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Resumo

PINTO, Ellen Porto. Sistema de producao e radiacao UV-C na sintese de
compostos bioativos em uvas (Vitis labrusca, cv. Concord) e seus sucos. 2013.
122f. Tese (Doutorado) — Programa de Po6s-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas.

A preocupagao com uma alimentacdo saudavel ocasiona a busca por alimentos que
oferecam propriedades que vao além de nutrir, mas também que possam
proporcionar ao organismo humano, potenciais beneficios a saude. Acompanhando
essa tendéncia, o consumidor passou a valorizar cada vez mais alimentos
produzidos em sistemas que estabelecam um compromisso com a preservagao do
meio ambiente e da saude, como € o caso do cultivo de frutas em sistemas de
producgéo orgéanico. Aliado a isso, sabe-se que a aplicacao da radiagdo UV-C apéds a
colheita de frutos é capaz de induzir mecanismos de defesa da planta, estimulando o
metabolismo secundario. Portanto, espera-se que a aplicacao desta radiagdo possa
agir como indutora da sintese e acumulo de moléculas bioativas, alterando a
composicao da uva - oriunda de sistema de producao convencional e organico - e 0s
respectivos sucos, bem como suas potenciais propriedades funcionais. Neste
sentido, buscou-se incrementar a concentragdo de compostos bioativos nas uvas e
nos respectivos sucos, tratando-se uvas Vitis labrusca, cv. Concord, cultivadas na
regiao sudoeste do Parana. Apos colheita, as uvas foram separadas em dois lotes,
um recebeu a radiacao UV-C apéds a colheita (taxa de fluéncia da radiacéo de 65,6
J.m®) e o0 outro ndo recebeu tratamento (controle), seguidos de armazenamento por
trés dias a temperatura ambiente na auséncia de luz. A partir dos tratamentos foram
produzidos os respectivos sucos de uva em extrator de arraste a vapor. Foram
realizadas andlises fisico-quimicas nas uvas e sucos e também foi realizada a
avaliagdo da expresséo transcricional dos genes envolvidos na sintese desses
compostos nas uvas. De acordo com os resultados obtidos, pode-se verificar que o
tratamento pés-colheita UV-C promove a indu¢do de compostos bioativos em uvas,
cv. Concord, principalmente antocianinas, resveratrol, flavonoéis e taninos, sendo que
estas alteracbes dependem do sistema de producédo utilizado no cultivo das uvas.
Além disso, verificou-se que quando é aplicada a radiacdo UV-C ocorre o
incremento nos teores de compostos do metabolismo secundario que esta
relacionado ao aumento de transcritos de genes da via de biossintese dos

compostos fenodlicos. Este estudo também permitiu verificar que o0s sucos



elaborados com uvas, oriundas de sistema orgéanico, apresentaram teores de
compostos bioativos similares aos sucos processados com uvas de sistema
convencional. A aplicacado da radiacao UV-C nas uvas apés a colheita resultou em
sucos com maior teor de compostos bioativos. No entanto, esse tratamento poés-
colheita atua de forma diferenciada na sintese desses compostos dependendo do
sistema de producéo da uva, ou seja, no caso da uva organica a resposta pode estar
correlacionada aos fatores de equilibrio existentes no cultivo.

Palavras-chave: Sistema de producdo orgéanico. Estresse abidtico. Expressao
transcricional de genes. Compostos fenélicos. Atividade antioxidante.



Abstract

PINTO, Ellen Porto. Sistema de producao e radiacao UV-C na sintese de
compostos bioativos em uvas (Vitis labrusca, cv. Concord) e seus sucos. 2013.
122f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas.

The preoccupation about healthy eating leads to the search for foods which offer
properties that goes beyond nurture, but also can provide potential health benefits
the human body. Accompanying this tendency the consumer is increasingly value
food produced in systems which establish a commitment to environmental
preservation and the health, such as fruit cultivation in organic production systems.
Addition to that, it is known that the application of UV-C after fruit harvest is able to
induce plant defense mechanisms by stimulating secondary metabolism. Therefore, it
is expected that radiation UV-C can act as an inducer of the synthesis and
accumulation of bioactive molecules by changing the grape composition - from the
conventional and organic systems production - and its juices, and their potential
functional properties. Aim to increase of the bioactive compounds concentration in
grapes and juices, treated the grape Vitis labrusca, cv. Concord, grown in the
southwest of Parana. After harvesting the grapes were separated into two batches,
one group received UV-C radiation after harvest and the other was not treated
(control) followed by three days storage at room temperature in the dark. These
treatments was produced their grape juice in extractor. Physic-chemical analyses
were realized in grapes and juices and also was realized the transcriptional
expression of genes involved in the synthesis of these compounds in grapes.
According to the results, can be verified that the post-harvest treatment UV-C
promotes the induction of bioactive compounds in grapes, cv. Concord, mainly
anthocyanins, resveratrol, flavonols and tannins, and these changes depend on the
production system used in the grapes cultivation. Also, it was when is applicated UV-
C radiation occur the increase in the levels of secondary metabolic compounds that
was associated to increased gene transcripts of the biosynthesis of phenolic
compounds. This study also has shown that the juices from grapes, from organic
system, showed similar levels of bioactive compounds to grape juice processed with
the conventional system. The application of UV-C in grapes after harvest resulted in
juices with higher content of bioactive compounds. However, this post-harvest

treatment behaves differently in the synthesis of these compounds depending on the



production system of the grape, that is, in the organic grapes the response may be

correlated to equilibrium factor existing in cultivation.

Keywords: Organic production system. Abiotic stress. Transcriptional expression of
genes. Phenolic compounds. Antioxidant activity.
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1. Introducao

Nos ultimos anos, uma atencao crescente tem sido dedicada ao papel da
dieta na saude humana. Estudos indicam que a ingestao regular de alguns vegetais
esta associada com a reducgao do risco de ocorréncia de uma variedade de doencgas
cronicas e degenerativas (OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010).Entre os
alimentos associados a estas propriedades estdo as uvas e seus produtos
derivados, como o suco, devido principalmente a presenca de compostos fendlicos.
Dentre os compostos fendlicos de maior importancia destacam-se as antocianinas,
flavandis, flavonais, acidos fendlicos e estilbenos (ABE et al., 2007).

A concentracdo e a composicao dessas substancias na fruta e nos produtos
derivados variam com a diversidade de cultivares, época de maturagao, localizacao
do vinhedo e outros fatores de pré e pés-colheita, tais como clima, solo, sistema de
cultivo, técnicas de colheita e de processamento (PEREIRA, 2010).

No que tange a localizagdo do vinhedo, a viticultura foi sempre caracterizada
como uma atividade tipica de algumas regides do Brasil, destacando-se o estado do
Rio Grande do Sul (RS) como principal produtor. No entanto, novos poélos viticolas
estdo surgindo em diferentes regidbes do Pais. O Parand é um desses poélos
emergentes, sendo que a producédo de uvas e derivados concentra-se nas regides
leste, norte e sudoeste do estado.

A regiao sudoeste responde por 43% da area plantada e é responsavel por
50% da producéao de uva do estado do Parana. As uvas chamadas americanas ( Vitis
labrusca) sdo as mais cultivadas na regido, principalmente as cutivares Bordd,
Concord, Isabel e Niagara, e algumas cultivares viniferas (Vitis vinifera) em menor
proporcdo como Merlot, Cabernet Sauvignon e Moscato (SEAB, 2013). As uvas Vitis
labrusca devido a sua rusticidade adaptam-se mais facilmente as condicoes
climaticas, apresentando um custo de produgcdo menor, além de conferirem ao suco
caracteristicas que sao mais apreciadas pelos consumidores quando comparadas as
uvas viniferas.

Este setor vem sofrendo grandes modificagcbes em virtude da mudanca de
habitos alimentares dos consumidores nos ultimos anos, os quais estdo buscando
uma dieta com beneficios adicionais aos nutricionais. O que se observa atualmente

sao modificacdes na cadeia produtiva aonde o sistema de producdo organico vem
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sendo inserido. Os produtos oriundos desse sistema caracterizam-se principalmente
pela auséncia de residuos de agrotoxicos, mas também podem se evidenciar por
apresentarem caracteristicas quimicas importantes (BRASIL, 2009). A producao
agroecoldgica brasileira é mundialmente reconhecida e distingue-se pela
preocupacao com as questoes sécio-ambientais e de sustentabilidade. A regiao
sudoeste do Parana destaca-se na producdo organica de uva e derivados.

O sistema de cultivo organico pode afetar os teores de compostos fenélicos
nas plantas. Neste tipo de cultivo, em funcdo da auséncia ou limitacdo no uso de
produtos quimicos sintéticos, a planta necessita utilizar seus proprios mecanismos
de defesa contra agentes exdgenos, aumentando o teor destes compostos
(GRINDER-PEDERSEN et al., 2003; ASAMI et al., 2003; LOMBARDI-BOCCIA et al.,
2004; DANI et al., 2007).

Visando aumentar a quantidade de compostos fendlicos em frutas e
hortaligas, varios métodos pds-colheita vém sendo utilizados, entre eles destaca-se
a radiacao ultravioleta do tipo C (UV-C). Estudos tém demonstrado que a radiacao
UV-C atua como estressor abiético, ativando mecanismos de defesa dos tecidos
vegetais, induzindo o metabolismo secundério, especialmente a sintese de
compostos fendlicos em uvas (CANTOS et al., 2003; BERTAGNOLLI et al., 2007;
GONZALEZ-BARRIO et al., 2009).

Como a uva Vitis labrusca, cultivar Concord, € bastante cultivada na regiao
sudoeste do Parana e por existirem poucos estudos referentes a caracterizacdo dos
constituintes quimicos dessas uvas e dos sucos elaborados a partir desta, este
estudo se torna uma estratégia interessante, principalmente quando se relaciona
com compostos com possiveis propriedades funcionais.

Espera-se que a producdo organica, por incluir praticas que estimulam
mecanismos de defesa das plantas, proporcione maior sintese e acumulo de
moléculas bioativas nas uvas e respectivos sucos. Além disso, que a aplicacéo de
radiacao UV-C, ap0s a colheita da uva, estimule a sintese de compostos bioativos e,
como consequéncia, que 0s sucos elaborados a partir desta, contenham maior teor
destes compostos. Logo, acredita-se que este maior acumulo de compostos
bioativos decorrente desses tratamentos, esteja correlacionado ao maior acumulo de

transcritos de genes da via de biossintese desses compostos.
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Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do sistema
de producao e da radiacdo UV-C na sintese de compostos bioativos em uvas Vitis

labrusca, cv. Concord, € nos seus respectivos sucos.

Hipoteses

Hipotese 1. A producgao organica, por incluir praticas que estimulam mecanismos de
defesa das plantas, proporciona maior sintese e acumulo de moléculas bioativas em
uvas Vitis labrusca, cv. Concord.

Hipotese 2. A aplicacao de radiacao UV-C apés a colheita da uva Vitis labrusca, cv.

Concord, estimula a sintese de compostos bioativos.

Hipotese 3. O maior acumulo de compostos bioativos decorrente da producao
organica e da aplicacédo da radiacao UV-C esta correlacionado ao maior acumulo de

transcritos de genes da via de biossintese desses compostos.

Hipotese 4. Sucos elaborados com uvas Vitis labrusca, cv. Concord, oriundas de
produgédo organica contém maior teor de compostos bioativos de origem fendlica do
que aqueles produzidos com uvas da producao convencional, e a aplicacao de UV-C

pods-colheita incrementa os teores destes compostos.
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2. Revisao da Literatura
2.1 Aspectos gerais da videira e da uva

A videira é uma planta pertencente a familia Vitaceae, que consiste de cerca
de mil espécies, agrupadas em dezessete géneros. Nesta familia, o género de maior
importancia agronémica € o Vitis, que € composto por varias espécies que se
distribuem no Hemisfério Norte, América do Sul e Asia (THIS; LACOMBE; THOMAS,
2006). Apesar do significativo nimero de espécies, sdo poucas as que apresentam
valor comercial, das quais se destacam Vitis vinifera, Vitis labrusca, Vitis bourquina e
Vitis rotundifolia (KUHN, 2003).

Existem cerca de 10 mil variedades de videira adaptadas a varios tipos de
solo e clima, o que possibilita o cultivo em quase todas as regides do mundo.
Embora amplamente cultivadas, as uvas sao bastante sensiveis e variam de acordo
com as condicdes edafoclimaticas em que se desenvolvem, apresentando
caracteristicas diferenciadas como sabor, acidez, docura, formato, coloracéo,
resisténcia da casca, tamanho, quantidade de sementes e formato dos cachos
(QUEIROZ-VOLTAN; PIRES, 2003).

No Brasil as primeiras variedades de uvas foram introduzidas pelos
portugueses, que trouxeram da Europa as espécies Vitis vinifera. Porém, a viticultura
brasileira somente se consolidou em meados do século XIX, com a introdugcédo da
cultivar de uva americana lIsabel (Vitis labrusca) pelos imigrantes italianos,
culminando na rapida substituicdo dos vinhedos de uvas européias. O primeiro ciclo
de expansdo da viticultura brasileira, portanto, teve como base o cultivo de uvas
americanas, rusticas e adaptadas as condi¢oes edafoclimaticas locais. No século XX
as uvas finas voltaram a ganhar expressdo para produgdo de vinhos e para o
consumo in natura. Atualmente, as uvas finas (Vitis vinifera) sdo usadas em todo o
mundo para consumo in natura e processamento. No Brasil, é também comum o uso
de uvas americanas (Vitis labrusca e outras espécies) (CAMARGO; MAIA;
RITSCHEL, 2010).

As uvas Vitis labrusca caracterizam-se por apresentar elevada produtividade
e relativamente boa resisténcia as doencas que, normalmente, atacam as Vitis
vinifera. Além disso, produzem mostos tintérios, com intensa coloragédo, sabor e

aroma foxados, alta acidez, teor de pectina mais elevado e menor potencial de
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producdo de acucares quando comparadas com as cultivares Vitis vinifera, nas
mesmas condi¢oes de cultivos (MALGARIM et al., 2006).

A uva é uma fruta ndo-climatérica, que apresenta uma taxa de atividade
respiratéria relativamente baixa e ndo amadurece apos a colheita. Portanto, somente
ao atingir seu estadio 6timo de aparéncia, flavor e textura é que a colheita pode ser
efetuada (BENATO, 1998).

A composicao quimica da uva exprime de forma basica o valor nutritivo, bem
como a proporcao de componentes que a constituem. A uva é rica em nutrientes
como agucares, acidos organicos, compostos nitrogenados, vitaminas e minerais e
também em compostos fendlicos (GIOVANINNI; MANFROI, 2009). Existem varios
fatores que afetam a composicdo da uva e a qualidade dos produtos derivados,
entre eles estdo as condigdes climaticas, o solo e as praticas de cultivo, além das
caracteristicas intrinsecas de cada cultivar (CATALUNA, 1991; OUGH, 1996).

Entre esses fatores, as praticas agricolas merecem destaque devido a
grande popularidade que as culturas de manejo organico tém ganhado nas ultimas
décadas em virtude da consciéncia da populacdo na manutencdo da saude, em
funcédo da preocupacdo com a presenca de pesticidas nos frutos e seus possiveis
efeitos nocivos. Tal fato tem levado cada vez mais consumidores a optarem pelo
consumo de alimentos organicos (CARDOSO et al., 2011).

Diferencas fundamentais entre os sistemas de producdo convencional e
organico, especialmente na gestdo da fertilidade do solo, podem afetar a
composigao nutritiva das plantas. A agricultura convencional utiliza fertilizantes que
contém nitrogénio inorganico soluvel e outros nutrientes, que sado facilmente
disponiveis para as plantas. Na agricultura organica, os nutrientes sao fornecidos
através da rotacao de culturas, cobertura do solo e adubo de origem animal (PICCHI
et al., 2012).

Estudos tém verificado que no cultivo organico como ndo sao utilizados
produtos quimicos sintéticos para minimizar o ataque de micro-organismos e insetos,
as plantas cultivadas nesse sistema de producdo necessitam dispor de seus
préprios mecanismos de defesa. O mecanismo natural de defesa das plantas é
obtido por meio do metabolismo secundario, com producao de compostos como, por
exemplo, o resveratrol e compostos fenélicos, dentre outros (DANI, 2006; FREITAS
et al., 2010).Geralmente as plantas provindas da agricultura organica tém um

periodo de amadurecimento maior em comparagdo com as convencionais,
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principalmente devido a uma liberagao mais lenta de nutrientes do solo para a planta
(GRINDER-PEDERSEN et al., 2003).

2.2 Suco de uva

Umas das varias alternativas para o aproveitamento da uva é a elaboracao
de suco. Suco de uva é a bebida nao fermentada, obtida do mosto simples, sulfitado
ou concentrado de uva sa, fresca e madura, sendo tolerada a graduacao alcodlica
até 0,5 % vol. O suco de uva deve apresentar em sua composicdo um teor minimo
de solidos sollveis de 14 °Brix, acidez total minima de 0,41 g.100 g' de &cido
tartarico e agUcares totais naturais maximos de 20,0 g.100 g (BRASIL, 2004).

Devido a facilidade de elaboragéo, aliada as suas caracteristicas sensoriais
e ao seu valor nutricional, o suco pode contribuir na dieta alimentar. Este pode ser
elaborado com qualquer variedade de uva, desde que esta alcance uma maturacéo
adequada e apresente bom estado sanitario. O suco produzido em muitos paises de
tradicdo viticola é elaborado com uvas Vitis vinifera tanto de cultivares brancas
quanto tintas. J4 o suco de uva brasileiro é elaborado, principalmente, com uvas
Vitis labrusca (conhecidas como americanas) e hibridas tintas (RIZZON; MANFROI;
MENEGUZZO, 1998).

Entre as cultivares de videiras empregadas na elaboragdo de suco,
destacam-se a Concord, Isabel e Bordd, todas da espécie Vitis labrusca. A cultivar
Concord também é conhecida por Bergerac, Francesa e Francesa Preta. Trata-se de
uma uva muito difundida nos Estados Unidos, especialmente no estado de Nova
lorque. Além do suco, essa variedade é cultivada também para producédo de uva de
mesa e para vinho. O teor de acucar do mosto varia entre 14 e 16 °Brix, com acidez
relativamente baixa (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).

Nutricionalmente, o suco é comparado com a prépria uva, pois na sua
composicao estao os constituintes principais tais como: agucares (glicose e frutose),
minerais (potassio, calcio, magnésio, manganés, sodio e ferro), acidos (tartarico,
malico e citrico), vitaminas (complexo B, acido ascérbico e inositol), além dos
compostos fendlicos responsaveis por sua cor e estrutura (RIZZON; MENEGUZZO,
2007).

