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RESUMO

O consumo regular de vinhos tintos previne doengas degenerativas como cancer e doengas
cardiovasculares. Atribui-se a este fato, a presenca de polifendis. Estes compostos sdo importantes
componentes do vinho, pois sdo transferidos da casca e das sementes para o mosto. O presente trabalho
teve como objetivo verificar se o aumento da concentracdo de levedura altera a concentracdo de
polifendis de vinhos tintos. Foram realizadas andlises de polifenéis por Folin-Ciocalteau e a capacidade
antioxidante por DPPH de vinhos elaborados com uvas da cultivar Cabernet Sauvignon com diferentes
concentracdes da levedura Sacch. cerevisiae Embrapa 1vvt/97 (0; 2: 4: 6: 8 e 10% v/v), contendo 10’
células/mL. Os polifendis, assim como a capacidade antioxidante, ndo apresentaram diferencas
significativas com o aumento da concentracio da levedura, mas o tratamento referente a concentracdo de
6% indica ter induzido a formagdo de compostos fendlicos polimerizados.

INTRODUCAO

Evidéncias epidemioldgicas relacionam os compostos fendlicos com algumas propriedades
preventivas contra doengas cronicas, como cancer, doengas cardiovasculares, entre outras. O consumo de
bebidas alcodlicas fermentadas (ndo destiladas) em quantidades moderadas tem sido associado a redugdo
de risco de doencas coronarianas. O vinho tinto tem maior efeito protetor do que outras bebidas
alcodlicas, sugerindo o papel dos compostos fendlicos do vinho tinto na prevencdo de doencas relativas
ao estresse oxidativo. Os compostos fendlicos sdo importantes componentes do vinho, pois contribuem
com suas caracteristicas sensoriais de cor, aroma, “corpo” e adstringéncia; esta udltima propriedade
organoléptica ¢é atribuida a presenca de taninos (Ribéreau-Gayon et al.,1982, Liu, 2004).

A importincia dos compostos fendlicos na enologia é bem conhecida. Estas substincias intervém
nas caracteristicas organolépticas do vinho (aroma, adstringéncia e dureza), em problemas de higiene
alimentar (efeito vitaminico P e efeito bactericida), e estdo envolvidos com o processo de transformacio
do vinho (durante o envelhecimento). Sdo substincias provenientes das partes sélidas do racimo, cascas e
sementes, responsdveis pelas diferencas encontradas entre vinhos brancos e tintos (Ribéreau-Gayon et
al.,1982).

Entre os compostos fendlicos, os flavondides destacam-se por apresentarem atividade
antioxidante, contribui¢do no sabor e na cor de muitas frutas, vegetais e seus derivados, tais como o
vinho, chd e chocolate (Croft, 1999). Entre eles estdo as antocianas, que sdo as responsdveis pela



coloracdo vermelha e azul de algumas frutas e vegetal (Liu, 2004, Villiers et al., 2004), como uvas e
flores (Villiers et al., 2004).

Os taninos se caracterizam por sua propriedade de combinar-se com proteinas e com outros
polimeros, tais como polissacarideos (Ribéreau-Gayon et al., 1982), estdo presentes, principalmente, na
casca, no engaco e nas sementes das uvas (Amerine e Joslyn, 1970). Dentre as caracteristicas dos taninos
destaca-se o sabor adstringente que ele provoca nos vinhos, pois ele precipita as proteinas impedindo a
funcdo lubrificante da saliva, além de ser um inibidor enzimadtico, pois reagem com os sitios ativos das
enzimas (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Um fator importante dos taninos € a sua ligacdo com antocianas.
Trata-se de uma reag¢do de condensacio, tendo o etanal como a ponte de ligac@o entre as duas moléculas.
O complexo formado se apresenta com maior estabilidade. Torna-se mais resistente a acdo do pH e do
SO, (Guerra, 1997).

