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Resumo

A acumulacdo de fendis voléateis em vinhos, principalmente nos de elevada
qualidade, tem causado grande preocupacao na enologia moderna, sendo considerado,
nos dias de hoje, um ponto-chave no controlo da sua qualidade. Os etilfenois (4-
etilfenol e 4-etilguaiacol) podem ser produzidos nos vinhos na sequéncia de atividade
microbiana dando origem a odores e sabores indesejaveis geralmente descritos como
“couro”, “suor a cavalo”, “animal” e “medicinal”. Os principais microrganismos
responsaveis pela producdo destes compostos sdo estirpes de leveduras do género
Brettanomyces/Dekkera, mais concretamente Brettanomyces/Dekkera bruxellensis, uma
grande ameaca na industria vinicola.

Este trabalho teve como objetivo global a quantificacdo de leveduras do género
Brettanomyces/Dekkera, a detecdo e quantificacdo dos compostos 4-etilfenol e 4-
etilguaiacol por cromatografia gasosa e a correlacao destes compostos com a presenca
destas leveduras no vinho. Em paralelo, avaliaram-se o0s compostos fendlicos e
flavonoides totais, bem como, as propriedades antioxidantes de dezoito amostras de
vinho tinto da Regido de Trés-os-Montes e da Regido do Alto Douro.

Na quantificacdo das leveduras do género Brettanomyces/Dekkera constatou-se que
o nimero de unidades formadoras de col6nias variou entre 260 a 440 UFC.mL™. Em
doze amostras de vinho, ndo se detetaram quaisquer leveduras pertencentes a este
género.

Verificou-se que as amostras que apresentaram leveduras do género
Brettanomyces/Dekkera, também exibiram elevadas concentracdes de fenois volateis,
niveis estes acima dos limites de referéncia, valores que oscilaram entre 91,45 + 13,53
Hg.L™* e 351,90 + 2,43 pg.L™* para o composto 4-Etilguaiacol, e entre 469,95 + 3,90
ng.L™ e 2847,51 + 87,20 pg.L™ para o 4-Etilfenol. Estes resultados revelaram que a
presenca deste tipo de leveduras afeta diretamente a producéo destes metabolitos.

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu,
utilizando como padrao o 4cido galico. Os resultados obtidos variaram de 2,08 mg.mL™
a 4,22 mg.mL™. O doseamento de flavonoides totais teve como base um método
espetrofotométrico usando o reagente cloreto de aluminio e como padréo, a quercetina.

Os valores obtidos oscilaram entre 0,06 e 0,17 mg.mL™,

vii
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Relativamente aos compostos fendlicos, verificou-se que o teor foi influenciado
pelo numero de leveduras do género Brettanomyces/Dekkera e pela regido produtora do
vinho, ao contrario que se constatou para o conteudo de flavonoides totais.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do Poder Redutor e pelo efeito
bloqueador de radicais livres de DPPH. Os resultados obtidos pelo método de DPPH
evidenciaram valores de ECsy que oscilaram entre 7,78 + 0,24 mL.L™ e 13,89 + 0,05
mL.L™. Pelo método do Poder Redutor obtiveram-se valores mais elevados de ECs,
apresentando um valor minimo de 14,62 + 0,09 mL.L™ e um valor méximo de 30,71 +
0,24 mL.L™,

A atividade antioxidante foi influenciada quer pela regido produtora do vinho, quer
pela quantidade de leveduras Brettanomyces/Dekkera presente. Os vinhos provenientes
da regido do Alto Douro foram 0s que apresentaram maior capacidade antioxidante,
com menores valores de ECsy.

Os resultados obtidos sugerem que a producdo de fendis volateis em vinhos é
proporcional ao tamanho da populacdo de Brettanomyces/Dekkera, evidenciando que
Brettanomyces/Dekkera pode ser um dos fatores que mais afeta as propriedades
sensoriais do vinho, por isso, o controlo do crescimento de Brettanomyces é um dos
maiores desafios microbioldgicos na producdo moderna de vinhos, ja que 0 seu

crescimento indesejado pode provocar graves perdas economicas.

Palavra-chave: Brettanomyces/Dekkera; 4-Etilfenol; 4-Etilguaiacol; fendis totais;
flavonoides totais, atividade antioxidante.
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Abstract

The accumulation of volatile phenols in wine, especially in those who have a high
quality, has been the cause of great concern in modern enology, being considered,
nowadays, a key point in the control of wine quality. Ethylphenols (4-ethylphenol and
4-ethylguaiacol) may be produced in wine, due to microorganisms activity, causing
undesirable odours and flavours commonly described as “leather”, “horse sweat”,
“animal” and “medicinal”. The main microorganisms which are responsible for the
production of these compounds are strains of yeast Brettanomyces/Dekkera, more
specifically Brettanomyces/Dekkera bruxellensis, a major threat in the wine industry.

The main goal of this work is the quantification of strains of yeast Brettanomyces/
Dekkera, the detection and quantification of 4-ethylphenol and 4-ethylguaiacol
compounds through gas chromatography and to correlate them with the presence of
yeast contamination of this kind in the wine. At the same time, the total content of
flavonoids and phenolic compounds as well as antioxidant properties have been studied,
in eighteen samples of Trés-os-Montes and Alto Douro red wine.

Regarding the quantification of yeast Brettanomyces/Dekkera the results shown that
the number of Colony-forming unit ranged between 260 to 440 CFU.mL™. Twelve wine
samples did not show presence of this kind of yeasts.

It was found that the samples that show the presence of strains of yeast
Brettanomyces/Dekkera, also revealed high concentrations of volatile phenols, levels
above the reference range. This concentrations varied between amongst 91,45 + 13,53
ng.L™ and 351,90 + 2,43 pg.L™ for the compound 4-ethylguaiacol and between 469,95
+ 3,90 pg.L ™" and 2847,51 + 87,20 pg.L™ for 4-ethylphenol. These results show that the
presence of this kind of yeast affects directly the production of these metabolites.

The phenolic compounds were determinated by Folin-Ciocalteau method using the
gallic acid as a standard. The values of this determination fluctuate between 2,08
mg.mL? to 4,22 mgmL® The assay of total flavonoids was based on the
spectrophotometric method using the reagent aluminum chloride and as standard
compound, quercetina. The values obtained ranged from 0,06 to 0,17 mg.mL™. The
results showed that the presence of Brettanomyces/Dekkera and the region of
production of the wine influence the phenolic compounds content, unlike what was

found in the total flavonoids.
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The antioxidant activity was evaluated by the method of reducing power and the
blocking effect of free radicals of DPPH. The DPPH showed ECs values of 7,78 + 0,24
mL.L™? and 13,89 + 0,05 mL.L™. The reducing power method showed higher ECs,
values, with a maximum value of 14,62 + 0,09 mL.L™ and a minimum of 30,71 + 0,24
mL.L™.

The antioxidant activity was influenced either by the region of production, or by the
number of yeast Brettanomyces/Dekkera. The wines from the Alto Douro region were
the ones that revealed the higher antioxidant activity, with smaller ECsg values.

The results obtained in this work suggest that the volatile phenols production in
wines is proportional to the size of the Brettanomyces/Dekkera population. This yeast is
one of the biggest factor that affects the organoleptic properties of wine, therefore, the
growth control of Brettanomyces is one of the main challenges in the modern

production of wines, since its undesirables growth can cause great economical losses.

Key-words: Brettanomyces/Dekkera; 4-ethylphenol; 4-ethylguaiacol; total phenols;

total flavonoids; antioxidant activity.
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1.1 Vinhos de Qualidade

A producdo de vinho encontra-se espalhada por todo o mundo. Segundo a FAO ™,
a Franca e Italia foram os maiores produtores de vinho em 2012 (Figura 1). Apesar de
Portugal ndo constar entre os grandes produtores mundiais, a producéo total de vinho

nacional é bastante relevante face a de outros géneros alimenticios.
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Figura 1. Principais paises produtores de vinho em 2012, adaptado da
FAOSTAT (2014).

Na ultima década verificou-se um decréscimo na producdo deste produto, no
entanto, o ano de 2010 foi um ano de franca recuperacdo para niveis proximos dos
obtidos anteriormente a 2006. Em 2011 constatou-se uma nova baixa na producao,
porém no ano de 2012 voltou a haver um aumento da producdo e é expectavel que a
produgdo continue a aumentar progressivamente nos proximos anos (Figura 2).
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Figura 2. Evolugdo da producédo nacional de vinho de 2002 até 2012, em milhares
de toneladas, adaptado da FAOSTAT (2014).
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O vinho é uma bebida muito apreciada em todo o mundo, desde 0s tempos mais
longinquos, poucos produtos agricolas sdo tdo universais, tornando-se uma bebida
comum nas diferentes culturas.

Com a globalizagdo do vinho, ha que considera-lo como um produto de elevado
interesse econdmico e cultural, sendo crescente a exigéncia por parte dos consumidores
tanto a nivel da qualidade como a nivel da estabilidade do produto.

Segundo a Comunidade Europeia, o vinho é uma bebida obtida unicamente pela
fermentacdo alcodlica, de uvas frescas, esmagadas, ou ndo, ou de mostos de uvas 2.

Portugal devido as suas condicbes edafo-climaticas, é por exceléncia um pais
produtor de vinhos com caracteristicas e qualidades Unicas reconhecidas em todo o
mundo.

O conceito de qualidade do vinho muitas vezes muda com a experiéncia, sendo
definido de diversas maneiras. A qualidade do vinho pode ser avaliada em termos de
subtileza e complexidade, potencial de envelhecimento, expressao varietal, entre outros.

Muitos investigadores referem que é mais facil reconhecer a qualidade de um vinho
do que defini-la &,

Vinhos de qualidade, independentemente de como sdo definidos, resultam da
confluéncia de diversos atributos, incluindo essencialmente a qualidade da uva, o clima,
0 solo e a regido produtora. Mas para além destes fatores naturais, também o
vitivinicultor tem um papel fundamental na definicdo das caracteristicas especificas de
um vinho, através da escolha das castas, dos métodos de cultura, de vinificacdo, de
conservaco, de envelhecimento 1. O conjunto destas caracteristicas tem possibilitado a
producdo de vinhos de alta qualidade e tipicidade Unicas.