Os constituintes quimicos que prevalecem nos sucos, bem como seus

teores, podem ser dependentes de varios fatores destacando-se a cultivar e as
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condicdes de cultivo, o método empregado na extracdo do suco, tratamento térmico
e as condi¢cdes de armazenamento (FALCAO et al., 2007).

2.3 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducao, além de atuarem
como agentes antipatogénicos e contribuirem na pigmentacdo. Em alimentos, sé&o
responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (ANGELO;
JORGE, 2007).

Quimicamente, os compostos fendlicos podem ser definidos como
substancias que possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila
(ANGELO; JORGE, 2007). Esses compostos sao formados através de duas rotas
metabdlicas: pela via do acido chiquimico a partir de carboidratos, através da acao
da enzima fenilalanina aménia liase (PAL), ou pela via do acetato-polimalato que
inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A (Figura 1) (CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2010).

Os compostos fendélicos das uvas podem ser classificados em flavondides e
nao-flavondides. Do primeiro grupo, fazem parte os flavandis (catequina,
epicatequina, epigalacatequina), flavonéis (caempferol, quercetina e miricetina) e
antocianinas, e ao segundo grupo pertencem os acidos fendlicos, hidroxibenzbicos e
hidroxicinamicos. Além destes compostos, pode-se encontrar também o resveratrol,
polifenol pertencente a classe dos estilbenos (ABE et al., 2007).

Os flavondides apresentam estrutura quimica de 15 atomos de carbono, ou
seja, 2 anéis benzénicos (anéis A e B) ligados por um grupo pirano (anel C) (Figura
2). Esses compostos sao derivados tanto da rota metabdlica via acido chiquimico,
quanto da via do acido malbnico. Para que haja a biossintese de flavondides é
necessaria a atuacao da chalcona sintase (CHS), que forma as chalconas. A partir
dai, havera a formacado de sua estrutura basica (Ce-C3-Ce) que ira conduzir a
formagdo de importantes flavondides. Variagdes na substituicdo do anel central
resultam em importantes classes de flavondides, como: flavondis, flavanais,
flavonas, flavanonas, isoflavonas e antocianinas (Figura 2) (MAMEDE; PASTORE,
2004; ANGELO; JORGE, 2007; VOLP et al., 2008; ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).
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Figura 1. Rota metabdlica de formagédo de compostos fendlicos. Nomes e abreviaturas das
enzimas envolvidas: fenilalanina aménia liase (PAL), cinamato 4-hidroxilase, 4-coumarato-
CoA ligase, chalconasintase (CHS), estilbenosintase (StSy), resveratrolglicosiltransferase
(RSGT), chalconaisomerase (CHI), flavanona 3-hidroxilase (F3H), flavonéide 3'-hidroxilase
(F3’5’H), flavonoide 3’,5-hidroxilase, dihidroflavonol-4-redutase (DFR), flavonol sintase
(FLS), leucoantocianidinadioxigenase (LDOX), leucoantocianidinaredutase (LAR),
antocianidinaredutase (ANR), UDP-glicose:flavonoide 3-O-glicosiltransferase (UFGT), O-
metiltransferase (OMT), acetilCoAcarboxilase (ACCase). PA refere-se a proantocianindinas.
Fonte: Adaptado de Velasco et al., 2007.
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Figura 2. Nucleo fundamental dos flavondides.
Fonte: Zuanazzi; Montanha, 2010.

Os flavondis sao flavonas substituidas na posicado C-3 por uma hidroxila.
Nesta classe pode-se encontrar a quercetina, o campferol e a miricetina (MAMEDE;
PASTORE, 2004; ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). A quercetina é o mais abundante
flavondide presente na dieta humana (Figura 3) (BEHLING et al., 2004).

Kaempferol: R1 =0H, R2=—H, R3—H
Quercetin:.  R1=0H, R2=—O0H, R3=—H
Myrecetinn. R1=0OH, R2=—O0OH, R3—OH

Figura 3. Estrutura genérica dos flavonais.
Fonte: Schmidt et al., 2011.

Pertencem ao grupo dos flavandis a catequina, a epicatequina, a

epigalocatequina, as procianidinas e os polimeros de taninos (Figura 4). Esses
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compostos sdo encontrados em maior quantidade nas sementes e no engago da uva
(MAMEDE; PASTORE, 2004).

A enzima flavanona 3-hidroxilase (F3H) destaca-se na rota metabdlica dos
compostos fendlicos por sintetizar os dehidroflavondis, compostos estes precursores
dos flavonois e flavanadis (Figura 1) (WANG et al., 2010).

l:_:IH
' OH
HOL ) 0 n.~(:|:n._.
g i
OH
k! R’
(+)-LCatechin B-OH H
{~p-Epicatechin o-0H H
i—-Epigallocatechin e-0OH  OH

Figura 4. Estrutura genérica dos flavanais.
Fonte: Matsuda et al., 2011.

A molécula de antocianina é constituida por duas ou trés porgcbes, uma
aglicona (antocianidina), um grupo de acucares e, frequentemente, um grupo de
acidos organicos (Figura 5). Apenas seis antocianinas sao importantes em alimentos
(perlargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina). A
glicosilagdo pode ocorrer em varias posicdes, sendo observada com maior
frequéncia na posicdo 3. Os acucares encontrados mais frequentemente sao:
glicose, galactose, ramnose, arabinose e xilose. Os substituintes acilas dos agucares
mais comuns sado os derivados dos acidos hidroxi-cinamicos: acido p-cumarico,
acido caféico e acido ferulico. As antocianinas sao responsaveis pela coloracao roxa
das uvas (MAMEDE; PASTORE, 2004; MALACRIDA; MOTTA, 2006; ZUANAZZI;
MONTANHA, 2010), sendo que as uvas Vitis labrusca cv. Concord contém como
principais antocianinas a cianidina, delfinidina, peonidina, petunina e malvidina
(MALACRIDA; MOTTA, 2006; HALL et al., 2012).
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As antocianinas sao sintetizadas por uma importante enzima reguladora que
€ a antocianinidina sintase (ANS). Esta enzima no ponto de ramificacdo converte a
leucoantocianidina incolor a antocianidinas que sao coloridas. Enquanto que a
enzima UDP-glicose:flavonoide3-O-glicosiliransferase  (UFGT) converte este
substrato em antocianinas (Figura 1) (WANG et al., 2010).

Antocianidina grupo grupo
em R em R’
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Pelargonidina H H
Peonidina OCH. H
Petunidina OCH: oH
Malvinidina QCH; OCH;

Figura 5. Estrutura genérica das antocianinas a partir do esqueleto das antocianidinas.
Fonte: Lima; Guerra, 2003.

O resveratrol € um estilbeno que pode ser encontrado sob a forma
glicosidica ou aglicosidica. A aglicona pode ser encontrada sob duas formas
isbmeras: trans-resveratrol (3,5,4’-trans-trihidroxiestilboeno) e cis-resveratrol (3,5,4’-
cis-trihidroxiestiloeno) (Figura 6) (SAUTTER, 2003). O trans-resveratrol € a forma
mais comumente encontrada, sendo que a fonte potencial mais importante para
humanos encontra-se nas uvas. Sua sintese se inicia, principalmente, na casca da
fruta e é ausente ou em baixissima concentragdo na polpa (BERTAGNOLLI et al.,
2007;: GUERRERO et al., 2010; FERNANDEZ-MAR et al., 2012). A enzima estilbeno
sintase é responsavel pela catalisacao da condensacao de 4-coumaril-CoA com trés
unidade C, de malonil-CoA para producgéo de estilbenos (Figura 1) (PAN; WANG; LI,
2009).
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Figura 6. Estrutura quimica do trans-resveratrol e cis-resveratrol.
Fonte: Brisdelli; D’andrea; Bozzi, 2009.

2.4 Atividade antioxidante

Durante o metabolismo celular normal do organismo humano diversas
espécies reativas sao produzidas. No entanto, o organismo possui defesas
antioxidantes para controlar e retirar essas espécies, a fim de manter-se em
equilibrio. Os mecanismos de defesa sdo baseados em enzimas e moléculas
antioxidantes (VASCONCELOQOS et al., 2007).

O termo radical livre ou espécies reativas de oxigénio é utilizado para
designar qualquer atomo ou molécula com existéncia independente, contendo um ou
mais elétrons nao pareados nos orbitais externos, o que o leva a exercer uma alta
reatividade frente aos compostos que se aproximam de sua Orbita externa
(PEREIRA; VIDAL; CONSTANT, 2009).

Estas espécies reativas podem ser geradas por fontes endbégenas ou
exbégenas. Por fontes endodgenas, originam-se de processos bioldgicos que,
normalmente, ocorrem no organismo, podendo ser formadas no citoplasma, nas
mitocéndrias ou na membrana. Como fontes exdgenas, tém-se radiacbes gama e
ultravioleta, medicamentos, dieta, cigarro e poluentes ambientais (SOARES, 2002).

O estresse oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento de muitas
doencas crénicas e degenerativas, incluindo o cancer, doencas cardiacas,
Alzheimer, e esta envolvido no processo de envelhecimento (ROESLER et al., 2007;
PEREIRA; VIDAL; CONSTANT, 2009).

Os antioxidantes sdo compostos que possuem capacidade de reagir com 0s
radicais livres, retardando ou prevenindo sua oxidagao, quelando os ions metalicos e

prevenindo a oxidacao lipidica e assim restringindo os efeitos prejudiciais ao
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organismo. Esses mecanismos protetores se classificam em duas categorias: os
enzimaticos como a superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase, as quais apresentam capacidade para bloquear o inicio da
oxidagao; e os nao enzimaticos como os compostos fendlicos, acido urico,
glutationa, acido ascérbico e carotendides, que interagem com as espécies reativas
de oxigénio e sdo consumidos durante a reacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
BIANCHI; ANTUNES, 1999; VASCONCELOS et al., 2007).

Desta forma, os compostos antioxidantes podem ter origem enddgena ou
serem provenientes da dieta alimentar. Os alimentos com propriedade antioxidante
podem estar incluidos na categoria de funcionais e apresentam diferentes
constituintes quimicos que na sua maioria sdo provenientes do metabolismo
secundario, também  denominado de especializado (RAMAKRISHNA;
RAVISHANKAR, 2011). A atividade antioxidante de um determinado fruto é,
normalmente, resultante da interacdo de seus compostos, podendo haver efeitos
sinérgicos (KUSKOSKI et al., 2006). Compostos tipicos que possuem atividade
antioxidante incluem a classe dos fendis, acidos fendlicos e seus derivados,
flavondides, tocoferdis, fosfolipidios, aminoacidos, acido fitico, acido ascérbico e
esterdis (ROESLER et al., 2007).

Ha evidéncias que a atividade antioxidante se deve, principalmente, a
estrutura fendlica, sendo que a eficiéncia € determinada pelos grupos funcionais
presentes e pela posicao que ocupam no anel aromatico, bem como pelo tamanho
da cadeia desses grupos (MELO; GUERRA, 2002; SAHREEN; KHAN; KHAN, 2010).

A atividade antioxidante dos compostos fenélicos vem sendo relacionada a
presenca de grupos hidroxila em sua estrutura quimica, fator considerado critico
para a neutralizacao de radicais livres. Essa neutralizagdo é primariamente atribuida
a alta reatividade dos substituintes hidroxilas (OH’) que neutralizam os radicais
livres. O grupamento hidroxila cede um atomo de hidrogénio e um elétron para o
radical livre, estabilizando-o0. Devido a capacidade do grupo aromatico presente na
estrutura dos compostos fendlicos se reestruturarem frente ao desemparelhamento
de elétrons, a estrutura do mesmo se mantém estavel sem que seja formado um
novo radical livre na célula (DECKER, 1997; ELISIA et al., 2007).

Além das hidroxilas dos grupos funcionais adjacentes (orto-difendis),
localizados em varias posicoes dos anéis A, B e C, as duplas ligacbes dos anéis
benzénicos e a dupla ligacdo da funcdo oxo (-C=0) de algumas moléculas de
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flavondides fornecem a esses compostos alta atividade antioxidante (MAMEDE;
PASTORE, 2004).

A atividade antioxidante destas substancias € de interesse nutricional, uma
vez que tem sido associada a potencializacdo de efeitos promotores da saude
humana prevenindo o risco da ocorréncia de varias doencas. Os compostos
fendlicos da dieta podem exercer efeitos anti-escleréticos e anti-trombéticos,
podendo contribuir com um papel potencialmente protetor nas doengas
cardiovasculares (HOLLMAN, 2001). Além disso, esses compostos podem prevenir
a proliferacdo de células tumorais pelos mecanismos de inativagdo ou baixa
regulacdo das enzimas pré-oxidantes e enzimas de sinalizacdo da transducao
(SHANAFELT et al., 2006). Estas substancias bioativas permanecem como uma
suposta fonte para a inovadora intervencdo dietética a saude na prevencao
nutricional da osteoporose (COXAM, 2005; GIADA; FILHO, 2006).

Uvas (particularmente as variedades tintas) contém grande quantidade de
compostos fendlicos e tém sido amplamente estudadas e, como tal, constituem uma
boa fonte de antioxidantes (ALONSO BORBALAN et al., 2003; HOGAN et al. 2010;
XU et al.,, 2012). Além disso, os produtos derivados da uva também tém sido
relacionados por apresentar efeitos potencialmente benéficos a saude. O consumo
de vinho tem sido associado com a reducao da agregacao plaquetaria (RENAUD;
DE LORGERIL, 1992) e inibicdo da oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade
(PARKER et al., 2007). Ja o consumo de suco de uva, tem sido associado com a
melhoria da fungdo endotelial, aumento da capacidade antioxidante do soro,
protecdo contra a oxidagcado da LDL, diminuicdo da oxidacao de proteinas do plasma
e redugcdo da agregacao das plaquetas (KEEVIL et al., 2000; CHOU et al., 2001;
DAVALOS; BARTOLOME; GOMEZ-CORDOVES, 2005).

2.5 Radiacao UV-C

A radiacao ultravioleta (UV) esta compreendida em um comprimento de
onda na regiao nao-ionizante do espectro eletromagnético entre os raios X (100 nm)
e a luz visivel (400 nm), que pode ser dividida em trés regides: UV-A (320 a 400
nm), que normalmente é responsavel pelo bronzeamento da pele humana; UV-B
(280 a 320 nm), que causa queimaduras de pele e pode levar ao cancer de pele; e

UV-C (200 a 280 nm), que é chamada de germicida, uma vez que atua na inativagao
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de micro-organismos (BINTSIS; LITOPOULOU-ZANETAKI; ROBINSON, 2000;
KOUTCHAMA, 2009).

Estudos vém demonstrando que a radiacado ultravioleta tipo C (UV-C),
constitui-se num método de conservacédo de alimentos (GONZALES-AGUILAR et al.,
2007; FALGUERA et al., 2011). Alem disso, evidéncias tém mostrado que o estimulo
do metabolismo secundario é uma caracteristica tipica de reacdo a varios
tratamentos pés-colheita (BENHAMOU, 2004). A radiacao ultravioleta age como um
agente estressor abibtico nos tecidos dos vegetais, provocando uma situacao de
estresse 0 qual ativa os mecanismos de defesa da planta (BERTAGNOLLI et al.,
2007). Estes mecanismos incluem a sintese e acumulo de compostos
antimicrobianos (fitoalexinas), modificacbes na parede celular, aumento na atividade
de enzimas antioxidantes e inducao do metabolismo dos compostos fendlicos,
proporcionando protecdo a deterioracdo, podendo inclusive melhorar o potencial
funcional do alimento (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009).

Em uvas, os estudos estavam focados inicialmente em inibir o
desenvolvimento de micro-organismos e mais tarde, o objetivo foi induzir a producéo
de compostos fendlicos, principalmente o resveratrol (TRISKA; HOUSKA, 2012). As
pesquisas nao se detiveram somente nas mudancas que ocorrem na fruta,
estendendo as investigacdes para seus produtos derivados, como sucos e vinhos.

Cantos, Garcia-Vigueira e Pascual-Teresa (2000) estudaram a influéncia de
tratamentos p6s-colheita de uvas usando radiagcao UV-C e UV-B e verificaram niveis
mais elevados de resveratrol quando foi aplicada a radiacdo UV-C. Cantos, Espin e
Tomas-Barberan (2001) estudaram as condi¢coes 6timas da aplicacao da radiacéao
UV-C em uvas e propuseram que estas condicoes seriam: distancia de 40 cm,
tempo de radiacdo de 30 s, poténcia da fonte de 500 W, e armazenamento de 3
dias. Segundo Li, Zheng e Yan. (2008), as radiacbes UV-B e UV-C podem induzir a
sintese de resveratrol na casca de bagas de uva. Estes autores observaram também
que o efeito da UV-C na inducao do resveratrol na casca das uvas foi superior ao da
UV-B. Guerrero et al. (2010) constataram que o aumento de trans-resveratrol e
outros estilbenos sete dias ap6s a aplicagdo desta radiacdo em uvas podem diferir
dependendo da variedade.

No que tange aos sucos de uva, Sautter (2003) observou aumento no teor
de antocianinas de suco de uvas irradiadas. A concentracdo de estilbeno aumentou
apds o tratamento pés-colheita com UV-C. Ao avaliarem sucos de uvas, Pala e



37

Toklucu (2013) observaram que os compostos fendlicos e a atividade dos mesmos
foram conservados ap6s a aplicacédo da radiacao UV-C. Além disso, as antocianinas
- principais pigmentos indicadores de qualidade da cor dos sucos - foram reforgadas

por esta radiacdo em comparacgao ao tratamento térmico utilizado nos sucos.



Capitulo 1

Sistemas de producao e radiacao UV-C pos-colheita na composicao da uva
(Vitis labrusca cv. Concord)

1. Introducao

Em funcéao da facilidade de adaptacao a varias condigdes edafoclimaticas, a
aceitabilidade e a pluraridade de processamento da uva, é que a videira é uma das
espécies frutiferas mais cultivadas no planeta. A isso, associam-se os efeitos
benéficos dessa fruta e dos derivados (suco, néctar, vinho, vinagre, geleias) a saude
(CETIN et al., 2011). Dentre as espécies mais cultivadas estdo a Vitis vinifera, mais
apta a producgéo de vinhos finos, e a Vitis labrusca, mais rustica, produtora de uvas
com maior amplitude de uso (consumo in natura, sucos, vinho de mesa, vinagre,
geleias e outros) (CAMARGO, 2003; GUERRA, 2003).