Os antioxidantes impedem a acdo dos radicais livres, que beneficia a saide humana. Eles
diminuem a oxida¢do de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), previnem doencas cardiovasculares,
arteriosclerose, cancer, entre outras, desde que sejam consumidos numa quantidade nio superior a exigida
pelo organismo humano. Sao capazes de doar dtomos de hidrogénio (He), formando um radical de pouca
reatividade, anulando o potencial inicial dos radicais livres, altamente reativos.

Como os flavondides estdo envolvidos nos processos de inibi¢do de processos oxidativos, se
reveste de importdncia por aumentar os niveis de ingestdo destes agentes antioxidantes. Muitos
compostos fendlicos, como os flavondides, pertencem a uma grande classe de metabdlitos secundarios de
plantas e podem ser encontrados em diversos tipos de vegetais. O processo de vinificacdo, especialmente
em tinto, proporciona uma significativa transferéncia desses compostos fenélicos para o vinho, devido a
maceragao.

Na elaboragdo de vinhos, leveduras selecionadas sdo utilizadas para garantir a qualidade do
produto final. A linhagem de Sacch. cerevisiae empregada no processo fermentativo, determina o
bouquet, aroma e flavour a serem formados. Caridi et al., (2004), mostraram que a utilizacio de diferentes
linhagens de levedura Sacch. cerevisiae para a elaboragdo de vinhos tintos, pode alterar a coloragdo, o
perfil fendlico e o poder antioxidante do produto final. A selecdo de leveduras, portanto, para a
elaboracdo de vinho, é um passo importante que deve ser ressaltado (Silva e Silva, 1987, Silva, 2003). As
leveduras podem contribuir de forma positiva ou negativa na qualidade do vinho. Tem-se verificado que
linhagens autdctones apresentam diferencas com relacdo a producdo de H,S (Silva 1999a, Silva e
Dalarmi, 2003, Silva et al., 2005a), de SO, (Silva e Ficagna, 2003) e de compostos organicos como
glicerol e etanal. Além disso, determinadas linhagens de Sacch. cerevisiae mostram um comportamento
agressivo podendo matar outras linhagens sensiveis (Silva, 1999a, Silva, 1999b). Como pode ser visto, a
gama de operagdes funcionais da levedura ¢ elevada.

Sob o ponto de vista microbioldgico, deve-se salientar que o uso de leveduras diferentes em
safras distintas pode levar a produtos sem padronizacdo. Isto se dd porque as diferentes linhagens
apresentam atividades metabdlicas distintas. O emprego de leveduras autdctones selecionadas e
adequadas pode ser um importante coadjuvante no processo de padroniza¢do e diferenciacdo do produto
final. Entre os fatores que contribuem para tal caracterizacido encontram-se os aromas (Silva, 2003).

No processo de elaboragdo de vinhos tintos, vérios fatores podem interferir na concentracdo de
polifendis, entre estes pode-se citar, tempo de maceracdo, oxida¢do do vinho, cultivar de uva, as
remontagens, entre outros. Como os compostos fendlicos sdo agentes que previnem problemas de satide e
as leveduras sdo extremamente versdteis no que se refere a transformacdo de substrato e ainda, como
possuem um aparato enzimdtico capaz de decompor compostos extraidos da matéria prima, foi
investigada a ac@o de diferentes concentracdes de leveduras Saccharomyces cerevisiae Embrapa 1vvt/97
(0- sem adicdo de levedura; 2; 4; 6; 8 e 10% v/v), contendo 107 células/mL, sobre os polifendis de vinhos
tintos elaborados com a cultivar Cabernet Sauvignon.



MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram analisados vinhos tintos elaborados a partir da cultivar Cabernet Sauvignon produzidos
com diferentes concentracdes de levedura Saccharomyces cerevisiae Embrapa 1vvt/97. As concentracdes
empregadas foram 0 - (sem adi¢do) 2, 4, 6, 8 e 10% (v/v). O nimero de células da suspensdo foi de 107
células/mL. O experimento foi conduzido num delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticoes.

