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RESUMO

O processo de vinificagdo de uvas brancas, principalmente na etapa pré-
fermentativa, requer cuidados por serem susceptiveis as reagdes oxidativas no
mosto, que influenciam diretamente na qualidade do vinho. Os sulfitos sdo os
principais produtos enoldgicos utilizados para prevenir as reagdes de oxidacao, no
entanto, a utilizacdo de altas concentracées pode acarretar em efeitos negativos no
aroma do vinho, assim como riscos a saude dos consumidores sensiveis a este
composto. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de diferentes
produtos enoldgicos na etapa pré-fermentativa do processo de vinificagdo da uva
Goethe sobre a composicdo fendlica e o escurecimento do mosto e vinho. Nos
experimentos, o mosto da uva Goethe foi dividido em cinco tanques: metabissulfito
de potassio 20% (m/v) (controle); metabissulfito de potassio 10 % (m/v);
metabissulfito de potassio 10% (m/v) e tanino galico (20g/hL); metabissulfito 10%
(m/v) e glutationa (20 g/hL); metabissulfito de potassio 10% (m/v), tanino galico (20
g/hL) e glutationa (20 g/hL). Apds adicdo dos produtos enoldgico, amostras dos
mostos foram coletadas para as analises. Todos os vinhos foram elaborados por
micronivificacdo. Foram avaliados a atividade da polifenoloxidase, composigao
fendlica, atividade antioxidante, indice de escurecimento e teor de acidos organicos
dos mostos e vinhos. Os resultados deste estudo demonstraram que a reducao do
sulfito para uma concentragdo de 10% (m/v) em conjunto com a aplicagdo da
glutationa e tanino galico, apresentaram a mesma eficiéncia para inativar a enzima
polifenoloxidase no mosto quando comparado a amostra com adicdo de
metabissulfito de potassio 20% (m/v). Além disto, a adicdo de glutationa e tanino
galico também resultaram em menor concentragdo de orto-difendis, com uma
reducdo de 50% quando comparado ao controle, assim como reduziu o
escurecimento do mosto, indicando eficiente protecdo contra oxidagdo. O vinho
proveniente de mosto com adicdo combinada de metabissulfito de potassio,
glutationa e tanino galico, apresentou maiores teores de polifendis, como o acido
trans-caftarico. O maior teor deste acido fendlico no vinho pode indicar menor
ocorréncia de reagdes oxidativas no mosto, uma vez que € um dos principais
substratos da enzima polifenoloxidase. Os resultados demonstraram uma alternativa
para a reducao da concentragao de sulfitos na etapa pré-fermentativa, sendo a sua
associagdo com glutationa e tanino galico uma alternativa promissora a ser
empregada no processo de vinificagdo a fim de evitar as reagdes de oxidacao do
mosto e vinho.

Palavras-chave: glutationa; polifendis; sulfito; tanino galico; oxidagao.



ABSTRACT

The vinification process of white grapes, especially in the pre-fermentation stage,
requires attention as they are susceptible to oxidative reactions in the must, which
directly influence the quality of the wine. Sulfites are the main oenological products
used to prevent oxidation reactions, however, the use of high concentrations can
negatively influence the aroma of the wine, it also brings risks to the health of
consumers sensitive to this compound.The objective of this work was to evaluate the
effect of the addition of different oenological products in the pre-fermentation stage of
the Goethe grape vinification process on the phenolic composition and browning of
must and wine. The Goethe grape must was divided into five tanks for the
experiments: potassium metabisulfite 20% (m/v) (control); 10% (w/v) potassium
metabisulfite; 10% potassium metabisulfite (m/v) and gallic tannin (20g/hL); 10%
metabisulfite and glutathione (20 g/hL); 10% potassium metabisulfite (w/v), gallic
tannin (20 g/hL) and glutathione (20 g/hL). After adding the oenological products,
samples of the musts were collected for analysis. All wines were produced by
microvinification. The polyphenoloxidase activity, phenolic composition, antioxidant
activity, browning index and organic acid content of musts and wines were evaluated.
The results of this study indicated that reducing sulfite to a concentration of 10%
(m/v) in conjunction with the use of glutathione and gallic tannin, showed the same
efficiency to inactivate the polyphenoloxidase enzyme in the must when compared to
the sample with addition of 20% potassium metabisulfite (m/v). Furthermore, the
addition of glutathione and gallic tannin also resulted in a lower concentration of
ortho-diphenols, with a reduction of 50% when compared to the control, as well as
reducing the browning of the must, indicating efficient protection against oxidation.
The wine from must with the combined addition of potassium metabisulfite,
glutathione and gallic tannin, showed higher levels of polyphenols, such as trans-
caftaric acid. The higher content of this phenolic acid in wine may indicate a lower
occurrence of oxidative reactions in the must, since it is one of the main substrates of
the polyphenoloxidase enzyme. The results demonstrated an alternative for reducing
sulfite concentrations in the pre-fermentation stage, and its association with
glutathione and gallic tannin is a promising alternative to be used in the winemaking
process to prevent must and wine oxidation reactions.

Keywords: glutathione; polyphenols; sulfite; gallic tannin; oxidation.
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1 INTRODUGCAO

A uva Goethe tornou-se tipica da Regido de Urussanga no Sul do Estado de
Santa Catarina, apresentando historia, especificidade de produgao e tipicidade no
vinho produzido. A elaboragdo de vinhos Goethe na regido dos Vales da Uva
Goethe, apresenta impacto sécio econdmico importante nesta regido. Com a busca
por elaborar vinhos de qualidade, tipicidade e identidade, a Associagdao dos
Produtores de Uva e Vinho Goethe (PROGOETHE) conquistou em 2012 o registro
de Indicacédo Geografica “Vales da Uva Goethe”, um reconhecimento dos vinhos
elaborados agregando valor para este produto (PROGOETHE, 2019).

A vinificacdo da uva branca, como a uva Goethe, para a elaboragao de
vinhos requer cuidados em diversas etapas do processo, uma vez que a vinificagao
de uvas brancas necessita de maiores cuidados para minimizar alteracoes
indesejadas, principalmente em funcdo da oxidagdo, que pode iniciar na obtengao
do mosto e se estender até o armazenamento do vinho em garrafa (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a). Durante a vinificagdo de vinhos brancos, o escurecimento de
mosto e vinho pode ser proveniente de duas reacdes principais, a oxidagao
enzimatica e a nao enzimatica, também denominada de oxidagdo quimica. A
oxidacdo enzimatica prevalece nas etapas pré-fermentativas em que o
escurecimento do mosto ocorre principalmente em fungdo da enzima
polifenoloxidase, que oxida os compostos fendlicos gerando produtos de coloragao
marrom. Na oxidagao quimica, os principais agentes sdo os ions metalicos de ferro e
cobre, ambos envolvidos em reagdes de troca de elétrons que acabam promovendo
0 escurecimento. Este tipo de reacédo prevalece no vinho, principalmente durante o
armazenamento em garrafa (OLIVEIRA et al., 2011).

A oxidagao enzimatica ocorre nas etapas iniciais do processo de vinificagao
quando ha o rompimento da baga para obtencdo do mosto. Neste momento do
processo, a enzima polifenoloxidase entra em contato com o oxigénio, e na
presenca de compostos fendlicos, principalmente dos acidos hidroxicinAmicos como
o acido caftarico, acarreta no escurecimento do meio. Nesta reacdo, os polifendis
sdo transformados em o-difendis seguido de o-quinonas, que entdo originam
polimeros escuros (LI; GUO; WANG, 2008).

Cabe destacar que junto com o escurecimento do vinho pode ocorrer

também a diminuicdo da concentragdo dos compostos fendlicos, ja que os mesmos
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sao os principais substratos das reagdes de oxidacdo enzimatica. Os polifendis sao
importantes compostos presentes nas uvas e sao essenciais para a qualidade dos
vinhos, uma vez que sao responsaveis pelas caracteristicas de cor, sabor e
adstringéncia (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009; ROBICHAUD; NOBLE, 1990;
VALLY et al., 2009).

Em funcdo da sensibilidade do vinho branco as reacbdes de oxidagao e
consequente escurecimento, € necessario a aplicagao de produtos enoldgicos para
minimizar as reag¢des oxidativas, principalmente as enzimaticas, que ocorrem no
mosto da uva. O principal produto utilizado é o sulfito que além de apresentar acao
no controle microbioldgico, é efetivo na redugéo do escurecimento desde as etapas
iniciais da vinificagdo. Entretanto, estudos tém demonstrado que o uso de altas
concentragcbes de sulfito no mosto pode apresentar potencial efeito negativo no
aroma do vinho. Assim como, pesquisas apontam que o consumo de sulfitos em
excesso pode desencadear severas reagdes alérgicas em pessoas que apresentam
sensibilidade (GUERRERO; CANTOS-VILLAR, 2014; VALLY et al., 2009).

Com base nisto, pesquisas vém sendo realizadas em busca de novas
tecnologias alternativas para minimizar o desenvolvimento de reag¢des oxidativas no
mosto (FERRER-GALLEGO et al., 2017; MARCHANTE et al., 2019; SONNI et al.,
2009; SONNI et al., 2011a), e consequente escurecimento do vinho, sem alterar a
composicdo quimica e a qualidade do vinho branco (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006a; VIGNAULT et al., 2018). Até o momento, ndo ha estudos na literatura sobre o
efeito da aplicagdo de diferentes produtos enoldgicos no mosto da uva Goethe e a
influéncia na oxidagao do mosto e vinho. Assim, esta pesquisa visa disponibilizar
novas alternativas de vinificagdo que apresentem impactos positivos na composicao

dos vinhos.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar a influéncia da adicdo de diferentes produtos enolégicos, visando a

reducao do teor de sulfitos na etapa pré-fermentativa do processo de vinificagado da
uva Goethe, sobre a composi¢cdo do mosto e do vinho.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da utilizagdo dos produtos enoldgicos, metabissulfito de
potassio, glutationa e tanino galico na etapa pré-fermentativa, em relagdo a
inibicdo da atividade da enzima polifenoloxidase no mosto e indice de
escurecimento;

e Determinar o efeito dos tratamentos pré-fermentativos na composi¢cao
fendlica, capacidade antioxidante e escurecimento do vinho;

¢ Avaliar o impacto da redugédo da concentracédo de sulfito adicionado no mosto
e o efeito da associacdo de uma menor concentracdo de sulfito com tanino
galico e glutationa quanto a prevencéo da oxidagdo do mosto e consequente
escurecimento do vinho;

e Disponibilizar uma possivel alternativa a ser aplicada durante o processo de

vinificagcao a fim de reduzir o teor de sulfitos nos vinhos brancos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 AUVA GOETHE

A uva Goethe chegou ao Brasil em 1890 com Benedito Marengo, logo apods
foi levada para Urussanga no inicio do século 20 por Giuseppe Caruso MacDonald,
onde se estabeleceu a producgao das videiras desde entdo. A variedade Goethe teve
boa aceitacao na regido de Urussanga, principalmente pela adaptacéo as condigbes
edafoclimaticas, especialmente ao verdo quente caracteristico da regido Carbonifera
(BRUNA et al., 2016; HASSE, 2011). A regido denominada Carbonifera localiza-se
no sul do estado de Santa Catarina e engloba os municipios de Urussanga, Pedras
Grandes, Braco do Norte, Nova Veneza e Morro da Fumacga. Os vinhos produzidos
nesta regido se diferenciam das demais regides vitivinicolas do estado uma vez que
sdo elaborados com a uva Goethe, cultivada somente nesta regido de Santa
Catarina (BRUNA et al., 2016; MARIOT, 2003).