A cultivar Concord é uma Vitis labrusca amplamente cultivada nos estados
do Sul do Brasil, principalmente, para a producao de sucos, sejam eles produzidos
unicamente com essa cultivar ou em blends com outras variedades. A grande
contribuicdo dessa uva na producao de suco é atribuida ao excelente sabor. Porém,
de modo geral, ndo se caracteriza como uma uva rica em antocianinas, resultando
em produtos com coloracao pouco intensa (CAMARGO; MAIA; RITSCHEL, 2011).
Dentre os principais constituintes da uva Concord, a semelhanca das demais
cultivares, estdo a agua, os aglcares, os acidos, os compostos fendlicos totais e os
compostos volateis (GIOVANINNI; MANFROI, 2009). Dentre esses componentes, 0s
que tém recebido maior atengdo, pela importancia nutricional e pelo potencial
funcional sdo os compostos fendlicos, que sdo moléculas resultantes do
metabolismo  especializado das plantas (MALACRIDA; MOTTA, 2005;
ROCKENBACH et al., 2008).

Sob o0 aspecto bioquimico-fisiolégico, a sintese de compostos do
metabolismo secundario, também denominado de metabolismo especializado, inicia
nos plastideos. A partir dai, as derivagbes metabdlicas levam ao acumulo desses
compostos, tanto nessa organela, como em outros compartimentos sub-celulares,
como vacuolos, mitocdndria, peroxissomos ou parede celular (ZHONG, 2011). Estes
compostos podem ser classificados em flavondides e ndo-flavonoides. Do primeiro

grupo, fazem parte os flavanois (catequina, epicatequina, epigalacatequina),
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flavondis (caempferol, quercetina e miricetina) e antocianinas, e ao segundo grupo
pertencem os &cidos fendlicos, hidroxibenzodicos e hidroxicinamicos. Além desses
compostos, pode também haver sintese e acimulo de estilbenos, como o resveratrol
(ABE et al., 2007).

A biossintese dos compostos fenodlicos é diretamente influenciada pelas
caracteristicas genéticas da cultivar e pelas condi¢cdes de cultivo, como € o caso do
porta-enxerto, da temperatura, da umidade, da exposi¢ao solar, do tipo de solo e da
adubacgao (FULEKI; RICARDO-DA-SILVA, 2003). Esses fatores afetam a expressao
génica das principais enzimas dessa via de biossintese como € o caso da
fenilalanina amonia liase (PAL), chalcona sintase (CHS), flavanone-3-hydroxilase
(F3H), antocianidina sintase (ANS) e chalcona isomerase (CHI) (SAMUELIAN et al.,
2009). Ja, a enzima estilbeno sintase (STS) atua na sintese de estilbenos, como o
resveratrol (PAN et al., 2009).

Como mencionado anteriormente, o sistema de cultivo é um dos fatores que
influencia a sintese e acumulo dos compostos fendlicos nas videiras (DANI, 2006).
Atualmente, com a valorizacdo de sistemas que estabelecam compromisso com a
preservacao do meio ambiente e com a saude do produtor e do consumidor, o
sistema de producdo organica tem se expandido como forma de atender as
tendéncias atuais de producdo e consumo. Como nesse tipo de cultivo ndo séo
utilizados produtos quimicos sintéticos (exceto sulfato de cobre, hidréxido de célcio e
enxofre), as plantas cultivadas no sistema organico de producao necessitam dispor
de seus proprios mecanismos de defesa. O mecanismo natural de defesa das
plantas é gerado por modulacdo do metabolismo secundario, com producdo de
compostos como, por exemplo, o resveratrol, dentre outros (FREITAS et al., 2010;
GRIS et al., 2013). Porém, ha outros mecanismos de defesa, incluindo a sintese de
outras moléculas como terpenos e compostos nitrogenados, além de proteinas
conhecidas como PRP’S (pathogenesis related protein), que conferem tolerancia ou
resisténcia a patdogenos (FERNANDES et al., 2009). Outro aspecto relevante é que,
geralmente, frutos de plantas cultivadas em sistema organico tém um periodo de
amadurecimento maior em comparagdo com aquelas provenientes de plantas
cultivadas em sistema convencional, principalmente, devido a liberacdo mais lenta
de nutrientes pelo solo (GRINDER-PEDERSEN et al., 2003). Como os flavondides
sao formados durante o periodo de amadurecimento, acredita-se que o teor desses
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seja maior nas plantas com manejo organico, pela alteracdo do ciclo e/ou pelas
condi¢des de cultivo (MAGKOS; ARVANITI; ZAMPELAS, 2006).

Os compostos fenodlicos originados do metabolismo especializado das
plantas sdo essenciais para o0 seu crescimento e reprodugdo, e, além disso, se
formam em maior quantidade em condi¢des de estresse como infecgdes, ferimentos,
radiacao ultravioleta (UV), dentre outros (ANGELO; JORGE, 2007). Por exemplo, a
incidéncia da radiacdo UV nos tecidos de plantas apresenta efeito importante sobre
o metabolismo fendlico. A luz ultravioleta do tipo C (UV-C) é uma radiacao nao
ionizante germicida, que apresenta comprimento de onda na faixa de 200 a 280nm.
Esse tipo de radiacdo produz estresse abibtico nos tecidos da planta e afeta o
metabolismo fendlico em diferentes vias, tanto na sintese de resveratrol como na
sintese de chalcona e seus derivados, sendo eles flavondides e/ou compostos
aromaticos (SAUTTER, 2003).

A radiacdo UV-C tem sido amplamente estudada como tratamento pés-
colheita na desinfeccdo de frutas e outros vegetais (BINTSIS; LITOPOULOU-
TZANETAKI; ROBINSON, 2000; TIECHER et al., 2013). Esse tratamento tem sido
considerado uma tecnologia emergente no processamento de sucos de frutas, pois
sem utilizar altas temperaturas, possibilita produzir sucos microbiologicamente
seguros e com manutencdo de caracteristicas quimicas e sensoriais (PALA;
TOKLUCU, 2013). Além disso, trabalhos tém relatado a aplicacao de UV-C para
induzir o aumento de compostos fendlicos, principalmente o resveratrol, em uvas,
vinhos e sucos (CANTOS, ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2001, CANTOS, ESPIN;
TOMAS-BARBERAN, 2002; BERTAGNOLLI et al., 2007; GONZALEZ-BARRIO et al.,
2009; GUERRERO et al., 2010; PALA; TOKLUCU, 2013; TIECHER et al., 2013).

Como o sistema de cultivo da videira diferenciado e o0 emprego da radiacao
ultravioleta tipo C ap6s a colheita pode afetar 0 acumulo de compostos fendlicos da
uva, o estudo dos genes que estdo envolvidos na biossintese desses compostos
pode elucidar de que forma o sistema de cultivo e a radiacdo UV-C afetam o
metabolismo da fruta em nivel molecular. Para se testar essa hipétese, buscou-se
identificar e quantificar os principais compostos bioativos presentes nas uvas (Vitis
labrusca cv. Concord) de sistemas de producao convencional e organico, assim
como, aqueles induzidos ou reprimidos como resposta ao estresse abibtico
proporcionado pela radiagdo UV-C, relacionando essas respostas com o acumulo de
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transcritos dos principais genes envolvidos nas vias de biossintese dessas
moléculas.

Neste contexto, as hipéteses desse trabalho séo:

Hipotese 1. A producgao organica, por incluir praticas que estimulam mecanismos de
defesa das plantas, proporciona maior sintese e acumulo de moléculas bioativas nas

uvas Vitis labrusca, cv. Concord.

Hipotese 2. A aplicacdo de radiacdao UV-C, apods a colheita da uva, estimula a

sintese de compostos bioativos.

Hipotese 3. O maior acumulo de compostos bioativos decorrente da producéo
organica e da aplicacédo da radiacao UV-C esta correlacionada ao maior acumulo de
transcritos de genes da via de biossintese desses compostos.

2. Material e Métodos
2.1 Material vegetal

O estudo foi conduzido com uvas Vitis labrusca, cv. Concord, safra
2011/2012, provenientes de dois vinhedos comerciais localizados no municipio de
Veré, regido Sudoeste do Parana. Esse municipio pertence a microrregidao de
Francisco Beltréo e esté localizado a uma altitude de 485 m, latitude de 25°52'43 "
S e longitude de 52 ¢ 54 ' 28 " W, sob clima subtropical.

As uvas foram colhidas de vinhedos de 10 anos, conduzidos em sistema
latada, oriundos de producao convencional (altitude de 564 m, latitude de 25 ¢ 54
01" S e longitude de 52 ¢ 53 ' 51 " W) e organica (altitude de 492 m, latitude de 25°
51" 21" S e longitude de 52° 55' 06" W) de propriedades proximas (5,3 km) e,
portanto, sob condi¢cdes climaticas e edafoldgicas semelhantes.

No sistema de producado convencional foi realizada a adubacao quimica do
solo e foram utilizados fungicidas para o controle de fungos. No sistema organico, o
solo do vinhedo possui a cobertura verde e nao foram utilizados fungicidas organicos
sintéticos. Somente se fez o uso de tratamentos permitidos pela certificacdo

organica para o controle de doencgas, como é o caso do sulfato de cobre, hidréxido
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de calcio e enxofre. As caracteristicas dos solos dos vinhedos de sistema de
produgéo convencional e organico estdo apontados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos solos dos vinhedos de sistema de producéo

convencional e organica

Analises Solo vinhedo de sistema convencional Solo vinhedo de sistema organico
Matéria organica (g.dm®) 26,80 36,19
Fésforo (mg.dm™®) 6,14 25,85
Potassio (cmol.dm™®) 0,38 0,55
Cobre (mg.dm®) 11,63 22,32
Ferro (mg.dm®) 27,52 56,26
Zinco (mg.dm®) 6,13 13,36
Manganés (mg.dm™) 203,70 220,08
Célcio (cmol.dm®) 6,34 8,30
Magnésio (cmol.dm™®) 2,35 3,39
Aluminio (cmol.dm™®) 0,00 0,00
H + Al (cmol.dm™) 3,68 3,42
SB* (cmol.dm™) 9,07 12,24
indice SMP 6,40 6,50
V* (%) 71,14 78,16
Saturacéo de aluminio (%) 0,00 0,00
pH (CaCly) 5,69 5,60

*SB: soma de bases trocaveis; V: saturacdo por bases. Andlises realizadas no Laboratério de analises de solos UTFPR/IAPAR,
2011.

A colheita foi realizada quando a uva atingiu a plena maturagao tecnolégica,
caracterizada pela estabilizacdo no acumulo de sélidos soluveis totais.
Posteriormente a colheita das uvas, os cachos foram selecionados de acordo com o
grau de sanidade, lavados e sanitizados em agua clorada (hipoclorito de sédio 50
mg.L™", pH 5,0, 23 + 3°C). A drenagem do excesso de agua foi realizada com auxilio
de peneiras e posterior acondicionamento em caixas plasticas perfuradas que
facilitam o escorrimento do excedente de agua. Apds esse procedimento as mesmas
foram separadas em unidades experimentais de 25 kg de uva. Um grupo de
unidades experimentais permaneceu sem tratamento com UV-C (controle), visando
testar as hipéteses 1 e 3, e o outro foi submetido ao tratamento p6s-colheita com
UV-C, visando testar as hipoteses 2 e 3. Este procedimento foi realizado para o
sistema de producdo convencional e para o organico separadamente. Assim, na
etapa de producgdo das uvas nao houve triplicata dos tratamentos, tendo-se utilizado
apenas um vinhedo em producdo organica e um vinhedo em producao convencional.

Mas, de cada vinhedo, foram coletadas amostras que constituiram as trés unidades
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experimentais e nessas foram realizados os tratamentos pds-colheita e as analises

em triplicata técnica.
2.2 Tratamento pos-colheita com UV-C

As uvas foram submetidas ao tratamento com radiacdo UV-C segundo
método descrito por Cantos, Espin e Tomas-Barberan (2001), com modificacbes
descritas a seguir. Foram utilizados os seguintes parametros: taxa de fluéncia da
radiacdo de 65,6 J.m™? e distancia de 30 cm entre a fonte luminosa e as uvas. As
uvas foram dispostas em uma Unica camada em bandejas brancas as quais foram
submetidas a radiacdo em cabine equipada com trés lampadas UV-C (90 W
Philips®) por 5 minutos. Em seguida, os cachos foram girados 180° e permaneceram
sob a fonte luminosa por mais 5 minutos, totalizando um tempo de radiacdo de 10
minutos. O material radiado foi estocado por trés dias a temperatura de 23 * 3°C, na
auséncia de luz, para promover a inducao da biossintese de compostos bioativos.

2.3 Analises fisico-quimicas nas uvas
2.3.1 Sodlidos soluveis totais, acidez total titulavel e pH

As bagas das uvas dos sistemas de producao organica e convencional, com
e sem tratamento UV-C, foram trituradas em liquidificador por 10 minutos, a fim de
realizar as analises de soélidos soluveis totais (°Brix), acidez total titulavel e pH,
segundo métodos descrito pela AOAC (2000).

2.3.2 Compostos fendlicos totais, antocianinas totais, taninos
totais, compostos fendlicos individuais e atividade

antioxidante

Para a determinagdo dos principais compostos bioativos das uvas foi
preparado extrato hidroalcéolico a frio segundo método descrito por Vedana (2008),
com modificacdes descritas a seguir. Foram utilizadas quantidades iguais de uva e
etanol 80% (1:1 p/v), triturando-se o material em liquidificador por 10 minutos. Apds
esse periodo, a amostra foi centrifugada a 1500 g por 20 minutos. Ao precipitado foi
novamente adicionado etanol 80% (100 mL) para mais uma extragdao por 10 minutos
e centrifugacdo. Essa etapa foi repetida mais uma vez. Todos os sobrenadantes
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foram reunidos constituindo o extrato hidroalcéolico. O extrato foi mantido a -18°C
até a realizacédo das andlises.

2.3.2.1 Compostos fendlicos totais

O teor dos compostos fendlicos totais das uvas foi determinado pelo método
colorimétrico descrito por Singleton e Rossi (1965). Uma aliquota de 1 g de extrato
foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL ao qual foi adicionado 60 mL de
agua ultra pura e 5 mL de reagente Folin-Ciocalteau. Depois de transcorridos 8
minutos foram adicionados 20 mL da solucdo de carbonato de sodio 20%, e o
volume de 100 mL foi completado com agua ultra pura. Essa mistura ficou em
repouso, ao abrigo da luz, durante 2 h e em seguida foi filtrada. Em andlises
preliminares exploratdrias para otimizagdo do método, verificou-se que as amostras
apresentavam elevados teores de compostos fendlicos. Por isso, as amostras foram
diluidas 2,5 vezes. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 725 nm. Para a
obtencdo da equacao de regressao, foi preparada uma solugdo inicial de acido
galico (1,0 g.L'"). A quantificacdo foi baseada no estabelecimento de uma curva
padrdo com 80; 160; 240; 320; 400 ug.100 mL™ de &4cido galico. Os resultados foram

expressos em mg de acido galico equivalente.100 g uva em base timida.
2.3.2.2 Antocianinas totais

As antocianinas totais das uvas foram mensuradas através do método de
diferenga de pH segundo Lee, Durst e Wrolstad (2005). Foram realizadas dilui¢cdes
das amostras (extratos) em baldo volumétrico de 50 mL com solucao tampao pH 1,0
e procederam-se as leituras em espectrofotdbmetro a 520 nm. Para cada amostra
foram estabelecidas diluicbes dentro de uma faixa linear da reta de leitura do
espectrofotometro cuja absorbéancia estava compreendida entre 0,2 e 1,4 nm. Foram
determinadas as absorbancias das amostras diluidas com solug¢éo tampao pH 1,0 e
pH 4,5, nos comprimentos de onda de 520 e 700nm. Os resultados foram expressos
em mg de cianidina-3-glicosideo.100 g™ de uva em base timida.

2.3.2.3 Taninos totais

Os taninos totais das uvas foram mensurados através do método
colorimétrico descrito por Rizzon (2010). Em dois tubos de ensaio, um dos quais
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sofreu a hidrélise e o outro ndo, foi colocado 4 mL de amostra diluida a 2,0 %, 2 mL
de agua destilada e 6 mL de &acido cloridrico concentrado. No tubo submetido a
hidrélise, foi adicionado gelo no aparelho de refluxo, e este permaneceu em banho-
maria a 100°C durante 30 minutos. Apds o resfriamento foi adicionado 1 mL de
etanol nos dois tubos. A densidade otica dos dois tubos foi medida em
espectrofotometro a 550 nm. Os resultados foram expressos em miligramas por 100
g de amostra em base Umida.

2.3.24 Compostos fenolicos individuais

A identificagdo e quantificagdo dos flavonodides foram realizadas utilizando-
se coluna Prodigy 5 p ODS(3) 250 x 4,60 mm (Phenomenex Ltd, Reino Unido).
Utilizou-se gradiente de solventes constituido por A (Agua: Tetrahidrofurano: Acido
trifluoroacético 98: 2: 0,1) e B (Acetonitrila), na proporcao de 17 % de B por 2
minutos aumentando para 25 % B apds 5 minutos, 35 % B ap6s mais 8 minutos e
50% B ap6s mais 5 minutos. Para limpeza da coluna, a % de B foi aumentada entéao
para 90 e a seguir re-equilibrada nas condicdes iniciais por 10 minutos. Foi utilizado
o cromatografo liquido da Hewlett Packard série 1100, equipado com detector com
arranjo de diodos (DAD). A identificacao foi feita a partir da comparag¢ao dos tempos
de retencdo e dos espectros com os dos espectros padrdes, armazenados na
Biblioteca da ChemStation. Os padrées de antocianinas foram adquiridos da
Extrasynthese (Genay, Franca) e os dos outros flavondides da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, E.U.A.). O indice de recuperacdo variou de 91 % (cianidina) a 107 %
(malvidina). As amostras foram injetadas em duplicata e os resultados expressos em
miligramas equivalentes de aglicona por 100 g de amostra base umida (ABE et al.,
2007).

2.3.25 Resveratrol

Os teores de trans-resveratrol das uvas foram avaliados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector de arranjos de diodos (DAD),
segundo a técnica proposta por Ribeiro de Lima et al. (1999), modificada por Spinelli
e Vanderlinde (2005) e Weber et al. (2006). As amostras foram preparadas numa
aliquota de 30 mL de extrato de uva com trés extragcdes com acetato de etila, sendo
que apo6s evaporacao do solvente adicionou-se ao residuo 100 puL de metanol e 1
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mL de agua destilada. Depois a solugao passou por coluna catibnica e foi lavada
com 2 mL de agua. A eluicdo dos compostos foi realizada com 1 mL de metanol, e o
eluido filtrado com membrana de 0,45 um para posterior injecao no cromatégrafo. A
identificacéo foi feita a partir da comparacéo dos tempos de retengdo dos espectros
com os espectros padrées (VITRAC et al., 2005). O indice de recuperagao foi de
92%.