Analises Quimicas
Polifendois

A andlise de compostos fendlicos foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, conforme Klenar
et al., (2004) e Teszldk et al., (2005). Foi utilizado dcido gélico para a realizacdo da curva padrdo. As
amostras foram diluidas em dgua na proporcdo de 0,1:2 mL. A leitura dos resultados foi realizada em
espectrofotometro PerKin Elmer Lambda Bio a 765nm. Os valores obtidos nesta leitura foram calculados
através da curva padrdo. Os resultados foram expressos em dcido gélico (mg/L).

Taninos

Na andlise de taninos, proposto por Ribéreau — Gayon et al., (2000), prepararam-se duas baterias
de amostras dos tratamentos diluidos em dgua, junto com HCI. Os tubos da bateria A foram acoplados a
tubos de hidrélise preparados com gelo e transferidos ao banho-maria a 100°C durante 30 minutos,
enquanto o tubo B ficou em repouso durante este tempo. Ap6s a retirada dos tubos de hidrélise, depois de
frios, foi adicionado etanol em todos os tubos (A e B). Em seguida, a leitura das duas baterias foi
realizada em espectrofotometro PerKin Elmer Lambda Bio a 550nm. Os resultados foram expressos em
g/L.

Antocianas

Na andlise de antocianas prepararam-se duas baterias de amostras dos tratamentos. Na bateria A,
em tubo de ensaio com tampa rosqueada, foram adicionados 1mL de vinho, 1mL de etanol 0,1% em HCl
e 10mL de acido cloridrico 2%. Na bateria B, foram adicionados 1mL de vinho, ImL de etanol 0,1% em
HCl e 10mL de solu¢do tampdo, pH 3.5. A leitura das duas baterias foi realizada em espectrofotdmetro
PerKin Elmer Lambda Bio a 520nm. Os resultados foram expressos em mg/L. Esta metodologia € a
empregada no Laboratério de Andlises Quimicas do Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho.

Etanal

Amostras foram destiladas antes das andlises e os componentes determinados por meio de
cromatografo de gds Perkin Elmer AutoSystem XL, com detector de ioniza¢do de chama; coluna capilar
CPWAX 57CB (50m x 0,25mm i.d.). A técnica de injecdo utilizada foi splitless, e as condi¢des de andlise
foram as seguintes: gds de arraste: hélio (30psi, vazdo 1,8mL/min); temperatura do injetor: 160°C:;
temperatura do dectector: 210°C; periodo splitless: 2 minutos; temperatura da coluna: 40°C por 5 minutos
até 60°C, a 2°C/min, sendo mantida a 200°C por 8 minutos. Os resultados foram expressos em mg/L. Esta
metodologia € a empregada no Laboratorio de Andlises Quimicas do Centro Nacional de Pesquisa de Uva
e Vinho.



Capacidade antioxidante

A andlise de capacidade antioxidante foi realizada utilizando o método DPPH proposto por Brand
— Williams et al., (1995). Para a curva padrdo foi feita uma solucdo utilizando Trolox (como padrdo) e
solucdo de DPPH. As amostras foram diluidas em dgua na propor¢do de 0,1: 2 mL. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro PerKin Elmer Lambda Bio a 515nm. Os valores obtidos nesta leitura foram
calculados através da curva padrdo. Os resultados foram expressos em Trolox (mM).