Segundo o Vitis International Variety Catalogue (VIVC, 2019), a variedade
Goethe é uma uva hibrida oriunda do cruzamento entre as cultivares Moscatel de
Hamburgo (Vitis vinifera) e a Carter (hibrido) (Figura 1). Inicialmente esta variedade
era conhecida como Roger’s 1, devido ao seu criador Edward Stanniford Roger, com
origem nos Estado Unidos da América. O registro mais antigo desta variedade esta
em um catalogo de plantas de 1862, em Harling, Massachusetts, EUA (BRUNA et
al., 2016; MARIOT, 2003).

Figura 1 - Genealogia da Uva Goethe.

'Mnsrr.atn’da ‘Schiava ‘Isabel’
Alexandria’ Grossa’ (V. vinifera x V. vinifera
(V. vinifera) (V. vinifera) V. labrusca)

‘Moscato de . ‘Carter’
Hamburgo (V. vinifera x
(V. vinifera) . V.labrusca)

Goethe
{Hibrido)

Fonte: Bruna et al. (2016).
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A uva Goethe é caracterizada por apresentar cachos pequenos com bagas
grandes. Esta uva apresenta diferentes clones que possuem coloragéo distinta das
bagas e tamanho do cacho, como por exemplo a uva Goethe Classica que possui
uma coloragdo mais rosada enquanto a uva Goethe Primo a coloragdo da baga é
branca com bagas e cachos maiores do que a Classica (Figura 2). Como
caracteristica comum entre os clones, a casca apresenta pouca espessura o que
acarreta em maior sensibilidade a ocorréncia de danos fisicos. A Goethe Classica foi
o cultivar originalmente introduzido no estado, enquanto a Goethe Primo foi
originada de selegdes e mutagénicas do cultivar Goethe Classica e entdo foi logo
difundida na regido mostrando boa adaptagdo as condicbes edafoclimaticas
(BRUNA et al., 2016).

Fonte: PROGOETHE [2007]

Sao0 poucos os estudos disponiveis na literatura sobre a composi¢cao quimica
e sensorial da uva e do vinho Goethe, porém alguns pesquisadores ao avaliar o
vinho elaborado com esta variedade, afirmam haver um grande potencial para
elaboragao de vinhos de qualidade, marcado por suas caracteristicas peculiares de
sabor e aroma (ARCARI et al., 2013; CALIARI et al., 2014; FERREIRA-LIMA et al.,
2013). Pesquisa realizada por Cagliari e colaboradores (2014) que avaliaram o peffil
aromatico de espumantes elaborados com diferentes variedades de uvas, V.
labrusca e V. vinifera, utilizando o método tradicional, observaram que os
espumantes elaborados com a uva Goethe apresentaram caracteristicas aromaticas

proximas ao dos espumantes elaborados com variedades V. vinifera. Essa
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carateristica pode ser atribuida ao fato de a wuva Goethe apresentar
aproximadamente 87,5% de genes Vitis vinifera (PROGOETHE, 2019).

As peculiaridades e caracteristicas distinguiveis da uva e do vinho Goethe
produzidos na regido Carbonifera, associadas a sua importancia para a regiao e
para os produtores, impulsionou a criagdo da Associacdo dos Produtores de Uva e
Vinho Goethe (PROGOETHE) em 2005. O intuito foi promover a imagem e
reconhecimento da uva e do vinho Goethe proveniente desta regido, que em 2012
recebeu a concessao do registro de Indicagcdo de Procedéncia (IP) “Vales da Uva
Goethe”, do Instituto Nacional de Procedéncia Industrial (INPI), sendo a primeira
Indicacao Geografica (IG) do estado de Santa Catarina (BRUNA et al., 2016).

A 1G é um selo de reconhecimento dado a um produto ou servigo, referente a
um pais, cidade ou regidao. Em relacdo aos vinhos, a |G indica que a regiao
conseguiu se estabelecer, como uma boa produtora de vinho, que por sua vez
apresenta um produto com uma qualidade e ou caracteristica do produto conectado
a regiao, as pessoas e as uvas coletas. Este selo denota o reconhecimento da
qualidade, tipicidade e identidade dos vinhos. Esta qualidade e identidade
comprovada resultaram no reconhecimento dos vinhos Goethe pelo seu terroir, 0
qual esta atrelado a intrinseca relagcdo entre as caracteristicas do vinho, as
condigdes de solo e clima encontrados nesta regido. Para os produtores do Vale, a
obtencao da IG resulta em um aumento no desenvolvimento socioecondmico, devido
ao valor agregado, que acaba gerando empregos € movimentando a economia da
regidao (PROGOETHE, 2019).

A vitivinicultura mundial reconhece centenas de |G como patriménio coletivo
das regides e paises que as consolidaram (TONIETTO, 2002). No Brasil, existem
duas modalidades de Indicagdo Geogréfica: a Indicagao de Procedéncia (IP) e a
Denominacdo de Origem (DO). A IP se aplica as regides que se tornaram
reconhecidas na produg¢ao de vinhos, sendo este o selo atualmente utilizado pelos
vinhos Goethe. Utilizada tanto de reconhecimento da qualidade do vinho como
também de inicio para obtengdo da denominagao de origem (EMBRAPA, 2022; OIV,
2015). Na DO os vinhos apresentam qualidades ou caracteristicas que se devem
essencialmente ao meio geografico, incluidos os fatores naturais e os fatores
humanos contribuindo para a qualidade e tipicidade do vinho elaborado (OIV, 2015).
A denominagao de origem requer estudos cientificos que embasem o aspecto unico
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do produto, como caracteristicas naturais homogéneas de solo, clima, variedade

plantada como também padrdes de elaboragdo do produto.
2.2 PROCESSO DE VINIFICACAO

A transformacdo da uva madura em vinho € realizada pelo processo de
vinificagdo, marcado por um conjunto de etapas pré-fermentativas que inicia com a
colheita da uva, até o processo de fermentagdo alcodlica e/ou fermentagao

malolatica (Figura 3) (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a).

Figura 3 - Fluxograma geral do processo de vinificagdao de uva branca.

ﬁ
Colheita
fE
Desengace
I —— Etapas pré-fermentativa
Prensagem
Clarificagao
m—
Fermentagao
Estabilizagdo ~—— Etapas pos-fermentativa
Engarrafamento
—

Fonte: Adaptado de Jackson (2008).

A colheita de uvas brancas para vinificacdo requer cuidados extremos, uma
vez que sao mais suscetiveis as reagdes de oxidagdo que acarretam no
escurecimento e diminuicdo da concentragao de polifendis, que sdo os principais
substratos desta reagcdo. Em especial destaca-se a uva Goethe que apresenta
bastante sensibilidade quando madura (ARCARI, 2021). Na colheita, as uvas devem
estar saudaveis e apresentar maturidade tecnolégica uniforme (teor de agucar,

acidez, pH). Recomenda-se que a colheita de uvas brancas seja realizada nas
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primeiras horas do dia ou entdo no periodo noturno, a fim de evitar temperaturas
maiores que 20 °C (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a).

No processo de vinificagdo de vinhos brancos deve-se otimizar a fase pré-
fermentativa de obtencdo do mosto, a fim de que a migracdo de compostos das
partes solidas da uva, casca e semente, para o0 mosto durante a prensagem, seja
realizada em curto periodo de tempo para minimizar as reagdes que acarretam no
escurecimento do mosto. Além disto, nesta etapa também sao adicionados
diferentes produtos enoldgicos, com destaque para o sulfito, com o intuito de inibir a
agao enzimatica da polifenoloxidase (PPO) no mosto e preservar a composi¢gao
fendlica e volatil da uva e consequentemente do vinho (CHEYNIER et al., 1990).
Além da aplicacdo de sulfitos existem outros métodos que também podem ser
aplicados para minimizar o escurecimento, como o resfriamento das uvas e do
mosto (ARCARI, 2021; RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). No entanto, este curto
tempo de prensagem acarreta em reducdo de alguns precursores de aromas
varietais que migram da casca para o mosto (DES GACHONS; TOMINAGA,;
DUBOURDIEU, 2002). Assim, para que os aromas varietais estejam presentes no
vinho branco, utiliza-se uma prensa pneumatica para a obtengdo do mosto, o que
auxilia no processo de extracdo de compostos da uva em curto periodo de tempo
(JACKSON, 2008).

ApOs ser extraido, o mosto da uva possui uma aparéncia turva devido as
diversas particulas em suspencao como residuos insoluveis, fragmentos da pelicula,
da raquis e da polpa, entre outros. A clarificagdo do mosto consiste na remogao de
todo esse material suspenso presente no meio, que nao é de interesse para a etapa
de fermentacao e elaboragdo do vinho. Esse material € removido inicialmente por
precipitacdo por meio da adicdo de agentes clarificantes como a bentonita, que
propiciam a floculacdo e precipitacdo dos materiais em suspensdao, o qual é
removido por trasfegas. Entretanto, esta etapa também acaba por diminuir o teor de
compostos fendlicos e acidos organicos que sao importantes para composi¢cao do
vinho (JACKSON, 2008; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

O mosto clarificado é entdo submetido a fermentacao alcodlica pela acéo de
leveduras, sendo a Saccharomyces cerevisiae a mais utilizada. A fermentacao de
vinhos brancos € marcada por haver minimo ou nenhum contato do mosto com os
sélidos da uva (casca e semente). Este fato apresenta como consequéncia uma

menor extragao dos polifendis presentes na casca e semente para o mosto, quando
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comparado com os vinhos tintos, que apresentam maior tempo de maceragdo. O
contato limitado do mosto com a casca nas etapas pré-fermentativas possibilita a
elaboragao de vinho branco com uvas tintas, desde que seja elaborado sem a etapa
de maceracdo (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; 2006b). A fermentagdo alcodlica
do mosto ocorre em tanques, e diversos fatores influenciam no tempo de
fermentacdo e na qualidade do vinho, como as caracteristicas do mosto utilizado,
concentracdo de agucares e de nitrogénios assimilaveis, turbidez, as cepas de
leveduras, a temperatura de fermentagao e aeragao. A avaliagdo da densidade do
mosto é realizada diariamente para monitorar a concentracdo de agucares do meio,
sendo utilizada como um indicativo de término do processo fermentativo (JACKSON,
2008; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b). Para vinhos Goethe elaborados nos Vales
da Uva Goethe, considera-se ideal que o vinho finalize o processo com menos de
1g/L de acucares residuais (ARCARI, 2021).

Ap0s finalizar a etapa de fermentacdo, o vinho ainda necessita passar por
etapas de trasfegas para remover materiais insoluveis ainda presentes,
denominados de borras. Apds faz-se a estabilizacdo tartarica do vinho, realizada a
frio, para atingir a qualidade desejada de aroma e sabor, e apds os vinhos sao
engarrafados (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

2.2.1 Produtos enolégicos

Os agentes enoldgicos sdo produtos utilizados em diferentes etapas da
vinificagdo, que apresentam diferentes fun¢gdes como, prevenir a oxidagao, evitar a
contaminagdo por microrganismos, clarificacdo, maximizar a extracado dos
compostos da uva, prevenir a perda de coloragao, entre outros efeitos. Dentre os
agentes enoldégicos amplamente utilizados no mosto e no vinho destaca-se o
metabissulfito de potassio, que pode ser aplicado desde o0 momento do desengace,
maceragao até no produto acabado antes do engarrafamento (RIBEREAU-GAYON,
et al., 2006b). Os sulfitos sdo largamente utilizados na vinificagdo devido a uma
gama de agdbes, dentre elas protegao frente as reagdes oxidativas, principalmente no
mosto, uma vez que os sulfitos sdo potentes inibidores da PPO, o que justifica sua
aplicagdo nas etapas pré-fermentativas. Além disto, apresentam agado contra o
desenvolvimento de microrganismos contaminantes no meio por isso também é
adicionado no vinho antes do engarrafamento (RIBEREAU-GAYON, et al., 2006b;
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GUERRERO; CANTOS-VILLAR, 2014). Tanto a legislagéo internacional (OIV, 2019)
como a brasileira (BRASIL, 2016) preconizam valores maximos de sulfito que podem
estar presentes no vinho branco para consumo, sendo 200 mg/L a 300 mg/L,
respectivamente.