Muito provavelmente devido a variedade de condicGes edafo-climaticas existente
no territorio nacional, Portugal encontra-se entre paises com maior variedade de castas
(Touriga Nacional, Tinta Cdo, Aragonés, entre outras), sendo que a grande parte destas
apresentam um elevado padrdo de qualidade, potenciando vinhos com caracteristicas

préprias e de elevada qualidade.
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1.2 Leveduras do género Brettanomyces/Dekkera
1.2.1 Aspetos Histdricos

O nome “Brettanomyces” foi introduzido em 1904 por N.Hjelte Claussen de New
Carlsberg Brewery para descrever especificamente a levedura utilizada na producéo da
cerveja inglesa “Stock Beer”, mais concretamente isolada da segunda fermentacéo lenta
desta cerveja 3.

Os sabores produzidos por esta levedura tornaram-se caracteristicos das cervejas
britdnicas da época, e por isso a sua designacdo derivou da relagdo préxima entre a
levedura e o preparado industrial britanico, sendo 0 nome Brettanomyces uma alusao ao
termo “British” (671,

A levedura Brettanomyces spp. pode ser encontrada quer em vinhos quer em
cervejas de aromas fortes, produzidas de forma tradicional, a qual pode j& se encontrar
presente ou ser adicionada durante a fermentacdo, sendo responsavel pelo sabor e
aromas tradicionais deste tipo de cerveja.

O seu género tornou-se reconhecido em 1920s quando uma levedura semelhante foi
isolada a partir da Cerveja Lambic da Bélgica **.

Nas décadas de 1950 e 1960 a levedura foi identificada como Brettanomyces spp.
sendo também isolada em vinhos provenientes de Franga, Africa do Sul e Italia . S¢
a partir dos anos de 1980s e 1990s é que se verificou que esta levedura tinha capacidade
de transmitir aromas caracteristicos ao vinho [**],

A ocorréncia de Brettanomyces em vinhos foi reportada em paises como Portugal,
Alemanha, Africa do Sul, Franca, Espanha, Inglaterra, Nova Zelandia, Australia, Brasil,
Uzbequistdo e Estados Unidos ™.

Na Argentina foi também detetada a presenca destas leveduras em mostos durante a
fermentacéo e antes do engarrafamento ™. Licker et al. (1998) % referem a ocorréncia
de Brettanomyces, pela primeira vez em Jura, Franga, em 1955.

O género Brettanomyces foi considerado como anamorfo ou imperfeito, até ao
momento em que van der Walt e van Kerken em 1960, relataram a formagéo de
ascosporos nas leveduras, mais concretamente em espécies de B.bruxellensis 7. Em
1964, van der Walt propés o nome Dekkera para este género, caracterizado por

apresentar uma forma perfeita ou telemorfo e duas espécies: D.bruxelllensis e
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D.intermedia 1, considerando-se Bretanomyces spp. como a forma ndo esporulada do
género Dekkera, no entanto, esta diferenciacdo ndo era clara.

Desde entdo, tém ocorrido varias mudancas taxondmicas nestas leveduras. Van der
Walt (1984) ¥ referenciou a existéncia de nove espécies de Brettanomyces
(B.abstinensis, B.anomalus, B.bruxellensis, B.curtersianus, B.curtesii, B.intermedius,
B.lambicus e B.naardenensis) e duas espécies de Dekkera (D.bruxelllensis e
D.internedia). Barnett et al. (1990) ™ identificaram quatro espécies de Dekkera:
D.anomala D.bruxellensis, D.curtersianus e D.naardenensis, agrupando Brettanomyces
igualmente em quatro espécies.

Atualmente, sdo aceites cinco  espécies  pertencentes ao  género
Brettanomyces/Dekkera: B.anomalus, B.bruxellensis/ D.bruxelllensis, B.custersianus,
B.naardensis e B.nanus ™, sendo B.bruxellensis entre todas as espécies a que mais
impacto tem nos vinhos 71,

Diferentes autores relatam a presenca de Brettanomyces em diferentes ambientes,
desde vinhos, adegas, cervejas, fabricas de cidra, tequila e chas. Ela pode ser encontrada
nestes ambientes bem como nos produtos finais devido tanto a capacidade de sobreviver
por longos periodos de tempo como de iniciar o crescimento em produtos acabados e

armazenados [,
1.2.2 Caracterizacao do genero Brettanomyces/Dekkera

Estas leveduras de contaminagdo sdo conhecidas em enologia por provocar graves
defeitos olfativos, que determinam a deterioracdo do vinho ™. Na maioria das vezes
consideradas deteriorantes, sdo leveduras que fazem parte da microbiota de outros
produtos, como a cerveja, sidra, refrigerante 7).

Brettanomyces/Dekkera bruxellensis entre todas as espécies é referida como a que
provoca mais impacto na qualidade do vinho, podendo ser isolada quer da superficie de
uvas quer de barricas de madeira durante o armazenamento ou o envelhecimento dos
vinhos (18201,

B.bruxellensis apresenta uma forma oval ou eliptica com dimensdes tipicas de 2 a 7
um e reproduz-se por gemulacdo ! (Figura 3). Quanto & morfologia pode variar desde
a forma eliptica a forma ramificada ap6s alguns meses de incubacao.

A sua fisiologia tem sido bastante estudada devido a grande capacidade de

producdo de compostos aromaticos ndo desejaveis e também a sua possibilidade de

5
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realizar o efeito de Custer, que consiste no impedimento da fermentacdo alcodlica em

condicdes de anaerobiose, produzindo grandes concentracdes de acido acético #2231,

Figura 3. Morfologia das células da estirpe Brettanomyces
(Fonte: Suérez et al., 2007) ¢,

A presenca de Brettanomyces em vinhos é comum quando estes sdo fermentados ou
envelhecidos em barricas de carvalho %,

Tal como referido anteriormente, foram encontrados em todo o mundo subtipos
genéticos semelhantes de B.bruxellensis, sugerindo que esta levedura se espalhou
geograficamente, provavelmente devido ao comércio internacional de sumo de uva, de
barricas, e equipamentos. No entanto, podem também ter sugerido independentemente
adaptacGes genéticas idénticas devido a condicdes de “stress” semelhantes nos

ambientes de vinificagao %

1.2.3 Brettanomyces/Dekkera no vinho

B. bruxellensis ¢ uma levedura de crescimento lento, pouco exigente
nutricionalmente e depende de fontes de carbono especificas, podendo crescer
utilizando a glicose, frutose, galactose, sacarose, maltose e trealose [2>2%.

Estas leveduras podem ser encontradas em qualquer uma das fases de vinificacéo,
no entanto, devido a elevada tolerancia ao etanol (Brettanomyces pode tolerar entre 14,0
a 14,5 % (viv) 27, a baixos niveis de acucares e, ao, facto das barricas de madeira
poderem ser uma fonte de contaminacdo, esta mais frequentemente associada ao
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envelhecimento dos vinhos, fermentacGes alcoolicas paradas ou lentas e também a
fermentacdo malolética 232%),

Apresenta uma temperatura 6tima de crescimento de 25°C a 32°C, sendo capaz de
crescer numa gama que varia entre 10°C e 37°C. No entanto, alguns autores relataram
uma perda completa de viabilidade se as amostras forem submetidas a 36°C durante 12
horas 193031,

Devido a producdo de acido acético, Brettanomyces pode abrandar o crescimento
de outras leveduras nomeadamente, Saccharomyces sp. 2.

Os vinhos tintos sdo especificamente suscetiveis a infe¢cbes provocadas por esta
levedura devido ao facto de apresentarem contetidos mais elevados de acidos fendlicos
(precursores), baixa acidez, e por normalmente serem envelhecidos em madeira.

As variedades de Vitis vinifera de vinhos tintos que contenham um teor mais
elevado de precursores fendlicos sdo as mais suscetiveis a uma posterior contaminagao
dos vinhos por Brettanomyces. Por outro lado, as variedades de uvas com baixo teor em
compostos fendlicos (caso do Pinot Noir) apresentam, geralmente, niveis de acido p-
cumarico mais baixos, levando a que a levedura tenha menos substrato para a producgéo
de 4-etilfenol Pl A fermentacdo malolatica é considerada um periodo de grande
vulnerabilidade por estar associada a baixos niveis de didxido de enxofre livre na
presenca de aclcares residuais .

O crescimento lento de B.bruxellensis contribuiu para que os vinhos envelhecidos
em madeiras por longos periodos de tempo se tornem mais suscetiveis a sua influéncia
(6] Como os vinhos tintos de alta qualidade séo, vulgarmente, envelhecidos em barricas
de madeira por tempo prolongado, o risco de serem contaminados por Brettanomyces
aumenta. Esta pode ser, encontrada na madeira até uma profundidade de 8 milimetros
na madeira 13,

Brettanomyces é mais frequentemente isolada em vinhos tintos do que em vinhos
brancos. A perda de viabilidade, e consequentemente a ndo proliferagdo em vinhos
brancos, deve-se essencialmente a eficacia do didéxido de enxofre para valores de pH
baixos ") e também ao facto das variedades de uvas usadas para a elaboracéo de vinhos
brancos apresentarem menores teores de precursores fendlicos B4,

A producdo dos compostos 4-etilfenol e 4-etilguaiacol por B.bruxellensis é o
principal fator que afeta as propriedades sensoriais do vinho . Pequenas diferencas
nas concentracbes de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol podem ser detetados pelos

consumidores e quantificados por provadores treinados %,

7
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A presenca da Brettanomyces pode ser considerada como positiva ou negativa,
dependendo da concentragdo, mas também da expectativa de um vinho em particular,
mais concretamente, em baixas concentragdes os compostos fenolicos podem contribuir
para a complexidade do aroma do vinho, mas em altas concentra¢6es podem agravar o
aroma do vinho e contribuindo com sabores desagradaveis ©*°.

Na maioria das regides produtoras de vinhos foram isoladas estirpes de
Brettanomyces %°!. Chatonnet et al. (1992) ") Loureiro & Malfeito-Ferreira (2003) B4
verificaram que 25% dos vinhos tintos analisados continham o composto 4-etilfenol em
niveis superiores ao limite (620 pg.L™) acima do qual o vinho é normalmente rejeitado
pelos consumidores.

