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RESUMO

A videira (Vitis vinifera L.) ¢ uma das plantas mais cultivadas em Portugal, sendo que as suas folhas nao tém praticamente
utilizagdo. Trabalhos recentes demonstraram que sdo constituidas por uma série de componentes que lhe conferem
propriedades e funcdes de elevada importancia. No presente trabalho, pretendeu-se avaliar as folhas de diferentes castas
de videira no que respeita ao seu teor em antioxidantes e bioatividade com vista a sua inclusao na dieta humana.

A partir de 10 castas de videira, quatro tintas (Tinta Amarela, Tinta Roriz, Touriga Franca e Touriga Nacional) e seis
brancas (Cédega do Larinho, Fernado Pires, Gouveio, Malvasia Fina, Rabigato e Viosinho) cultivadas no Planalto
Mirandés, e colhidas amostras de folhas sas, foram obtidos resultados que indicaram que as castas brancas tém maior
teor em componentes bioativos e potencial antioxidante, sendo as folhas da casta Malvasia Fina as que apresentaram
maior interesse para serem processadas e incluidas como ingrediente na dieta humana.

Palavras-chave: Vitis vinifera L., folhas de videira, composicao fitoquimica, atividade antioxidante.

ABSTRACT

Grapevine (Vitis vinifera L.) is one of the most cultivated plants in Portugal, and its leaves have practically no use. Recent
studies have shown that the leaves consist of a range of components that confer properties and functions of huge
importance. The present study aimed to assess the leaves from different grape varieties regarding their antioxidants
content and bioactivity in order to include in the human dietary.

From the 10 grape varieties, four red (Tinta Amarela, Tinta Roriz, Touriga Franca e Touriga Nacional) and six white
(Cddega do Larinho, Fernao Pires, Gouveio, Malvasia Fina, Rabigato and Viosinho) grown in the Planalto Mirandés,
samples were harvested from healthy leaves and the results obtained indicated that the white varieties have the most
interesting antioxidant potential and bioactive components, being the leaves of Malvasia Fina those with the greatest
potential to be processed and included as an ingredient in the human diet.

Keywords: Vitis vinifera L., grape leaves, phytochemical composition, antioxidant activity.
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INTRODUCAO

Pertencente a familia Vitaceae, a videira, do Latim
Vitis, é composta por muitas espécies distribuidas
mundialmente, sendo essencialmente reconhe-
cida devido a producdo de uva, que é utilizada
em grande escala para consumo “in natura” ou até
mesmo para elaboracao de diferentes matérias-
-primas (Teixeira et al., 2002).

O continente Europeu tem uma grande producao
de uva com uma producao de cerca de 26,5 milhdes
de toneladas comparativamente as 77 milhdes de
toneladas produzidas mundialmente. Portugal
produz 828 mil toneladas de uva em 179,5 mil
hectares, ou seja 4,94% da area agricola nacional
(FAO, 2013). Embora a videira seja uma cultura
muito importante em Portugal, os seus subpro-
dutos, como é o caso da folha, sao desvalorizados.
Tendo a videira uma grande representatividade de
producao foliar, seria importante fomentar novas
maneiras de valorizar este subproduto. A folha
de videira é utilizada para consumo humano
em varias regides do mundo, principalmente em
paises do Norte de Africa e no Médio-Oriente
(Harb et al., 2015), bem como na América do Sul,
nomeadamente no Brasil. Nesta perspetiva, o
presente trabalho visa realizar um estudo preli-
minar para prospetar possiveis castas, brancas e

tintas, que possam ter valor fitoquimico, para o seu
posterior processamento tecnolégico e inclusao na
dieta humana. Desta forma as folhas de videira
ricas em antioxidantes seriam incluidas na dieta
humana, reduzindo a quantidade de residuos da
vinha e criando-se assim uma estratégia de valori-
zagao deste subprodutos.

MATERIAL E METODOS

Amostras e preparagdo dos extratos

Foram selecionadas 10 castas, seis brancas (Codega
do Larinho, Ferndo Pires, Gouveio, Malvasia Fina,
Rabigato and Viosinho) e quatro tintas (Tinta
Amarela, Tinta Roriz, Touriga Franca e Touriga
Nacional), apresentadas na Figura 1, tendo sido
colhidas trés amostras independentes por casta,
totalizando 30 amostras, de folhas sas.