Cabe ressaltar que embora o didxido de enxofre seja um eficiente agente de
protecdo da oxidagdo, alguns consumidores s&o sensiveis ao consumo desta
substancia, e apresentam dentre outros sintomas, reacbes alérgicas (CLARK;
PRENZLER; SCOLLARY, 2003; SONNI et al., 2011b). Desta forma, nos ultimos
anos os vitivinicultores sentiram a necessidade de buscar alternativas para reduzir a
utilizacao de sulfito no vinho (WEBBER et al., 2017; GIACOSA et al., 2019). Embora
a eliminagao total do sulfito ndo seja viavel no processo tradicional de vinificagao,
evidéncias cientificas e tecnolégicas confirmam a possibilidade de reduzir
significativamente seu uso nas etapas pré-fermentativas (WEBBER et al., 2014).
Sendo assim novas substancias que possam ser utilizadas como antioxidantes sao
alvos de diversos estudos (SONNI et al., 2011b; GIACOSA et al., 2019).

Dentre outros produtos enoldgicos que também podem ser utilizados durante
0 processo de vinificagdo, estdo a glutationa associada a leveduras inativadas com
substrato para fermentacao e os taninos enolégicos (SONNI et al., 2009; PASTOR et
al., 2015). Produtos enoldgicos como leveduras inativas com adi¢ao de glutationa,
apresentam potencial de reduzir a oxidagdo do mosto, devido a acdo da glutationa
na sequéncia de reagdes catalisadas pela PPO com formacdo do GRP (Grape
Reaction Product) (Li et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011). Estudos avaliaram a
adicao de glutationa em vinho (WEBBER et al., 2017), e os resultados apresentaram
um menor indice de escurecimento do vinho com a adi¢do de glutationa, e menores
concentracdoes de acetaldeidos. Outros pesquisadores observaram que a presenca
de glutationa no meio também reduziu a diminui¢do da concentragdo dos compostos
aromaticos durante o envelhecimento do vinho (TOMASEVIC et al., 2017). A adigao
de glutationa em conjunto com outro antioxidante, como o acido ascdrbico,
apresentou uma maior protecdo contra as reacbes oxidativas, com a glutationa
sendo capaz de minimizar a degradagao do acido ascorbico (SONNI et al., 2011b).

Cabe ressaltar que ha poucos estudos que avaliam a adigdo de glutationa
no mosto da uva e os efeitos acarretados na composi¢do do vinho, a maioria dos
trabalhos avalia a aplicagdo de glutationa apos a fermentagdo alcodlica ou em
solugao modelo de vinho (SONNI et al., 2011b; TOMASEVIC et al., 2017; WEBBER
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etal., 2017). A Legislagao brasileira ndo faz alusdo a adi¢ao de glutationa em vinho,
no entanto, a OIV preconiza o teor de glutationa no vinho, uma concentragéo final
maxima de 20 mg/L.

Os taninos enolégicos, sdo compostos fendlicos extraidos de uma unica
especie botanica ou de uma mistura de espécies, incluindo aqueles da uva e do
carvalho, entre outros. Podem ser classificados dependendo da origem botanica em
dois grupos: taninos hidrolisados provenientes principalmente do carvalho (tanino
galico e tanino elagico) e taninos condensados que sao provenientes da uva
(HASLAM, 2007). Pesquisadores observaram que os taninos hidrolisados
apresentam distinguida capacidade antioxidante, possivelmente devido a sua
estrutura quimica ser rica em derivados do acido galico que apresentam efetiva agao
quelante (HAGERMAN et al., 1998). Pesquisas foram realizadas para investigar a
utilizacdo de tanino galico no mosto sem adigao de sulfito para prevenir a oxidagao
de compostos volateis no vinho (SONNI et al., 2009; SONNI et al., 2011a), mas
ainda nao ha dados da literatura relacionando com o efeito na composigao fendlica

do mosto e vinho Goethe.

2.3 PRINCIPAIS COMPOSTOS DA UVA E DO VINHO BRANCO

2.3.1 Acgucar

Os acgucares séo produzidos durante a fotossintese nos vegetais, sendo que
em uvas o0s principais agucares sao glicose e frutose, geralmente monitoradas pelo
teor de solidos soluveis totais (°Brix). A concentragdo dos mesmos varia conforme o
grau de maturacdo, a variedade da uva e a sanidade. A sacarose € pouco
encontrada nas variedades de uva V. vinifera, com maior concentragdo em
variedades V. labrusca e hibridas. Os agucares sao fundamentais para o processo
de vinificacdo, sendo a fonte para producao de alcool, gas carbbénico e outros
subprodutos, pelas leveduras durante a fermentagao alcodlica (JACKSON, 2008;
MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009).

Os carboidratos presentes na uva podem participar de reagdes bioquimicas
envolvendo enzimas como as pectinases e as celulases, que originam como
produtos, diferentes fracbes de carboidratos. A adicdo de enzimas é uma pratica

comum durante o processo de elaboracdo de vinho, sendo que na vinificagao de
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vinhos brancos €& amplamente utilizada na etapa pré-fermentativa a enzima
pectinase no mosto para clarificar o meio antes de inocular a levedura. Os agucares
também impactam no perfil dos acidos organicos do vinho, uma vez que a glicose e
outros agucares sao precursores das reagdes de biossintese de acidos organicos,
como os acidos malico, citrico e succinico (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009;
RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

2.3.2 Alcoois

Dentre os alcoois presentes no vinho, o alcool etilico € o mais abundante,
sendo a segunda substancia em maior teor no vinho apés a agua. O teor de etanol
tem grande impacto no vinho, pois pode interferir tanto nas propriedades fisicas,
quimicas e sensoriais dos vinhos, como na viscosidade, sabor, acidez, aroma e
estabilidade. Além disso, o etanol reduz a perda de aromas pela volatilizacéo, e
auxilia na dissolugdo dos mesmos durante a fermentagdo (JACKSON, 2008;
RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

Alguns fatores influenciam na producao de etanol pelas leveduras, como o
teor de oxigénio disponivel e os agucares disponiveis no mosto. A interrupcéo da
sintese de etanol no meio ocorre principalmente pelo fato da maioria das leveduras
serem inibidas pelo alcool, principalmente a niveis acima de 14% (v/v) (JACKSON,
2008).

Além do etanol, também podem ser encontrados os alcoois superiores no
vinho, que consiste de alcoois com mais de dois carbonos. Mesmo com essas
substancias estando em concentragdes baixas em relagcdo ao etanol, elas podem
influenciar nas caracteristicas sensoriais do vinho branco. A formagao desses
compostos esta condicionada a algumas variaveis, como a espécie da levedura, a
quantidade de acgucar, temperatura, pH, disponibilidade de nitrogénio no meio, nivel
de aeragcdo do mosto, variedade da uva e tempo de exposicdo com a casca
(MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009).

2.3.3 Acidos Organicos

O vinho é uma mistura complexa de acidos organicos, como aqueles

provenientes da uva como os acidos tartarico, malico e citrico, ou originados durante
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o processo de fermentagcdo, como os acidos latico, succinico, piravico e acético
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; TOSI et al., 2012).

Nas uvas o acido organico majoritario € o acido tartarico seguido do malico.
A evolugcado da concentragdo dos mesmos € utilizada para avaliar o processo de
maturacdo das uvas (MATO et al., 2007). Durante a etapa de maturagado o acido
malico apresenta diminuicdo da concentragdo enquanto que a concentracdo de
acido tartarico nao declina de forma intensa. O monitoramento da evolugao do teor
de acido tartarico e malico durante a maturagcdo é um importante parametro de
qualidade da uva, sendo amplamente utilizada a razao acido tartarico/acido malico
como um indicativo do grau de maturagdo da uva, contribuindo para definir o
momento de sua colheita (PALMA; BARROSO, 2002).

Os acidos organicos impactam na acidez, estabilidade da cor e também na
conservacdo dos vinhos. A diminuicdo da acidez do vinho pode acarretar em
alteracdes de brilho, aroma e sabor, além disso, o vinho se torna mais vulneravel a
contaminagao por microrganismos. Assim, vinhos de qualidade devem apresentar
um equilibrio da acidez e consequente balango no teor dos acidos organicos
(MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

2.3.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao a principal fonte de antioxidantes presentes na
natureza, esse grupo engloba uma grande variedade de substancias caracterizadas
por uma estrutura quimica composta de um anel aromatico ligado a um ou mais
grupos hidroxila (BOROSKI et al., 2015; JACKSON, 2008). Os compostos fendlicos
sao oriundos do metabolismo secundario da planta, principalmente via acido
chiquimico e acido melavénico. Na videira, a sintese de substancias fendlicas ocorre
principalmente em resposta ao metabolismo de defesa frente a condi¢des adversas
ou de estresse da planta, como ao ataque de fungos, radiacao ultravioleta, variacdes
de temperatura, déficit hidrico, entre outros fatores. (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006b).

Nas uvas, os fendlicos estao localizados principalmente na casca e semente
e em menores concentracdes na polpa. Sua concentragdo varia em fungcdo de
diversos fatores como espécie e variedade de uva, tratos culturais, estadio de

maturacdo e com as condi¢gdes edafoclimaticas do local de cultivo (RIBEREAU-
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GAYON et al., 2006b). Estas substancias exercem um papel fundamental nos
vinhos, por impactarem diretamente nas suas caracteristicas de cor, aroma e sabor,
assim como na diferenciagdo de vinhos brancos e tintos, uma vez que os tintos
apresentam maior concentragdo de polifendis (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).
Devido a diversidade e a complexidade dos grupos de compostos fendlicos
presentes nas uvas, com a utilizagdo de meétodos cromatograficos é possivel
determinar os biomarcadores fendlicos que caracterizam uma variedade de uva
(GARRIDO; BORGES, 2013).

Diferentes classes de compostos fendlicos ja foram elucidadas e

identificadas em uvas e vinhos, como os estilbenos, acidos fendlicos e flavonoides.

2.3.4.1 Estilbenos

Os estilbenos apresentam na estrutura quimica dois anéis aromaticos
ligados por um etano (Figura 4). Sao encontrados principalmente na casca da uva,
em maior concentragao na uva tinta, podem ser biossintetizados pela videira como
resposta defensiva ao estresse causado por radiacdo UV e infecgcdes
microbiolégicas (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Na uva o estilbeno presente
em maior concentragao € o frans-resveratrol, que tem sido alvo de pesquisas tanto
por sua acao de defesa na planta, como também pela atividade antioxidante e a
capacidade de inibir a carcinogénese em varios estagios que apresenta in vivo
(BAUR; SINCLAIR, 2006; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

Figura 4 - Principal estilbeno presente em uva e vinho.

OH

= trans-resveratrol
OH

Fonte: Adaptado de Ribéreau-Gayon et al. (2006b).