Varios investigadores sugeriram que o controlo do crescimento de Brettanomyces é
0 maior desafio microbioldgico na producdo moderna de vinhos, jA que 0 seu

crescimento indesejado provoca graves perdas econémicas 2738,

1.2.4 Detecao e Quantificacdo da Brettanomyces/Dekkera no vinho

A detecdo e quantificagdo de B.bruxellensis no vinho e nas potenciais fontes de
contaminacdo deste é de extrema importancia devido a sua capacidade de deterioracédo
e, consequentemente, as perdas econdmicas para a industria do vinho. A detecdo desta
levedura deve ser realizada de forma répida, de modo a que os endlogos possam agir
prontamente e consigam evitar um nivel de deterioracdo elevado, minimizando custos
com o tratamento do vinho contaminado.

A auséncia de B. bruxellensis deve ser averiguada regularmente durante o
armazenamento, pois apenas a presenca de uma célula vidvel por garrafa pode danificar
0 produto caso seja armazenado durante o periodo de tempo necessario para a
multiplicacdo das leveduras B¥. O isolamento da B.bruxellensis a partir do vinho é
bastante dificil, devido a baixa taxa de crescimento (15 a 20 dias), especialmente
guando este se encontra contaminado com outras leveduras [*#044,

O método mais adequado e reprodutivel para a detecdo e quantificacdo é atraves de
analises microbiologicas, mais concretamente o crescimento em placa em meio de
cultura adequado 12

Para a detecdo de leveduras de deterioracdo, tém sido desenvolvidos meios
seletivos e/ou diferenciais, nos quais se varia 0 tipo e concentracdo de agentes

antimicrobianos seletivos e as fontes de carbono, de forma a inibir o crescimento de
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outros microrganismos 3. Estes meios contém os compostos especificos utilizados
para seleccionar ou indicar a presenca da Brettanomyces spp. em conjunto com
compostos essenciais para o seu crescimento, como vitaminas “Y; etanol por esta
levedura ser tolerante ! cloranfenicol com o intuito de prevenir o crescimento
bacteriano [**!; cicloheximida para prevenir o crescimento de Saccharomyces em doses a
partir de 20 até 100 mg.L™* em conjunto com o &cido p-cumérico, como percursor de 4-
etilfenol [5#141: e verde de bromocresol utilizado como indicador da acidificacdo do
meio Y. Entre eles destaca-se o meio YPG (Yeast Peptone Glucose) ao qual se
adiciona acido p-cumérico e o meio WLD (WL Diferencial), com a adicdo da
cicloheximida com o objetivo de favorecer o crescimento da Brettanomyces %471

Recentemente, foi proposto o meio DBDM (Dekkera/Brettanomyces Differential
Medium), que permite recuperar Brettanomyces a partir de vinhos onde estas leveduras
se encontrem em concentragdes baixas, sendo as restantes leveduras de contaminagéo
inibidas 4,

Assim, o uso de meios de cultura seletivos e longos periodos de incubacdo sdo
essenciais para a sua recuperagdo. Sendo ja isolada a partir de uvas “8*°!, equipamento e
ambiente em adegas %. E dominante em vinhos tintos engarrafados, como produtora de
etilfendis devido a sua capacidade de permanecer viavel por longos periodos de tempo
bem como pela aptiddo em proliferar quando as condic@es de “stress” diminuem B2,

B. bruxellensis pode ser encontrada em qualquer fase de producdo de vinhos, e
pode também permanecer em estado viavel mas ndo cultivavel ou em estado dormente,
em vinhos, por longo periodo de tempo. A presenca de Brettanomyces pode ser detetada
desde cedo, direta ou indiretamente através da andlise dos seus metabolitos, visto que,
0s metabolitos volateis podem estar presentes mesmo quando a presenca das células da
levedura sdo indetetaveis ou minimamente detetaveis.

Couto et al. (2005) B2 desenvolveram um método de detecdo baseado no
crescimento em meio de cultura liquido, bastante sensivel e simples de ser usado em
adegas. Depois da inoculacdo com vinho, o crescimento € monitorizado atraves da
inspecdo visual da turbidez do meio bem como, por andlises olfativas periddicas. Os
vinhos contaminados por Brettanomyces desenvolvem uma visivel turbidez e aroma a 4-
etilfenol, facilmente detetado pelo odor. Em caso positivo, 0 tempo que leva até ao
aparecimento de resultados permite ter uma ideia do nivel de contaminacdo.

Os meétodos classicos de microbiologia, como cultura em placa e em caldo ou

caracteristicas morfoldgicas ndo sdo suficientes por si s para a identificacdo de
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Brettanomyces spp., dai que tenham que ser combinados com outras técnicas como
microscopia fluorescente, polymerase chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase),
cromatografia gasosa, sistemas API, espectrometria de massa ou analise sensorial com
painel treinado 1),

Em relagdo a cromatografia gasosa é considerada uma técnica precisa, mas em
contrapartida € demorada. Esta técnica é frequentemente combinada com a
espectrometria de massa (GCMS) ou com outros métodos olfativos para a identificacdo

volatil B3,

1.2.5 Controlo da Brettanomyces/Dekkera no vinho

O endlogo dispde de uma serie de medidas com o objetivo de prevenir a
contaminacéo dos vinhos. Estas medidas compreendem desde o uso de substancias que
inibem ou destroem os microrganismos, como tratamentos quimicos (uso de diéxido de
enxofre e dicarbonato dimetilico, etc) ou tratamentos térmicos. Outras alternativas,
como a clarificacdo ou filtracdo, embora ndo possuam efeito letal, constituem uma
alternativa para diminuir ou eliminar a presenca de possiveis microrganismos
contaminantes. Todas estas medidas devem ser acompanhadas por rigorosos processos
de limpeza, a fim de prevenir contaminacdo das superficies da adega bem como dos
equipamentos. Além disso ha que averiguar se o proprio vinho ndo apresenta um
ambiente favorével ao crescimento microbioldgico 4.

As caracteristicas intrinsecas que cada vinho apresenta determinam a eficiéncia das
medidas de controlo aplicadas. Por exemplo, um vinho que apresente um elevado teor
em etanol torna-se menos suscetivel de ser alvo de contaminages, ao contrario, o baixo
teor em nutrientes estimula o crescimento microbiano P4,

Como a levedura B. bruxellensis € o principal organismo responsavel pela
contaminacdo em garrafa, muitos esforcos tém sido concentrados na aplicacdo de
medidas de controlo e minimizacdo dos seus efeitos %, apesar disso ainda ndo é
possivel elimina-la completamente, pois trata-se de uma levedura pertencente a flora
natural do processo de vinificagdo. Como a deterioracdo causada por espécie é
inevitavel em condigdes que favorecem a sua proliferacdo, as medidas de controlo tém
de ser empregues em toda a linha de producédo, desde a vinha até ao engarrafamento.

Estas medidas centram-se tanto no controlo da presenca e crescimento de B.
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bruxellensis como no controlo da presenca de precursores para a producdo de aromas
fendlicos no produto final.

1.3 Fendis Volateis
1.3.1 Mecanismos de producdo de volateis por Brettanomyces/Dekkera

Geralmente a detecdo dos aromas produzidos por Brettanomyces ocorre durante a
maturacdo dos vinhos em barricas de madeira . Na producdo destes aromas, esta
envolvida a acdo de duas enzimas, as quais atuam produzindo o0s &cidos
hidroxicinamicos (p-cumarico, ferdlico ou caféico). Estes é&cidos fendlicos,
organoleticamente ndo apresentam nenhum sabor ou odor em particular, no entanto séo
precursores para a formacdo de fenois volateis (vinilfendis e etilfendis) que afetam
fortemente a qualidade sensorial do vinho.

Primeiramente, a enzima hidroxicinamato descarboxilase transforma os acidos
hidroxicinamicos em hidroxiestirenos, ou vinilfendis ©® que serdo posteriormente
reduzidos a derivados etil pela enzima vinilfenol redutase produzindo assim 0s
etilfenéis (Figura 4) . O é4cido p-cumérico e ferilico séo descarboxilados a 4-
vinilfenol e 4-vinilguaiacol pela enzima hidroxicinamato descarboxilase e em seguida
estes compostos sdo reduzidos a 4-etilfenol e 4-etilguaiacol por acdo da enzima

vinilfenol redutase %5758 (Figura 4).

OH Co3 OH OH
R / R R
ﬁH ﬁH reduzida oxidada CH,
(IZH CH, CH,
doon ¥
cinamato descarboxilase vinil-fenol redutase
R=H --> Acido p-cumarico -—------ E RV 11118 750 10\ [ —— > 4-etil-fenol
R=0CH3 -->Acido ferulico - > 4-vinil guaiacol —-—-—----mmmmmmemme > 4-etil-guaiacol

Figura 4. Mecanismo de formacdao de etilfenois por
Brettanomyces/Dekkera (adaptado de Chatonnet et al., 1992) B4,
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Os é&cidos hidroxicindmicos estdo presentes nas uvas e sao extraidos para o suco
principalmente, no processo de maceracao, alguns podem ser convertidos em derivados
de vinilfenol e etilfenol, dependendo da populacido microbiana "%,

Existem algumas espécies de bactérias capazes de danificar os &cidos
hidroxicindmicos por uma via metabolica diferentes. Esta via alternativa foi pela
primeira vez descrita por Whitinh e Carr (1959) P e consiste igualmente numa reacéo
de dois passos. O primeiro passo consiste na reducdo do acido hidroxicinamico por acédo
da enzima éacido fendlico redutase, sendo o segundo passo uma reacdo de
descarboxilacdo que transforma o acido fendlico previamente reduzido em etilfenois. A
principal diferenca entre as duas vias é o tipo de compostos intermediarios produzidos
(061 Esta Gltima via leva a producdo de acidos fenilpropidnicos como compostos
intermediarios em vez de vinilfendis, que podem futuramente ser descarboxilados aos
correspondentes etilfendis 7.