Andlise estatistica

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés repeti¢des. Os

resultados foram submetidos a andlise de regressdo utilizando o método dos quadrados minimos. A
andlise de variancia ndo foi aqui empregada por ndo haver independéncia entre os tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para polifendis, analisados pelo método de Folin-Ciocalteu, medidos por
absorbancia a 765 nm, ndo mostraram diferencas entre as concentragdes de Saccharomyces cerevisiae
empregadas (Figura 1). A andlise de regressdo linear mostrou um r° baixo, indicando reduzida relagdo
entre os tratamentos e a concentragdo destes compostos. Isto mostra que a concentragdo inicial de indculo
ndo influi na concentracéo final de compostos fendlicos. Como os polifendis sdo importantes produtos do
metabolismo de plantas, a ndo variacdo na concentragdo destes compostos no vinho elaborado com as
diferentes concentracdes (2%, 4%, 6%, 8% e 10%) de levedura selecionada (Sacch. cerevisiae Embrapa
1vvt/97) e com a levedura autdctone (0%) indica que estas ndo os metabolizaram de forma significativa e
nem os adsorveram de forma diferenciada. Foi observado que leveduras podem adsorver polifendis tanto
durante a elaborag¢@o do vinho como durante seu envelhecimento (Mazauric e Salmon, 2005). Os autores
relatam ainda, que compostos fendlicos, em contato com a borra de levedura durante o processo de
envelhecimento, podem afetar largamente as caracteristicas de cor e propriedades sensoriais do produto
final.
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Figura 1: Influéncia do aumento da concentracfio de levedura selecionada Sacch. cerevisiae 1vvt/97
na concentraciio de compostos fendlicos (765nm).



Os resultados obtidos para taninos, medidos por absorbancia a 550 nm, também n3o mostraram
relagdo direta, pois foi obtido um r* extremamente baixo, com as concentracdes de Sacch. cerevisiae
empregadas (Figura 2). Os taninos, que ddo caracteristicas de adstringéncia ao vinho, sdo importantes
compostos fendlicos devido a sua polimeriza¢do com as antocianas e outros compostos, proporcionando
maior estabilidade da cor (Ribéreau — Gayon et al., 2000). Na concentracdo de 6% de levedura, observou-
se maior quantidade de taninos por litro de vinho (2,77g/L). Ja na concentracdo de 8%, observou-se a
menor quantidade (2,38g/L). Este resultado mostra a possibilidade de os taninos estarem em sua forma
polimerizada com as antocianas, ja que, para esta mesma concentracio, o etanal, que serve de ponte de
ligac@o entre estes dois compostos, variou de 7,5 a 0 mg/L e a andlise de regressdo, como era de se
esperar, mostrou uma baixa relacdo entre a concentracdo de levedura adicionada e o teor de etanal
residual (Figura 3).

Taninos - 550 nm (g/L)

Figura 2: Influéncia do aumento da concentracio de levedura Sacch. cerevisiae 1vvt/97 na
concentraciao de taninos. (S50nm).

Na concentragio (8%), o fato de a quantidade de etanal ter sido nulo, indica a possibilidade de a
sua produg¢do ndo ter sido suficiente, ou seja, todo o etanal produzido pode ter sido utilizado como pontes
de ligacdo antocianas-taninos, faltando ainda para formar mais compostos polimerizados.
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Figura 3: Influéncia do aumento da concentracfio de levedura selecionada Sacch. cerevisiae 1vvt/97
na quantidade de etanal.

Com relag@o as antocianas, medidas a 520 nm, a quantidade destes pigmentos, para as formas
coloridas e incolores, foi decrescendo a medida que a concentragdo de células no indculo foi aumentando
de 0 2 4% (Figura 4). Pela andlise de regressao (Figura 5), foi observado uma queda de 23,28 mg/unidade
de porcentagem (r°=0,998) para a forma colorida e de 12,61 mg/unidade de porcentagem (r°=0,912) para
a incolor. Para a forma polimerizada, a regressdo mostrou uma queda de 11,15 mg/unidade de
porcentagem (r°=0,908) de 0 até a concentracio de 6%, indicando efeito de saturacio. Para explicar a
reducdo linear das antocianas na faixa de concentracdo de 0 a 4%, € necessdrio entender que o etanol,
como observaram Somers e Evans (1979), precipita de forma dristica as antocianas. A concentracdo da
forma mais estdvel (antocianas na forma polimerizada), decrescendo também com a concentragdo de
levedura de 0% até 4%, reforca a hipdtese de precipitagdo pelo etanol formado nos estiddios iniciais da
fase tumultuosa. A fermentacdo tumultuosa destes vinhos efetuada por Silva et al., (2005b), como mostra
a Figura 6, indica, de fato, ter havido influéncia do etanol sobre estes resultados. Deve-se salientar que no
tempo 2 e na concentracdo (0%) o teor de etanol foi nulo. Os resultados obtidos ddo a entender que
quanto menos etanol tiver o mosto durante a fase tumultuosa, maior serd a extracdo e/ou maior a
permanéncia de antocianas em solucdo. Esta hipétese parece ndo ser verdadeira porque foi na
concentracdo de 6% onde se obteve um teor de antocianas semelhante ao que foi encontrado na
concentracdo (0%) de levedura selecionada. Parece 6bvio que outros fatores estejam participando do
processo de extracdo e manutengdo do pigmento em solu¢do. Uma das explicacdes para estes resultados
podem ser a sintese e liberagdo para meio de metabdlitos como dcido pirdvico (Fulcrand et al., 1998) e
etanal (Sims e Morris, 1986). Os autores tém mostrado que o tanino comercial ndo possui acdo sobre a
intensidade de cor, indicando que a cor do vinho depende do tipo de tanino empregado.
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Figura 4: Influéncia do aumento da concentracfio de levedura selecionada Sacch. cerevisiae 1vvt/97
na concentraciao de antocianas (520nm).
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Figura 5: Analise de regressdo linear para as antocianas nas suas formas coloridas, incolores e
polimerizadas.