No vinho, o resveratrol pode estar presente sob duas formas isoméricas,

cis e trans, no entanto nas uvas a forma cis-resveratrol € pouco encontrada. Além
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disto, o resveratrol também pode estar combinado com glicosideos, denominado de
piceid ou pode ainda ocorrer em formas oligoméricas e poliméricas chamadas de
viniferinas, que sao formadas a partir da polimerizagdo oxidativa dos mondémeros de
resveratrol (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Como o resveratrol esta pressente
principalmente na casca da uva, o método de vinificagdo define a concentragéo
deste composto no vinho. Assim, vinhos tintos normalmente apresentam maiores
concentragcdes de resveratrol quando comparado aos vinhos brancos, devido ao

maior tempo de maceragado do mosto com a casca (GARRIDO; BORGES, 2013).

2.3.4.2 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos na uva sédo encontrados principalmente na casca, sendo
de facil extragdo na etapa de prensagem para obten¢gdo do mosto. Estruturalmente,
os acidos fendlicos tem como base uma estrutura formada por um anel aromatico,
um grupamento carboxilico € um ou mais grupamentos metoxila e/ou hidroxila
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; JACKSON, 2008).

Os acidos fendlicos compreendem dois grupos, os derivados do &acido

hidroxicinamico e do acido hidroxibenzoico (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura quimica dos principais acidos hidroxicinadmicos e

hidroxibenzoicos presentes nas uvas e vinhos.

Acidos hidroxicindmicos

COOR:
l Ry=H Ba=H Ry=H Acido p-cumdrico

g! R,=0OH R,=H Ry=H Acido Cafeico
Ry=0CH; R,=H Ry=H Acido Ferdlico
Ry=OH Ry=H Ry=dc Acido Caftarico

OH tartanco
n
Acidos hidroxibenzoicos
R,=0OH  Ry=H Rs=0H R,=H Acido p-hidroxibenzoico
,=H R, =OH Ry = OH R.=H Acido protocateico
OH Ry = Ry=0OH Ry=0H R,=0H Acido gilico

Ry=H R, =0CH, Ry=0H R, =0CH, Acido siringico
Ry =H R;=0CH; R;=0H R.=H Acido vanilico

Fonte: Adaptado de Moreno-Arribas e Polo (2009).

Os acidos hidroxicindmicos possuem nove atomos de carbono (C6-C3),
sendo o anel aromatico ligado a uma cadeia de trés carbonos. Dentre os acidos
desta classe, estdo presentes nas uvas e vinhos em maior concentracdo os acidos
p-cumarico, cafeico e caftarico (Figura 5), principalmente na forma de éster do acido
tartarico (BUIARELLI et al., 2010). Nas uvas brancas, os acidos hidroxicinamicos sao
os principais substratos das reagdes de escurecimento enzimatico (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a). Dentre estes compostos, o acido caftarico, além de ser o
composto desta classe mais abundante na uva branca, também é o principal
substrato da enzima polifenoloxidase. (CHEYNIER et al., 1990).

Um estudo realizado por Cheynier e colaboradores (1990), analisou a
relacdo do escurecimento do mosto com o comportamento dos compostos fendlicos
durante a reacao de oxidacado, e os autores observaram que a susceptibilidade ao
escurecimento dos mostos de uvas brancas foi essencialmente relacionada a
concentragédo inicial de acidos hidroxicinamicos. Essa correlagdo também foi
evidenciada em outros estudos realizados com vinhos brancos, que demonstraram

uma relacao proporcional do aumento da concentragao dos acidos fendlicos, com o
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aumento da concentragdo de hidroxilas (MARQUEZ et al., 2019; WATERHOUSE;
LAURIE, 2006).

Os acidos fendlicos derivados do hidroxibenzoico apresentam na sua
estrutura quimica sete carbonos (C6-C1), sendo o anel aromatico ligado a um
grupamento carboxilico (Figura 5). Os principais acidos desta classe presentes em
uva e vinho sao os acidos galico, vanilico, siringico, p-hidroxibenzoico e protocateico
(MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009; SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2003),
sendo o acido galico apontado como um dos mais importantes por ser precursor dos
taninos hidrolisaveis (GARRIDO; BORGES, 2013). Os acidos hidroxibenzoicos néo
exercem influéncia direta no sabor do vinho, mas podem causar alteracoes
aromaticas pela sua relagdo no aparecimento de fendis volateis (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a).

2.3.4.3 Flavonoides

Os flavonoides sao polifendis sintetizados pela via do acetato e pela via
fenilpropanoide. Todos os flavonoides possuem estrutura basica, contendo dois
anéis benzeno ligados a um anel heterociclico pirano (Figura 6). A estrutura basica
de todos os flavonoides contém 15 atomos de carbono, organizados em trés anéis
aromaticos (Figura 6) (ARAUJO, 2011; GRANATO; NUNES, 2017). Um anel
benzénico A (C6) tem juncado de dois carbonos com um segundo anel piranico C
(C3), o qual tem ligagdo simples com um terceiro anel benzénico B (C6)
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Figura 6 - Estrutura quimica basica dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de Boroski et al. (2015).

Os flavonoides possuem duas subunidades de fendis, incluindo seis
subclasses, diferindo no estado de oxidagdo do anel pirano heterociclico (anel C) e
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dos dois anéis aromaticos (A e B). A variacdo no anel C heterociclico é a base de
classificagdo dos flavonoides em varias subclasses: flavonois, flavonas, flavandis,
isoflavonas, flavanonas e antocianinas (GARRIDO; BORGES, 2013). Na natureza,
os flavonoides podem ser encontrados na forma livre ou conjugada, sendo
frequentemente esterificados com uma ou duas moléculas de agucar. Na familia dos
flavonoides, a diversidade quimica e complexidade sao principalmente associadas a
alta variedade de glicosideos formados, como também a ocorréncia de reagdes de
condensagao (GARRIDO; BORGES, 2013).

Os flavonoides sédo considerados antioxidantes efetivos devido a suas
propriedades sequestrantes de radicais livres e por quelar ions metalicos,
protegendo assim os tecidos dos radicais livres e da peroxidagcdo lipidica. A
propriedade antioxidante é direcionada sobre o radical hidroxil (OH) e o anion
superoéxido (Og-), que sédo espécies altamente reativas envolvidas na iniciacdo da
peroxidagao lipidica (GARRIDO; BORGES, 2013).

Os flavonoides presentes nas uvas sao principalmente trés classes,
flavonois, flavandis e as antocianinas, no entanto em uvas brancas destacam-se os
flavonois e flavanois (Figura 7), uma vez que as antocianinas estdo presentes em

uvas tintas.

Figura 7 - Estrutura dos principais flavonoides encontrados em uva e vinho branco.

Flavonodis 1
Ry=H Ry=H Campferol
R, =0H R;=H Quercetina
Ry =OH R; = OH Miricetina
Flavandis
RS
OH Procianidinas Unidade Monomérica
= | Ry =0OH Ry=H Ry=H {#)catequina
HO 0 N Ry=H Ry =0H Ry=H (-)epicatequina
OH
sk Prodelfinidinas
1'-22 Ry = OH Ry=H Ry =0OH {(+)galocatequina
OH Ry=H R; =0H Ry =0H (-)epigalocatequina

Fonte: Adaptado de Ribéreau-Gayon et al. (2006b).
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Os flavondis sédo caracterizados pela presenca da insaturagdo no anel
heterociclico, e uma hidroxila na posicdo 3 (Figura 7). Esses compostos sao
encontrados nas plantas principalmente na forma de glicosideos. Em uvas e vinhos
os flavondis principalmente encontrados sdo a quercetina, campferol e miricetina
(JACKSON, 2008). Sao sintetizados na casca, e exercerem um papel de prote¢cao
contra a radiagdo ultravioleta para a planta. Em vinhos brancos estes compostos sao
encontrados em baixas concentragdes, o que pode ser atribuido ao processo de
vinificagdo de uvas brancas, uma vez que o tempo de contato entre o mosto e a
casca € limitado. Além disto, elevadas concentra¢des de flavonois no vinho branco
nao sao desejadas, pois interferem na cor do vinho acarretando intensificagdo da cor
amarela (GARRIDO; BORGES, 2013; JACKSON, 2008; MORENO-ARRIBAS;
POLO, 2009).

Os flavandis em uva n&o sédo encontrados na forma de glicosideos, mas sim
esterificados com acido galico ou condensados com outros compostos. Em uvas os
principais flavandis sdo catequina e epicatequina. Sua presenga na casca e semente
limita a concentragdo em vinhos brancos devidos as etapas vinificagdo (MORENO-
ARRIBAS; POLO, 2009; WATERHOUSE, 2002). No vinho, o principal flavanol é a
catequina, e sua presenga esta associada a percepgdo do sabor amargo e
adstringéncia (ROBICHAUD; NOBLE, 1990).

Sioumis e colaboradores (2006) realizaram um estudo com sete uvas
brancas avaliando o inicio da oxidagao em vinhos brancos, com foco na cinética de
reacado do escurecimento. Os autores investigaram a correlagdo com os principais
compostos fendlicos e substratos da oxidagao com caracteristica de o-difenol, como
acido galico, acido caftarico, acido 2-S-glutationilcaftarico - GRP, acido cafeico,
catequina e epicatequina. No estudo, através da analise de regressao entre k
(constante de taxa de escurecimento) e a concentragdo dos compostos fendlicos
individuais, os autores observaram que a epicatequina foi o principal agente

envolvido da reacdo de escurecimento.
2.4 OXIDACAO DO MOSTO E VINHO BRANCO
As reacbes de oxidacdo que ocorrem em mostos e vinhos brancos

acarretam no escurecimento, afetando a qualidade destes produtos, uma vez que

interferem na coloracdo do vinho e na perda de frescor e de notas frutadas. As
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reacdes de oxidagcdo podem ocorrer desde a etapa de colheita das uvas, como
também nas diferentes etapas do processo de vinificagdo assim como durante o
armazenamento do vinho. Cabe ressaltar, que ao contrario do vinho branco, em
vinho tinto as reagdes de oxidagdao quando controladas podem ser benéficas,
resultando na estabilizacdo da cor e na reducédo da adstringéncia (SINGLETON,
1987; OLIVEIRA et al., 2011).

Os compostos fendlicos, presentes em uvas e vinhos, sdo os principais
substratos das reacdes de oxidagdo. As reagdes oxidativas sao marcadas por
diversas sequéncias de reacbes quimicas que sao influenciadas por diferentes
fatores como acidez do vinho, temperatura, oxigénio disponivel, presenga de sulfito e
de ions metalicos, como o ferro e o cobre (LI; GUO; WANG, 2008; RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a; WATERHOUSE; LAURIE, 2006).

O escurecimento de vinhos brancos pode ser atrelado as reacdes de
oxidacdo enzimatica e/ou quimica, que podem ocorrer durante as diferentes etapas
da vinificagdo até o armazenamento em garrafa. No entanto, os principais
mecanismos envolvidos nestas reagdes sao distintos. As reacdes de escurecimento
enzimatico ocorrerem principalmente no mosto, em etapas pré-fermentativas, devido
a maceragao e grande exposigdo do mosto ao oxigénio, o que torna o meio propicio
para agao das enzimas envolvidas. Com relacdao as reagdes de escurecimento nao
enzimaticas, estas ocorrem preferencialmente durante o periodo de armazenamento
do vinho, no entanto também podem ocorrer nas etapas pré-fermentativas (LI; GUO;
WANG, 2008).