Ambas as vias metabolicas coexistem em alguns microrganismos. Por exemplo
algumas bactérias do acido lactico sdo capazes de produzir etilfendis através da primeira
via e sdo também capazes de produzi-los pela via alternativa *>%!. Neste sentido, entre
estes microrganismos parece existir uma concorréncia entre as duas vias, e a produgéo
de fendis volateis, quer pela primeira, ou pela segunda ou até mesmo por ambas
depende da concentragdo inicial dos acidos hidroxicinamicos ou da mistura deles %4,

Existem outras espécies de leveduras competentes de reduzir o acido p-cumarico a
4-vinilfenol, no entanto apenas B.bruxellensis tem a capacidade para reduzir o composto
4-vinilfenol a compostos aromaticos, 4-etilfenol ou 4-etilguaiacol em grandes
quantidades .

A enzima responsavel pela descarboxilagdo encontra-se presente num elevado
namero de bactérias, fungos, e outras leveduras, no entanto a enzima responsavel pela
reducdo, encontra-se apenas presente nas espécies, Brettanomyces bruxellensis,
Brettanomyces anomala, Pichia guillermondii, Candida versatilis, Candida halophila e
Candida mannitofaciens [23°6.6566],

Inicialmente pensava-se que a presenca de fendis volateis nos vinhos era devida a
presenca de bactérias do &cido lactico, de facto, elas sdo capazes de produzir
quantidades significativas de vinilfenois, mas em contexto enoldgico apenas produzem
pequenas quantidades *®!. Existem outras leveduras presentes nos vinhos, como

Saccharomyces cerevisiae, Pichia spp., Torulaspora spp. e Zygosaccharomyces spp.
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gue apresentam também a capacidade de produzirem 4-vinilfenol mas ndo de reduzir
este composto em 4-etilfenol %2,

Vinhos contaminados por Brettanomyces, alem do carater fenolico, que concede
aromas desagradaveis, podem também apresentar coloracdo indesejada, que podem
resultar da atividade glicosidica ou da formacdo de complexos vinilfenol-
piranoantocianinas ..

Vinhos afetados por Brettanomyces tém varios descritores sensoriais como
» [6,8]

2 (13 2 (13 2 (13

“picante”, “smoky”, “couro”, “animal”, sendo 0 mais conhecidos “suor a cavalo
Para além dos odores, os fenois volateis em concentracdes elevadas também afetam o
paladar com um aumento na adstringéncia e amargura descrito como sabor metalico .

A concentracdo dos compostos 4-etilfenol e 4-etilguaiacol que afetam
negativamente o aroma do vinho variam entre 620 pg.L™ e 140 pg.L™, com o limiar de
percecdo de 426 pg.L™" (para uma mistura de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol na proporcao
10:1 em vinhos tintos) %, O 4-etilfenol e o 4-etilguaiacol estdo presentes em
concentracdes e razfes variaveis, sujeitando da variedade de uva usada na elaboracdo e
do tipo de vinho. Em média, eles aparecem numa proporcdo de 10 para 1
respetivamente, 0 que corresponde aproximadamente a razdo dos respetivos
precursores, 4cido p-cumarico e &cido ferdlico B+¢7).

Estudos recentes demonstram que B. bruxellensis pode ndo ser o Gnico organismo
responsavel pela producdo de 4-etilguaiacol e 4-etilfenol e que nem todas as estirpes
desta espécie tém a capacidade de produzir estes compostos. Um estudo conduzido por
Conterno et al. (2006) ! demonstrou que 20% das estirpes de Brettanomyces nio sio
produtoras de fenois volateis. Outros organismos como Pediococcus pentasaceus e
Lactobacillus brevis parecem ter a capacidade de descarboxilar o &cido p-cumarico em
4-vinilfenol, mas poucas espécies, como a Brettanomyces e Lactobacillus plantarum
sd0 capazes de produzir etilfencis **. Couto et al. (2006) Y, verificaram que 37% das
bactérias lacticas testadas produtoras de acidos foram capazes de produzir fendis
volateis (apesar de que apenas 9% produziram 4-etilfenol como produto final).

O que distingue Brettanomyces dos outros organismos é a producéo relativamente
elevada de etilfenois. Por exemplo, Pichia gulliermondii é capaz de converter o acido p-
cumarico em 4-etilfenol em sumo de uva, em equipamentos enoldgicos, mas em vinhos
a conversdo é muito reduzida ®®, o que torna a levedura Dekkera/Brettanomyces a

principal responséavel pelo aparecimento do carater fenélico em vinhos 2%,
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A formagdo do “carater Brett” é influenciada pela estirpe, pelo pH do vinho, pela
quantidade de nutrientes presentes no mosto, e pelo estado de contaminagéo da adega e
equipamentos ). A quantidade de azoto fermentavel é mais importante na producéo de
aromas desagradaveis, do que a quantidade de aclcares residuais . Também a
inducdo da producdo de aromas desagradaveis pelo éacido p-cumarico parece ser
superior & dos outros precursores, como 0 &cido ferulico, no entanto este efeito varia

consoante a estirpe em questdo ['%.

1.3.2 Fatores que afetam a formacdo de compostos volateis por

Brettanomyces/Dekkera

A formacdo de fendis volateis no vinho depende da presenca de precursores e €
proporcional ao tamanho da populacéo de Brettanomyces/Dekkera ™. De acordo com
o descrito por Gerbeau et al. (2000) ™! diferentes estirpes de B. bruxellensis variam na
sua capacidade para produzir fendis volateis, embora esta seja sempre maior quando as
concentracdes de alcool sdo inferiores, mais concretamente inferior a 12% v/v, e quando
a temperatura dos vinhos se encontra mais elevada do que o normal (13°C), isto &,
temperaturas superiores a 18°C. Pouca importancia é atribuida ao pH do vinho ou a
presenca de aclicares residuais no que diz respeito & producdo de compostos volateis [°.

A intensidade, a temperatura de maceracdo e 0 uso de enzimas pectoliticas tém sido
estudadas como possiveis fatores que condicionam a formacdo de fendis volateis por
Brettanomyces a partir dos 4cidos hidroxicinamicos libertados das cascas da uva 2.

O crescimento de Brettanomyces em meio sintético contendo Saccharomyces
cerevisiae autolisada também tem sido avaliado "®!. Nestas condicdes, verificou-se que
as leveduras contaminantes cresceram facilmente, mesmo na presenca de concentracdes
de glucose <150 mg.L™. No entanto, a quantidade de etilfenol formada foi menor do
que esperado, provavelmente devido a absor¢cdo dos compostos fendlicos por
fragmentos da parede celular.

O uso de barris de madeira pode aumentar a presenca de Brettanomyces em vinhos,
por estes serem dificeis de limpar e ndo esterilizaveis. Adicionalmente, a reutilizagdo
frequente destes barris e 0 uso de técnicas de micro-oxigenacdo para acelerar a
maturagdo do vinho, facilita a polimerizacdo de pigmentos e a modificacdo do perfil

aromatico de vinho, resultando na proliferacéo de Brettanomyces 2741,
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1.4 Compostos Biativos do Vinho

O vinho tem merecido particular atencdo por parte dos investigadores de todo o
mundo, devido as suas propriedades biologicas, nomeadamente, atividade
antimicrobiana, antioxidante, anti-proliferativa, anti-inflamatoria, anti-aterosclerdticas,
anti-cancerigena e anti-fangica %4,

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Entre as

frutas, a uva (Vitis vinifera L.) € uma das principais fontes de compostos fendlicos.
1.4.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos revestem-se de grande importancia em enologia uma vez
que estédo relacionados, direta ou indiretamente com a qualidade dos vinhos, pois deles
depende a sua coloracdo, sabor, adstringéncia ou amargor, assim como sdo responsaveis
pelas diferencas entre uvas, vinhos tintos e brancos, pela presenca ou auséncia de
antocianinas (5%,

Estes compostos sdo definidos como substancias que possuem um anel aromético
com um ou mais grupos hidroxilos, incluindo seus grupos funcionais 871,

Estas moléculas sdo sintetizadas em diferentes partes das uvas e sdo extraidas
durante o processamento do vinho. Existem trés fatores que influenciam a presenca de
compostos fendlicos no vinho e consequentemente, as suas propriedades organoléticas:
a transformacdo do substrato previamente presente na uva que pode ser enzimatica; a
atividade microbiana de algumas leveduras que podem converter substancias ndo
fenolicas em compostos fendlicos; e por fim o contacto com a madeira das barricas onde
os fendis podem ser progressivamente eluidos da madeira ¢!,

O conteldo fendlico dos vinhos esta dependente de diferentes caracteristicas como
variedade da uva, grau de maturacdo, o local, solo e condi¢gdes ambientais em que a uva
se desenvolve ®2#%], Esta também condicionado pelas técnicas de vinificacéo #*# bem
como pelos métodos de envelhecimento dos vinhos 4,

Durante o processamento do vinho ha pardmetros que podem ter influéncia na
extracdo dos compostos fenolicos, em particular a prensagem, o tempo, a temperatura
de maceracdo e o teor em etanol. Devido a todos estes fatores o conteido em compostos

fenélicos é dos fatores mais variaveis de vinho para vinho 5%,
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Os compostos fenolicos podem ser divididos em dois grandes grupos tendo em
conta a similaridade das suas cadeias de atomos de carbono, os ndo-flavonoides que
incluem os acidos fenolicos, aldeidos e alcoois; e os flavonoides que compreendem as

antocianinas, flavondis e flavanois ©>%1,

Tabela 1. Concentracdes de Fendlicos Totais (mg Acido Galico.mL™).

Fendlicos totais

(mg.mL* equivalentes de Acido Galico)

Minimo Maximo Autores Ano
1,262 2,389 Villano et al. 2004
2,123 3,183 Katalinic et al. 2004
1,724 1,936 Paix4o et al. *" 2007
1,400 3,400 Stasko et al %2 2008
2,082 3,184 Roussis et al. 1] 2008
1,775 3,014 Rivero-Pérez et al. [/ 2008
2,170 2,420 Lorenzo et al. 1*! 2008
2,280 3,730 DiMajo et al. *® 2008
1,402 3,130 Li et al.©" 2009
3,200 5,900 Lucena et al. ®® 2010
1,147 2,984 Versari et al. ) 2010
1,042 1,959 Granato et al. ! 2010
1,244 3,188 Chira et al. '™ 2011
1,984 2,161 Ginjom et al. %2 2011
1,012 3,264 Seruga et al. 1% 2011
0,554 2,669 Vrcek et al. 1% 2011
2,288 2,813 Gris et al. ' 2013
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1.4.1.1 Compostos Nao-Flavonoides

Os compostos ndo-flavonoides correspondem aos compostos fendlicos mais
simples, mais concretamente os acidos fendlicos, aldeidos e alcoois, sendo que no vinho
0s compostos fendlicos ndo-flavonoides predominantes séo &cidos fendlicos.