2.3.2.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila), conforme descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com
modificacées de Rufino et al. (2007). Foram realizadas quatro diluicdes de cada
amostra (extratos). Foi transferida uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo das
amostras para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH e 0,1 mL da solucéo
controle de alcool metilico, acetona e agua. Em seguida, foi realizada a
homogeneizacdo em agitador de tubos. As leituras da absorbancia em
espectrofotobmetro a 515 nm foram realizadas ap6s 30 minutos de reacao. O tempo
de reacao foi estabelecido mediante testes prévios, variando de 30 minutos a 24
horas. A quantificacdo foi baseada no estabelecimento de uma curva padrdo nas
concentracdes 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM, a partir de uma solucéo inicial de DPPH
(60 uM). Os resultados foram expressos em ECso (g uva.g’ DPPH), ou seja, os
valores obtidos correspondem a quantidade de amostra necessaria para reduzir em
50% a concentracao inicial do radical DPPH.

Adicionalmente, determinou-se a atividade sequestrante de radicais livres a
partir de uma curva padrdao de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid). A partir de uma solucéo inicial de Trolox (20 uM), foram preparadas
solugdes nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 uM. De cada concentragcao
foram transferidos 20, 100, 200, 300 e 600 pL para tubos de ensaio e foram
adicionados 4 mL da solucao de DPPH. Os tubos de ensaio foram agitados, e a
leitura foi realizada em espectrofotometro a 515 nm apds 30 minutos de reacdo. Os
resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)
em pM. g de uva.

A atividade antioxidante também foi determinada pelo método de reducao de
ferro (FRAP) segundo método descrito por Rufino et al. (2006). Foram realizadas



47

cinco diluicdes de cada amostra (extratos). Foi transferida uma aliquota de 90 pL de
cada diluicao para tubos de ensaio com 270 pyL de agua destilada e 2,7 mL do
reagente FRAP (tampao acetato 0,3 M, solucdo de TPTZ - 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-
triazina e solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM), em seguida, os tubos foram
homogeneizados e mantidos em banho-maria a 37 °C. A leitura foi realizada a 595
nm ap6s 30 minutos de reacdo, tempo estabelecido mediante testes prévios. A
quantificacdo foi baseada no estabelecimento de uma curva padrdo nas
concentracdes 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 mM, a partir de uma solucao inicial de
Trolox (6 mM). Os resultados foram expressos em micromolar de Trolox por grama

de uva.
2.3.3 Extracao de RNA, sintese de cDNA e real time PCR (qPCR)

O RNA total foi isolado usando PureLink™ Plant Reagent (Invitrogen),
seguido de digestdo com DNAse I™ (Invitrogen). A qualidade dos RNAs foi
verificada em gel de agarose a 2% (m/v). O cDNA foi sintetizado usando SuperScript
Il RT™ (Invitrogen), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As reacdes de
gPCR foram realizadas em 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems
®), utilizando cDNA (1 mL; diluida 5x) e 2 mM de primers forward e reverse,
utilizando SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), num volume total
de 20 pL. As amostras foram colocadas em placas de 96 poc¢os. Os parametros da
reacao de gPCR foram: 50 °C, durante dois minutos e 95 °C, durante 10 minutos, 40
ciclos de trés fases, de 95 °C, durante 30 segundos e 57 °C, durante um minuto, e
72 °C, durante um minuto. Extenséo final a 72 °C, durante cinco minutos, seguiu-se
a curva de dissociagdo padrdo para verificar a especificidade do iniciador. As
sequéncias de nucleotideos utilizados foram: fenilalanina aménia liase (PAL),
chalcona sintase (CHS), antocianidina sintase (ANS), flavonona 3-hidroxilase (F3H)
(SAMUELIAN et al., 2009), estilbeno sintase (STS) e o controle endégeno actina
(TANG et al., 2010) (Tabela 2). A escolha dos genes baseou-se na via metabdlica de
biossintese de compostos fendlicos, que pode ter sido afetada pelos tratamentos.
Para cada amostra, o valor de Ct (limiar de ciclo), foi obtido e a quantificagao relativa
foi calculada da seguinte forma: RQ= 2-22t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Tabela 2. Primers especificos utilizados para a analise de PCR quantitativa de genes alvo

em uva Vitis labrusca cv. Concord

Genes Numero de acesso Forward Reverse
Fenilalanina amonia liase (PAL) ABM67591.1 TCTTGAAGCTCATGTCTACC TAGCAGATTGGGAGAGGTG
Chalcona sintase (CHS) AB066275.1 ACGTCCCAGGGTTGATTTCC TGCAGTCCTCACCAGTCTC
Antocianidina sintase (ANS) EU156063.1 ATCTGGCCTAAGACACCAAGC ATGTTGGGAAAAGGTGCGAGG
Flavanona 3- hidroxilase (F3H) EF192467.1 ATGGACCAGAAGGTTGTGG AATCTGGTCAATGGGCTTG
Estilbeno sintase (STS) AY826726 GCGTTGCCTGGCGTTGAT GGAAAGTGACTGCGGTAT
Actina DQ873525 GCTGAAAGATTCCGATGC AACAGAACTCACCACCAA

2.3.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado constituindo-se de
quatro tratamentos (2 sistemas de produgcdo x com e sem tratamento pdés-colheita
UV-C). Quanto ao sistema de producédo apenas uma repeticdo de cada tratamento
foi viabilizada. Para os estudos poés-colheita foram realizadas trés repeticoes
bioldgicas, sendo avaliadas as varidveis fisico-quimicas e acumulo de transcritos de
genes com trés repeticdes técnicas de cada repeticao bioldgica (Tabela 3).

Os dados das variaveis estudadas foram submetidos a andlise estatistica de
variancia ANOVA com comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As analises de correlacdo foram realizadas ao nivel de confianga de
95%. As avaliacdes foram realizadas no software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2005).
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Tabela 3. Delineamento experimental para testar o conjunto de hipéteses

Variaveis independentes

Tratamentos _ _ _ _ Variaveis dependentes
Sistema de producao Tratamento pos-colheita

1 Convencional sem UV-C
Sélidos soluveis totais
Acidez total titulavel
pH
Compostos fendlicos totais

Antocianinas totais e individuais

2 Convencional com UV-C (malvidina, delfinidina, cianidina e
peonidina)

Taninos totais
Flavanéis (catequina e
epicatequina)

3 Organico sem UV-C Flavonois (quercetina e
caempferol)
Estilbeno (resveratrol)
Atividade antioxidante
Expresséo transcricional dos

genes

4 Orgéanico com UV-C

3. Resultados

3.1 Efeito dos sistemas de produciao e da aplicacao da
radiacao UV-C na composicao fisico-quimica da uva cv.
Concord

Uvas provenientes de vinhedo cultivado em sistema de produgao convencional
e organico, assim como colhidas desses vinhedos e tratadas ou ndo com UV-C, ndo
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) de pH e de acidez total titulavel. Ja,
uvas colhidas de vinhedo cultivado sob o sistema de producdo organico
apresentaram teor de soélidos soluveis totais significativamente superiores aquelas

colhidas de vinhedo de sistema de producéo convencional (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem
tratamento pés-colheita com UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de

produgd@o convencional e organico

Tratamentos
L Uvas*
Variaveis - —
Convencional Convencional Organica Organica
uv-c 9 uv-c
pH 3,16+0,04a A 3,21+0,05aA 3,17+0,05aA 3,21+0,07aA
Acidez total titulavel 1,170,022 A 1,18 40,052 A 1,38+039aA 118+0,05a A
(g &cido tartarico.100g™ uva)
Solidos soluvelis totais 16,83 +0,80 b A 16,67 0,38 b A 18,25 + 0,00 a A 17,75+0,25 ab A

(2 Brix)

*Valores médios (n=3) seguidos do seu desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra mailscula ou mindscula na mesma
linha ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras minusculas
correspondem a comparacao entre todos os tratamentos e letras mailsculas a comparagao entre as uvas em cada sistema de
producgao.

O teor de compostos fendlicos totais foi afetado pelo sistema de producgéo,
obtendo-se valores de 400,76 a 491,35 mg de acido galico equivalente.100 g’ uva,
para as uvas de sistema de producdo convencional e de sistema de producao
organica tratada com UV-C, respectivamente. As uvas de sistema de producao
organico apresentaram teores de compostos fendlicos totais significativamente
superiores. Ap6s o tratamento com radiacdo UV-C houve um incremento do teor
desses compostos para as uvas de sistema de producao convencional (Figura 1 A).

Os teores de antocianinas totais foram significativamente maiores nas uvas
de producdo convencional tratadas com radiacao UV-C atingindo valores de 98,00
mg cianidina-3-glicosideo.100 g uva, enquanto nos demais tratamentos os valores
variaram de 65 a 69 mg cianidina-3-glicosideo.100 g’ uva. Com relagdo as
antocianinas individuais, as uvas de sistema de produgcdo convencional
apresentaram maior teor de peonidina, ndo havendo diferenca nos teores das
demais antocianinas em comparacao as uvas de sistema de produgédo organico. A
aplicagdo da radiagdo UV-C proporcionou um incremento dos teores das
antocianinas individuais de uvas de sistema de producédo convencional quanto de
sistema organico, a excecao do teor de cianidina que permaneceu inalterado nas
uvas de sistema de produgéo orgéanico (Figura 1 E).

As uvas de sistema organico apresentaram teor de taninos totais

significativamente maiores do que as uvas convencionais. Com o tratamento UV-C,



51

houve aumento no teor desse componente somente na uva de sistema de producgao
organico (Figura 1 B).

Com relacao aos flavanois, o teor de epicatequina nao diferiu estatisticamente
entre uvas de sistema de producao organico e convencional. Ja, as uvas de sistema
de producdo organico apresentaram teor de catequina superior as uvas de sistema
de producgédo convencional. No entanto, quando foi aplicada a radiacdo UV-C houve
um incremento dos teores destes flavandis em ambas as uvas (Figura 1 C).

Uvas de sistema de produgao organica apresentaram teores de quercetina de
1,02 mg.100 g de uva, ndo tendo sido detectada a presenca deste flavonol em uvas
de sistema de producgdo convencional; mas, houve efeito da radiacdo UV-C nas uvas
desse sistema de producdo, que passaram a ter 1,07 mg.100 g de uva apéds a
aplicacao desse agente estressor. Nao foi detectada a presenca de caempferol nas
uvas de sistema de produgdo convencional, nem nas de sistema organico. A
aplicagédo da radiagdo UV-C s6 induziu o acumulo deste flavonol em uvas de sistema
de producao organica (Figura 1 D).

Valores de trans-resveratrol de 2 mg.L™' foram detectados tanto em uvas de
sistema de produgdo convencional quanto nas uvas do sistema organico. Com a
aplicagdo de UV-C houve incremento do teor trans-resveratrol somente nas uvas de
sistema de producdo organico, sendo que este foi o componente que
percentualmente mais aumentou depois desse tratamento pés-colheita (Figura 1 F).
Os valores das analises de compostos bioativos também estdo descritos no

Apéndice A.
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Figura 1. Teores de compostos fenodlicos totais (A), taninos totais (B), flavanéis (C),
flavonéis (D), antocianinas totais e individuais (E) e trans-resveratrol (F) de uvas Vitis
labrusca cv. Concord, com e sem tratamento pds-colheita UV-C, provenientes de vinhedos
cultivados em sistema de produgéo convencional e organico.

*Nas barras estdo representados os valores médios (n=3) e o desvio padrao. Médias
seguidas pela mesma letra maidscula ou minuscula nas barras nao diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras mindsculas
correspondem a comparagao entre todos os tratamentos e letras mailsculas a comparagao

entre as uvas em cada sistema de produgéo.
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Uvas provenientes do sistema de producdo organico apresentaram maior
atividade antioxidante do que as colhidas no sistema convencional,
independentemente dos métodos (DPPH ou FRAP) utilizados para avalia-la. Além
disso, uvas colhidas de vinhedo com producdo convencional e organico, quando
submetidas a radiacdo UV-C, apresentaram atividade antioxidante significativamente
maior do que as uvas ndo tratadas com essa radiacdo. E importante destacar que a
determinacao da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH expressa
em ECso indica a quantidade de amostra necessaria para reduzir 50% da
concentracao inicial de DPPH. Portanto, quanto menor o valor do ECsy. maior é a
atividade antioxidante, pois uma menor quantidade de amostra € necessaria para

reagir com o radical livre (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade antioxidante de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento
pbs-colheita UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgédo

convencional e organico

Tratamentos
Uvas*
Variaveis =
. Convencional . Orgénica
Convencional Orgéanica
uv-C uv-c
ECSO**
8037,02+12490aA 6657,16 +144,79bB  6224,59 +17,63cA  5469,58 + 31,16 d B
(g uva.g” DPPH)

TEAC***

7,25+0,14dB 8,61+£0,09cA 9,10+0,05bB 10,60 £0,05a A

(uM Trolox. g uva)

FRAP****

46,02+1,78dB 49,88 + 0,56 c A 57,74 +3,75b B 84,65+3,16aA

(uM Trolox.g'1 uva)

*Valores médios (n=3) seguidos do seu desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra mailscula ou mindscula na mesma
linha nédo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras minldsculas
correspondem a comparagao entre todos os tratamentos e letras mailsculas a comparagao entre as uvas em cada sistema de
produgao.

**ECso: quantidade de amostra necessaria para reduzir 50% a concentragao inicial de DPPH.

***TEAC: atividade antioxidante equivalente ao Trolox.

**** FRAP: atividade antioxidante pelo método de reducgéo do ferro

Houve correlagdo linera positiva muito forte (r=0,9876) da atividade
antioxidante e o teor de antocianinas totais nas uvas provenientes de sistema de
produgdo convencional. Ao contrario do teor de quercetina que apresentou

correlacao linear negativa muito forte (r=-0,9401) com a atividade antioxidante. Nao
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houve correlacdo dos teores de caempferol e trans-resveratrol com a atividade
antioxidante.

Nas uvas provenientes de sistema de producédo convencional com tratamento
UV-C, houve correlacao linear positiva muito forte (r=0,9840) do teor de delfinidina
com a atividade antioxidante. Ao contrario do teor de peonidina que apresentou
correlacdo linear negativa muito forte (r=-0,9950) com a atividade antioxidante. Nao
houve correlacao do teor de trans-resveratrol com a atividade antioxidante.

Nas uvas oriundas de sistema de producao organico, houve correlacao linear
positiva muito forte (r=0,9992) do teor de taninos totais com a atividade antioxidante.
Ao contrario do teor de quercetina que apresentou correlagédo linear negativa muito
forte (r=-0,9965) com a atividade antioxidante. Nao houve correlagcdo do teor de
antocianinas totais, caempferol e de trans-resveratrol com a atividade antioxidante.

Nas uvas oriundas de sistema de producao organico com tratamento UV-C,
houve correlagdo linear positiva muito forte (r=0,7847) do teor de taninos totais com
a atividade antioxidante. Ao contrario do teor de antocianinas totais que apresentou
correlacdo linear negativa muito forte (r=-0,9662) com a atividade antioxidante
(Tabela 6).
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Tabela 6. Correlagcdo entre os teores de compostos bioativos e a atividade antioxidante
expressa em ECsy de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pés-colheita
UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgcdo convencional e

organico
Coeficiente de correlacéo (r)
Compostos bioativos Uva_ convgxgional Uva organica Uva organica
convencional UV-C uv-C

Compostos fendlicos totais 0,1308 0,0379 -0,2107 -0,9048
Antocianinas totais 0,9876 0,0211 * -0,9662
Malvidina -0,3942 -0,7292 0,9722 0,2643
Delfinidina 0,6503 0,9840 0,8526 0,2178
Cianidina -0,6631 0,8724 0,8857 0,7448
Peonidina 0,1651 -0,9950 -0,3023 0,3196
Taninos totais 0,5666 0,9508 0,9992 0,7847
Flavanois

Catequina 0,0181 0,2287 0,9094 -0,5418
Epicatequina 0,8955 0,7406 -0,5764 -0,6016
Flavonois

Quercetina -0,9401 -0,9886 -0,9965 0,2598
Caempferol * -0,0211 * 0,3364
Estilbeno

trans-resveratrol * * * 0,2598

* Nao houve correlagao.

3.2 Efeito dos sistemas de produciao e da aplicacao da
radiacao UV-C no acumulo de transcritos de genes da via
de biossintese dos compostos fendolicos em uvas cv.

Concord

Uvas de sistema de produgdo convencional apresentaram maior expressao
transcricional dos genes que codificam enzimas da via de biossintese dos
compostos fendlicos, como a fenilalanina amoénia liase (PAL), chalcona sintase
(CHS), antocianidina sintase (ANS) e estilbeno sintase (STS), em relagdo as uvas de
sistema de producdo organico. A aplicacdo da radiacao UV-C proporcionou maior
acumulo de todos os transcritos de genes da via de biossintese dos compostos
fendlicos estudados, para as uvas de ambos os sistemas de producdao. Em uvas de
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sistema de producdo convencional tratadas com UV-C, houve maior estimulo da
expressao transcricional dos genes que codificam as enzimas PAL, CHS, ANS e
STS. Ainda nesse contexto, destacou-se a ANS, que apresentou maior nivel de
acumulo de transcritos. J4, em uvas de sistema de producdo organico tratadas com

UV-C observou-se maior acumulo do gene codificante para a enzima F3H (Figura 2).
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Figura 2. Quantificagdo relativa (RQ) do acumulo de transcritos de genes da via de
biossintese de compostos fendlicos: fenilalanina amoénia liase (PAL), chalcona sintase
(CHS), antocianidina sintase (ANS), flavonona 3-hidroxilase (F3H) e estilbeno sintase (STS)
em de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pés-colheita UV-C,
provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgéo convencional e organico.

*Nas barras estdo representados os valores médios (n=3) da quantificagao relativa e o
desvio padrao.
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Nesse contexto, pode-se verificar que quando € aplicada a radiagcdo UV-C,
ocorre 0 aumento nos teores de compostos do metabolismo secundario que esta
relacionado ao aumento de transcritos de genes da via de biossintese de compostos

fendlicos (Figura 3).
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Figura 3. Via de biossintese de compostos fendlicos. As setas pretas e cinzas indicam o
aumento do teor dos metabdlitos em fungdo dos tratamentos em que as uvas foram
submetidas (uva de sistema de produgdo convencional, uva de sistema de producéo
convencional com aplicacdo de UV-C, uva sistema de produgdo orgénico e uva de sistema
de producao organico com aplicagdo de UV-C). Ja as setas vermelhas representam o
acumulo de transcritos de genes dessa via de biossinte (fenilalanina aménia liase (PAL),
chalcona sintase (CHS), antocianidina sintase (ANS), flavonona 3-hidroxilase (F3H) e

estilbeno sintase (STS) em funcao dos tratamentos.
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N&ao houve correlagcao entre os transcritos de genes codificantes para todas
as enzimas e os teores de compostos bioativos avaliados nas uvas provenientes de
sistema de producéo convencional.