2.4.1 Oxidagao enzimatica

As reacgdes de oxidacdo enzimatica apresentam como principal substrato os
compostos fendlicos, e estas ocorrem desde os estagios iniciais do processamento
da uva, com o rompimento das células vegetais presentes na casca da uva nas
etapas de desengace e maceracdo. Durante estas etapas, os vacuolos celulares,
principal localizagdo dos polifendis, sdo rompidos e liberados para o meio, onde
também estdo presentes as enzimas oxirredutases (LI; GUO; WANG, 2008;
MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Dentre as enzimas oxirredutases de relevancia
para a vinificagcdo pode-se citar a polifenoloxidase (PPO) (E.C. 1.10.3.1), uma

enzima que contem cobre na estrutura quimica. Cabe ressaltar que no mosto da uva
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também podem estar presentes outras enzimas, como a lacase (E.C. 1.10.3.2), que
ndo € uma enzima endogena da uva, sendo produzida principalmente pelo
metabolismo do fungo Botrytis cinerea, e a enzima peroxidase (E.C. 1.11.1.7), que
contem ferro na estrutura quimica agindo como aceptor de peréxido de hidrogénio.
Todas estas enzimas podem influenciar no escurecimento do mosto durante o
processo de vinificagao (LI; GUO; WANG, 2008; OLIVEIRA et al., 2011).

A reacgao de oxidagdo mediada pela enzima PPO ocorre inicialmente com a
hidroxilacdo de um monofenol tornando-o um o-difenol e apés a transformacéo do o-
difenol em uma o-quinona como podemos ver na figura 8. As o-quinonas formam
produtos condensados com uma grande variedade de compostos presentes no meio
como proteinas, aminoacidos e substancias fendlicas que sequencialmente formam
polimeros marrons originando o escurecimento do mosto (LI; GUO; WANG, 2008;
ROBARDS et al., 1999). Apds a formagao de o-quinonas no mosto, estas podem
apresentar diferentes rotas de reagdo como, por exemplo, a formacéo de polimeros
marrons. Pode ocorrer a reversibilidade da reagdo onde as o-quinonas retornam a o-
difendis através da presenca de compostos como o acido ascérbico e os sulfitos,
como também a possivel formacédo de GRP quando ha presenga de glutationa (LlI;
GUO; WANG, 2008). O mecanismo de formacado do GRP ocorre quando o acido
caftarico € oxidado pela enzima PPO e a quinona resultante reage com a glutationa
que esta presente naturalmente na uva ou mosto, originado assim o GRP, que é um
produto incolor e ndo é substrato para a PPO, impedindo a sequéncia da reagao de
escurecimento (CILLIERS; SINGLETON, 1989; LI; GUO; WANG, 2008; MORENO-
ARRIBAS; POLO, 2009; WATERHOUSE; LAURIE, 2006).

Figura 8 - Reagao de escurecimento enzimatico no mosto de uva branca.
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Fonte: Li, Guo e Wang (2008).



36
2.4.2 Oxidagao quimica

No vinho, a principal reagao de escurecimento ocorre por via ndo enzimatica,
também denominada de oxidagdo quimica, que engloba um conjunto de reagdes
que acarretam na alteracdo da cor do vinho branco. Uma destas reacdes € a reagao
de Fenton demonstrada na Figura 9, que consiste na reacdo do ion ferroso (Fe?")
com o peréxido de hidrogénio com a formagao de um radical hidroxila (HO-), que por
sua vez é um produto reduzido do oxigénio e tem a capacidade de oxidar as
moléculas organicas presentes nos vinhos (WATERHOUSE; LAURIE, 2006). O
radical ndo apresenta seletividade nas reagbes de oxidag&do, assim reage com
diferentes compostos presentes no meio, como os polifendis, agucares, acidos
organicos e etanol (DANILEWICZ, 2007; LI; GUO; WANG, 2008; WATERHOUSE;
LAURIE, 2006).

Figura 9 - Esquema da Reacao de Fenton.

+ . - 3+
Fe-" + H0; —> HO" + HO + Fe

Fonte: Oliveira et al. (2011).

Outra reagao que ocorre em vinhos brancos e culmina no escurecimento, € a
oxidagcdo dos compostos fenodlicos em quinonas catalisado pelos ions de ferro
demonstrada na Figura 10, com posterior formagédo de polimeros escuros. Como
proposto por Danilewicz (2007), os catalizadores sao ions de ferro e cobre, que
segundo o modelo proposto, o oxigénio e o catecol ndo interagem diretamente, e
sim por um ciclo redox com o ion de ferro e ion de cobre. A reacao ocorre pela troca
de elétrons do catecol com o ion férrico (Fe®**) que é muito instavel, originando a
semiquinona e o Fe?*, onde a semiquinona pode ser oxidada gerando a quinona € o

Fe®* reoxidado.
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Figura 10 - Ciclo redox do ferro e cobre na catalisagdo e oxidagéo do catecol para

producao de quinona e peroxido de hidrogénio.
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Fonte: Danilewicz (2007).

Conforme a oxidagao vai ocorrendo no vinho a concentragdo de compostos
fendlicos tende a diminuir, ja que os mesmos sao o principal substrato das reagdes
de oxidagbes tanto enzimatica como quimica (FERNANDEZ-ZURBANO et al., 1998).
Em estudo realizado por Ferreira-Lima e colaboradores (2013), foi avaliada a
composi¢do quimica do vinho Goethe submetido a diferentes condi¢des de
armazenamento. Os autores demonstraram haver significante correlagdo positiva
entre o indice de escurecimento e a diminuicdo da concentracdo dos polifendis
durante o armazenamento do vinho em diferentes condigdes de armazenamento

como, presencga de luz, temperatura e posi¢ao da garrafa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

Os compostos tirosol, catequina, epicatequina, trans-caftarico, acido cafeico,
acido p-cumarico, acido ferulico, trans-resveratrol, miricetina e quercetina, acido
tartarico, citrico, malico, succinico, latico e 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido
sulfénico (ABTS) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os
reagentes apresentam pureza superior a 95% (m/m). Folin-Ciocalteau foi obtido da
Fluka (Steinheim, Alemanha). Os produtos enoldgicos metabissulfito de potassio,
tanino galico, levedura inativa com glutationa foram obtidos da Laffort (Bordeaux,
Franca). Os solventes utilizados para analises cromatograficas foram de grau HPLC,
todos previamente filtrados em membrana de poros de 0,45 pm (Millipore) e
desgaseificados antes de seu uso. Os demais reagentes utilizados nas analises

apresentam grau de pureza analitica.

3.2 AMOSTRA

O experimento de vinificagdo com diferentes agentes enolégicos foi
realizado na Empresa de Pesquisa e Extensdo Agropecuaria de Santa Catarina
(Epagri) de Urussanga, com uva Goethe Classica, safra 2019, provenientes de um
vinhedo situado em Urussanga (latitude S 28°32'11,02”, longitude O 49°18°53,89”
com altitude 70 m). As uvas foram colhidas quando alcangaram a maturidade
tecnolégica (pH, sélidos soluveis totais e acidez total) e foram utilizados 12,5 kg de
uva para cada experimento. Apds a colheita as uvas foram desengacadas,
esmagadas e separadas em tanques de 20 L para realizagado dos experimentos. No
experimento controle (C) foi adicionada uma concentragdo comercialmente aplicada
de metabissulfito de potassio de 20% (m/v). Os demais experimentos foram divididos
em: T1) adicdo da solugdo de metabissulfito de potassio 10% (m/v); T2) adi¢gdo da
solugédo de metabissulfito de potassio 10% (m/v) e tanino galico (20g/hL); T3) adi¢ao
da solucdo de metabissulfito 10% (m/v) e levedura inativa com glutationa (20 g/hL);
T4) adigdo da solugao de metabissulfito de potassio 10% (m/v), tanino galico (20
g/hL) e levedura inativa contendo glutationa (20 g/hL). As concentragdes

adicionadas foram de acordo com o indicado pelo fabricante para elaboracdo de
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vinhos brancos e estdo de acordo com o preconizado pela legislagdo brasileira e
Organizagéao Internacional do Vinho (OIV). Todos os experimentos foram realizados
em triplicata. Foi realizada a coleta das amostras de mosto apds a realizagao de
cada tratamento e armazenadas a -20°C até a realizagao das analises.

Todos os experimentos foram submetidos as mesmas condi¢cbes de
microvinificacdo, cepas de leveduras Saccharomyces cerevisiae (30 g/100 Kg)
(Fermol Blanc, AEB Group) foram adicionadas ao mosto para o inicio da
fermentacao alcodlica e a temperatura dos tanques foi mantida a 17°C. Apds
finalizar a fermentagédo alcodlica (densidade menor que 992 g/L), foi realizado a
primeira trasfega a fim de separar o vinho das borras e entdo seguiu-se para a
clarificacdo do vinho. Nesta etapa foram adicionados caseina (0,25¢g/L) e bentonita
(1g/L) para auxiliar na clarificagdo do vinho. Apds, os vinhos foram filtrados durante a
realizacdo de uma segunda trasfega e, entdo engarrafados, mantidos na posigao

horizontal por 4 meses até o momento das analises.

3.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimicas realizadas no mosto e no vinho seguiram o0s
métodos propostos pela Organizagéo Internacional da Uva e do Vinho (OIV, 2016).
No mosto foram realizadas as analises de pH (pH meter 220 MP Mettler-Toledo),
acidez total (g de acido tartarico/L) e sélidos soluveis totais (°Brix). No vinho foram
realizadas as analises de pH, teor alcodlico (%vol.), acidez volatil (mg de &cido
acético/L) e acidez total (g de acido tartarico/L). Todas as analises foram realizadas

em triplicata.

3.4 ANALISES ESPECTROFOTOMETRICAS

As anadlises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotdmetro
UV-Vis (Hitachi U2010, CA, USA). Para a realizagdo das analises de polifendis
totais, orto-difendis, atividade antioxidante, indice de escurecimento e a atividade da
enzima catecolase os mostos foram primeiramente centrifugados a 4.000 rpm por 10
minutos, e os sobrenadantes separados e utilizados nas analises. Os vinhos foram
analisados sem tratamento prévio, quanto ao teor de polifendis totais, orto-difendis,

atividade antioxidante, indice de escurecimento.
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3.4.1 Polifendis totais

O teor de polifendis totais (PT) foi determinado pelo do método colorimétrico
de Folin- Ciocalteu, com leitura da absorbancia em 760 nm. Os resultados foram
expressos em mg/L de acido galico, utilizando curva de calibragdo por adigdo de
padrao (SINGLETON; ROSSI, 1965).

3.4.2 O-difendis

A determinacao de orto-difendis foi realizada de acordo com Flanzy e Aubert
(1969), utilizando o reativo de Arnow e formagdao de complexo de molibdénio,
presente no reativo, com os compostos orto-, di- e tri-fendis presente no extrato. As
leituras de absorbancia foram realizadas em 500 nm e os resultados expressos em

mg/L de catequina, com curva de calibragao analitica.

3.4.3 Atividade antioxidante

A andlise da atividade antioxidante foi realizada pelo método ABTS (2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico) de acordo com Re et al. (1999), o
qual esta baseado na descoloragdo que ocorre quando o radical cation ABTS™ é
reduzido a ABTS. As leituras da reagdo ocorreram em 754 nm e foram realizadas
antes e apos 6 min da reacao do radical com a amostra. Os resultados de atividade
antioxidante foram expressos em equivalente ao Trolox (TEAC) (mM). A curva de

calibracao utilizada foi curva analitica.

3.4.4 indice de escurecimento

O indice de escurecimento foi determinado por leitura direta da absorbancia
das amostras em 420 nm (cubeta de 10 mm) (LERMA et al., 2010).

3.4.5 Atividade enzimatica catecolase

A atividade enzimatica foi avaliada pelo do método descrito por Traverso-

Rueda e Singleton (1973). As leituras foram feitas em 420 nm e os resultados foram
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expressos como unidade de atividade enzimatica (U), definida com base no aumento
de 0,001 de absorbancia por minuto por mL de amostra (U/mL), que avalia a

velocidade de reagao da enzima polifenoloxidase.