Os acidos fendlicos provém de diferentes partes da uva e sdo extraidos durante a
maceracao no processamento do vinho. Os dois maiores subgrupos de acidos fenolicos
sdo os acidos hidroxibenzoicos e os acidos hidroxicinamicos, 0s quais se encontram
presentes em concentracdes na ordem de 100-200 mg.L™ em vinhos tintos e 10-20
mg.L™ em vinhos brancos ["®!,

Os é&cidos hidroxibenzoicos apresentam uma estrutura do tipo Cs-C; derivada
diretamente do acido benzdico . A substituicdo do anel de benzeno é responsavel
pelas diferencas existentes entre os acidos que tém sido identificados no vinho (Figura
5).

Varios acidos hidroxicinamicos de estrutura Cg-Cs, tém sido identificados em
vinhos e uvas onde aparecem principalmente sob a forma combinada, esterificados com
acucares ou acidos organicos, principalmente o acido tartarico. Os ésteres tartaricos de
acidos hidroxicindmicos (acido caftérico, coutérico e fertarico) podem ser hidrolisados
na presenca de pectinas metil esterases, dando origem aos acidos cafeico, p-cumarico e

feralico 78881,

Acidos Hidroxicinamicos Cg-Cs

Rm& f,"/d ff’b%f*:m'" Acido p-cumarico: R;= R,=H
j\ ‘ Acido cafeico: R;= OH; R,= H
o S Acido fertlico: R;= OCH3; R=H

Acido sinapico: R;= R,= OCHj

|
W
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Acidos Hidroxibenzoicos Cs-C1

R, Acido p- hidroxibenzoico: R;= R,= H
\ Acido protocatéquico: R;= OH; R,= H
4 N\ o -

J Acido vanilico: R;= OCH3; R,=H

HO—, p COOH )

N\ 4 Acido galico: R;= R,= OH

R’j Acido siringico: R;= R,= OCH;

Figura 5. Estrutura quimica dos principais acidos fenélicos (Moreno-Arribas, 2009) 71,

Nas uvas, os acidos fenolicos séo principalmente os acidos hidroxicindmicos que se
encontram nos vacuolos das células da pelicula e da polpa, sob a forma de ésteres
tartaricos. Estes compostos apresentam um papel fundamental nas oxidacGes que
conduzem ao acastanhamento dos mostos e dos vinhos %!, Os 4cidos fendlicos que se
encontram distribuidos na casca e na polpa da uva, diminuem com o amadurecimento,
podendo ser utilizados para a discriminacéo de variedades %71,

Organoleticamente, os &cidos fendlicos ndo apresentam nenhum sabor ou odor
particular, ou seja, ndo influenciam de forma direta o0 gosto dos vinhos, no entanto sdo
precursores para a formacdo de fenois volateis (vinilfendis e etilfenois) que afetam

fortemente a qualidade sensorial do produto.
1.4.1.2 Compostos Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos que se caracterizam por apresentarem um
esqueleto basico e comum Cg-Cs3-Cg, tem dois anéis fendlicos substituidos (anel A e B)
e um heterociclico oxigenado (anel C) (Figura 6) %8110,

Esta classe de compostos fendlicos pode-se dividir em familias que se distinguem
pelo grau de oxidacdo do anel pirano: flavonas, flavondis, isoflavonas, flavandis,
antocianinas, proantocianidinas e flavononas ™!,

Grande parte da estrutura e da cor dos vinhos deve-se a esta familia de compostos
gue se encontram nas grainhas, na polpa e na pelicula das uvas. De todos eles, as
antocianinas, os flavanois e as proantocianidinas, sd@o quantitativamente 0s mais

importantes.
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Os flavonoides tém despertado um crescente interesse por se ter verificado uma
relacdo inversa entre 0 seu consumo e o risco de doengas cronicas nao-transmissiveis
como o cancro e doencas cardiovasculares 112,

Entre os varios flavonoides associados ao vinho, os mais abundantes s&o, os
flavondis. Entre eles destacam-se a quercetina, miricetina, e campferol, tendo sido
atribuido a estes compostos atividade antioxidante e anti-histaminica ™3I, A quercetina
est4 também associada ao combate de doencas crénicas 114,

As antocianinas tém grande interesse nutricional por apresentarem atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, anti-viral, anti-bacteriana e antitumoral. Evidenciam
também efeitos positivos na inducdo de producdo de insulina em células pancreéticas

isoladas e protecdo de neurénios frente aos efeitos destrutivos do alcool 251171,

Figura 6. Estrutura quimica dos flavonoides (Cushmie et al., 2005) 4],

1.5 Métodos Analiticos

1.5.1 Cromatografia Gasosa

A cromatografia € uma técnica de separacdo e analise de misturas por interacdo dos
seus componentes entre uma fase estacionéria e uma fase movel. Na cromatografia
gasosa, a amostra é injetada no topo de uma coluna cromatografica que contém a fase
estaciondria, onde ocorre a separacdo da mistura. As substancias separadas saem da
coluna dissolvidas na fase movel e passam por um detetor que gera um sinal elétrico
proporcional a quantidade de material separado. A fase movel, neste caso o gas de
arraste, deve apresentar algumas caracteristicas como, ser quimicamente inerte (ndo
interagir nem com a amostra, nem com a fase estacionaria), ser puro (isento de

impurezas que possam contaminar a amostra ou gerar ruido no sinal) e ser compativel
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com o detetor. Os gases de arraste geralmente mais utilizados s&o o hélio, o azoto, e o
hidrogénio 1912
A Figura 7 ilustra os componentes basicos de um equipamento para cromatografia

gasosa.

Gis de arraste H u_]

Amostra I::> Injector —[mm Detector |::> Sistema de dados

Figura 7. Diagrama de blocos de um cromatdgrafo a gés.

A injecdo da amostra deve ser instantanea de modo a evitar a diminuicdo da
eficiéncia da coluna e a temperatura do injetor deve estar 50°C acima da temperatura de
ebulicdo do componente menos volatil. A ponta da agulha da micro seringa €
introduzida no inicio da coluna e a amostra injetada € instantaneamente vaporizada
sendo forcada pelo gas de arraste a fluir pela coluna %21,

A fase estacionaria deve apresentar caracteristicas préximas dos solutos que vao ser
separados, ter seletividade, ser quimicamente inerte relativamente a amostra, ter
volatilidade baixa, ter estabilidade térmica, ser pouco viscosa e pura.

O detetor é o dispositivo que indica e quantifica os compostos separados pela
coluna, examinando continuamente o material e gerando um sinal na passagem de
substancias que ndo sejam o gas de arraste. Este deve ter uma resposta rapida e linear,
ser altamente sensivel, ter boa estabilidade durante grandes intervalos de tempo e
responder a uma grande variedade de compostos 1191201,

A cromatografia gasosa foi usada por vinicolas ou laboratorios externos para a
detecdo e quantificacdo da atividade de deterioracdo provocada por Brettanomyces,
nomeadamente o0 composto quimico 4-etilfenol.

Esta técnica é um método de cromatografia para a dete¢cdo de compostos volateis. O
método permite a separacdo dos compostos presentes numa amostra uma vez que alguns
compostos eluem mais rapidamente do que outros, apresentando cada composto um

tempo de retencdo diferente. A intensidade medida por cada um dos compostos é

20



! : ipb IENET‘ITlélTO FIOL!;‘I'ECINICO DE BRAGANCA d
5C0la Superior Agraria I ntro ugéo

proporcional a sua concentragdo. Deste modo, 0 método GC pode detetar e quantificar
fendis volateis de uma amostra apos a extragdo de fendis do vinho.

Tanto quanto sabemos, a levedura Brettanomyces € o Unico microrganismo que
cresce em vinhos produzindo altas concentracGes de 4-etilfenol. Consequentemente, as
andlises cromatograficas de um vinho podem atuar como um indicador para a sua
presenca ou presenca anterior.

A detecdo de fenois volateis tem resultados mais rapidos do que as contagens em
placas, mas € habitual encontrar vinhos com elevados teores de fendis volateis e
auséncia de crescimento em meio de cultura. Estes resultados podem ser explicados
pelo facto, destas leveduras se apresentarem num estado vidvel mas ndo cultivavel
(VBNC) ou pela perda de viabilidade, apds a producao de etilfenol. Por outro lado, os
baixos niveis de etilfenol com resultados positivos na contagem em placas indicam uma
série ameaca para a qualidade do vinho exigindo uma intervencéo réapida (6211221,

A principal desvantagem deste método é ndo ser adequado para a detecdo
preventiva. Muitas vezes, quando os fendis sdo detetados, pode ja ser tarde demais para

evitar que o vinho se estrague.
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1.6 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi quantificar leveduras do género
Brettanomyces/Dekkera em vinhos de qualidade e detetar e quantificar a presenca de 4-
etilfenol e 4-etilguaiacol (compostos que levam a depreciacdo do vinho), por
cromatografia gasosa. Adicionalmente, foram também determinados os fendis e
flavonoides totais e a atividade antioxidante de varias amostras de vinho.