Nas uvas provenietnes de sistema de produg¢do convencional tratadas com
UV-C, o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima PAL
apresentou correlacao linear positiva muito forte (r=0,9783) com o teor de malvidina.
Ao contrario do teor de cianidina que apresentou correlacao linear negativa muito
forte (r=-0,9994) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima
PAL. Nao houve correlacdo do teor de frans-resveratrol com o acumulo de
transcritos de genes codificantes para esta enzima.

Nas uvas provenientes de sistema de producdo organico, o acumulo de
transcritos de genes codificantes para a enzima PAL apresentou correlagao positiva
linear moderada (r=0,6905) com o teor de delfinidina. Ao contrario do teor de
compostos fendlicos totais que apresentou correlagdo linear negativa muito forte
(r=-1,0000) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima PAL.
Nao houve correlacdo do teor de antocianinas totais, caempferol e trans-resveratrol
com o0 acumulo de transcritos de genes codificantes para esta enzima.

Nas uvas provenientes de sistema de producao organico tratadas com UV-
C, o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima PAL apresentou
correlacao linear positiva muito forte (r=0,9406) com o teor de compostos fendélicos
totais. Ao contrario do teor de cianidina que apresentou correlagao linear negativa
muito forte (r=-0,9984) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para esta
enzima (Tabela 7).

Nas uvas provenientes de sistema de produgdo convencional tratadas com
UV-C, o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima CHS
apresentou correlacao linear positiva forte (r=0,7766) com o teor de delfinidina. Ao
contrario do teor de peonidina que apresentou correlacao linear negativa muito forte
(r=-0,9200) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima CHS.
Nao houve correlagdo do teor de trans-resveratrol com o acumulo de transcritos de
genes codificantes para esta enzima.

Nas uvas oriundas de sistema de produgdo organico, o acumulo de
transcritos de genes codificantes para a enzima CHS apresentou correlagao linear
positiva muito forte (r=0,9681) com o teor de cianidina. Ao contrario do teor de

quercetina que apresentou correlacdo linear negativa moderada (r=-0,6824) com o
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acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima PAL. Nao houve
correlacdo do teor de antocianinas totais, caempferol e trans-resveratrol com o
acumulo de transcritos de genes codificantes para esta enzima.

Nas uvas oriundas de sistema de producdo organico tratadas com UV-C o
acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima CHS apresentou
correlacdo linear positiva muito forte (r=0,9406) com o teor de compostos fendlicos
totais. Ao contrario do teor de cianidina que apresentou correlagao linear negativa
muito forte (r=-0,9984) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para esta
enzima (Tabela 8).

Nas uvas de sistema de producdo convencional tratadas com UV-C, o
acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima ANS apresentou
correlacdo linear positiva muito forte (r=0,9783) com o teor de malvidina. Ao
contrario do teor de cianidina que apresentou correlacao linear negativa muito forte
(r=-0,9994) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima ANS.
Nao houve correlagdo do teor de trans-resveratrol com o acumulo de transcritos de
genes codificantes para esta enzima.

Nas uvas oriundas de sistema de produgdo organico, o acumulo de
transcritos de genes codificantes para a enzima ANS apresentou correlagéo linear
positiva muito forte (r=0,9681) com o teor de cianidina. Ao contrario do teor de
quercetina que apresentou correlacdo linear negativa moderada (r=-0,6824) com o
acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima ANS. Nao houve
correlacdo do teor de antocianinas totais, caempferol e trans-resveratrol com o
acumulo de transcritos de genes codificantes para esta enzima.

Nas uvas oriundas de sistema de producao organico tratadas com UV-C, o
acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima ANS apresentou
correlacdo linear positiva forte (r=0,7801) com o teor de malvidina. Ao contrario do
teor de antocianinas totais que apresentou correlagdo linear negativa muito forte
(r=-1,0000) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para esta enzima
(Tabela 9).

Nas uvas oriundas de sistema de producédo convencional tratadas com UV-
C, o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima F3H apresentou
correlacao linear positiva forte (r=0,7766) com o teor de delfinidina. Ao contrario do
teor de peonidina que apresentou correlacao linear negativa muito forte (r=-0,9200)
com o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima F3H. Nao houve
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correlagdo do teor de ftrans-resveratrol com o acumulo de transcritos de genes
codificantes para esta enzima.

Nas uvas oriundas de sistema de produgcdao organico, o acumulo de
transcritos de genes codificantes para a enzima F3H apresentou correlacéo linear
positiva muito forte (r=0,9681) com o teor de cianidina. Ao contrario do teor de
quercetina que apresentou correlacao linear negativa moderada (r=-0,6824) com o
acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima F3H. Nao houve
correlacdo do teor de antocianinas totais, caempferol e trans-resveratrol com o
acumulo de transcritos de genes codificantes para esta enzima.

Nas uvas oriundas de sistema de producao organico tratadas com UV-C, o
acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima F3H apresentou
correlacdo linear positiva muito forte (r=0,9180) com o teor de taninos totais. Ao
contrario do teor de antocianinas totais que apresentou correlacao linear negativa
muito forte (r=-1,0000) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para esta
enzima (Tabela 10).

Nas uvas oriundas de sistema de producdo convencional tratadas com UV-
C, o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima STS apresentou
correlacdo linear positiva forte (r=0,7766) com o teor de delfinidina. Ao contrario do
teor de peonidina que apresentou correlacéo linear negativa muito forte (r=-0,9200)
com o acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima STS. Nao houve
correlagdo do teor de frans-resveratrol com o acumulo de transcritos de genes
codificantes para esta enzima.

Nas uvas oriundas de sistema de produgdo organico, o acumulo de
transcritos de genes codificantes para a enzima STS apresentou correlagao linear
positiva muito forte (r=0,9681) com o teor de cianidina. Ao contrario do teor de
quercetina que apresentou correlacao linear negativa moderada (r=-0,6875) com o
acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima STS. Nao houve
correlacdo do teor de antocianinas totais, caempferol e trans-resveratrol com o
acumulo de transcritos de genes codificantes para esta enzima.

Nas uvas oriundas de sistema de producao organico tratadas com UV-C, o
acumulo de transcritos de genes codificantes para a enzima STS apresentou
correlacao linear positiva muito forte (r=0,9406) com o teor de compostos fendélicos
totais. Ao contrario do teor de cianidina que apresentou correlagao linear negativa
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muito forte (r=-0,9984) com o acumulo de transcritos de genes codificantes para a
enzima STS (Tabela 11).

Tabela 7. Correlagdo entre o transcrito de gene fenilalanina aménia liase (PAL) e os teores
de compostos bioativos de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pos-
colheita UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produg¢ao convencional e

organico
Coeficiente de correlacao (r)
. Compostos Uva Uva
Transcrito L Uva Uva R
bioativos . convencional . organica
convencional organica
uv-C uv-C

Compostos

. * - 0,5501 -1,000 0,9406
fendlicos totais
Antocianinas

. * 0,5000 * 0,5000
totais
Malvidina * 0,9783 - 0,0240 -0,9319
Delfinidina * - 0,9339 0,6905 - 0,8447
Cianidina * - 0,9994 - 0,2672 - 0,9984
Peonidina * 0,7994 - 0,9955 0,4449

PAL Taninos totais * -0,9737 0,2487 -0,1156

Flavanoéis
Catequina * - 0,7000 0,5981 -0,2122
Epicatequina * -0,9816 - 0,9203 - 0,1404
Flavonois
Quercetina * -0,2919 -0,2919 0,5000
Caempferol * - 0,5000 * - 0,9042
Estilbeno
trans-resveratrol * * * 0,5000

* Nao houve correlacao.
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Tabela 8. Correlacdo entre o transcrito de gene chalcona sintase (CHS) e os teores de

compostos bioativos de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pds-colheita

UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgcdo convencional e

organico
Coeficiente de correlacao (r)
. Compostos Uva Uva
Transcrito L Uva Uva .
bioativos . convencional . organica
convencional organica
uv-C uv-C
Compostos
. . * - 0,4481 0,5000 0,9406
fendlicos totais
Antocianinas
* 0,5000 * 0,5000
totais
Malvidina * - 0,3095 0,8778 -0,9319
Delfinidina * 0,7766 0,2812 - 0,8447
Cianidina * 0,5291 0,9681 -0,9984
Peonidina * - 0,9200 0,4157 0,4449
CHS Taninos totais * 0,6840 0,7145 -0,1156
Flavanéis
Catequina * - 0,2685 0,3950 -0,2122
Epicatequina * 0,3255 0,1212 -0,1404
Flavonois
Quercetina * - 0,6824 - 0,6824 0,5000
Caempferol * 0,6840 * - 0,9042
Estilbeno
trans-resveratrol * * * 0,5000

* Nao houve correlacao.
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Tabela 9. Correlacao entre o transcrito de gene antocianidina sintase (ANS) e os teores de
compostos bioativos de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pds-colheita
UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgcdo convencional e

organico
Coeficiente de correlacao (r)
. Compostos Uva Uva
Transcrito L Uva Uva R
bioativos . convencional . organica
convencional organica
uv-C uv-C
Compostos
. . * - 0,5501 0,5000 -0,7644
fendlicos totais
Antocianinas
* 0,5000 * - 1,0000
totais
Malvidina * 0,9783 0,8778 0,7801
Delfinidina * - 0,9339 0,2812 -0,0412
Cianidina * - 0,9994 0,9681 0,5475
Peonidina * 0,7994 0,4157 0,5531
ANS Taninos totais * -0,9737 0,7145 0,9180
Flavanéis
Catequina * - 0,7000 0,3950 - 0,7402
Epicatequina * -0,9816 0,1212 -0,7872
Flavonois
Quercetina * -0,2919 - 0,6824 0,5000
Caempferol * - 0,5000 * 0,0822
Estilbeno
trans-resveratrol * * * 0,5000

* Nao houve correlacao.
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Tabela 10. Correlagao entre o transcrito de gene flavonona 3-hidroxilase (F3H) e os teores

de compostos bioativos de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pés-

colheita UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgéo convencional e

organico
Coeficiente de correlacao (r)
. Compostos Uva Uva
Transcrito L Uva Uva .
bioativos . convencional . organica
convencional organica
uv-C uv-C
Compostos
. . * - 0,4481 0,5000 -0,7644
fendlicos totais
Antocianinas
* 0,5000 * - 1,0000
totais
Malvidina * - 0,3095 0,8778 0,7801
Delfinidina * 0,7766 0,2812 -0,0412
Cianidina * 0,5291 0,9681 0,5475
Peonidina * - 0,9200 0,4157 0,5531
F3H Taninos totais * 0,6840 0,7145 0,9180
Flavanéis
Catequina * - 0,2685 0,3950 - 0,7402
Epicatequina * 0,3255 0,1212 -0,7872
Flavonois
Quercetina * - 0,6824 -0,6824 0,5000
Caempferol * - 0,5000 * 0,0822
Estilbeno
trans-resveratrol * * * 0,5000

* Nao houve correlacao.
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Tabela 11. Correlagdo entre o transcrito de gene estilbeno sintase (STS) e os teores de
compostos bioativos de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pos-colheita
UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgcdo convencional e

organico
Coeficiente de correlacao (r)
. Compostos Uva Uva
Transcrito L Uva Uva R
bioativos . convencional . organica
convencional organica
uv-C uv-C

Compostos

. . * - 0,4481 0,5000 0,9406
fendlicos totais
Antocianinas

. * 0,5000 * 0,5000
totais
Malvidina * - 0,3095 0,8778 -0,9319
Delfinidina * 0,7766 0,2812 - 0,8447
Cianidina * 0,5291 0,9681 - 0,9984
Peonidina * - 0,9200 0,4157 0,4449

STS Taninos totais * - 0,6824 0,7145 -0,1156

Flavanéis
Catequina * - 0,2685 0,3950 -0,2122
Epicatequina * 0,3255 0,1212 -0,1404
Flavonois
Quercetina * - 0,6824 - 0,6875 0,5000
Caempferol * - 0,5000 * - 0,9042
Estilbeno
trans-resveratrol * * * 0,5000

* Nao houve correlacao.

4. Discussao dos resultados

E vasta a literatura que aponta vantagens qualitativas de frutos e hortalicas
produzidos em sistema organico (ROMBALDI et al.,, 2004; DANI et al., 2007;
CORRALES et al. 2010; FREITAS et al.; 2010; JIN et al. 2011; CRECENTE-CAMPO
et al., 2012; VALLVERDU-QUERALT et al., 2012; JANZANTTI et al., 2012; LOPEZ
et al., 2013; ORNELAS-PAZ et al., 2013). Porém, ndao ha consenso técnico-cientifico
quanto a esses beneficios (MAGKOS; ARVANITI; ZAMPELAS, 2013). Os trabalhos
que demonstram ou apontam para beneficios, além da auséncia de residuos de
agrotoxicos, ha citacdo de maiores concentracdes de compostos do metabolismo
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primario e secundario, além dos beneficios ambientais. Ao se compararem uvas, da
mesma cultivar (Concord), de vinhedos da mesma idade (10 anos), de mesma
regiao geografica (altitude de 485m, latitude de 25 °52 '43 " S e longitude de 52 © 54
'28 " W) e condigbes climaticas similares, observou-se que, das variaveis classicas
de avaliacao de uva (pH, acidez total titulavel e sélidos soluveis totais), apenas o
teor de sélidos soluveis totais foi afetado pelo sistema de producdo. Embora a causa
exata dessa diferenca ndo tenha sido estudada, acredita-se que possa ser
decorrente do manejo do solo realizado ao longo de 10 anos, conferindo maior teor
de matéria organica e de macro e micronutrientes (Tabela 1), além do manejo
fitotécnico, com poda verde mais adequada, gerando melhor equilibrio fonte/dreno,
resultando em uva com maior teor de compostos sollveis em agua.

A semelhanca do que ocorreu com o sistema de produgao, o tratamento UV-
C apés a colheita das uvas também nédo afetou as caracteristicas fisico-quimicas
classicas das uvas analisadas. Isso ja era esperado tendo em vista que Cia et al.
(2009) observaram que ndao ha mudangas na acidez total e nem no teor de sélidos
soluveis totais de uvas submetidas ao tratamento pés-colheita UV-C. Porém, seria
possivel obterem-se diferencas, pois a radiagdo UV-C pode induzir a atividade
metabdlica, resultando em diferengas das concentracdes de fontes de reserva, como
€ 0 caso de &cidos e agucares (BONOMELLI et al., 2004). No entanto, para uva
Concord, reproduziu-se o comportamento de Cia et al. (2009).

Como ja relatado, varios fatores podem alterar o metabolismo especializado
ou secundario das plantas, como o sistema de producdo utilizado no cultivo da
videira (MAMEDE; PASTORE, 2004; MALUSA et al., 2004; ROMBALDI et al.; 2004;
VIAN et al., 2006; CORRALES et al., 2010, FREITAS, 2010) ou tratamentos pés-
colheita, como a radiagdo UV-C (CANTOS; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2001;
CANTOS; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2002; ERKAN; WANG; WANG, 2008;
GONZALEZ-BARRIO et al., 2009; GUERRERO et al., 2010; TIECHER et al., 2013).
Por isso, estudaram-se compostos do metabolismo secundario da uva.

O sistema de producao interferiu no teor de compostos fendlicos totais das
uvas, assim como é citado por alguns autores que relataram que ha aumento no teor
desses compostos, em funcdo da planta necessitar desenvolver seu préprio
mecanismo de defesa (GRINDER-PEDERSEN et al., 2003; FREITAS et al., 2010).
Nas uvas de sistema convencional, o teor de compostos fendlicos totais foi afetado
pelo tratamento UV-C. Ja nas uvas de sistema de producao organico ndo ocorreram
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alteracoes dos teores destes componentes. A causa exata dessa resposta nao foi
demonstrada. No entanto, é possivel que no sistema de producao organico, durante
o periodo de desenvolvimento e maturagdo, com as seguidas condi¢cdes de ataques
de insetos e micro-organismos e fatores climaticos em consonancia com as praticas
de cultivo, a planta mantém o proprio sistema de defesa. Consequentemente, estas
condigdes poderiam resultar numa menor suscetibilidade a estresses pos-colheita,
como o UV-C.

Assim, evidencia-se que ha diferenca de resultados, ou seja, em alguns
casos ha maior acumulo de compostos fenélicos em produtos oriundos do sistema
organico (GRINDER-PEDERSEN et al., 2003; DANI et al., 2007; FREITAS et al.,
2010; MULERO; PARDO; ZAFRILLA, 2010) e nao em outros (VALAVANIDIS et al.,
2009; ROUSSOS, 2011; CRECENTE-CAMPO et al., 2012). Essas diferencas
também ocorrem em outras espécies nao frutiferas como é o caso do brdcolis
(COGO et al., 2011), da couve-flor (PICCHI et al., 2012) e da soja (BALISTEIRO et
al., 2013).

Diante do exposto, é importante que, para cada caso (espécie, variedade e
condicao de producdo) essas variaveis sejam analisadas e monitoradas, pois as
respostas bioldgicas sdo variaveis e dificultam a formulacdo de uma regra valida
para todas as condi¢des. De fato, o que é amplamente conhecido e validado é a
relacdo direta que existe entre a aplicacdo de estresses bidticos e abibticos
moderados e a indugdo da sintese de compostos fendlicos (SAUTTER, 2008).
Entretanto, ao se viabilizar e implantar o sistema de producao organico pode nao
necessariamente se esta expondo a planta a maiores estresses. Pelo contrario, é
possivel que se esteja em busca de um melhor equilibrio solo x planta x agua x
nutriente x luz x micro e macrobiota, resultando em menor expressao do
metabolismo secundario (MAGKOS; ARVANITI; ZAMPELAS, 2006; BALISTEIRO et
al., 2013).

O teor de antocianinas totais, que fazem parte dos compostos fendlicos
totais, também nado foi afetado pelo sistema de producdo. No que tange as
moléculas componentes dessa fracdo, foram detectadas as seguintes antocianinas,
em ordem decrescente de concentracdo: malvidina > delfinidina > peonidina >
cianidina. No entanto, foi observado um comportamento diferenciado quando foi
aplicado o tratamento UV-C apoés a colheita. Nas uvas de producao organica o teor
de antocianinas totais ndo foi afetado pela radiacdo UV-C. Similarmente, ndo houve
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mudanca significativa nos teores de antocianinas totais de sucos de uva tratados
com radiacao ultravioleta tipo C (PALA; TOKLUCU, 2013). Ja nas uvas de producao
convencional, a aplicacdao de UV-C aumentou o teor de antocianinas totais, o que
pode ser verificado avaliando as antocianinas individualmente, onde o aumento
proporcionado pela radiacédo foi de 38% nas uvas de sistema convencional. Sautter
(2003), ao avaliar sucos produzidos com uvas de sistema de producao convencional
submetidas a diferentes doses de UV-C, também verificou um aumento de
antocianinas. Isso pode ser explicado pela acdo do UV-C estimulando a biossintese
de flavondis e aumentando também a concentracdo de antocianinas (ROCHA;
GUERRA, 2008). Assim, acredita-se que na uva cv. Concord pode ter ocorrido uma
maior sintese de antocianinas em detrimento de outros compostos fenélicos. Sautter
(2003) sugere que o incremento do teor de antocianinas pode ocorrer por uma
inducédo da enzima chalcona sintase, que catalisa a sintese de chalcona que € um
precursor deste flavondide. Essa maior inducdo da enzima chalcona sintase e da
antocianidina sintase, que é responsavel pela sintese das antocianidinas,
precursoras das antocianinas, foi observada na analise de gPCR. No entanto, uma
resposta fisiolégica ndo foi obtida com uvas provenientes do sistema de producéo
organica, o que pode ser verificado pela menor expressdo dos genes codificantes
para estas enzimas, especialmente com a ANS.