3.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando cromatografo liquido
de alta eficiéncia (HPLC), Shimadzu (Kyoto, Japan), acoplado com desgaseificador
(DGU-20A), bomba quaternaria (LC- 20AT), forno de coluna (CTO-20A), detector de
arranjo de diodo (DAD) (SPD-M20A) e inje¢gdo manual de 20 uL, com o software LC
Soluction. Foram utilizadas coluna (4,6 mm x 250 mm, 5 pL tamanho de particula) e
pré-coluna (4,6 mm x 12,5 mm) C18 (Shaimadzu, Kyoto, Japan).

A identificagdo de cada composto foi realizada pela comparacédo do tempo
de retencdo e espectro dos picos cromatograficos UV-Vis das amostras, com os
obtidos pela injecdo dos padrbes. A quantificacdo de todos os compostos foi
realizada através de curva de calibragdo construida por adi¢ao de padréo na matriz.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.5.1 Acidos organicos

O método utilizado para analise dos acidos orgéanicos (acidos tartarico,
malico, latico, citrico e succinico) foi de acordo com Escobal et al. (1998) com
modificagdes. A separagao cromatografica foi realizada através de eluigéo isocratica
e deteccdo em 212 nm. A fase moével foi agua ultrapura (Milli-Q) acidificada com
acido fosforico (1,2% m/v) com pH de 2,4. O fluxo do eluente foi de 0,7 mL/min. O
tempo de cada corrida cromatografica foi de 35 minutos.

Para a realizagao das analises, as amostras de mosto foram centrifugadas a
4.000 rpm (Jaetzki k24, Jena, Alemanha) durante 15 minutos. O sobrenadante foi
diluido 10 vezes em agua ultrapura (Milli-Q), filtrado em membrana de 0,45 um
(Millipore) e injetados no cromatdgrafo liquido. Para analise dos vinhos foi realizado
0 mesmo procedimento de preparo da amostra do mosto, exceto a etapa de

centrifugagéo. O resultado foi expresso em g/L.
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3.5.2 Compostos fendlicos individuais

Para a determinagdo dos polifendis individuais, as amostras dos vinhos
foram submetidas a extracao liquido-liquido de acordo com o método descrito por
Burin et al. (2014b). A amostra (5 mL) foi extraida com duas extragdes sucessivas
utilizando acetato de etila (10 mL) durante 3 minutos em misturador de voértex. Apds
a extracdo, as fases orgéanicas foram evaporadas em rota-evaporador (Fisatom
Modelo 803, Brasil) e as amostras foram ressuspensas em solugdo de metanol:agua
(1:1 v/v) e filtradas em membrana PTFE de 0,45 um para posterior injegdo no
cromatografo liquido.

Os acidos hidroxibenzoicos (acidos galico, protocateico, vanilico, siringico e
elagico) foram determinados utilizando o método descrito por Burin et al. (2014a).
Como solvente para a fase movel A foi utilizado agua ultra pura:acetonitrila (98:2 v/v)
e o solvente da fase movel B foi composto de 20 % do solvente A e 80 % de
CH3CN. Os compostos fendlicos foram eluidos utilizando um gradiente linear: 0-30
% solvente B por 35 minutos, de 30-60 % de B por 5 minutos, 60 % de B durante 2
minutos, 60-0 % B por 5 minutos e 0 % B por 3 minutos para recondicionamento da
coluna. O fluxo utilizado foi 1 mL/min. Os compostos foram quantificados em 280nm.
Os resultados foram expressos em mg/L.

Os polifendis, tirosol, catequina, epicatequina, acido caféico, acido ferulico,
acido p-cumarico, acido trans-caftarico, miricetina, quercetina e trans-resveratrol,
foram quantificados de acordo com Burin et al. (2014a) com modificagdes. O
solvente da fase movel A foi agua ultra-pura:acetonitrila (98:2 v/v) e da fase movel B
foi agua ultra-pura:acido acético:acetonitrila (58:2:40 v/v/v). As condigbes do
gradiente de eluicao foram: 0-80 % solvente B por 55 minutos, de 80-100 % de B por
15 minutos, retornando em 0 % de solvente B durante 5 minutos. O fluxo utilizado
foi de 0,90 mL/min. A quantificagao do tirosol, catequina e epicatequina foi realizada
em 280 nm, acidos hidroxicinamicos (acidos cafeico, caftarico, p-cumarico e ferulico)
foram quantificados em 320 nm, os flavonois (miricetina e quercetina) em 360 nm e o

trans-resveratrol em 306 nm. Os resultados foram expressos em mg/L.

3.6 ANALISE ESTATISTICA
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Todas as analises foram realizadas em ftriplicata para cada experimento, e
os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrdo. Analise de
variancia (ANOVA), teste de Tukey (p<0,05) e Analise de Componentes Principais
(ACP) foram realizadas utilizando o programa STATISTICA v. 13.3 (TiBCO Software
Inc., Palo Alto, CA, USA).



44

4RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARAMETROS CLASSICOS DO MOSTO E VINHO

As analises fisico-quimicas dos mostos estdo apresentadas na Tabela 1.
Pode-se observar que todos os parametros avaliados estdo de acordo com valores
encontrados na literatura para mostos de uvas brancas V. vinifera e V. labrusca,
utilizados na elaboragéo de vinhos brancos (IZQUIERDO-CANAS et al., 2021; JIN et
al., 2017).

Tabela 1 - Analises fisico-quimicas do mosto da uva Goethe com adigéo de

diferentes agentes enoldgicos.

C T T2 T3 T4
gté(r?é ';) acido 5 15a, 003 257°:004 2474002 23190004  1,02°0,04
pH 265°%0,01  264°+001  266°+001  2,84+001 2,75 0,01
SST (°Brix) 6,83°:000  7,80°:000  7,80°%:0,00 7,730,110  7,80°% 0,00
PPO (U/mL) 0,012°:0,00 0,010°%0,00 0,010°%0,00 0,020°% 0,01  0,015% 0,00

Resultados expressos como valores médios + desvio padrao (n=3). Letras diferentes em mesma linha
indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras de mosto (Teste de Tukey). Controle (C)
metabissulfito 20% (m/v); T1) metabissulfito de potassio 10% (m/v); T2) metabissulfito de potassio
10% (m/v) e tanino galico (20g/hL); T3) metabissulfito 10% (m/v) e glutationa (20 g/hL); T4)
metabissulfito de potassio 10% (m/v), tanino galico (20 g/hL) e glutationa (20 g/hL). AT, Acidez total
titulavel; SST, sdlidos soluveis totais, PPO, polifenoloxidase.

A amostra de mosto com adicdo de metabissulfito de potassio e glutationa
(T3) e a amostra com adicado metabissulfito de potassio, tanino galico e glutationa
(T4) apresentaram diferengas significativas (p<0,05) em todos os parametros fisico-
quimicos analisados em relagdo a amostra controle (Tabela 1). A anadlise da
atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO) demonstrou que os mostos
provenientes dos diferentes tratamentos nao apresentaram diferenga significativa
quanto a atividade da PPO, assim como nao foi observado diferenca significativa
para a atividade da PPO entre os diferentes tratamentos e amostra controle (Tabela
1). Cabe ressaltar que todos os tratamentos realizados no mosto apresentaram uma
reducao de 50% da concentracdo de sulfito, quando comparados com a amostra
controle. Estes resultados indicam que todos os agentes enolégicos adicionados nos

mostos foram eficazes em estabilizar as reacdes enzimaticas de escurecimento nas
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etapas pré-fermentativas. A busca pela reducdo da utilizacdo de sulfito é
amplamente relatada na literatura devido aos seus efeitos nocivos a saude (CLARK;
PRENZLER; SCOLLARY, 2003; SONNI et al., 2011b).

Os parametros enoldgicos avaliados nas diferentes amostras de vinho
elaborados com os mostos com adigdo de diferentes agentes enologicos, estao
apresentados na Tabela 2. Todos os vinhos provenientes dos diferentes tratamentos
apresentaram valores de acidez total, acidez volatil, teor alcodlico e pH de acordo
com o preconizado na legislagdo brasileira (BRASIL, 2018) para vinhos brancos,
assim como estdo de acordo com legislagdo internacional como a Organizagéo
Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, 2016). Além disto, os valores encontrados
para os vinhos, estdo de acordo com os reportados pela literatura para vinhos
brancos (IZQUIERDO-CANAS et al., 2021; SANCHEZ-PALOMO; ALONSO-
VILLEGAS; GONZALEZ-VINAS, 2015). Vale destacar, que esses sdo importantes
parametros de qualidade, pois influenciam nas caracteristicas sensoriais do vinho
(IZQUIERDO-CANAS et al., 2021; MARCHANTE et al., 2019). Estudos da literatura
também evidenciaram que a adicao de diferentes produtos enolégicos no mosto
antes da fermentagao n&o impactou significativamente na composigao fisico-quimica
dos vinhos (CHEN et al., 2016; LARCHER et al., 2015). Estudo realizado por
Ferreira-Lima e colaboradores (2013), que caracterizou vinhos brancos da uva
Goethe estdao de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, uma
vez que o0s autores reportaram valores similares nos parametros enoldgicos

classicos do vinho.
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Tabela 2 - Parametros enoldgicos dos vinhos elaborados com mostos com adigéo de

diferentes agentes enoldgicos.

Cc T T2 T3 T4

AT

. ot 2,58°+0,01 2,73°+0,04 2,47°+ 0,01 2,41°+0,06 2,58°+0,04
(g/L ac. acético)

AV

. L 0,124?°+0,01  0,135°t0,02 0,101°+ 0,00  0,121*®+0,00  0,134°+0,00
(g/L ac. tartarico)

Alcool (vol.%) 10,3°+0,0 10,3°+0,0 10,6°+0,0 10,4°°+0, 1 10,5°+0,0

pH 3,45%°+0,01 3,46°+0,00 3,43%+0,00 3,46°+0,01 3,43%+0,00

Resultados expressos como valores médios + desvio padrao (n=3). Letras diferentes em mesma linha
indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras de vinho (Teste de Tukey). Controle (C)
metabissulfito 20% (m/v); T1) metabissulfito de potassio 10% (m/v); T2) metabissulfito de potassio
10% (m/v) e tanino galico (20g/hL); T3) metabissulfito 10% (m/v) e glutationa (20 g/hL); T4)
metabissulfito de potassio 10% (m/v), tanino galico (20 g/hL) e glutationa (20 g/hL). AT, acidez total
titulavel; AV, acidez volatil.

O teor de acidos organicos, que € um importante indicador de qualidade,
esta apresentado na Tabela 3. Os acidos malico e tartarico foram os acidos
organicos quantificados em maior concentracdo em todas as amostras de mosto e
vinho. De acordo com a literatura, a concentragao destes acidos representa mais de
80% dos acidos organicos totais encontrados nas uvas (JACKSON, 2008). Nos
vinhos o teor de acido malico € um indicativo que estes ndao foram submetidos a
fermentacdo malolatica. Pesquisadores afirmam que nos vinhos elaborados sem
fermentacdao malolatica o acido malico pode ser o acido organico majoritario (MATO
et al., 2007). O acido malico apresentou valores superiores quando comparado a
outros estudos de acidos organicos em vinho e mosto, no entanto, os demais acidos
organicos no mosto com adigdo de diferentes agentes enoldgicos e nos respectivos
vinhos, estdo de acordo com outros estudos de acidos organicos de diferentes
variedades de uvas brancas e de vinhos brancos (BURIN, 2014b; FERREIRA-LIMA,

2016; IZQUIERDO-CANAS et al., 2021; LOSADA et al., 2011; PANCERI, 2017).