Como objetivos especificos podem-se considerar:

*  Quantificar leveduras pertencentes ao género Brettanomyces/Dekkera em
vinhos;

*  Detetar e quantificar a presenca de fendis volateis;

* Correlacionar os teores de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol com a presenca de
leveduras de contaminacgdo pertencentes ao género Brettanomyces/Dekkera;

*  Determinar os teores em fenois e flavonoides totais;

* Determinar a atividade antioxidante das amostras de vinho e verificar se
esta se correlaciona com o teor de fendis e flavonoides totais;

* Verificar se a presenca das leveduras de contaminacdo do género
Brettanomyces/Dekkera influencia o teor de fendis e flavonoides totais, bem
como, a influéncia destas sobre a atividade antioxidante das amostras de
vinho;

*  Averiguar se a regido de proveniéncia das amostras de vinho condiciona o

teor de fendis e flavonoides totais, bem como, a sua atividade antioxidante.
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Neste capitulo apresenta-se a origem e o tratamento efetuado na preparacdo da
amostra para analisar, os reagentes e os equipamentos utilizados no trabalho, bem como,

0s procedimentos e as condi¢des experimentais usadas na avaliacdo do vinho.

2.1 Amostragem

Neste estudo foram analisadas um total de 18 amostras de Vinho Tinto proveniente
de zonas distintas de Portugal; 12 amostras foram obtidas de um sé produtor, da Regido
do Alto Douro; as restantes 6 foram adquiridas de diferentes produtores da Regido de
Tras-o0s-Montes e da Regido do Alto Douro. Os vinhos foram obtidos de mistura de
castas.

As amostras foram guardadas no frigorifico até serem analisados.

Indicagdes Geograficas e DOCs \
Geographical Indications and DOCs

Brag:mc;a 2. DOC Tras-os-Montes
Vinho Regional Transmontano

Figura 8. Regides Vitivinicolas das amostras (Fonte: httpwww.ccdr-

n.ptfotoseditor2importedwww.ccr-norte.ptregnortemapanorte).
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Tabela 2. Amostragem (Regido, Ano de Producgéo e Produtor).

Referéncia do Vinho  Regido Proveniente Ano de Produgéo Produtor
Al DOP Douro 2012 Produtor 1
A2 DOP Douro 2012 Produtor 1
A22 DOP Douro 2012 Produtor 1
A23 DOP Douro 2012 Produtor 1
A25 DOP Douro 2012 Produtor 1
A37 DOP Douro 2012 Produtor 1
A38 DOP Douro 2012 Produtor 1
A47 DOP Douro 2012 Produtor 1
A48 DOP Douro 2012 Produtor 1
A55 DOP Douro 2012 Produtor 1
A59 DOP Douro 2012 Produtor 1
AB60 DOP Douro 2012 Produtor 1
B4 DOP Trés-0os-Montes 2012 Produtor 2
B5 DOP Tras-os-Montes 2012 Produtor 2
B6 DOP Douro 2013 Produtor 3
B9 DOP Douro 2012 Adega Cooperativa
B11 DOP Douro 2012 Adega Cooperativa
B13 DOP Tras-os-Montes 2013 Produtor 2

2.2 Detecdo de leveduras do género Brettanomyces/Dekkera

A detecdo da levedura Brettanomyces/Dekkera foi efetuada de acordo com o
descrito por Couto et al. (2005) 1231,

2.2.1 Isolamento da levedura do género Brettanomyces/Dekkera
Utilizou-se o meio de cultura WL Differential Medium (Difco) (80 g.L™* do meio,

100 mg.L™? de cicloheximida (Sigma), 10 mg.L™* de 4cido p-cumarico (Sigma) e 50
mg.L™ de cloranfenicol (Sigma)) de acordo com o descrito por Couto et al. (2005) 22,
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A esterilizagdo do meio foi efetuada em frascos numa autoclave a temperatura de
121°C durante 15 minutos, a exce¢do da cicloheximida, éacido p-cumarico e
cloranfenicol que foram esterilizados por filtragdo através de membrana de 0,22 pm.

O meio foi transferido, em ambiente estéril, para placas de vidro estéreis.
2.2.2 Condicdes de Crescimento

Todas as amostras de vinhos (100 pL) foram inoculadas por espalhamento em
placas de vidro estéreis contendo aproximadamente 25 mL do meio WLD e incubadas a
25°C durante 12 dias.

2.2.3 ldentificacao e Quantificacdo de Brettanomyces/Dekkera

Consideraram-se Brettanomyces/Dekkeras provaveis, 0s microrganismos que
apresentaram colonias de cor branca ou creme, mudando frequentemente para verde
com o aumento do tempo de incuba¢do. Adicionalmente, a cor do meio passa de verde
azulado para amarelo (devido a acidificacdo do meio) e, as placas apresentam um cheiro
fenolado (resultante da producéo de fendis volateis) 24,

Apdbs a obtencdo e contagem das leveduras que apresentaram as caracteristicas
préprias das Brettanomyces/Dekkera nas placas com o meio WLD, selecionaram-se
algumas coldnias isoladas e repicaram-se para placas com meio de levedura (Anexo 1),
para obtencdo de culturas puras. Ap6s 2 dias de incubacdo a 25°C foram observadas as

caracteristicas macroscépicas e microscopicas das coldnias e dos isolados.
2.3 Quantificacdo de Fendis Volateis

Com o objetivo de determinar a quantidade de fendis volateis presentes nas
amostras de vinho em estudo, procedeu-se em primeiro lugar & extracdo dos fenois

voléteis segundo o protocolo descrito por Bertrand (1981) %! e posteriormente a

quantificacdo por Cromatografia Gasosa.
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2.3.1 Extracgéo de Fenois Volateis

A realizacdo da extracdo dos fenois volateis para cada amostra foi efetuada em
duplicado.

Inicialmente foi preparada uma solucéo de 50:50 (v/v) de éter dietilico: n-hexano.

A extracdo dos fenois volateis foi realizada com a adigdo da mistura dos solventes
de extracdo acima referida a amostra (50 mL de vinho).

Primeiramente, o pH foi ajustado a 8 (x 0,005) com uma solucdo de NaOH,
recorrendo a um potenciometro (HI 8417 Hanna Instruments). Posteriormente
adicionou-se a amostra 0,5 mL de 3,4-dimetilfenol (padréo interno) (Anexo I1).

O processo de extracdo foi efetuado em trés fases sucessivas de 4, 2 e 2 mL da
mistura éter dietilico-hexano para se extrair a maior quantidade possivel de fendis
volateis. Antes de cada extracdo a amostra foi transferida para um Erlenmeyer
(previamente lavado com metanol e seco) e colocada por um periodo de 5 minutos em
agitacdo.

A mistura que continha a amostra foi colocada numa ampola de decantacdo
(previamente lavada com metanol e seca), deixando-a repousar durante 5 minutos antes
de proceder a extragdo. Apos a primeira extracdo (4 mL), recuperou-se a fase inorgénica
(fase agquosa) para 0 mesmo Erlenmeyer e a fase organica que permanecia no topo da
ampola foi recolhida ao longo das trés extracGes para um frasco (previamente lavado
com metanol e seco). A fase inorgéanica recuperada foi submetida a mais duas extragdes
mediante adi¢do de 2 mL da mistura dos solventes.

Apbs as trés extracbes e reunidas as respetivas fases organicas, pipetou-se
cuidadosamente com uma micropipeta a fase transparente (sobrenadante). Esta fase foi
filtrada (seringa + filtro descartavel de nylon 0,2 um de Whatman) para um vial
identificado, e de seguida guardou-se no congelador até ao momento da injecdo no

cromatdgrafo.
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Figura 9. Amostra de vinho.

Figura 10. Amostra de vinho

tratada com éter-hexano.

Figura 11. Fracdo orgénica

da amostra de vinho.

2.3.2 Detecdo de Fenois Volateis

2.3.2.1 Preparacao das Solugdes — Padrao para o GC

Para analisar os fenois volateis das amostras por Cromatografia Gasosa foi
necessario inicialmente preparar as solucGes-padrdo de 3,4-Dimetilfenol (Padrdo
Interno), 4-Etilfenol e 4-Etilguaiacol (Anexo I1).

As curvas de calibracdo foram preparadas com diferentes concentracbes das

solugdes padrdo, obtendo-se as seguintes concentraces finais:
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Tabela 3. Concentragdes (ug.L™) das Solugdes-Padrao.

Concentracao (pg.L™)
Solugéo Padréo

4-Etilguaiacol 4-Etilfenol
Com 1mL da solucéo de referéncia 61,054 174,244
Com 2mL da solucéo de referéncia 122,108 348,488
Com 4mL da solucéo de referéncia 244,216 696,976
Com 7,5mL da solucéo de referéncia 457,905 1306,830
Com 15mL da solugéo de referéncia 915,810 2613,660

2.3.2.2 Andlise por GC

Na anélise das solugdes por cromatografia gasosa utilizou-se 0s seguintes trés

[processos:

Tabela 4. Programas de Operacédo na analise por Cromatografia Gasosa.

Programa 1 Programa 2 Programa 3
Tinicial: 35°C - -
Tempo de isotérmica: 30 s Tempo de isotérmica: 1 min Tempo de isotérmica: 5 min
Trinal: 50°C Tfinal: 100°C Trinal: 230°C
Récio: 40°C/min Récio: 14°C/min Récio: 6°C/min

2.3.2.3 Equipamento de GC

As amostras e solucBes-padrdo foram analisadas num Cromatografo Gasoso,
modelo GC1000 equipado com Detetor de lonizagéo por Chama (FID).

A coluna usada foi do tipo DB-WAX, com dimensdes 29 m de comprimento por
0,316 mm diametro por 0,5 um espessura do filme. Foi injetado 1uL de amostra num
injetor aquecido a 250°C, com tempo de splitless de 30 segundos e fluxo de splitless
com uma razéo 1:7 (28,6 mL/min).

O gas transportador foi o hidrogénio, a um, fluxo de 4,2 mL/min (0,6 bar).
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Figura 12. Cromatografo Gasoso com Detetor de lonizagdo por Chama (FID).

2.3.2.4 Quantificacdo de fendis volateis

Na aquisicdo e tratamento dos dados utilizou-se o software DataApexClarity,
versdo. 4.0.00.681. A identificacdo dos picos correspondentes ao 4-Etilguaiacol, 4-
Etilfenol e 3,4-Dimetilfenol foi feita com base nos tempos de retencdo relativos das
solugdes-padrao.

A quantificagdo dos fendis volateis foi efetuada recorrendo a uma reta de calibracéo
obtida a partir de concentragGes crescentes das solu¢bes-padrdo, mantendo constante a

concentragdo do padréo interno.
2.4 Avaliagédo das Compostos Bioativos do Vinho

Os fendis totais e os flavonoides totais foram quantificados por métodos
espectrofotométricos que se baseiam em reacOes colorimétricas entre 0s compostos a
quantificar e reagentes especificos.