Se por um lado, o acumulo de antocianinas s6 foi estimulado em uvas da
producdo convencional submetidas ao tratamento com UV-C, o teor de trans-
resveratrol e taninos totais sé foi aumentado em uvas de produc¢do organica. Ao
avaliar o acumulo de transcritos do gene codificante para enzima estiloeno sintase,
verificou-se que ap6és a aplicacado da radiagao UV-C, houve diferenca entre as uvas
dos dois sistemas de producdo, sendo superior nas uvas de sistema de producéao
convencional. Essas diferencas indicam que a radiagcdo UV-C gera maior acumulo
de metabdlitos secundérios distintos em funcdo da condicdo de produgédo da uva:
maior teor de antocianinas em uvas de producdo convencional € maior teor de
resveratrol e taninos em uvas da producao orgéanica. O resveratrol € um metabdlito
que é sintetizado e acumulado como mecanismo de defesa de algumas espécies,
normalmente frente a estresses bidticos ou abidticos como injarias, ataque de
fungos e/ou radiacdo ultravioleta (CANTOS; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2001;
GONZALES-BARRIO et al. 2009; GUERRERO et al., 2010; FERNANDEZ-MAR et
al., 2012). A aplicacdo de UV-C nas uvas de sistema orgéanico proporcionou um
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aumento no teor de resveratrol. Varios autores também demonstraram que a
radiacdo UV-C induz a producao desse estilbeno em uvas (CANTOS et al., 2000;
CANTOS; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2001; VERSARI et al., 2001; MORIARTRY
et al., 2001; CANTOS; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2002; GONZALEZ-BARRIO et
al., 2005; GONZALEZ-BARRIO et al., 2006; GUERRERO et al., 2010). Porém, isso
nao ocorreu em uvas de sistema de producdo convencional. A causa dessa
diferenca nao foi esclarecida.

A radiacdo UV-C influenciou nos teores de catequina e epicatequina das
uvas de sistema convencional e organico, havendo um incremento dos valores apés
o tratamento com radiacdo, corroborando com Rocha e Guerra (2008), que relatam
que a luz ultravioleta estimula a biossintese de flavanéis. No que tange a quercetina
e ao caempferol, foram detectados teores muito baixos desses flavondis. Anastatiadi
et al. (2010), ao avaliarem uvas, vinhos e outros produtos da vinificacao, relataram
que nao foi possivel quantificar quercetina e caempferol nesses produtos, devido as
baixas concentracées. Embora n&o se tenha verificado modificagdes no teor destes
flavondéis apds aplicacdo do UV-C nas analises fisico-quimicas, foi observado um
maior acumulo de genes codificantes para a enzima flavonona 3-hidrosilase, que é
precursora da sintese destes flavonois, apds o tratamento pés-colheita. Como esta
enzima também € precursora de outro flavonol, a miricetina, esse comportamento
pode ter relagcdo com este composto, ja que este nao foi avaliado neste estudo.

O sistema de producao influenciou na atividade antioxidante das uvas.
Assim como foi detectado nesse estudo, Mulero et al. (2010) também observaram
maior atividade antioxidante em uvas de sistema de produ¢édo organico em relagao
aquelas colhidas em vinhedos de sistema convencional. Da mesma forma, uvas
tratadas com UV-C apresentaram um aumento da atividade antioxidante. Resultado
similar foi obtido por Alothman, Bhat e karim (2009) ao estudarem o efeito da
radiacdo UV-C sobre a atividade antioxidante de frutas tropicais recém-colhidas.
Estes autores relataram que esse aumento pode ser devido a acumulacdo de
compostos fendlicos induzidos pela exposicdo ao UV-C. Mas isso nao ocorreu em
uvas, cv. Concord, de sistema de producado organico nas quais ndao houve diferenga
significativa nos teores de compostos fendlicos totais. Neste estudo, houve
correlacao linear positiva muito forte dos teores de: antocianinas totais, nas uvas de
sistema de produgéo convencional (r=0,9876); delfinidina, nas uvas de sistema de
produgédo convencional tratadas com UV-C (r=0,9840) e de taninos totais, nas uvas
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de sistema de producao organico (r=0,9992), fato esse que pode ter contribuido para
o incremento dessa atividade antioxidante.

Como se pode observar, a aplicacdo do tratamento pdés-colheita UV-C
proporcionou maior acumulo de transcritos de genes codificantes para as enzimas
fenilalanina amoénia liase (PAL), chalcona sintase (CHS), antocianidina sintase
(ANS), flavonona 3-hidroxilase (F3H) e estiloeno sintase (STS). Este comportamento
também foi evidenciado por Zang et al. (2012), os quais relatam duas perspectivas
sobre o mecanismo de acumulagdo de compostos fendlicos induzidos pela radiagao
ultravioleta (UV). Uma delas é que os genes estruturais que codificam para PAL e
CHS, enzimas da via dos fenilpropandides e flavonédides, respondem a radiagdo UV
(SCHULZE-LEFERT et al., 1989; HARTMANN et al., 1998), e o outro € de que 0s
fatores de transcricdo que regulam a expressao de uma série de genes estruturais
que envolvem a biossintese dos compostos fendlicos respondem a radiacdao UV
(FELDBRUGGE et al., 1994; TAKOS et al., 2006). Além disso, segundo Pan; Wang;
Li (2009) a radiacao UV pode estimular a sintese da enzima STS, responsavel pela
sintese de estilbenos, em nivel de proteina, o que corresponde a relatos anteriores
qgue mostram que o RNA mensageiro desta enzima é intensivamente induzido pela
radiacao UV (DOUILLET-BREUIL et al., 1999; VERSARI et al., 2001).

5. Conclusao

O tratamento pés-colheita UV-C promove a inducao de compostos bioativos
em uvas, cv. Concord, principalmente antocianinas, resveratrol, flavanois e taninos,
e 0 aumento da atividade antioxidante, mas essas altera¢cdes dependem do sistema
de producgao da uva.

Além disso, quando se aplica a radiacado UV-C ocorre o aumento nos teores
de compostos do metabolismo secundario, estando correlacionado ao aumento de
transcritos de genes da via de biossintese de fenilpropandides.
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Capitulo 2

Compostos bioativos e atividade antioxidante do suco de uvas (Vitis labrusca,
cv. Concord) cultivadas em sistema de producao convencional e organico,
tratadas com UV-C

1 Introducao

A relagao entre dieta e saude tem proporcionado intensas pesquisas sobre
compostos bioativos em alimentos e bebidas. O consumo de frutas parece
desempenhar um papel importante como um fator de protecdo da saude. Esse efeito
benéfico esta associado, principalmente, a atividade antioxidante desses compostos,
que estdo em grande parte presentes em frutas frescas e em seus produtos
processados (KYLE; DUTHIE, 2006; OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2013).
Embora com os avancos tecnolégicos, neles inclusas a informacdo e a
comunicacéao, e a tentativa de popularizacdo do consumo de alimentos saudaveis,
entre esses as frutas e seus derivados, 0 consumo per capita nacional estagnou
nessa ultima década (BRASIL, 2011). Sao, por exemplo, exce¢ao a essa regra, 0S
sucos, 0s minimamente processados e aqueles alimentos com reducao da atividade
de agua (ABIR, 2013). De fato, o aumento do consumo se deu pela expansao das
diferentes formas de uso dos sucos, como € o caso do suco integral, néctares e
bebidas a base de sucos.

Uma das varias alternativas para o aproveitamento da uva é a elaboragao de
suco. Devido a facilidade de elaboracao, aliada as caracteristicas sensoriais e ao
seu valor nutricional, o suco de uva pode contribuir na dieta alimentar.
Nutricionalmente, esse produto é comparado com a propria uva, pois mantém em
grande parte os constituintes da fruta como agucares, minerais, acidos, vitaminas e
compostos fendlicos (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).

O suco pode ser elaborado com uva de qualquer cultivar, desde que essa
alcance uma maturagdo adequada e apresente bom estado sanitario. Em muitos
paises de tradigdo viticola, o suco é elaborado com uvas Vitis vinifera tanto de
cultivares brancas quanto tintas. J& o suco de uva brasileiro é elaborado
principalmente com uvas Vitis labrusca, conhecidas como americanas e hibridas
tintas, principalmente, Bord6 e Concord (RIZZON; MANFROI; MENEGUZZO, 1998).
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O suco de uva é uma importante fonte de compostos fendlicos. No entanto,
a quantidade e o tipo desses compostos ndao sao necessariamente 0s mesmos da
uva in natura. Os teores variam de acordo com a espécie, variedade, maturidade
das uvas, clima, praticas de cultivo e regido onde as uvas se desenvolveram, bem
como pelo processamento (BAUTISTA-ORTIN et al., 2007).

No mercado de sucos, um dos sinais distintivos mais importantes, que
diferencia o produto daquele elaborado a partir de uvas provenientes de vinhedos
que receberam adubos quimicos altamente hidrossoluveis e agrotoxicos, é a
producdo de uvas e sucos organicos (DANI, 2006). A producdo organica,
regulamentada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), é
um conjunto de processos de producgéo agricola que parte do pressuposto basico de
que a fertilidade é funcdo direta da matéria organica contida no solo e que o
equilibrio no ecossistema € a base da producao com reduzido aporte de insumos,
principalmente quimicos. E um sistema baseado na preservacdo ambiental, na agro
biodiversidade, nos ciclos biolégicos e na qualidade de vida do homem, visando a
sustentabilidade social, ambiental e econdmica (ORMOND et al.,, 2002). Alguns
autores tém demonstrado a influéncia do sistema de produgdo na composicdo em
compostos bioativos da uva e produtos derivados, sendo que na maioria destes
estudos os alimentos de origem organica apresentam maiores teores destes
compostos (VIAN et al., 2006; DANI et al., 2007; CORRALES et al., 2010; FREITAS
et al., 2010; MULERO; PARDO; ZAFRILLA, 2010).

Outro fator que tem influéncia sobre o teor de compostos bioativos das uvas
€ a radiacao ultravioleta tipo C (UV-C). Essa radiacao produz um estresse abibtico
nos tecidos da planta e afeta o metabolismo secundario em diferentes vias, como
por exemplo, na sintese de resveratrol e de flavonoides (CANTOS et al., 2003).

Diferentes métodos e tratamentos usados durante a producédo de suco de
uva também afetam significativamente a composicao final do produto. Isto inclui tipo
de extracao e tempo de maceracao, temperatura de extracao além das condicdes de
estocagem de produto (MALACRIDA; MOTTA, 2005).

Dos compostos fendlicos presentes na uva, o resveratrol tem sido bastante
estudado em virtude de suas propriedades antioxidantes. Os niveis de resveratrol
em tecidos vegetais encontram-se baixos sob condigbes naturais de crescimento,

mas este composto é rapidamente acumulado em altas concentracdées quando as
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plantas sdo sujeitas a infeccao por fungos e radiacao ultravioleta (PAN; WANG; LI,
2009).

Em virtude disso, muitos estudos estdo sendo realizados utilizando técnicas
de pés-colheita em uvas como a radiacao UV-C, no intuito de investigar a influéncia
deste tratamento na sintese de compostos fendlicos, principalmente o resveratrol,
nos processos de obtengdo de vinhos (BERTAGNOLLI et al., 2007) e sucos
(GONZALEZ-BARRIO et al., 2009; PALA; TOKLUCU, 2013). No entanto, sdo
necessarios estudos que relacionem a influéncia do sistema de produgdo em
associacao ao tratamento pés-colheita com UV-C em uvas visando a inducédo de
compostos bioativos e seus efeitos sobre os produtos elaborados a partir destas.

Neste sentido, tais técnicas podem originar sucos com propriedades
potencialmente funcionais que, em associacdo ao crescente aumento da area
cultivada, permitem aumentar o potencial de expansdo e comercializacdo de sucos
de uva com possiveis beneficios a saude. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
verificar o efeito do sistema de producdo convencional e organico das uvas e 0
tratamento po6s-colheita com UV-C na concentracdo de compostos bioativos dos
sucos elaborados a partir da uva.

Neste contexto, a hip6tese desse trabalho é:

Hipétese. Sucos elaborados com uvas Vitis labrusca, cv. Concord, oriundas de
producdo organica contém maior teor de compostos bioativos de origem fendlica do
que aqueles produzidos com uvas da producao convencional, e a aplicacao de UV-C
pds-colheita incrementa os teores destes compostos.

2 Material e Métodos
2.1 Material vegetal

O estudo foi conduzido com uvas Vitis labrusca, cv. Concord, safra
2011/2012, provenientes de dois vinhedos comerciais localizados no municipio de
Veré, regido Sudoeste do Parana. Esse municipio pertence a microrregido de
Francisco Beltrdo e esta localizado a uma altitude de 485 m, latitude de 25°52'43 "
S e longitude de 52 ¢ 54 ' 28 " W, sob clima subtropical.
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As uvas foram colhidas de vinhedos de 10 anos, conduzidos em sistema
latada, oriundos de produgédo convencional (altitude de 564 m, latitude de 25 °¢ 54
01" S e longitude de 52 ¢ 53 ' 51 " W) e organica (altitude de 492 m, latitude de 25°
51" 21" S e longitude de 52° 55' 06" W) de propriedades proximas (5,3 km) e,
portanto, sob condicdes climéaticas semelhantes.

No sistema de producdo convencional foi realizada a adubacao quimica do
solo e foram utilizados fungicidas para o controle de fungos. No sistema organico, o
solo do vinhedo possui a cobertura verde e nao foram utilizados fungicidas organicos
sintéticos. Somente se fez o uso de tratamentos permitidos pela certificacdo
organica para o controle de doencas, como é o caso do sulfato de cobre, hidréxido
de célcio e enxofre de forma preventiva. As caracteristicas dos solos dos vinhedos
de sistema de producéo convencional e organico estdo apontados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos solos dos vinhedos de sistema de produgéao

convencional e organica

Analises Solo vinhedo de sistema convencional Solo vinhedo de sistema organico
Matéria organica (g.dm®) 26,80 36,19
Fésforo (mg.dm™®) 6,14 25,85
Potassio (cmol.dm™®) 0,38 0,55
Cobre (mg.dm®) 11,63 22,32
Ferro (mg.dm®) 27,52 56,26
Zinco (mg.dm™®) 6,13 13,36
Manganés (mg.dm®) 203,70 220,08
Célcio (cmol.dm™®) 6,34 8,30
Magnésio (cmol.dm™) 2,35 3,39
Aluminio (cmol.dm™) 0,00 0,00
H + Al (cmol.dm®) 3,68 3,42
SB* (cmol.dm™®) 9,07 12,24
indice SMP 6,40 6,50
V* (%) 71,14 78,16
Saturagao de aluminio (%) 0,00 0,00
pH (CaCly) 5,69 5,60

*SB: soma de bases trocaveis; V: saturagao por bases. Analises realizadas no Laboratério de solos da UTFPR/IAPAR, 2011.

A colheita foi realizada quando a uva atingiu a plena maturagéo tecnolégica,
caracterizada pela estabilizacdo no acumulo de sélidos soluveis totais.
Posteriormente a colheita das uvas, os cachos foram selecionados de acordo com o
grau de sanidade, lavados em &gua clorada (hipoclorito de sédio 50 mg.L™, pH 5,0,
23 £ 3°C). A drenagem do excesso de agua foi realizada com auxilio de peneiras e
posterior acondicionamento em caixas plasticas perfuradas que facilitam o
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escorrimento do excedente de agua. ApGs esse procedimento as mesmas foram
separadas em unidades experimentais de 25 kg de uva. Um grupo de unidades
experimentais permaneceu sem tratamento com UV-C (controle), e o outro foi
submetido ao tratamento pés-colheita com UV-C. Este procedimento foi realizado
para o sistema de producédo convencional e para o organico separadamente. Assim,
na etapa de produgdo das uvas nao houve ftriplicata dos tratamentos, tendo-se
utilizado apenas um vinhedo em producdo organica e um vinhedo em producao
convencional. Mas, de cada vinhedo, foram coletadas amostras que constituiram as
trés unidades experimentais e nessas foram realizados os tratamentos pds-colheita.

As analises foram realizadas em triplicata técnica.
2.2 Tratamento pos-colheita com UV-C

As uvas foram submetidas ao tratamento com radiacdo UV-C segundo
método descrito por Cantos, Espin e Tomas-Barberan (2001), com modificacbes
descritas a seguir. Foram utilizados os seguintes parametros: taxa de fluéncia da
radiacdo de 65,6 J.m™? e distancia de 30 cm entre a fonte luminosa e as uvas. As
uvas foram dispostas em uma Unica camada em bandejas brancas as quais foram
submetidas a radiacdo em cabine equipada com trés lampadas UV-C (90 W
Philips®) por 5 minutos. Em seguida os cachos foram volvidos 180 ° e
permaneceram sob a fonte luminosa por mais 5 minutos, totalizando um tempo de
radiacao de 10 minutos. O material radiado foi estocado por trés dias a temperatura
de 23 + 3°C, na auséncia de luz, para promover a inducdo da biossintese de
compostos bioativos. As uvas que nao receberam o tratamento permaneceram sob

as mesmas condicoes.
2.3 Elaboracao dos sucos de uva

As uvas sem tratamento e as submetidas a radiacdo UV-C foram utilizadas
para obtencédo do suco correspondente. O suco foi obtido em extrator de arraste a
vapor, denominado de extrator caseiro. Este equipamento é composto de: um
deposito de agua que passa ao estado de vapor para a extracao do suco de uva; um
deposito perfurado; um recipiente maior externo que possui uma abertura cilindrica
no centro para permitir a passagem do vapor € uma abertura lateral que permite a

retirada do suco, além de uma tampa superior. O calor do vapor de dgua que passa
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pelas bagas de uvas acondicionadas no recipiente perfurado permite o rompimento
das mesmas e 0 suco comega a ser extraido, sendo armazenado no recipiente
coletor onde sofre o processo de pasteurizacédo. O tempo de extracao do suco foi de
30 minutos. Apbs esse periodo, procedeu-se a homogeneizacdo dos sucos dentro
do proprio extrator, os quais foram embalados a 90°C em garrafas de vidro de 500
mL previamente esterilizadas. Apds, os recipientes foram fechados com tampas
plasticas, tipo rosca, com pelicula plastica no seu interior que permite a completa
vedacao e manutencao do vacuo formado apdés o resfriamento do suco. As garrafas
foram invertidas por 20 minutos para esterilizar a tampa, garantindo assim a
estabilidade biolégica e a conservacao sem aditivos quimicos. Os sucos foram
armazenados a temperatura ambiente (23°C+5) na auséncia de luz (PINHEIRO et
al., 2009). O rendimento do processo foi de 62,5%, ou seja, 2,5 L de suco para cada
4 kg de bagas.