Tabela 3 — Teor de acidos organicos (g/L) em mosto com adig&o de diferentes

agentes enoldgicos e respectivos vinhos.
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Mosto
c T T2 T3 T4
Tartarico 2,12°£0,01 1,76°°40,20 2,07%+0,18 1,734 0,00  2,19%+0,02
Malico 5,57°+0,04 6,04%+ 0,70 5,67% 0,53 554 0,00  5,85°+0,02
Latico 0,31%+0,00 0,30% 0,03 0,29%+ 0,02 0,27°£0,00  0,16°+0,00
Succinico 0,92°+0,20 0,93% 0,14 1,00°+0,06 1,04°+ 0,02  0,43°+0,01
Citrico 0,36°+0,01 0,42°+ 0,05 0,38% 0,02 0,37 0,01  0,22°+0,01
Vinho
c T T2 T3 T4
Tartarico 1,91° + 0,01 1,92°+ 0,02 2,02%+ 0,00 1,99°% 0,01  2,04%0,01
Malico 5,77+ 0,00 5,92% 0,10 5,42° 0,01 524° 0,03  556°0,04
Latico 0,34% 0,00 0,25% 0,01 0,31°+ 0,00 0,29° 0,00  0,30°0,00
Succinico 0,62°+ 0,01 0,59%°+0,04 0,56"+0,01 0,59%°+0,01  0,63%+0,01
Citrico 0,06%+ 0,00 0,07%+ 0,01 <0,01* <0,01* <0,01*

Resultados expressos como valores médios + desvio padrao (n=3). Letras diferentes em mesma linha
indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras de mosto e vinho, separadamente (Teste
de Tukey). Controle (C) metabissulfito 20% (m/v); T1) metabissulfito de potassio 10% (m/v); T2)
metabissulfito de potassio 10% (m/v) e tanino galico (20g/hL); T3) metabissulfito 10% (m/v) e
glutationa (20 g/hL); T4) metabissulfito de potassio 10% (m/v), tanino galico (20 g/hL) e glutationa (20
g/hL)

*menor que o Limite de detecgdo do método.

Izquierdo-Canas et al. (2021) realizaram diferentes tratamentos no mosto na
etapa pré-fermentativa a fim de reduzir o teor de sulfito adicionado em vinho branco
e avaliaram a concentragdo de acidos organicos em vinhos produzidos com uvas
Chardonnay, com adigdo de diéxido de carbono (COz) no mosto. Os autores
evidenciaram que apos trés meses de armazenamento em garrafa, o vinho
elaborado com adicdo de CO, apresentou diferenga significativa na concentragao
dos acidos tartarico e acético, no entanto, este teor final n&o influenciou nas
caracteristicas sensoriais do vinho, onde os julgadores descreveram predominio de

notas frutadas sem detectar a presenca de acido acético.
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4.2 INFLUENCIA DOS AGENTES ENOLOGICOS NA OXIDAGAO DO MOSTO E DO
VINHO

O indice de escurecimento das amostras de mostos com adicdo de
diferentes agentes enoldgicos e os respectivos vinhos esta apresentado na Figura
11. Observou-se diferencga significativa (p<0,05) no indice de escurecimento entre os
mostos com diferentes tratamentos, assim como entre as amostras de vinho. Pode-
se observar que a amostra T3 com adig&do de glutationa, apresentou o menor indice
de escurecimento tanto do mosto como no respectivo vinho, seguido da amostra T4
(mosto e vinho) com adi¢do de glutationa e tanino galico. Além disto, as amostras de
mosto T3 e T4 apresentaram valores menores ou sem diferenga significativa
(p<0,05) no indice de escurecimento quando comparados a amostra controle (C). Os
resultados encontrados estdo de acordo com pesquisas que demonstram que a
glutationa é capaz de agir rapidamente no mosto para proteger os polifendis frente
as reagdes de oxidagao. Esta agcado da glutationa esta relacionada a capacidade de
reagir com as quinonas, revertendo o mecanismo de oxidagdo e reduzindo a
quinona novamente a polifendis ou originando compostos “adultos” de oxidagéo,
como o GRP (Grape Reaction Products) (MAKHOTKINA; KILMARTIN, 2009).
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Figura 11 - indice de escurecimento para amostras de mostos adicionados de

diferentes agentes enoldgicos e respectivos vinhos.
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Resultados expressos como valores médios + desvio padrao (n=3). Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras de mosto e vinho, separadamente (Teste de
Tukey). Controle (C) metabissulfito 20% (m/v); T1) metabissulfito de potassio 10% (m/v); T2)
metabissulfito de potassio 10% (m/v) e tanino galico (20g/hL); T3) metabissulfito 10% (m/v) e
glutationa (20 g/hL); T4) metabissulfito de potassio 10% (m/v), tanino galico (20 g/hL) e glutationa (20
g/hL).

-

Absarbancia (420 nm)

Fonte: O autor.

A Tabela 4 apresenta a concentragcdo dos compostos fendlicos totais e

atividade antioxidante dos mostos e vinhos.
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Tabela 4 — Teor de polifendis totais, orto-difendis e atividade antioxidante dos

mostos apos adigdo de diferentes agentes enologicos e dos respectivos vinhos.

Mosto
c T T2 T3 T4
gP;'“((g)g/L acido 553 90bi18 18  448,40%2,73  T47.01°41318  430,20%2.73  506,60°1,82
OD (mg/L 2087°4041 531474245 33054204 24984041  14,37°%122
catequina)
AA (mM) 1,13°0,02 0,43°+0,01 2,58%+0,06 0,68°+0,01 1,25°+0,03
Vinho
c T T2 T3 T4
gp;igg)g”L acido 350 70°40.45  306.10%41,36  433.40°4136 3130194182  451.60°47.73
OD (mg/l 84.97°40.82  38,04°2,04  67.01°%0,82 71094163  80,07°+1,63
catequina)
AA (mM) 0,90°+0,02 0,69°+0,01 1,49°+0,01 0,87°40,03 1494001

Resultados expressos como valores médios + desvio padrao (n=3). Letras diferentes em mesma linha
indicam diferencga significativa (p<0,05) entre as amostras de mosto e vinho Goethe (Teste de Tukey).
Controle (C) metabissulfito 20% (m/v); T1) metabissulfito de potassio 10% (m/v); T2) metabissulfito de
potassio 10% (m/v) e tanino galico (20g/hL); T3) metabissulfito 10% (m/v) e glutationa (20 g/hL); T4)
metabissulfito de potassio 10% (m/v), tanino galico (20 g/hL) e glutationa (20 g/hL). PT, polifenois
totais; OD, orto-difendis; AA, atividade antioxidante (radical ABTS).

Os orto-difendis (OD) sdo compostos intermediarios da oxidagdo enzimatica
e podem resultar em polimeros marrons responsaveis por conferir cor escura ao
vinho branco. No entanto, na presenca de glutationa, os orto-difendis reagem com a
glutationa e originam o produto de reagdo da uva, denominado Grape Reaction
Product (GRP), que € um produto incolor que nao influencia na coloragéo do vinho,
uma vez que nao é utilizado como substrato pela PPO (OLIVEIRA et al., 2011). De
acordo com os resultados obtidos (Tabela 4), observou-se que a amostra de mosto
T4 apresentou os menores valores de orto-difendis, seguida da amostra T3. Este
fato pode indicar potencial diminuicdo da oxidagdo pela adicdo de glutationa na
etapa pré-fermentativa, tanto na forma isolada como combinada com tanino galico.

Pesquisadores afirmam que na fase inicial das reacdes de oxidagao, valores
baixos da concentragdo de OD indicam redugao na intensidade das reacbes de
oxidacdo, que podem ser relacionadas com a aplicacdo dos agentes enoldgicos no
mosto (LI; GUO; WANG, 2008; OLIVEIRA et al., 2011). Em relacdo aos vinhos
brancos, menores teores de OD indicam a ocorréncia de processo oxidativo, com

maiores niveis de escurecimento. Este fato pode ser atribuido a um avango nas
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reacdes de escurecimento, uma vez que a diminuicdo do teor de OD pode estar
relacionado com a sua participacdo nas reagdes de oxidagdo no mosto e durante o
processo de vinificagdo, com consequente formacdao de polimeros escuros que
acarretam no escurecimento do vinho (LI; GUO; WANG, 2008). Os resultados deste
estudo também demonstraram que os vinhos dos tratamentos T1 e T2, que
apresentaram os menores teores de OD nos vinhos, também apresentaram os
maiores indices de escurecimento (Figura 11), o que indica a possibilidade de ter
ocorrido a complexag¢ao dos orto-difendis, o que acarretou maior escurecimento do
vinho.

Cabe destacar que os vinhos provenientes dos tratamentos com adicao de
metabissulfito de potassio de 20% (m/v) (C), adicdo de metabissulfito de potassio
10% (m/v) e glutationa (20 g/hL) (T3) e com adicdo de metabissulfito de potassio
10% (m/v), tanino galico (20 g/hL) e glutationa (20 g/hL) (T4), apresentaram os
maiores valores de OD (Tabela 4), porém apresentaram os menores valores de
escurecimento. Estes resultados demonstram haver potencial capacidade de
diminuicdo da oxidacado, devido a presenca de glutationa e tanino galico quando
comparado ao tratamento com metabissulfito de potassio 20 % (m/v) usualmente
utilizado na vinificagdo (controle). Outros pesquisadores também evidenciaram este
efeito, ao adicionar diferentes concentragdes de glutationa antes da fermentacao do
vinho espumante elaborado pelo método tradicional (WEBBER et al., 2014). Os
autores adicionaram 10 e 20 mg/L de glutationa no mosto e no vinho base para
elaboragdo de espumante, e observaram que a adigdo de glutationa influenciou de
forma positiva no teor de polifendis e no aroma do vinho espumante quando
adicionada no mosto da uva. No entanto, os pesquisadores nao observaram
diferenga significativa na composi¢cao do espumante entre as duas concentracoes
adicionada de glutationa (10 ou 20 mg/L). Cabe destacar, que no presente estudo, o
vinho proveniente do tratamento no mosto com adicao associada de glutationa e
tanino galico (T4) também apresentou maior teor de polifendis totais e capacidade
antioxidante.

Hosry e colaboradores (2009) avaliaram o efeito da adicdo de diferentes
concentragbes de glutationa (10, 15, 20 e 30 mg/L) em vinhos brancos elaborados
com a uva Chardonnay, frente ao processo de oxidacdo acelerada. A analise
sensorial dos vinhos foi realizada com um painel de 7 avaliadores (endlogos). Os

resultados demonstraram que o vinho com adi¢ao de 30 mg/L de glutationa, mesmo
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sob estresse oxidativo, apresentou melhora na qualidade organoléptica quando
comparado aos vinhos com menor adigdo de glutationa. Ferreira-Lima (2016)
avaliaram o efeito da adigdao de glutationa em vinhos brancos no momento do
engarrafamento, e observou que a glutationa exerceu um efeito protetivo para os
compostos fendlicos, principalmente aqueles envolvidos nas reagdes oxidativas,
como os acidos hidroxicinamicos, assim como houve diminuicdo do indice de
escurecimento dos vinhos com adi¢ao de glutationa.

Além da adicdo de agentes enoldgicos na prevengao de oxidagdo de mosto
e vinho, outros pesquisadores também tém avaliado o efeito de diferentes
tratamentos pré-fermentativos da uva frente as reagdes oxidativas e escurecimento
do vinho branco. Neste contexto, Ferreira-Lima e colaboradores (2016), avaliaram o
impacto de diferentes intensidades de prensagem (0,5 a 2,0 bar) na obtengdo do
mosto de uvas brancas e observaram que a aplicagdo de menor pressao (0,5 — 1,0
bar) nas bagas de uva para obter o mosto acarretou em menor indice de

escurecimento no vinho branco.