ART (g/L)

o
o

o
Etanol (°GL)

Figura 6: Consumo de acticar e produciio de etanol durante a fase tumultuosa da vinificacio com
diferentes concentracdes de Sacch. Cerevisiae 1vvt/97. Fonte: Silva et al., 2005b.

Na concentra¢io de 6%, observou-se maior quantidade de antocianas na sua forma polimerizada
(mais estdvel), indicando ser esta a concentracdo de levedura selecionada que melhor estabiliza a cor do
vinho. Considerando o fato de o teor de etanol influenciar a extracdo da antociana e a concentragdo de
levedura indicada ter sido de 6%, sugere-se que se inocule a levedura selecionada apds dois dias de
maceracdo. E evidente que esta técnica aumenta o risco de haver maior concorréncia entre as leveduras
autdctones e a selecionada. Pode ser que, na concentracdo de 6%, haja maiores teores de etanal e dcido
pirdvico envolvidos nas reacdes de polimerizacdo como mencionado por Fulcrand et al., (1998).

Os resultados obtidos para compostos antioxidantes, medidos com DPPH a 515 nm, nfo
mostraram diferencas entre as concentragdes de Sacch. cerevisiae selecionada empregadas e nem com
relacdo a linhagem autdctone (Figura 7). Entre as substincias sintetizadas pelas plantas, os polifendis,
particularmente os flavondides e seus derivados (oligbmeros e polimeros), t€ém-se mostrado potentes
antioxidantes em ensaios in vitro (Landrault et al., 2001). Estudos realizados indicam diferencgas
significativas para o poder antioxidante do vinho com relacdo a diferentes linhagens de leveduras (Caridi
et al., 2004, Mazauric e Salmon, 2005). Resultados semelhantes aos aqui encontrados foram também
obtidos por Zoecklein et al., (1999). Estes autores observaram que o efeito de quatro diferentes linhagens
de Sacch. cerevisiae sobre glicosideos fendlicos foi nulo durante a fermentacdo e apds 40 meses de
envelhecimento.
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Figura 7: Influéncia do aumento da concentraciio de levedura selecionada Sacch. Cerevisiae 1vvt/97
na concentracio de compostos antioxidantes (515nm).

CONCLUSAO

Com andlise nos resultados obtidos, pdde-se concluir que o aumento da concentracdo de
Saccharomyces cerevisiae 1vvt/97 (0 - sem adic@o de levedura, 2%, 4%, 6%, 8% e 10%) ndo interfere na
concentracdo de compostos fendlicos, assim como o melhor solvente de extracio de antocianas € a dgua e
a melhor concentracdo de levedura a ser utilizada na vinificagdo foi a de 6% de uma suspensao de células
contendo 10’células/mL, por induzir a polimerizacdo dos compostos fendlicos.
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