2.4.1 Determinagao de compostos fenolicos totais

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi efetuado utilizando o método de
Folin-Ciocalteu de acordo com o descrito por Singleton et al. (1999) 2],
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2.4.1.1 Preparacéo da solucéo de vinho

Num baldo volumétrico de 20 mL colocaram-se 2 mL de vinho aferido com agua
desionizada, e deste preparado retirou-se 2 mL para outro baldo volumétrico de 10 mL e

aferiu-se com &gua desionizada.

2.4.1.2 Analise de fendis totais

Na analise dos fenois totais do vinho (analise efetuada em triplicado) misturou-se
0,5 mL da solucdo preparada anteriormente, 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu a 10%,
e 2 mL de carbonato de sédio - Na,COs (75 g.L™) (Anexo IlI).

A solucdo resultante ficou a repousar ao abrigo da luz durante 2 horas, a
temperatura ambiente, e foi medida a sua absorvancia a 760 nm no espectrofotometro de
ultravioleta visivel (VWR, modelo UV-3100PC).

2.4.1.3 Determinacao da curva de padréo

Para a obtencdo da curva de calibracdo para a andlise dos fendis totais, 0 composto
padrdo utilizado foi o acido galico (AG).

A solucdo-mée foi preparada por pesagem de 0,1 g de acido galico e dissolvidos em
100 mL de agua desionizada apresentando assim uma concentracdo de 1 g.L™. As
concentracdes usadas variam entre 20 a 160 mg.L™?, sendo obtidas por medicdo dos
volumes 0,5, 0,6, 0,75, 1, 2, 3 e 4 mL da solu¢do-mée em baldes volumétricos de 25
mL, que foram aferidos com agua desionizada.

O branco foi preparado com 0,5 mL de agua desionizada e os restantes reagentes
utilizados para a amostra (2,5 mL de Folin-Ciocalteu e 2 mL de Na,COs3).

Ap0s decorridas 2 horas ao escuro, foram efetuadas as leituras a 760 nm.

2.4.2 Determinacéo de flavonoides totais

Na determinacdo de flavonoides totais usou-se o Método de Woisky & Salatino
(1998) 271,
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2.4.2.1 Preparacéo da solucéo de vinho

A preparacdo da solucdo de vinho para esta analise foi efetuada medindo 2 mL de

vinho para um baldo volumétrico de 20 mL aferido com agua desionizada.
2.4.2.2 Andlise de flavonoides totais

A analise dos flavonoides totais nas amostras de vinho foi feita por mistura de 2,5
mL da solugédo de vinho, com 2,5 mL de AICI; a 2% (esta solucdo foi feita em
triplicado).

A solucdo preparada ficou em repouso ao abrigo da luz durante 1 hora, a

temperatura ambiente, e de seguida mediu-se a absorvancia a 420 nm,
2.4.2.3 Determinacao da curva de padréo

Na determinacdo da curva de calibracdo para a analise dos flavonoides totais usou-
se como composto padréo a quercetina (Q).

Para a preparacdo da solucdo-mae, pesaram-se 0,1 g de quercetina para um bal&o
volumétrico de 100 mL que foi aferido com etanol com uma concentracdo final de 1
g.L™

As concentracdes usadas variam entre 1 a 50 mg.L™ e foram obtidas por medic&o
dos volumes 0,1 mL para um baldo volumétrico de 100 mL, 0,1 e 0,2 mL em baldes
volumétricos de 50 mL, 0,2, 0,4, 0,5, 0,75 e 1 mL para baldes volumétricos de 15 mL e
1 mL para um baldo volumétrico de 20 mL, sendo todos os baldes volumétricos aferidos
com etanol.

O branco foi preparado com 2,5 mL de etanol e 2,5 mL do reagente AICI;. Ao fim
de 1 hora de repouso ao escuro foram efetuadas as leituras a 420 nm.

2.5 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das amostras foi analisada por dois métodos quimicos
diferentes: 0 método do Poder Redutor descrito de acordo com Berker et al. (2007) 128
e a avaliacdo do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil) de acordo com Hatano et al. (1988) %!,
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2.5.1 Poder Redutor
2.5.1.1 Preparacéo da solucéo de vinho

Para analisar o Poder Redutor, preparou-se uma solugdo mée de vinho medindo 5
mL de vinho, para um baldo de 20 mL que foi aferido com agua desionizada.

Antes da realizacdo da analise do Poder Redutor foram preparadas diferentes
concentracdes variando entre 0,25 e 40,00 mL.L™ de vinho, apresentando uma
coloragdo amarela mudando para verde-azulado em fungdo do poder redutor das
solugdes testadas.

As concentracdes utilizadas foram obtidas por medicdo dos volumes da solucdo
mée de vinho: 0,05, 0,2, 0,8, 1,6 e 2 mL para balGes volumétricos de 50 mL; 1,2, 2, 2,8
e 3,2 mL para balGes volumétricos de 20 mL, aferindo todas as solu¢bes com &gua

desionizada.
2.5.1.2 Anélise do Poder Redutor

Para avaliar o Poder Redutor das amostras de vinho, mediu-se 1 mL de cada
solucdo para tubos de ensaio, adicionando-se posteriormente, 2,5 mL do tampéo de
fosfato de s6dio a 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de ferrocianeto de potassio a 1% (p/v).

Seguidamente, os tubos de ensaio foram colocados em banho-maria a 50°C, durante
20 minutos. Apos o arrefecimento & temperatura ambiente, adicionou-se 2,5 mL de
TCA (Tricloroacético) a 10% (p/v), e agitou-se vigorosamente no vortex.

Posteriormente, retirou-se 2,5 mL do sobrenadante para novos tubos de ensaio, aos
quais foram adicionados 2,5 mL de &gua desionizada e 0,5 mL de cloreto de ferro a 0,1
% (p/v). Os tubos de ensaio foram agitados no vortex e, apds o repouso de 2 minutos,
foram medidas as absorvéancias das solu¢des a 700 nm no espectrofotémetro.

A concentracdo de vinho correspondente a 0,5 de absorvancia (ECs) foi calculada

a partir do grafico das absorvancias obtidas em fungéo das concentragdes de vinho.
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2.5.2 DPPH

2.5.2.1 Preparacéo da solucéo de vinho

A preparagdo da solucdo desta metodologia foi efetuada conforme o descrito na
secdo 2.5.1.1.

2.5.2.2 Analise do DPPH

Na avaliacdo do efeito bloqueador de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), utilizaram-se as mesmas concentracGes de vinho usado na metodologia
anterior.

Neste ensaio, transferiram-se 0,3 mL das varias concentracdes de vinho para tubos
de ensaio e 2,7 mL do reagente DPPH. Os tubos de ensaio foram agitados
vigorosamente e colocados a repousar no escuro a temperatura ambiente durante 60
minutos.

A reducdo do radical de DPPH foi medida através da leitura da absorvancia a 517
nm. O efeito bloqueador foi calculado como uma percentagem da descoloracdo do

DPPH, usando-se a seguinte equacéao:

% Efeito Bloqueador = [( ApppH — AA)/ADPPH] x 100,
em que Ax € a absorvancia da solucdo da amostra e Apppy € a absorvancia da solucéo de
DPPH. A concentracdo de amostra a que corresponde 50% de inibicdo (ECsg) foi

calculada a partir da representacdo grafica da percentagem do efeito bloqueador em

funcdo da concentracdo de vinho.
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2.6 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no software SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL),
verséo 21.0.

O pressuposto da distribuicdo normal da varidvel dependente foi avaliado pelo teste
de Shapiro-Wilk (n <50), e o pressuposto da homogeneidade de variéncias foi validado
pelo teste de Levene. Como 0s pressupostos da normalidade e homogeneidade de
variancia foram cumpridos, foi aplicado o teste paramétrico de t-student e
consideraram-se estatisticamente significativos cujo valor de p foram inferiores ou
iguais a 0,05, como descrito em Maroco (2003) ™. Este teste foi aplicado com o
intuito de verificar se existiam diferencas significativas entre os dois grupos designados
de acordo com as analises microbioldgicas e também, se subsistiam diferencas entre as
regides produtoras do vinho.

Para avaliar as correlacGes entre os varios pardmetros utilizou-se o teste de Pearson,

analisando os coeficientes de correlacdo de cada parametro.
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3.1 Detecao de leveduras Brettanomyces/Dekkera

3.1.1 Isolamento e Quantificacdo de Brettanomyces/Dekkera

Para verificar se os diversos vinhos estavam contaminados pela levedura
Brettanomyces/Dekkera utilizou-se o meio de cultura WLD (WL Differential Medium),
sendo considerados resultados positivos 0s casos em que se verificou crescimento e
mudanca de cor do meio (de verde azulado para amarelo, devido a presenca do verde
bromocresol e consequentemente acidificagdo do meio), mudanca de cor branca ou
creme das colonias para esverdeadas com o aumento do tempo de incubacdo e
apresentacdo de cheiro fenolado, consequéncia da producdo de fendis volateis (Tabela
5).

Tabela 5. Valores obtidos para os parametros microbiol6gicos nas amostras de vinho.

Tempo de Mudanca de cor Mudanca de Cheiro

Amostra crescimento (dias) das coldnias cor do meio Fenolado UFC.mL*
Al n.c - - - <10
A2 n.c - - - <10
A22 n.c - - - <10
A23 n.c - - - <10
A25 n.c - - - <10
A37 n.c - - - <10
A38 n.c - - - <10
A43 n.c - - - <10
A47 n.c - - - <10
A55 n.c - - - <10
A59 n.c - - - <10
A60 n.c - - - <10
B4 13 + + + 260
B5 15 + + + 305
B6 15 + + + 325
B9 17 + + + 230
B11 15 + + + 405
B13 17 + + + 440

Nota: n.c — ndo houve crescimento; + positivo; - negativo
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EN° de vinhos em que ndo se detetaram Brettanomyces/Dekkeras provaveis

EN° de vinhos em que se detetaram Brettanomyces/Dekkeras provaveis

Figura 13. Representacdo da percentagem de vinhos em que se detetaram

Brettanomyces/Dekkera provaveis.