4.3 INFLUENCIA DOS AGENTES ENOLOGICOS NO PERFIL FENOLICO DO
VINHO

O perfil de polifendis individuais dos vinhos provenientes de mostos com
adicdo de diferentes agentes enoldgicos, estdo apresentados na Tabela 5. Foi
possivel observar que dentre os polifendis analisados, o tirosol apresentou maiores
concentragbes em todas as amostras de vinhos, independente do agente enolégico
adicionado. O teor encontrado para o tirosol nos vinhos foi superior ao reportado em
outro estudo realizado com o vinho Goethe (FERREIRA-LIMA et al., 2013). O tirosol
€ um composto fendlico sintetizado a partir da tirosina por acao das leveduras
durante o processo de fermentagéo alcodlica. Assim, sua presenga no vinho branco
pode ser relacionada aos teores de agucares encontrados no mosto, a espécie de
levedura empregada, como também ao teor de tirosina presente na uva.
Pesquisadores também observaram o tirosol como polifenol predominante em
alguns vinhos brancos provenientes da regido de Carifiena na Espanha (PENA-
NEIRA et al., 2000).
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Tabela 5 — Teor de polifendis individuais nos vinhos provenientes dos tratamentos pré-fermentativos com adicdo de agentes

enoldgicos.

mg/L

c

T

T2

T3

T4

Acido galico

Acido protocateico

Acido vanilico
Acido siringico
Acido elagico
Tirosol
Catequina
Epicatequina
Acido t-caftarico

Acido cafeico

Acido p-cumarico

Acido fertlico
t-resveratrol
Miricetina

Quercetina

3,564% 0,019
2,230%+ 0,052
0,120° 0,003
0,153% 0,002
2,967° 0,09
70,571% 2,211
9,417° 0,268
6,657°+ 0,265
11,026 0,065
16,106°+ 0,051
0,598 0,006
0,687° 0,006
0,124% 0,001
0,385% 0,004
0,437° 0,001

2,360° 0,002
1,467°+ 0,022
0,096°+ 0,003
0,156°+ 0,004
2,347 0,005
41,427% 1,057
5,694° 0,204
4,013° 0,028
10,832 0,109
7,676 0,034
0,696+ 0,006
0,733% 0,003
0,073°% 0,002
0,358% 0,004
0,290° 0,002

52,477%+ 0,110
2,328%+ 0,171
0,435+ 0,001
0,132+ 0,002
3,954+ 0,036
64,685+ 3,242
14,365+ 0,102
5,043+ 0,125
18,765+ 0,299
9,952° 0,051
0,703 0,007
0,696+ 0,008
0,132+ 0,002
0,405°+ 0,012
0,488+ 0,004

3,842% 0,024
2,118%+ 0,015
0,104 0,001

0,133+ 0,009
2,883% 0,052
50,490°+ 0,548
8,715% 0,047
4,437°+ 0,146
15,495 0,004
10,441°+ 0,196
0,858+ 0,004
0,710+ 0,006
0,116 0,002
0,309% 0,001

0,351% 0,001

46,461°+ 0,010
2,042+ 0,007
0,450°+ 0,003
0,110% 0,001
4,810°+ 0,014
53,656°+ 0,144
22,582°+ 0,076
4,296%+ 0,044
25,654°+ 0,016
8,363+ 0,003
0,765+ 0,012
0,686° 0,003
0,144%+ 0,001
0,556°+ 0,005
0,549°+ 0,003

Resultados expressos como valores médios + desvio padréo (n=3). Letras diferentes em mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as
amostras de vinho Goethe (Teste de Tukey). Controle (C) metabissulfito 20% (m/v); T1) metabissulfito de potassio 10% (m/v); T2) metabissulfito de potassio
10% (m/v) e tanino gélico (20g/hL); T3) metabissulfito 10% (m/v) e glutationa (20 g/hL); T4) metabissulfito de potéssio 10% (m/v), tanino galico (20 g/hL) e
glutationa (20 g/hL).
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Dentre os acidos hidroxicindmicos presente nos vinhos observou-se que o
acido trans-caftarico foi o composto majoritario (Tabela 5). Este resultado esta de
acordo com a literatura, que demonstrou em diversos estudos ser o acido frans-
caftarico o acido fendlico majoritario em vinhos brancos elaborados com diferentes
variedades de uva (DE QUIROS et al., 2009; FERREIRA-LIMA et al., 2013; GOMEZ-
MIGUEZ et al., 2007). Cabe destacar que os &cidos hidroxicinamicos s&o os
principais substratos da enzima polifenoloxidase nas reagbdes oxidativas que
acarretam no escurecimento do vinho (LI; GUO; WANG, 2008; OLIVEIRA et al.,
2011). Dentre os vinhos avaliados, pode-se observar que as amostras C e T1
apresentaram as menores concentracbes de acido trans-caftarico, ndo havendo
diferencga significativa, quando comparado com os outros tratamentos, sendo que o
vinho T1 também apresentou o maior indice de escurecimento (Figura 11). Em
relagdo as amostras de vinhos T2, T3 e T4 estas apresentaram maior concentragao
de acido trans-caftarico quando comparados ao controle. Esta maior concentragao
de acido caftarico pode ser um indicio de uma maior protegcdo contra as reagdes
oxidativas nos vinhos elaborados com adicdo de outros agentes enologicos junto
com a reducao da concentracao de sulfito.

Os vinhos T2 e T4 apresentaram elevada concentragdo de acido galico,
quando comparado aos demais tratamentos, o que pode ser atribuido ao fato dos
mesmos terem sido elaborados com mosto adicionado de tanino galico, o que
acarretou no elevado teor nestes vinhos. Os demais &cidos hidroxibenzoicos
quantificados nos vinhos apresentaram valores proximos aos ja reportados por
Ferreira-Lima et al. (2013) para vinhos da uva Goethe.

Observou-se que a amostra de vinho T4, apresentou o maior teor de trans-
resveratrol. Em vinhos brancos concentragao de trans-resveratrol pode variar entre
0,05 a 7,95 mg/L (FEIJOO et al., 2008; GEROGIANNAKI-CHRISTOPOULOU et al.,
2006). O trans-resveratrol segundo pesquisadores, apresenta agcao de protegao nas
plantas, assim como comprovada atividade antioxidante e capacidade de inibir in
vivo a carcinogénese em varios estagios celulares (BAUR; SINCLAIR, 2006;
RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

Com relagao aos flavondides, observou-se que, de modo geral, os teores de
quercetina, catequina e epicatequina nos vinhos sao semelhantes aos reportados na
literatura para vinhos brancos elaborados com diferentes variedades de uvas
brancas (FERREIRA-LIMA et al., 2013; FERREIRA-LIMA et al., 2016; LUKIC et al.,
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2019). Os vinhos provenientes dos tratamentos T2 e T4, com adig&o de tanino galico
e adigado de glutationa combinada com tanino galico, respectivamente, apresentaram
concentracado significativamente superior de catequina comparado aos demais
tratamentos. Este fato pode ser atribuido a acéo protetora do tanino galico e da sua
combinagdo com glutationa, em inibir a formagédo de polimeros de catequina, que
também acarretam no escurecimento do vinho, originados na reacao envolvendo o
acido glioxalico e o acetaldeido (SONNI et al., 2011b). Além disto, o tanino galico
também apresenta atividade antioxidante (RICCI et al., 2016) uma vez que atua na
captura do oxigénio dissolvido no meio (NAVARRO et al., 2016) e apresenta a
capacidade de eliminar radicais peroxil formados das reagdes de oxidagao
(MAGALHAES et al., 2014).

4.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A técnica estatistica multivariada de Analise de Componente Principal (ACP)
foi utilizada a fim de estabelecer a influéncia da adicdo dos diferentes agentes
enoldgicos no processo de elaboragdo de vinhos brancos. A ACP foi realizada com o
resultado dos compostos fendlicos individuais determinados por HPLC, assim como
com o teor de polifendis totais, atividade antioxidante, orto-difendis, atividade da

PPO e indice de escurecimento dos vinhos (Figura 12).
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Figura 12 — Analise de componentes principais da composigéo fendlica, atividade

antioxidante, indice de escurecimento dos vinhos elaborados com mostos apos

adicao de diferentes agentes enoldgicos. (A) projecao das variaveis; (B) projecéao
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Foi possivel observar que os tratamentos foram separados por duas
componentes (CP1 x CP2), que explicaram 80,75 % da variabilidade total dos dados.
A CP1, primeira componente, representou 55,34 % da variabilidade dos dados
enquanto a CP2 representou 25,41%. Observou-se que os vinhos provenientes dos
mostos com adi¢cdo dos diferentes agentes enoldgicos apresentaram uma clara
separacgao em relagdo ao vinho controle quando considerada a CP2 (Figura 12 A).
Em relagcdo a CP1, foi possivel observar uma separagdo entre as amostras de
vinhos, onde os vinhos T2 e T4, que apresentam em comum a adi¢gdo no mosto de
tanino galico, ficaram localizados separadamente dos demais tratamentos (Figura 12
A). Os vinhos T2 e T4, apresentaram forte correlagdo com o teor de polifendis totais
e atividade antioxidante, assim como também pode-se observar forte correlagcéo
dessas amostras com polifendis totais e alguns polifendis individuais como o frans-
caftarico e a catequina (Figura 12 B) (CHEYNIER et al., 1990; MARQUEZ et al.,
2019; WATERHOUSE; LAURIE, 2006). Assim, foi possivel identificar que as
amostras com aplicagado de tanino galico e tanino galico combinado com glutationa,
T2 e T4 respectivamente, apresentaram forte correlagdo com compostos importantes

que participam das reacdes de oxidagao como o acido trans-caftarico e a catequina.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho foram encontrados importantes resultados, frente a
concentracdo de polifendis e escurecimento do vinho, em relagdo a adicdo de
diferentes produtos enoldgicos na etapa pré-fermentativa da elaboragcdo em vinhos
brancos da variedade de uva Goethe. A adicdo no mosto de uma concentragao
reduzida de metabissulfito de potassio, assim como a utilizagdo combinada de
metabissulfito de potassio, glutationa e tanino galico acarretaram em menores teores
de orto-difendis assim como menor indice de escurecimento dos mostos. Nos vinhos
elaborados com mostos com adicdo de diferentes agentes enoldgicos, também foi
possivel observar maiores teores de polifendis, como o acido trans-caftarico,
principal substrato das reagdes oxidativas, na amostra com adicdo combinada de
metabissulfito de potassio, glutationa e tanino galico. Cabe ressaltar que os agentes
enolégicos utilizados neste estudo n&o influenciaram de forma negativa a
composicao fisico-quimica dos vinhos, o que esta de acordo com a legislagao
brasileira e internacional.

A analise de componentes principais demonstrou clara separacdo das
amostras de vinho, considerando o perfil fendlico e indice de escurecimento, de
acordo com o agente enoldgico utilizado na etapa pré-fermentativa. Foi possivel
observar uma forte correlacdo positiva entre as amostras de vinho elaborados com
tanino galico e glutationa, com a reducdo da oxidagdao de compostos fendlicos
individuais.

Estudos futuros sdo necessarios com a aplicagdo de tanino galico e
glutationa combinados a outras técnicas pré-fermentativas a fim de avaliar o efeito
na oxidacao do vinho branco, assim como avaliar a evolugdo da composicao fendlica

ao longo do tempo de armazenamento em garrafa.
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