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RESUMO:

A adigdo de sulfuroso nas diferentes etapas de vinificagao tem por objectivo impedir o
crescimento microbiolégico de espécies nocivas ao vinho, assim como actuar como antioxidante,
mantendo as caracteristicas sensoriais do vinho. Contudo, os produtores tém procurado reduzir a
utilizagso de sulfuroso dada a sensibilidade alérgica a este composto por cerca de um tergo dos
consumidores.

Neste trabalho, testaram-se trés tratamentos diferentes com o objectivo de desenvolver
tecnologias para a substituicao total ou parcial do sulfuroso: (1) adigéo de um sesquiterpendide,
(2) adicdo de uma quitosana e (3) utilizagéo da tecnologia de alta press&o hidrostatica. Para este
estudo foram utilizados dois vinhos, um tinto e um branco, e os tratamentos seleccionados foram
efectuados no fim da fermentagéo alcodlica. A eficacia dos tratamentos como substituintes do
sulfuroso na actividade anti-microbiana e antioxidante em vinhos, assim como na cor, foi avaliada
ao longo do armazenamento.

Ao fim de trés meses de armazenamento os vinhos brancos e tintos tratados com quitosana e
alta pressao n&o apresentavam crescimento de leveduras e bactérias. No entanto, no vinho sem
tratamento e no vinho em que sé foi adicionado o sesquiterpendide verificou-se crescimento de
leveduras (5 -8x10° UFC/mL). A actividade antioxidante foi superior nos vinhos tratados com
sesquiterpendide (30-40%), quitosana (15-25%) e alta presséo (45%) em comparagéo com o vinho
sem tratamento. No vinho tinto n3o se verificaram alteragdes na cor com os tratamentos, enquanto
que no vinho branco se observou uma intensidade de cor inferior para os vinhos tratados por
adicdo de sesquiterpenoide e aplicagdo de alta press&o em relagéo ao vinho sem tratamento.

Embora ainda preliminares, estes resultados mostram que a adi¢&o do sesquiterpendide ou da
quitosana, assim como a utilizagdo da tecnologia de alta pressao hidrostatica séo tratamentos

promissores como substituintes das propriedades de conservagéo conferidas pelo sulfuroso aos
vinhos.

Palavras chave: sesquiterpendide, quitosana, alta press&o hidrostatica, actividade antioxidante,
actividade anti-microbiana, cor




1 - INTRODUGAO

O anidrido sulfuroso € um produto usado como antisséptico e antioxidante, sendo
provavelmente um dos aditivos mais versétil e eficiente para estes propodsitos. A presenga deste
composto inibe o desenvolvimento dos microrganismos, sendo as bactérias mais sensiveis do que
as leveduras. A sua capacidade antioxidante deve-se & combinagdo com o oxigénio livre e a sua
accéo na inactivagéo de enzimas como a polifenoloxidase (PPO), a peroxidase e as proteases. No
vinho branco, o anidrido suifuroso impede o seu escurecimento. O anidrido sulfuroso pode inibir a
reaccéo de Maillard, o que também contribui para a estabilizagdo da cor do vinho (Ribéreau-
Gayon et al., 2006).

Apesar de todas as vantagens, os sulfitos resultantes da adigdo de anidrido sulfuroso aos
vinhos podem desencadear reacgbes alérgicas nos consumidores mais sensiveis a estes
compostos, originando dores de cabega, nauseas, irritagbes gastricas e dificuldades respiratorias,
sobretudo em doentes asmadticos (Ribéreau-Gayon et al, 20086). Consequeniemente, a
concentragdo maxima de sulfuroso nos vinhos permitida pela Unido Europeia tem vindo a ser
progressivamente reduzida e a sua presenga passou a ser de mengado obrigatéria no rétulo da
garrafa (Regulamento (CE) n° 1493/1999; n® 423/2008).

Os sesquiterpendides s&o metabolitos secundarios das plantas e algas. Estes compostos
apresentam actividade anti-microbiana e antioxidante (Haraguchi et al., 1997; Simdes et al., 2008),
tendo diferentes aplicagdes medicinais (Wang et al., 2005; Xu et al., 2000). A quitosana & um
polissacarideo obtido a partir da quitina, um componente do exoesqueleto dos crustaceos, que
possui propriedades antioxidantes e anti-microbianas (Shahidi et al., 1999) e também pode impedir
o escurecimento do vinho (Spagna et al., 2000).

A tecnologia de alta pressado hidrostatica permite pasteurizar alimentos sem aplicagéo de
temperatura, mantendo as propriedades organolépticas e nutricionais. Estudos efectuados em
vinho demonstraram que a AP permite inactivar microrganismos sem provocar alteragdes a nivel
das caracteristicas sensoriais do vinho (Mok et al., 20086).