As amostras foram congeladas e liofilizadas sendo
os extratos aquosos realizados da seguinte forma:
5 g de folhas liofilizadas e trituradas foram adicio-
nadas a 250 mL de agua destilada em ebuli¢do
durante 45 minutos, seguido de filtracdo com
papel de filtro Whatman n.? 4. O filtrado foi poste-
riormente liofilizado para obter o extrato seco.
O extrato foi redissolvido em agua destilada a

Castas brancas

Cobdega do Larinho Ferndo Pires  Gouveio
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»
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Figura 1 - Folhas de castas de videira em estudo provenientes do Planalto Mirandés.
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50 mg mL", sendo preparadas concentracdes que
variaram entre 0,01 e 2 mg mL"! e foram aplicadas
em todos os métodos em estudo, salvo exposto o
contrario.

Atividade antioxidante

Atividade sequestradora do radical DPPH

A analise de avaliagdo da atividade sequestra-
dora realizada pelo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) foi verificada de acordo com o procedi-
mento descrito por Lima et al. (2016). A 0,3 mL de
cada concentracao foram adicionados 2,7 mL de
uma solu¢ao metanodlica de DPPH (6 x 105 mol L+).
A mistura foi colocada no escuro durante 1 hora e
o comprimento de onda foi lido a 517 nm.

A percentagem de inibicdo foi calculada pela
descoloragao da solucdo com DPPH, a partir da
seguinte equacao:
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Onde: Abs,, ., corresponde a absorvancia da
solu¢ao de DPPH; Abs,_ ... a absorvancia da
solucao com o extrato da amostra. A concentragao
de extrato que promove 50% de inibi¢ao (EC,)) foi
calculada por percentagem do efeito bloqueador
em funcdo da concentragido de extrato da analise,
analisada por representagao grafica.

Atividade sequestradora do radical ABTS (ABTSe+)

De acordo com o método descrito por Samaniego
Sanchez et al. (2007), a 25 mL de ABTS (7 mmol L)
foram adicionados 440 pL de K,S,0;4 (140 mmol L),
permanecendo a solugdo no escuro entre 12 a 16
horas. Apds esse periodo obteve-se uma solugao
ajustada com absorvancia 0,70+0,02 a 734 nm
através da solucdo dissolvida em etanol. A cada
2 mL da solugao ajustada de ABTS adicionaram-se
100 uL de extrato das varias concentragoes testadas.

A percentagem de inibicao dos radicais de ABTS
foi calculada pela descoloracao da solugao a partir
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da seguinte equacao:
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Onde: AbS, ;. o aiustada COTTESPONde a0 valor de absor-
vancia 0,70+0,02; Abs,, ... a0 valor da amostra em
solugdo ABTS. O EC,; foi calculado de mesmo
modo a analise de DPPH.

total método

Capacidade  redutora
Folin-Ciocalteau

pelo

A capacidade redutora total (CRT) foi avaliada
com base no procedimento descrito por Lima et al.
(2016). Fez-se a mistura de 1 mL de amostra (0,5
e 1 mg mL"), 1 mL de Folin-Ciocalteau, 1 mL de
carbonato de s6dio (Na,CO,) e 7 mL de agua desti-
lada. Toda a mistura permaneceu 90 minutos ao
abrigo de luz, logo procedeu-se com a leitura da
absorvancia a 725 nm. O acido galico foi usado para
a construgdo de uma reta de calibracao (concentra-
¢Oes que variaram entre 0,001 e 1 mM), sendo os
resultados expressos em mg miliequivalentes de
acido galico por g de extrato (mg AG g7).

Determinacao do poder redutor

A determinacao da capacidade do agente redutor
(antioxidante) foi baseada na metodologia descrita
por Berker et al. (2007). Foram misturados 1 mL
de cada concentragdo do extrato em 2,5 mL de
solugao tampao (fosfato de sdédio a 200 mmol L)
com pH=6,6 e 2,5 mL de ferricianeto de potassio
(1%). Toda essa mistura foi agitada vigorosamente
e incubada a 50°C durante 20 minutos. Apos arre-
fecimento, foram adicionados 2,5 mL de acido
tricloroacético (10%). Em seguida retirou-se 2,5 mL
de sobrenadante e misturou-se com 2,5 mL de
agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico (0,1%).
A absorvancia foi lida a 700 nm ap6s 2 minutos de
repouso da ultima agitacao.

A concentracao de extrato a que corresponde uma
absorvancia de 0,5 é definida como EC,, e foi calcu-
lada em funcéo da concentracao de extrato testada.



