anexo IV — Gréficos de correlacdesentre as absorvancias lidas a 420, 520 e 620 nm e 0s compostos

quantificados por HPLC nos vinhos brancos.
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Anexo V — Gréficos de correlagdesentre os parametros de cor e 0s ensaios de actividade antioxidante

em vinhos tintos.
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Brilho
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Anexo VI — Gréficos de correlagdesentre os ensaios de actividade antioxidante e as areas dos

cromatogramas extraidas a 280, 320 e 360 nm.

Gréficos de correlages em vinhos tintos.
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Gréficos de correlagbes em vinhos brancos
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