Com este trabalho visa-se a aplicar metodologias que permitam a redugdo ou mesmo
eliminagdo da adigdo de sulfuroso de forma a reduzir o teor de sulfitos nos vinhos. Com esse
objectivo foi estudado o efeito da aplicagdo de frés tratamentos: adicdo de um sesquiterpendide,
adicdo de quitosana e tratamento por alta pressdo. Neste estudo foram utilizados dois vinhos, um
tinto @ um branco, e os tratamentos seleccionados foram efectuados no fim da fermentacéo
alcodlica. A eficacia dos tratamentos como substituintes das propriedades conferidas pelo anidrido
sulfuroso na actividade anti-microbiana e antioxidante, assim como a cor, foram avaliadas
isoladamente e em combinagao ao longo do tempo de armazenamento.




2 — MATERIAIS E METODOS
2.1 — Amostras

Para este estudo foram utilizados um vinho tinto e um vinho branco, ambos produzidos em
microvinificadores pela empresa Dao Sul SA. Durante todo o processo de vinificagdo nédo foi
adicionado anidrido sulfuroso. Apds a fermentagéo alcodlica os dois vinhos foram sujeitos a trés
tratamentos: 1) adigdo de um sesquiterpendide, 2) adigdo de uma quitosana e 3) tratamento por
alta press&o, de forma isolada e em combinag&o. Assim, obtiveram-se vinhos brancos (B) e tintos
(T) resultantes de cada um dos 3 tratamentos (Sq - sesquiterpendide; Q — quitosana; P — pressé&o)
e vinhos resultantes da sua combinagdo (SqQ - sesquiterpendide e quitosana, SqP -
sesquiterpendide e pressio, QP —quitosana e pressdo; SqQP - sesquiterpendide, quitosana e
press&o). A um lote deste vinho foi também adicionado 40 mg/L de anidrido sulfuroso livre (S) e
um lote dé vinho foi deixado sem nenhum tratamento (S0). Apds os diferentes fratamentos os
vinhos foram armazenados & temperatura ambiente (= 22°C). Todos os vinhos produzidos foram

analisados ap6s cada um dos tratamentos (dia 1) e ao longo do armazenamento (15, 30 e 90
dias).

2.2 - Analises microbiolégicas

Cada uma das diluicdes efectuadas das amostras (100 yL) foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio especifico para leveduras (Chloramphenicol Rose Bengal Agar - CRBA) e
bactérias (Wallerstein Differential Agar — WLDA). As placas com CRBA foram incubadas em estufa
a 25°C durante 5 dias e as placas com WLDA foram incubadas em estufa a 37°C durante 3 dias.
Todas as amostras foram analisadas em duplicado.

2.3 — Actividade antioxidante

A actividade antioxidante de todas as amostras ao longo do armazenamento foi determinada
usando ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)). A solugéo de ABTS 7 mM foi
preparada em persulfato de potassio 1 mg/mL e foi deixada a reagir, no escuro e a temperatura
ambiente, durante 12-16 horas para a formagdo do catido radicalar (ABTSe+). Esta solugéo de
ABTS foi diluida de 1:80 mL. As amostras foram dilufdas numa solugéo de etanol 10% e a 50 pL
de amostra foi adicionado 1 mL de solugado de ABTS, tendo-se medido a absorvancia a 734 nm
ap6s 15 minutos. A curva de calibrag&o foi realizada com uma solugéo de trolox (0-400 uM). Todas
as amostras foram analisadas em friplicado.

2.4 -Cor




A cor dos vinhos foi avaliada por medicdo das absorvancias a 420, 520 e 620 nm. A

intensidade da cor do vinho foi determinada pelo somatério das trés absorvancias.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 — Analises microbiolégicas

Na tabela 1 sdo apresentados os resuitados das contagens das colénias de leveduras
presentes nas amostras de vinho tinto ao longo do armazenamento (1, 15, 30 e 90 dias). No vinho
tinto sem tratamento (S0), com sulfuroso (S) e com adi¢céo do sesquiterpendide (Sq) verificou-se
crescimento de leveduras. A presenga de leveduras nestes vinhos manteve-se ao longo dos 90
dias de armazenamento (5 - 7x10°® UFC/mL). Os vinhos tratados com a quitosana e alta press&o

nao apresentavam crescimento de leveduras logo apés os tratamentos (1 dia) nem ao fim de trés
meses de armazenamento.

Tabela 1 — Contagem de leveduras (UFC/mL) presentes nas amostras de vinho tinto ao
longo do armazenamento.

Amostras Vinho tinto

1 dia 15 dias 30 dias 90 dias
S0 5x10° 1x10° 2x10° 5x10°
[ 2x10° 1x10° 2x10° 5x10°
Sq 1x10° 2x10* 6x10* 7x10°
Q 0 0 0 0
sqQ 0 0 0 0
P 0 0 0 0
SqP 0 0 0 0
QP 0 0 0 0
SqQP 0 0 0 0

No vinho branco tratado apenas por adicdo do sesquiterpendide (Sq) verificou-se crescimento
de leveduras, 8x10® UFC/mL apos 90 dias de armazenamento (Tabela 2). Neste vinho o ntimero
de colénias de leveduras é superior ao do vinho sem tratamento (S0). Tal como se tinha verificado
no vinho tinto, as amostras de vinho branco tratadas com quitosana e com alta pressao
apresentam uma inibigdo do crescimento de leveduras, que se manteve ao longo do periodo de
armazenamento do vinho, pelo menos até 90 dias.