Avaliacgdo de diferentes grupos fendlicos

A partir da metodologia descrita por Boulanouar
etal. (2013), foram adicionados 1 mL de uma
solucao de etanol a 96% contendo 0,1% de acido
cloridrico a 2% em 1 mL das concentracdes do
extrato (0,5 e 1 mg mL1). Acido cloridrico a 2% foi
adicionado as amostras até se obter um volume
total de 10 mL, sendo, em seguida, agitado vigo-
rosamente. Os valores da absorvancia foram lidos
a 280 nm para a determinagdo dos fendis totais,
usando acido galico (AG) como padrao (0,001 e
1 mM), a 320 nm para determinar os derivados do
acido hidroxicinamico (DAH), usando do acido
cafeico (AC) como padrdo (0,001 e 1 mM), e a
360 nm para definir os flavonois, usando a quer-
cetina (Q) como padrao (0,001 e 0,5 mM). Os resul-
tados foram expressos em mg equivalentes do
respetivo padrao usado por grama de extrato:
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Andlise estatistica

Os dados obtidos nas 10 castas de videira foram
avaliados através de analise de variancia usando o
teste de Tukey de comparagdes multiplas ou o teste
de Dunnett T3 também dependendo se a igualdade
de variadncias foi assumida ou nao. Todos os testes
foram realizados com um nivel de significancia de
5%. Foi também realizada uma analise de compo-
nentes principais (ACP). Todos os tratamentos
estatisticos foram realizados com o software SPSS,
versao22.0 (IBM Corporation, Novalorque, E.U.A.).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antioxidante

Todas as amostras em estudo foram avaliadas
através de dois tipos de testes antioxidantes in vitro:
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Figura 2 - Atividade antiradicalar para os métodos DPPH (A), ABTS (B), poder redutor (C), e capacidade redutora (D) dos
extratos aquosos obtidos das folhas de 10 castas de videira. Dentro de cada componente estudado, valores médios
com letras diferentes, diferem significativamente (P < 0,05). *EC,, (mg mL?): Concentracdo efetiva capaz de inibir
50% dos radicais livres; **EC,, (mg mL?): Concentracdo efetiva cuja absorvéncia a 700 nm é 0,5.
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métodos de atividade antiradicalar (DPPH e ABTS)
e métodos de capacidade redutora (poder redutor e
CRT), sendo osresultados apresentadosna Figura 2.

Na analise de DPPH, verificaram-se diferencas
significativas entre as amostras (P<0,001).
Os valores de EC,, variaram entre 0,133 e
0,234 mg mL-, respetivamente nas castas Codega
do Larinho e Tinta Roriz.

Na analise de ABTS houve diferencas estatisticas
(P<0,001), tendo apresentado a Malvasia Fina e
a Touriga Franca os menores (0,258 mg mL") e
maiores (0,402 mg mL") valores de EC,, respetiva-
mente. Quando avaliado o poder redutor de cada
casta, verificaram-se diferencas significativas entre
as amostras (P<0,001), onde a casta Touriga Franca
apresentou elevado valor de EC,, (0,534 mg mL"),
enquanto mais uma vez a casta Malvasia Fina apre-
sentou menor valor (0,371 mg mL").

Na CRT também se verificaram diferengas signifi-
cativas (P<0,001) porém a casta Malvasia Fina apre-
sentou maior CRT, com 115,0 mg AG g7, enquanto
a casta Touriga Franca apresentou menor CRT com
72,5 mg AG g.

Os resultados obtidos na atividade antioxidante,
nomeadamentenosvaloresde EC, doDPPHepoder
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180

150
120

w o
o ©

Fenodis Totais

redutor, estdo em consonancia com os resultados
obtidos em outras castas Portuguesas avaliadas
através do mesmo tipo de extragao, atribuindo as
castas brancas estudadas, na generalidade, uma
maior atividade antioxidante (Fernandes et al.,
2013). No entanto os resultados obtidos na CRT
foram abaixo do obtido por Fernandes et al. (2013).
Vérios fatores poderao explicar esta diferenca, como
fatores edafoclimaticos, praticas culturais, época
de colheita, entre outros (Katalinic et al., 2013).

Com vista a estimar as castas com maior potencial
bioativo para processamento alimentar, tomou-se
em consideracao, além da atividade antioxidante,
a composigao em componentes bioativos, como os
compostos fenolicos.