2.4 Analises fisico-quimicas nos sucos
2.3.1 Sodlidos soluveis totais, acidez total titulavel, pH e cor

Foram realizadas nos sucos as andlises de solidos soluveis totais, acidez
total titulavel e pH segundo métodos descritos pela AOAC (2000).

A analise instrumental da cor dos sucos foi realizada em colorimetro (Minolta
CR-300). Os sucos foram dispostos em placas de Petri com 5 cm de didmetro e 2
cm de altura. Os parametros de cor medidos foram: L*, a* e b*, onde L* indica a
luminosidade (0= preto e 100=branco) e a* e b* representam as coordenadas de
cromaticidade (+a* = vermelho, -a*= verde; +b* = amarelo, -b*=azul). Os parametros
de cor foram convertidos em angulo de cor, H? = tan™ (b*/a*), indicando o angulo
Hue (H®) da amostra (0° ou 360°= vermelho; 90°= amarelo; 180°=verde; 270°= azul)
(ZHANG et al., 2008).

2.3.2 Compostos fendlicos totais, antocianinas totais,
compostos fendlicos individuais e atividade antioxidante

2.3.2.1 Compostos fendlicos totais

O teor dos compostos fenodlicos totais dos sucos foi determinado pelo
método colorimétrico descrito por Singleton e Rossi (1965). Uma aliquota de 1 mL
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de suco foi transferido para um baldo volumétrico de 100 mL ao qual foi adicionado
60 mL de 4gua ultra pura e 5 mL de reagente Folin-Ciocalteau. Apés transcorridos 8
minutos foram adicionados 20 mL da solucdo de carbonato de soédio 20%, e o
volume de 100 mL foi completado com agua ultra pura. Essa mistura ficou em
repouso, ao abrigo da luz, durante 2 h e em seguida foi filtrada. Em anadlises
preliminares exploratorias para otimizagdo do método, verificou-se que as amostras
apresentavam elevados teores de compostos fendlicos. Por isso, as amostras foram
diluidas 2,5 vezes. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 725 nm. Para a
obtencdo da equacéo e regressao, foi preparada uma solucéo inicial de acido galico
(1,0 g.L"). A quantificacdo foi baseada no estabelecimento de uma curva padrdo
com 80; 160; 240; 320; 400 pg.100 mL" de &cido galico. Os resultados foram

expressos em mg de 4cido galico equivalente.100 g uva em base Umida.
2.3.2.2 Antocianinas totais

As antocianinas totais dos sucos foram mensuradas através do método de
diferenga de pH segundo Lee, Durst e Wrolstad (2005). Foram realizadas dilui¢des
das amostras (extratos) em baldo volumétrico de 50 mL com solucao tampao pH 1,0
e procederam-se as leituras em espectrofotdbmetro a 520 nm. Para cada amostra
foram estabelecidas diluicbes dentro de uma faixa linear da reta de leitura do
espectrofotometro cuja absorbéancia estava compreendida entre 0,2 e 1,4 nm. Foram
determinadas as absorbéancias das amostras diluidas com solugéo tampao pH 1,0 e
pH 4,5, nos comprimentos de onda de 520 e 700nm. Os resultados foram expressos
em mg de cianidina-3-glicosideo.100 g de uva em base Umida.

2.3.2.3 Compostos fendlicos individuais

A identificagdo e quantificagdo dos flavonodides foram realizadas utilizando-
se coluna Prodigy 5 p ODS(3) 250 x 4,60 mm (Phenomenex Ltd, Reino Unido).
Utilizou-se gradiente de solventes constituido por A (Agua: Tetrahidrofurano: Acido
trifluoroacético 98: 2: 0,1) e B (Acetonitrila), na proporcao de 17% de B por 2 minutos
aumentando para 25% B ap6s 5 minutos, 35% B ap6s mais 8 minutos e 50% B apds
mais 5 minutos. Para limpeza da coluna, a % de B foi aumentada entdo para 90 e a
seqguir re-equilibrada nas condigdes iniciais por 10 minutos. Foi utilizado o
cromatografo liquido da Hewlett Packard série 1100, equipado com detector com
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arranjo de diodos (DAD). A identificacao foi feita a partir da comparac¢ao dos tempos
de retencdo e dos espectros com os dos espectros padrdes, armazenados na
Biblioteca da ChemStation. Os padrées de antocianinas foram adquiridos da
Extrasynthese (Genay, Franca) e os dos outros flavondides da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, E.U.A.). O indice de recuperacao variou de 91% (cianidina) a 107%
(malvidina). As amostras foram injetadas em duplicata e os resultados expressos em
miligramas equivalentes de aglicona por 100 g de amostra base umida (ABE et al.,
2007).

2.3.2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila), conforme descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com
modificagdes de Rufino et al. (2007). Foram realizadas quatro diluicbes de cada
amostra (suco). Foi transferida uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo das
amostras para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH e 0,1 mL da solucao
controle de alcool metilico, acetona e agua. Em seguida, foi realizada a
homogeneizacdo em agitador de tubos. As leituras da absorbancia em
espectrofotobmetro a 515 nm foram realizadas ap6s 30 minutos de reagédo. O tempo
de reacao foi estabelecido mediante testes prévios, variando de 30 minutos a 24
horas. A quantificacdo foi baseada no estabelecimento de uma curva padrdo nas
concentragcdes 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM, a partir de uma solugéo inicial de DPPH
(60 uM). Os resultados foram expressos em ECso (mL suco.g’ DPPH), ou seja, os
valores obtidos correspondem a quantidade de amostra necessaria para reduzir em
50% a concentracéo inicial do radical DPPH.

Adicionalmente, determinou-se a atividade sequestrante de radicais livres a
partir de uma curva padrao de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid). A partir de uma solucao inicial de Trolox (20 uM), foram preparadas
solucdes nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 uM. De cada concentracéo
foram transferidos 20, 100, 200, 300 e 600 uL para tubos de ensaio e foram
adicionados 4 mL da solucdao de DPPH. Os tubos de ensaio foram agitados, e a
leitura foi realizada em espectrofotometro a 515 nm apds 30 minutos de reacdo. Os
resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)
em pM. g de suco.
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A atividade antioxidante também foi determinada pelo método de reducao de
ferro (FRAP) segundo método descrito por Rufino et al. (2006). Foram realizadas
cinco diluicdes de cada amostra (extratos). Foi transferida uma aliquota de 90 pL de
cada diluicao para tubos de ensaio com 270 pyL de agua destilada e 2,7 mL do
reagente FRAP (tampéo acetato 0,3 M, solucdo de TPTZ - 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-
triazina e solugcdo aquosa de cloreto férrico 20 mM), em seguida, os tubos foram
homogeneizados e mantidos em banho-maria a 37°C. A leitura foi realizada a 595
nm ap6s 30 minutos de reacdo, tempo estabelecido mediante testes prévios. A
quantificacdo foi baseada no estabelecimento de uma curva padrdo nas
concentragdes 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 mM, a partir de uma solucao inicial de
Trolox (6 mM). Os resultados foram expressos em micromolar de Trolox por mL de

suco.
2.3.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado constituindo-se de
4 tratamentos (2 sistemas de producdo x 2 tratamentos pés-colheita UV-C), com
uma repeticao biolégica na producgéao e trés repeticoes na pds-colheita (Tabela 2).

Os dados das varidveis estudadas foram submetidos a analise estatistica de
variancia ANOVA com comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As analises de correlacdo foram realizadas ao nivel de confiangca de
95%. As avaliacdes foram realizadas no software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2005).
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Tabela 2. Delineamento experimental para testar a hipotese

Variaveis independentes Lo
Tratamentos _ _ _ _ Variaveis dependentes
Sistema de producao Tratamento pos-colheita

1 Convencional sem UV-C
Sélidos soluveis totais
Acidez total titulavel
pH
Cor
Compostos fendlicos totais
2 Convencional com UV-C Antocianinas totais e individuais
(malvidina, delfinidina, cianidina e
peonidina)
Flavanéis (catequina e
epicatequina)
3 Organico sem UV-C Flavonois (quercetina e
caempferol)
Estilbeno (trans e cis-resveratrol)

Atividade antioxidante

4 Orgéanico com UV-C

3 Resultados

2.5 Efeito dos sistemas de producido e da aplicacao da
radiacao UV-C na composicao fisico-quimica de sucos de
uva cv. Concord

Os sucos produzidos com uvas provenientes de sistema de producao
convencional e organico avaliados logo apdés sua elaboragdo diferiram
significamente entre si para acidez total titulavel e sélidos soluveis totais. Os teores
de solidos soluveis totais e de acidez total titulavel se mostraram superiores nos
sucos organicos. Ja, a aplicacdo poés-colheita da radiacdo UV-C nao influenciou os
teores de pH e acidez total titulavel, mas houve decréscimo dos teores de sélidos
soluveis totais em sucos provenientes de uvas tratadas com essa radiacao (Tabela
3).
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas de sucos de uva Vitis labrusca, cv. Concord, com e
sem tratamento pds-colheita com UV-C, provenientes de sistema de produg¢é@o convencional

e organico
Tratamentos
L Sucos*
Variaveis - —
Convencional Convencional Organico Organico

uv-C 9 uv-C
pH 3,09+0,01 bc A 3,14+ 0,04 abc A 3,06+ 0,01 bc A 3,19+ 0,12 abc A
Acidez total titulavel 0,96 +0,03b A 0,99 + 0,00 ab A 1,08+0,03aA 1,01£0,12abA

(g &cido tartarico.100mL" suco)

Solidos soluvelis totais 1472+0,06 c A 13,97 +0,06d B 16,72+ 0,06 a A 1547 +0,06 b B

(2 Brix)

*Valores médios (n=3) seguidos do seu desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra mailscula ou mindscula na mesma
linha ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras minusculas
correspondem a comparacao entre todos os tratamentos e letras mailsculas a comparagao entre as uvas em cada sistema de
producgao.

O teor dos compostos fendlicos dos sucos variou de 81,37 a 87,19 mg de
acido galico equivante. 100g™ de suco, sendo que ndo houve diferenca significativa
entre os sistemas de producdo convencionais e organicos. Apds a aplicagao da
radiacao UV-C houve um incremento significativo do teor desses compostos para 0s
sucos produzidos com uvas de sistema de produgéo convencional (Figura 1 A).

Com relacao as antocianinas totais ndo houve diferenca significativa no teor
destes componentes nos sucos provenientes de uvas de sistema de producéo
convencional e organico. O tratamento com radiagdo UV-C propiciou aumento no
teor de antocianinas somente nos sucos elaborados com uvas de sistema de
produgéo convencional.

Os sucos elaborados com uvas de sistema de producdo convencional
apresentaram maior teor de malvidina e peonidina em relacdo aos sucos produzidos
com uvas de sistema organico, enquanto que o teor das demais antocianinas
avaliadas foi similar para ambos os sucos. Os teores de malvidina, delfinidina e
cianidina foram superiores nos sucos produzidos a partir de uvas de sistema de
producdo convencional tratadas com radiacdo UV-C. Por outro lado, nos sucos
oriundos de uvas de sistema de producao organico tratadas com UV-C s6 houve
incremento no teor de peonidina (Figura 1 E).

Quanto aos flavandéis, os sucos produzidos com uvas de sistema de producgéao

convencional apresentaram maior teor de catequina, sendo que os valores de
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epicatequina nao diferiram entre o sistema de producdo convencional e organico.
Somente os sucos elaborados com uvas de sistema de produgdo organico tratadas
com UV-C apresentaram teores de epicatequina superiores 0s sucos elaborados
com uvas sem tratamento (Figura 1 C).

Nao houve diferenga significativa nos teores dos flavonois quercetina e
caempferol dos sucos elaborados com uvas de sistema de producao convencional e
organico, mesmo quando aplicada a radiacao UV-C (Figura 1 D).

Os teores de trans e cis-resveratrol dos sucos produzidos com uvas oriundas
de sistema organico e convencional ndo diferiram estatisticamente. Apenas o suco
elaborado com uvas de sistema de producdo organico tratadas com UV-C
apresentaram valores de cis-resveratrol superiores ao suco produzido com uvas nao
tratadas (Figura 1 B). Os valores das analises de compostos bioativos também estao
descritos no Apéndice B.
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Figura 1. Teores de compostos fendlicos totais (A), resveratrol (B), flavanéis (C), flavonéis
(D), antocianinas totais e individuais (E) dos sucos de uva Vitis labrusca, cv. Concord, com e
sem tratamento poés-colheita UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de
producao convencional e organico.

* Nas barras estdo representados os valores médios (n=3) e o desvio padrdo. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula ou minuscula nas barras nao diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras minusculas
correspondem a comparacao entre todos os tratamentos e letras mailsculas a comparacgéao

entre os sucos produzidos com uvas em cada sistema de producgéao.

Os sucos oriundos de uvas de sistema de produgédo convencional e organico

submetidas a radiacdo UV-C néao diferiram estatisticamente em relacao a atividade
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antioxidante expressa em ECsp. No entanto, os sucos de uvas de sistema de
producdo organico tratadas com UV-C apresentaram atividade antioxidante
expressa em TEAC superior aquela do suco nao tratado. Quando a atividade
antioxidante foi avaliada pelo método de reducado do ferro (FRAP) o suco que
apresentou maior atividade antioxidante foi aquele elaborado com uvas produzidas
no sistema convencional sem tratamento com UV-C (Tabela 4).

Tabela 4. Atividade antioxidante dos sucos de uva Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem
tratamento pos-colheita UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de producao

convencional e organico

Tratamentos
Sucos*
Variaveis =
i Convencional . Organico
Convencional Organico
uv-C uv-C
ECSO**
; 4552,98 +118,12a A 457551 £41758a A  4647,59+152,00aA 4539,40+152,32a A
(mL suco.g” DPPH)

TEAC***

11,74+ 0,17 ab A 11,52+ 0,23b A 10,57 +£0,18d B 11,01 £0,12c A

(uM Trolox. mL™" suco)

FRAP****

64,66 £5,63aA 48,04 £2,27 bc B 41,43+0,75cA 47,99+224 bc A

M Trolox.mL™" suco)
(w

*Valores médios (n=3) seguidos do seu desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra mailscula ou miniscula na mesma
linha nédo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras minldsculas
correspondem a comparagao entre todos os tratamentos e letras mailsculas a comparagao entre as uvas em cada sistema de
produgao.

**ECso: quantidade de amostra necessaria para reduzir 50% a concentragao inicial de DPPH.

***TEAC: atividade antioxidante equivalente ao Trolox.

**** FRAP: atividade antioxidante pelo método de redugéo do ferro.

A atividade antioxidante dos sucos elaborados com uvas provenientes de
sistema convencional apresentaram correlacao linear positiva forte (r=0,7353) com
os teores de peonidina. Ao contrario dos teores de trans-resveratrol (r=-0,9995) e
cis-resveratrol (r=-0,9995) que apresentaram correlacao linear negativa muito forte.
Nao houve correlacdo dos teores de antocianinas totais e caempferol com a
atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos sucos elaborados com uvas provenientes de
sistema convencional UV-C apresentaram correlacdo linear positiva forte com os
teores de quercetina (r=0,8847) e trans-resveratrol (r=0,8847). Ao contrario do teor
de cis-resveratrol (r=-0,9993) que apresentaram correlacdo linear negativa muito
forte. Nao houve correlacéo dos teores de caempferol com a atividade antioxidante.
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A atividade antioxidante dos sucos elaborados com uvas provenientes de
sistema organico apresentaram correlagdo linear positiva forte (r=0,9880) com os
teores de cianidina. Ao contrario dos teores de epicatequina (r=-0,9187) que
apresentaram correlacdo linear negativa muito forte. Nao houve correlacdo dos
teores de caempferol com a atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos sucos elaborados com uvas provenientes de
sistema organico UV-C apresentaram correlacao linear positiva forte (r=0,9862) com
os teores de compostos fendlicos totais. Ao contrario dos teores de catequina (r=-
0,9687) e cis-resveratrol (r=-0,9687) que apresentaram correlagdo linear negativa
muito forte (Tabela 5).

Tabela 5. Correlacdo entre os teores de compostos bioativos e a atividade antioxidante
expressa em ECsy de sucos de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pds-

colheita UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgéo convencional e

organico
Coeficiente de correlacao (r)
Compostos bioativos  Sucodewva  CITEIGINS  Sucodeuwva  ©(T0 T e
UV-C ganico Uv-C

Compostos fendlicos totais - 0,9949 - 0,7606 0,6883 0,9862
Antocianinas totais * 0,3950 0,9063 0,9687
Malvidina 0,6708 0,1530 - 0,7479 0,6994
Delfinidina - 0,3069 -0,3616 0,0872 0,4027
Cianidina -0,2475 - 0,7301 0,9880 - 0,0300
Peonidina 0,7353 - 0,5331 - 0,2960 -0,7147
Flavanois

Catequina -0,6310 - 0,2400 -0,3158 - 0,9687
Epicatequina 0,0005 -0,3143 -0,9187 - 0,8033
Flavonois

Quercetina - 0,0309 0,8847 0,9618 - 0,6994
Caempferol * * * -0,2484
Estilbeno

frans-resveratrol - 0,9995 0,8847 -0,0872 0,0608
cis-resveratrol - 0,9995 - 0,9993 - 0,4226 - 0,9687

* Nao houve correlacao.
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As variaveis de cor estudadas apresentaram diferenca estatistica entre si.
Em relacdo a coordenada a* (verde ao vermelho), os valores foram positivos, entre
45,11 e 58,61, indicando a presenga do componente de cor vermelha nos sucos. A
coordenada b* (amarelo ao azul) também apresentou valores positivos, entre 8,51 e
19,99, mostrando tendéncia a cor azul. Foi possivel observar o aumento do angulo
de tonalidade de cor (°H) nos sucos elaborados com uvas submetidas ao UV-C em
relacdo aos sucos de uvas néo tratadas, assim como o0 aumento de luminosidade (L)
(Tabela 6).