Tabela 2 — Contagem de leveduras (UFC/mL) presentes nas amostras de vinho branco ao
longo do armazenamento. ’

Vinho branco

Amostras

1 dia 15 dias 30 dias 90 dias
S0 4x10° 8x10° 5x 107 7 x 10°
[ 0 0 0 0
Sq 4x10* 5x10* 6 x 10* 8x10°
Q 0 0 0 0
sSqQ 0 0 0 0
P 0 0 0 0
SqP 0 0 0 0




QP l 0 ‘ 0 '
SqQP
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Apesar de terem sido inoculadas as amostras de vinho em placas contendo meio especifico
para o crescimento de bactérias ndo se observou o crescimento de nenhuma colénia em qualquer
um dos vinhos tintos e brancos analisados ao longo dos trés meses de armazenamento.

3.2 - Actividade antioxidante

A actividade antioxidante de todos os vinhos tintos (Figura 1) e brancos (Figura 2) foi
determinada ap6s os tratamentos (dia 1) e ao longo do seu armazenamento (15, 30 e 90 dias). No
vinho tinto verificou-se uma actividade antioxidante superior (15 — 45%) em todos os vinhos
tratados em relagéo ao vinho sem tratamento ao fim de 90 dias de armazenamento. Este aumento
€ superior no vinho tratado com adigdo do sesquiterpenéide (Sq — 40%) e com tratamentos com
alta presséo (P, SqP, QP, SqQP - 32 a 45%).
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Figura 1 — Actividade antioxidante dos vinhos tintos ao longo do armazenamento.

O vinho branco tem uma actividade antioxidante muito inferior (cerca de 10 vezes) ao obtido
no vinho tinto, o que estad de acordo com o descrito na bibliografia (Fernandez-Panchon et al.,
2008). Nos vinhos brancos também se verificou que as amostras com os diferentes tratamentos
apresentaram valores superiores (20 — 53%) de actividade antioxidante em relag&o ao vinho sem
tratamento (S0) e valores idénticos ou mesmo superiores do que o vinho em que foi adicionado
sulfuroso (S) (Figura 2). Todos os vinhos tratados com AP (P, SqP, QP e SqQP) apresentaram
actividades antioxidantes superiores em relacéo aos outros tratamentos.
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Figljra 2 — Actividade antioxidante dos vinhos brancos ao longo do armazenamento.

3.3 — Medi¢ao da cor

Na figura 3 s@o apresentados os valores de intensidade da cor do vinho tinto apds os
tratamentos (1 dia) e ao fim de 15 dias de armazenamento. Entre as amostras de vinho tinto n&o
se observaram diferencgas significativas na intensidade da cor, principalmente ao fim de 15 dias
apos os tratamentos.
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Figura 3 — Intensidade da cor dos vinhos tintos ao longo do armazenamento.

No vinho branco, 1 dia ap6s os tratamentos (Figura 4), observou-se que as amostras contendo
o sesquiterpendide e a quitosana de forma isolada e em combinagéo (Sq, Q, SqQ, QP e SqQP)
apresentaram uma intensidade de cor superior em relagéo ao vinho sem tratamento e tratado com
anidrido sulfuroso. No entanto, ao fim de 30 dias de armazenamento verifica-se um aumento na
intensidade da cor para a amostra que néo foi tratada (S0), enquanto que nas amostras tratadas
com o sesquiterpendide, a quitosana e alta pressdo, este aumento n&o se verificou. Com o
armazenamento durante 90 dias, os vinhos em que foi adicionada a quitosana (Q, SqQ, QP e
SqQP) tém uma intensidade de cor idéntica ao vinho sem tratamento (Figura 4).
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Figura 4 — Intensidade da cor dos vinhos brancos ao longo do armazenamento.

4 - CONCLUSOES

Para a concentragéo testada, a adicdo do sesquiterpendide ao vinho tinto e branco néo
parece conferir actividade anti-microbiana, pois ndo foram observadas diferengas em relagéo ao
vinho sem tratamento. No entanto, verificou-se que a adigéo da quitosana e a aplicagéo de alta
pressdo inibem o crescimento de leveduras nos dois vinhos, pelo menos durante 90 dias de
armazenamento.

A actividade antioxidante foi superior nos vinhos tratados com sesquiterpenéide (30-40%),
quitosana (15-25%) e alta press&o (45%) em comparagdo com o vinho sem tratamento ao fim de
90 dias de armazenamento. Estes resultados demonstram que todos os tratamentos
(sesquiterpendide, quitosana e alta press&o) aumentam a capacidade antioxidante do vinho.

No vinho tinto, n&o se verificaram alteragbes na cor com os tratamentos. No vinho branco
observou-se que a adi¢cdo do sesquiterpendide e a aplicagdo de alta presséo impedem o seu
escurecimento ao longo do armazenamento.

Estes resultados, apesar de ainda serem preliminares, mostram que a adicdo do
sesquiterpendide ou quitosana ou a utilizagéo da tecnologia de alta pressdo sdo tratamentos com
potencial para substituir a adicéo de anidrido sulfuroso em vinhos apos a fermentagéo.
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