Diferentes grupos fendlicos

Realizou-se também o estudo da composigao fito-
quimica das castas em estudo, nomeadamente o
teor em compostos fendlicos, derivados do acido
hidroxicinamico e flavondis, sendo os dados
obtidos apresentados na Figura 3. Verificaram-se
diferencas significativas para os teores de fendis
totais (P<0,001), variando entre 112 mg AG g nas
castas Gouveio e Touriga Franca, e 150 mg AG g
na casta Malvasia Fina (Figura 3). Em relacdo

DAH M (Castas Tintas

Flavonois

mg componente g extrato™!
(Vo]
o o

Figura 3 - Composicdo em fendis totais (mg AG g extrato), flavonéis (mg Q g extrato) e derivados do acido hidroxicindmico
(DAH) (mg AC g extrato?) nos extratos aquosos das folhas das 10 castas de videira. Dentro de cada componente
estudado, valores médios com letras diferentes, diferem significativamente (P<0,05).
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ao teor em flavondis, as castas Malvasia Fina,
Rabigato e Touriga Nacional apresentaram teores
superiores. A variacdo dos derivados do acido
hidroxicinamico mostrou ser também significa-
tiva nas diferentes castas (P=0,027), apresentando
a casta Gouveio um teor reduzido, enquanto a
Malvasia Fina e Viosinho apresentaram valores
mais elevados.

Os valores de fendis totais apresentados sdo supe-
riores aos reportados por Fernandes et al. (2013),
onde se avaliou o perfil fendlico de folhas de
videira de castas brancas e tintas por cromatografia
liquida.

Através da avaliacao destes grupos de compostos
bioativos, juntamente com os dados obtidos na
atividade antioxidante, verificamos correlacoes
significativas. Para os valores de fendis totais
obtidos e a andlise de DPPH nao houve correlagao
significativa (R>=0,023; P=0,422; y=246,3x+165,5).
Tal facto ja tinha sido constatado por Fernandes
et al. (2013). Porém, em relacdo as analises de ABTS
e poder redutor, houve uma correlacdo muito
significativa (R2=0,271; P=0,003; y=143,7x+178,4 e
R>=0,290; P=0,002; y=135,6x+190,3 respetivamente).
Assim, com uma reduc¢do do teor em fendis totais,
possivelmente maior sera a quantidade de extrato
necessaria para atingir o EC,;, nas analises com
correlacao significativa, o que implica uma menor
atividade antioxidante.

Com base nos resultados obtidos na atividade
antioxidante e no teor em compostos bioativos,
verificou-se de uma maneira geral que as castas
brancas possuem um maior potencial bioativo e
maior teor em compostos bioativos. A partida, esta
constatagao além de estar relacionada com o maior
teor em fendis presente nas castas brancas podera
ser devido a composi¢do em outros componentes
como flavondis e estilbenos, em folhas colhidas em
agosto e setembro (Katalinic ef al., 2013). Balik et al.
(2008) também mostraram que as folhas das castas
brancas sao as dominantes em trans-resveratrol,
trans-piceid (derivado do resveratrol) e no acido
caftarico, quando comparados as castas tintas.

Esta diferenciacao entre castas também foi obser-
vada quando os dados obtidos foram usados
numa Andlise de Componentes Principais
(ACP) (Figura 4), onde na generalidade é visivel

a separacao das castas brancas e castas tintas.
Na regiao positiva da componente principal 1 esta
representada a casta Malvasia Fina (casta branca)
uma vez que apresentou elevados teores de fendis
totais, derivados do acido hidroxicinamico e flavo-
nois. No extremo oposto esta representada a casta
Touriga Franca, que apresentou na generalidade
valores mais elevados de EC;, principalmente no
ABTS e poder redutor. Isto implica que esta casta
foi a que apresentou menor atividade antioxidante.
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Figura 4 - Analise de componentes principais obtida a partir
dos dados da atividade antioxidante e composi¢ao
em compostos bioativos de folhas de videira de
10 castas. As componentes principais explicam
67,32% da variancia total dos dados.

CONCLUSOES

No presente trabalho, na generalidade as castas
brancas estudadas foram aquelas que apresen-
taram melhores respostas a atividade antioxi-
dante e composi¢cao em compostos bioativos. Uma
avaliacdo entre diversas variedades, através da
interpretagao dos dados obtidos para as analises
dentro da atividade antioxidante e da composigao
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em compostos bioativos, juntamente com a inter- ~AGRADECIMENTOS
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