Tabela 6. Angulos de tonalidade de cor (°H), luminosidade (L) e coordenadas de
cromaticidade a* e b* dos sucos de uva Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento
pés-colheita UV-C, provenientes de vinhedos cultivados em sistema de producéo

convencional e organico

Tratamentos
Sucos*

Variaveis
. Convencional L Organico
Convencional Orgéanico
uv-C uv-C

°H
. 10,68+1,80cB 19,22+£0,89a A 13,49 £ 1,43 bc B 18,22 +2,74a A
(Angulo Hue)

L 20,54 +3,08cB 28,30+ 4,60 ab A 21,83+1,27cB 32,01 +1,67aA

a* 45,11+ 1,96 bc B 57,25+3,14aA 51,24+231ab A 58,61 +2,05aA

b* 8,51+1,37¢cB 19,99 £2,08a A 12,32 £ 1,89 abc A 19,40 £ 3,70 abc A

Os sucos de uva oriundos de sistema de producao convencional nao
apresentaram correlacdo; os sucos de uva de sistema de producdo convencional
UV-C apresentaram correlacao linear positiva forte (r=0,8075); os sucos de uva de
sistema de producéo organico apresentaram correlacao linear muito forte (r=0,9242)
e 0s sucos de uva de sistema de producao organico UV-C apresentaram correlacéao
moderada (r=0,4470) entre os teores de antocianinas totais e o angulo de tonalidade
de cor (Tabela 7).
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Tabela 7. Correlagédo entre os teores de antocianinas totais e o angulo de tonalidade de cor
(H®) de sucos de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento pds-colheita UV-C,
provenientes de vinhedos cultivados em sistema de produgéo convencional e organico

* Nao houve correlagao.

Coeficiente de correlacao (r)

Compostos bioativos Sucodeuva  SUcO© de_uval Sucodeuva  Sucodeuva
convencional ~ ¢onvenciona organico organico
uv-C uv-C
Antocianinas totais * 0,8075 0,9242 0,4470

4 Discussao dos resultados

Varios estudos tém investigado a influéncia do sistema de producdo na
composicao quimica da uva e de seus produtos derivados (DANI et al., 2007;
CORRALES et al.,, 2010; MULERO; PARDO; ZAFRILLA, 2010). Tais pesquisas
relatam os beneficios da agricultura organica, destacando a nao utilizacao de
produtos fitossanitarios durante o cultivo e a producdo de uva e derivados com
maiores teores de compostos fendlicos. No entanto, essas afirmativas nao sao
unanimes, conforme estudos realizados por Vian et al. (2006), os quais verificaram
teores de antocianinas superiores em uvas de sistema de producao convencional e
Freitas et al. (2010), que constataram similaridade no teor de resveratrol entre os
sucos obtidos de uvas de sistema de produgcdo convencional e organico. Nesse
contexto, mesmo se tratando de tematica amplamente estudada, ha necessidade de
estudos continuados de modo a se formularem teorias e praticas acerca da
probleméatica. Nesse estudo, a avaliacdo esta centrada na caracterizacdo do suco
elaborado a partir de uvas produzidas em dois sistemas de producéo e tratadas com
radiacao UV-C depois de colhidas.

A legislacao brasileira estabelece parametros analiticos para o suco de uva
a fim de assegurar sua identidade e qualidade (BRASIL, 2004). Segundo Rizzon e
Meneguzzo (2007), o valor minimo de pH no suco de uva deve ser de 3,0. Os
valores de pH obtidos neste estudo s&o similares aos obtidos por Haas (2007) para
o suco de uva da cultivar Concord. Esta semelhancga, provavelmente, pode ter
ocorrido, por se tratar da mesma cultivar utilizada neste estudo, pois segundo
Pinheiro et al. (2009), este parametro pode variar com as caracteristicas das
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variedades. Esse valor de pH é coerente com a cultivar e estd adequado para a
conservacao de um suco de uva submetido ao tratamento térmico de pasteurizacao
(SANTANA et al., 2008).

A acidez titulavel do suco de uva é decorréncia, principalmente, dos acidos
tartarico, malico e citrico. Esses acidos organicos conferem um pH baixo, sendo que
o valor minimo para este parametro varia de 3,0 a 3,1 nestes sucos (RIZZON;
MENEGUZZO, 2007), garantindo um equilibrio entre os gostos doce e &cido
(RIZZON; LINK, 2006). Segundo Pinheiro et al. (2009), a acidez total titulavel pode
variar de 0,41 g de acido tartarico em 100 mL de suco até valores superiores a 0,90
g de acido tartarico em 100 mL de suco. Os sucos analisados apresentaram acidez
total titulavel acima do limite estabelecido pela legislacao que é de 0,90 g de acido
tartarico em 100 mL de suco (BRASIL, 2004). O estadio de maturacdo e as
condigdes de cultivo podem ter induzido a maior acidez. A radiagdo UV-C né&o
influenciou os valores de pH e de acidez total titulavel dos sucos, assim como
ocorreu nas pesquisas de Pala e Toklucu (2013) em suco de uva, Caminiti et al.
(2012) e Noci et al. (2008) em suco de maca e Pala e Toklucu (2011) em suco de
roma3, tratados com UV-C.

Os sélidos soluveis totais dos sucos avaliados apresentaram-se dentro do
limite estabelecido pela legislacédo brasileira que € de 14 °Brix (BRASIL, 2004). Os
sucos organicos tiveram niveis superiores de soélidos sollveis, o que pode estar
relacionado com as caracteristicas da uva produzida. A qualidade nutricional
superior do solo (Tabela 1) e 0 manejo técnico no sistema de produgcédo organico
podem ter influenciado essa caracteristica. Segundo Sautter (2003), a diminui¢do no
teor de sélidos sollUveis totais apds a aplicacdo do UV-C pode ser devido ao
consumo de acucares para a biossintese de outros compostos, tais como o
resveratrol, corroborando com os resultados encontrados neste estudo, no qual se
evidenciou um incremento nos teores de antocianinas e epicatequina.

Os compostos fendlicos sdao metabdlitos secundarios produzidos e
acumulados nas plantas. Dependendo da presenca de fatores bibticos e abibticos a
que estas sdo submetidas, isso pode resultar em diferentes quantidades destes
compostos nos érgaos das plantas (DANI, 2006). Segundo Corrales et al. (2010),
estudos comparando esses compostos em uvas de sistema de producao organico e
convencional ainda sao inconsistentes. Mulero, Pardo e Zafrilla (2010), ao avaliarem

vinhos oriundos de uvas de sistema de producdo orgénico e convencional, nao
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verificaram diferencas nos teores de compostos fendlicos totais desses produtos, a
semelhanca do que ocorreu neste estudo. No entanto, Dani et al. (2007), ao
estudarem sucos de uva da cv. Bordd de diferentes sistemas de producio
observaram maior teor de compostos fendlicos totais nos sucos orgéanicos.

Sautter (2003) analisou sucos provenientes de uvas tratadas com UV-C e
detectou valores de compostos fendlicos totais semelhantes aos obtidos neste
estudo, sendo que esses teores nao foram afetados apds a aplicacdo do tratamento
UV-C. Outras pesquisas aplicaram esta radiacdo diretamente nos sucos de roma
(PALA; TOKLUCU, 2011), maca (CAMINITI et al., 2012), uva (PALA; TOKLUCU,
2013) e melancia (FENG et al., 2013), e observaram este mesmo comportamento.
No entanto, Noci et al. (2008) e Ochoa-Velasco e Guerrero-Beltran (2012)
verificaram uma diminuicdo no teor desses compostos em sucos de maca e pitaia,
respectivamente. Essas diferencas ocorrem possivelmente pelas diferentes
dosagens de radiagdo UV-C aplicadas nas uvas e sucos.

O sistema de producao em que as uvas foram cultivadas também nao afetou
o teor de antocianinas totais presentes nos respectivos sucos. A malvidina foi a
antocianina majoritaria encontrada em ambos os sucos. Mulero, Pardo e Zafrilla
(2010) também encontraram esta antocianina em maior quantidade nos vinhos
oriundos de uvas de sistema de producao convencional e organico. No entanto,
diferentemente do que ocorreu neste estudo, estes mesmos autores encontraram
maior teor de antocianinas em vinhos oriundos de sistema de produgao organica. Da
mesma forma, Dani et al. (2007) encontraram maiores valores de antocianinas em
sucos de uva de sistema de produ¢ao organico.

A aplicacao da radiagao UV-C somente promoveu a indugao de antocianinas
totais nos sucos oriundos de uvas de sistema de produgdo convencional. Este
comportamento também foi observado nesses sucos com as antocianinas
individuais malvidina, delfinidina e peonidina. Embora nos sucos de uva de sistema
de producao organico nao tenha havido modificacao no teor de antocianinas totais, a
aplicagdo de UV-C teve influéncia no teor de cianidina, propiciando um incremento
deste componente. No entanto, ndo foram observadas mudancas nos teores de
antocianinas ap6s o tratamento UV-C de sucos de romé e de uva nos estudos de
Pala e Toklucu (2011) e (2013), respectivamente.

O teor de catequina foi superior em sucos de uvas de sistema de producao
convencional. Dani et al. (2007) também encontraram valores elevados deste
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flavanol durante a avaliacdo de sucos de uva da cultivar Bordd de sistema
convencional produzidos em escala piloto. JA os valores de epicatequina néo
diferiram em ambos os sucos. A aplicacdo de UV-C somente incrementou o teor de
epicatequina nos sucos de uvas oriundas de sistema de producao organico.

Nao houve diferenca significativa no teor de flavondis entre os sucos
avaliados. Isto também foi observado por Mulero, Pardo e Zafrilla (2010) em vinhos
elaborados com uvas de sistema de producéo convencional e organico.

Neste estudo ndo houve diferenca no teor de trans e cis-resveratrol entre o0s
sucos produzidos com uvas de diferentes sistemas de producéo. Por outro lado,
Freitas et al. (2010), obtiveram teores de trans-resveratrol de 2,59 e 3,25 mg.100mL"
' em sucos processados com uvas da cultivar Concord de sistema de producéo
organico e convencional, respectivamente. De modo geral, concentracdes
significativas de resveratrol sdo encontradas nos sucos de uvas brasileiros, porém
essas concentracdes variam de acordo com a origem e o tipo da uva, o processo de
extracdo do suco e a infeccdo fungica ocorrente na videira. Segundo Sautter (2003),
a radiacao UV-C aumentou consideravelmente os niveis de trans-resveratrol nos
sucos elaborados com uvas que sofreram este tratamento pds-colheita, sendo que
isto ndo ocorreu com o cis-resveratrol. Diferentemente, neste estudo somente houve
aumento no teor de cis-resveratrol com a aplicacdo do UV-C em sucos de uvas cuja
origem é o sistema de producao organico

Neste trabalho a atividade antioxidante dos sucos oriundos de uvas de
sistema de producdo organico esteve mais correlacionada com o teor de
antocianinas totais e epicatequina, enquanto que os sucos produzidos com uvas de
sistema convencional apresentaram baixa correlacdo com 0s componentes
avaliados, demonstrando haver diferencas entre os sistemas de producdo. Em
concordancia, Dani et al. (2007) verificaram que 0s sucos processados com uvas
Vitis labrusca sao considerados fontes de antioxidantes e que a atividade biolégica é
influenciada ndo somente pelo teor dos compostos fendlicos mas também pelo
manejo agricola utilizado.

Alguns estudos observaram que a atividade antioxidante pode diminuir com
a aplicacdo da radiacao UV-C, dependendo da dose utilizada, em suco de pitaia
(OCHOA-VELASCO; GUERRERO-BELTRAN, 2012) e macd (CAMINITI et al.,
2010). Neste trabalho, pelo método FRAP observou-se uma diminui¢cdo na atividade
antioxidante dos sucos de uva de sistema convencional tratados com UV-C. Quando
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expressa em TEAC, houve um discreto incremento da atividade antioxidante nos
sucos de uva provenientes de sistema de producao organico com UV-C. No entanto,
pelo método DPPH nao houve diferenca significativa na atividade antioxidante dos
sucos avaliados, corroborando com os estudos de Pala e Tocluku (2011) em sucos
de roma tratados com UV-C. Essas diferengas podem ser explicadas pela
sensibilidade de detecgdo de cada método utilizado para a avaliacdo da atividade
antioxidante. Conforme lacopini et al. (2008), ndo existe um Unico método universal
a qual a atividade antioxidante possa ser avaliada e resultados variaveis podem ser
obtidos usando diferentes ensaios, devido ao uso de diferentes radicais ou
ambientes de reacao.

O sistema de producao nao afetou a coloracao dos sucos analisados. Ja, a
radiacao UV-C influenciou na cor dos sucos, sendo que para os sucos de uvas de
sistema de producédo convencional houve aumento de todos os parametros de cor
avaliados (a*, b*, L e °H). Nos sucos de uvas provenientes de sistema organico de
producdo houve incremento do angulo de tonalidade e luminosidade. A luz
ultravioleta pode afetar as duplas ligacdes das antocianinas e levar a degradacao,
possibilitando a sua descoloragdo (FRANCIS, 2000). Isto pode ser percebido pelo
aumento dos valores de luminosidade dos sucos submetidos a radiacdo UV-C.

5 Conclusao

Sucos elaborados com uvas, cv. Concord, oriundas de sistema de producao
organico, apresentam teores de compostos bioativos e atividade antioxidante
similares aos sucos processados com uvas de sistema convencional. A aplicacao da
radiacdo UV-C nas uvas apds a colheita resultou em sucos com maior teor de
compostos bioativos. No entanto, esse tratamento pods-colheita atua de forma
diferenciada na sintese desses compostos dependendo do sistema de producéo da
uva, ou seja, no caso da uva organica a resposta pode estar correlacionada aos

fatores de equilibrio existentes no cultivo.
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Consideracoes finais

Levando em consideracao as hipéteses formuladas neste trabalho para uva
(Vitis labrusca, cv. Concord), pode-se afirmar que:

A producao organica, que inclui praticas que estimulam mecanismos de
defesa das plantas, proporcionou maior sintese e acumulo de compostos fenélicos
totais, taninos totais e quercetina na uva, comparativamente ao sistema de producéo

convencional.

A aplicagéao da radiagdo UV-C apés a colheita da uva estimula a sintese de

compostos bioativos.

O maior acumulo de compostos bioativos decorrente da aplicagdo da
radiacdo UV-C esta correlacionado ao maior acumulo de transcritos de genes da via

de biossintese desses compostos.

Sucos elaborados com uvas oriundas de produgédo organica contém teor de
compostos bioativos similares aqueles produzidos com uvas de sistema de producéo
convencional, sendo que a aplicacao da radiagdo UV-C nessas uvas resultou em
sucos com maior teor de compostos bioativos.
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Apéndice A

Teores de compostos bioativos de uvas Vitis labrusca, cv. Concord, com e sem tratamento

pds-colheita UV-C, provenientes de sistema de produgéo convencional e organico

Tratamentos

Variaveis Uvas *

(mg.100g™" uva)

Convencional

Convencional
uv-c

Organica

Organica
uv-C

Compostos fendlicos totais

400,76 +4,80cB

422,63 +2,77b A

487,76 £ 0,00 a A

491,35+1,81aA

Antocianinas totais

68,00+0,03bB

98,00 +£0,01 aA

65,00+0,00bA

69,00 +0,02b A

Taninos totais

280,96 £5,73c A

267,30 £3,64CcA

354,63+4,72b B

371,59 £ 7,57a A

Antocianinas

Malvidina 30,84 £0,53¢cB 40,11 +0,24a A 30,67 +1,28¢cB 33,15+0,55b A
Delfinidina 28,31+0,34bB 30,46 £0,70 2 A 28,30 £0,29b B 30,26 £0,98 a A
Cianidina 0,85+0,74bB 10,86 +3,93a A 1,74+ 0,45b A 0,74+0,65b A
Peonidina 7,48+0,46bB 12,17+0,26 a A 4,97 +£0,38c B 6,86 £0,24b A
Flavanoéis

Catequina 16,65+0,88d B 21,18+0,26 b A 18,22+0,30cB 23,26 £0,56 a A

Epicatequina

31,48+0,61bB

39,53+0,52aA

30,83+0,55bB

40,40 £0,58 a A

Flavonois
Quercetina 0,00+ 0,00bB 1,07+ 0,23a A 1,02+ 0,30 a A 0,75+ 0,07ab A
caempferol 0,00+ 0,00bB 0,00+ 0,000B 0,00+ 0,00bB 0,55+ 0,21 a A
Estilbeno (mg. L")
trans-resveratrol 2,0+0,00bB 2,0+0,00bB 2,0+0,00bB 4,68+0,01aA

*Valores médios (n=3) seguidos do seu desvio padrdao. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha nao
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras minlsculas
correspondem a comparagdo entre todos os tratamentos e letras mailsculas a comparagao entre uvas tratadas
ou ndo com UV-C em cada sistema de producao.
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Apéndice B

Teores de compostos bioativos dos sucos produzidos com uvas Vitis labrusca, cv. Concord,
com e sem tratamento poés-colheita UV-C, provenientes de sistema de producéao

convencional e organico

Tratamentos
Variaveis Sucos*
(mg.100g'suco) ] Convencional o Organico
Convencional Orgéanico
uv-c uv-c
Compostos fendlicos totais 81,37+ 0,24b B 85,20+ 0,37 ab A 85,20+2,45 ab A 87,19+0,37 a A

Antocianinas totais

25,00+0,00bB

36,00+ 0,03aA

23,00+ 0,01 b A

21,00+ 0,01 b A

Antocianinas

Malvidina 14,70+ 0,62b B 16,97 £ 0,50 a A 11,50+ 0,44cA 11,17+0,23c A
Delfinidina 9,43+0,21bB 11,70+ 0,44 a A 9,10+0,17b A 8,67 +0,61bA
Cianidina 0,18+0,15ab A 0,47 £0,15aA 0,06 £0,04cB 0,37 £0,21 ab A
Peonidina 1,60+0,46 b B 443+0,12aA 1,47 +£0,47bB 1,20+0,10bB
Flavanoéis

Catequina 9,10 +£0,53aA 10,67 £0,42a A 8,87+0,25b A 10,10+ 0,17b A

Epicatequina

16,27 £0,95b A

17,93 +£2,08b A

15,47 £0,74bB

17,63 £1,06 a A

Flavonoéis
Quercetina 0,20+0,10aA 0,10+0,10aA 0,17+0,15aA 0,23+0,06aA
caempferol 0,00 £0,00aA 0,00 £0,00aA 0,00 £0,00 a A 0,100,002 A

Estilbeno
trans-resveratrol 0,53+0,03aA 0,50 +0,05aA 0,47+0,12aA 0,53+0,15aA
Cis-resveratrol 0,53 £0,06 b A 0,63 +£0,06 b A 0,60 £0,01b B 1,67+0,06aA

*Valores médios (n=3) seguidos do seu desvio padrdao. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha nao
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras minlsculas
correspondem a comparagao entre todos os tratamentos e letras mailsculas a comparagao entre uvas tratadas
ou ndo com UV-C em cada sistema de producao.