Da analise da Figura 13, verifica-se que maior parte das amostras de vinho (67%)
ndo apresentaram caracteristicas tipicas de possuirem leveduras do género
Brettanomyces/Dekkera.

Da observacdo da Tabela 5 constata-se que dos 18 vinhos analisados, 12 né&o
apresentaram unidades formadoras de colénias de Brettanomyces/Dekkera,
apresentando a amostra B13 o maior nimero (440 UFC.mL™).

Dos resultados positivos, verificou-se que o tempo necessario para observar
crescimento das coldnias Brettanomyces/Dekkera provaveis em meio WLD oscilou
entre 0s 13 e os 17 dias de incubacdo. O tempo de incubacéo obtido neste trabalho foi
um pouco superior ao determinado por Couto et al. (2005) ™% que obteve crescimento
ao fim de 12 dias de incubacdo. Esta diferenca poder-se-a dever ao nivel de
contaminagdo das amostras de vinhos e a viabilidade das leveduras. Todas as amostras
que apresentaram resultados positivos, evidenciaram também mudanca de cor do meio,

mudanca de cor das colonias e um cheiro fenolado.
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3.1.2 Identificacdo da levedura Brettanomyces/Dekkera

A identificacdo da levedura Brettanomyces/Dekkera foi efetuada por observacgédo
das coldnias isoladas tanto macroscopica como microscopica.

O género Brettanomyces/Dekkera referenciado por Dias et al. (2003) *# apresenta
como caracteristicas macroscopicas colonias brancas ou cremes, que mudam
frequentemente para verde com o percorrer do tempo de incubacdo; o meio de cultura
apresenta mudanca de cor verde azulado para amarelo devido a acidificacdo induzida
pelo crescimento microbiano. Adicionalmente as colonias apresentam um cheiro
fenolado, como consequéncia da producao de fendis volateis. Neste estudo verificaram-
se todas estas especificidades caracteristicas das leveduras do género
Brettanomyces/Dekkera como se ilustra na observacao macroscopica da Figura 14.

De acordo com Larue et al. (1991) 2% Smith (1998) [*! e Suarez et al. (2007) 1*°]
observando microscopicamente as culturas de Brettanomyces/Dekkera, € possivel
observar células de pequeno diametro, parede celular em forma oval e estruturas

ramificadas em culturas velhas (Figura 14).

Figura 14. Observacdo macroscopica e microscépica da levedura Brettanomyces/Dekkera.
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3.2 Fendis Volateis

3.2.1 Detecdo de Fendis Volateis

Na Tabela 6 apresentam-se os tempos de retencdo médios para cada composto
utilizado na obtencéo da reta de calibracdo para determinacdo dos fendis volateis.

Os tempos de retencdo médios foram aproximadamente: 21 minutos para o padréo
interno (3,4-Dimetilfenol), 18 minutos para o 4-Etilguaiacol e 20 minutos para 0 4-
Etilfenol.

Os picos foram identificados por comparacdo do tempo de retencdo dos picos
obtidos em cada amostra de vinho com os tempos de retencdo dos padrdes utilizados. A
identidade do pico foi confirmada através da sobreposicdo do espetro de cada pico com
0s padrdes correspondentes.

Nas Figuras 15 e 16 apresentam-se cromatogramas obtidos neste estudo, mais
concretamente um cromatograma utilizado para a obtencdo da reta de calibragdo e um
cromatograma de uma amostra de vinho onde se observam o0s compostos volateis
(Amostra B5).

Tabela 6. Tempo de retencéo para os fendis volateis e padréo interno, obtidos por cromatografia

gasosa.
Composto Tempo de Retengdo Médio (minutos)
Padrao Interno (3,4-Dimetilfenol) 21,27
4-Etilguaiacol 18,10
4-Etilfenol 20,54
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Figura 16. Cromatograma obtido da amostra B5.
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3.2.2 Quantificacao dos Fenois Volateis

A quantificacdo dos teores dos fenois volateis nas amostras de vinho foi obtida
através da média dos valores em duas corridas cromatograficas independentes realizadas
para cada amostra (material suplementar apresentado na Tabela 15 do Anexo 1V).

A gquantificagdo destes compostos foi efetuada recorrendo a uma reta de calibragéo
obtida a partir de concentracdes crescentes das solucdes-padrdo, mantendo constante a
concentracdo do padrdo interno. Para o 4-etilguaiacol obteve-se a equacgédo da reta y =
0,6135x + 0,0023 (R*= 0,9941) e para o 4-etilfenol a equacdo y = 0,8936x + 0,0036 (R’=
0,9983).

Na Figura 17 apresentam-se os resultados respeitantes a quantificacdo dos fenois
volateis para todas as amostras.

Numa primeira analise da figura observam-se varia¢fes consideraveis, quer para o
composto 4-etilguaiacol, quer para o 4-etilfenol, que estdo relacionadas com o nivel de
contaminacéo de cada amostra.

Analisando os resultados verifica-se que o teor em compostos volateis apresentou
um valor médio de 92,20 + 114,47 ug.L™ e 466,38 + 851,86 pg.L™, para os compostos
4-etilguaiacol e 4-etilfenol, respetivamente.

Verifica-se que, para ambos 0s compostos, as amostras com a identificacdo de letra

B (6 amostras), apresentaram maiores valores que as restantes (Figura 17).

4-Etilfenol [ug.L™]

500 - - - 3000
m 4-Etilguaiacol 0O4-Etilfenol
= 400 - 2500
-
2 - 2000
= 300 -
(&)
® - 1500
o
= 200
= - 1000
U
<
100 L 500
0 - 1 1 Myl
I I I AT I I A T T S N S N
YRR F R E YR
Amostra

Figura 17. Concentracao de 4-Etilguaiacol e 4-Etilfenol [ug.L™] nas amostras de vinho.
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O composto 4-etilguaiacol esteve presente em maior quantidade na amostra B5
(351,90 + 2,43 pg.L™") e em menor na amostra A59 (3,59 + 0,32 pg.L ™). Relativamente
ao 4-etilfenol, o comportamento foi idéntico, a amostra B5 foi a que apresentou a maior
concentracéo (2847,51 + 87,20 pg L™) e a amostra A59 a menor (6,26 + 0,01 pg.L™).

Chatonnet et al. (1992) B4 definiu o limite de referéncia como a concentracéo
minima acima da qual um composto deprecia 0 aroma do vinho, ou seja, s6 é
considerado alterado quando estes metabolitos secundarios, 4-etilfenol e 4-etilguaiacol,
estdo presentes em niveis superiores a 620 pg.L™ e 140 pg.L™, respetivamente. E de
salientar que de acordo com este autor, uma concentracdo menor que 400 pg.L™ do
composto 4-etilfenol contribui favoravelmente para a complexidade de vinho por
transmitir aromas apreciados pelos consumidores 7.

Da analise dos nossos resultados observa-se que para o composto 4-etilguaiacol as
amostras B4 (202,53 + 108,75 pg.L ™), B5 (351,90 + 2,43 pg.L™), B9 (178,46 + 8,03
ng.L™h), B11 (186,46 + 32,32 ug.L™) e B13 (347,13 + 39,92 pg.L™) apresentam valores
superiores aos estipulados por Chatonnet et al. (1992) B4,

Relativamente ao 4-etilfenol, os valores estabelecidos foram excedidos nas
amostras B4 (660,49 + 95,11 pg.L™?), B5 (2847,51 + 87,20 pg.L™), B6 (867,87 + 85,56
Hg.L™), B11 (918,95 + 16,98 pg.L™) e B13 (2425,58 + 277,99 pg.L™).

As diferencas observadas entre amostras na concentracdo de etilfendis podem estar
relacionadas com a presenca de Dekkeras nos vinhos, pois observa-se uma disparidade
significativa entre as amostras representadas pela letra A e as indicadas pela letra B.
Como previamente relatado por Chatonnet et al. (1993) [, Chatonnet et al. (1995) [*®)
Chatonnet et al. (1997) ¢ e Gerbaux et al. (2000) Y, existe uma correlacio entre a
populacdo de Brettanomyces/Dekkera e a concentracdo de fendis volateis, ou seja, a
formacédo de fenois volateis é proporcional ao tamanho da populacéo destas leveduras.

A variacdo da concentracao dos etilfendis nas diferentes amostras de vinho podera
estar tambem correlacionada com a estirpe de leveduras. De acordo com Vigentini et al.
(2008) %! as diferentes concentragdes de etilfendis estdo associadas com a diversidade
genética da estirpe, apresentando cada estirpe diferentes capacidades de conversao.

Contudo, de acordo com Dias et al. (2003) ! outros organismos como Pichia
gulliermondii sdo capazes de converter pequenas quantidades o acido p-cumarico em 4-
etilfenol. Isto podera ter acontecido nas amostras que apresentaram concentragoes de 4-

etilffenol minimas, por exemplo a amostra A37 apresentou valores tdo baixos que a
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presenca de outros microrganismos capazes de produzir etilfendis podera ter sido a
responsavel pela produgéo.

Segundo Romano et al. (2008) ") a formagdo do “carater Brett” ¢ influenciada
pela estirpe, pelo pH do vinho, pela quantidade de nutrientes presentes no mosto, e pelo

estado de contaminacdo da adega e equipamentos.
3.2.2.1 Analises microbioldgicas e presenca de fendis volateis

No que diz respeito as analises microbiologicas, verificaram-se dois grupos
distintos, o Grupo 1 constituido pelas amostras que ndo apresentaram crescimento
microbiano (Al a A60), e o Grupo 2 formado pelas amostras (B4 a B13) que
apresentaram resultados positivos.

Na Tabela 7 encontram-se os resultados obtidos para as concentracbes de 4-
etilguaiacol e 4-etilfenol expressas em pg.L™ nos vinhos onde foi detetado crescimento.

Tabela 7. Valor das concentracdes de 4-Etilguaiacol e 4-Etilfenol (ug.L™) obtidos nos dois

grupos de amostras.

Grupo de Vinhos

Parametros
1 2
4-Etilguaiacol [ug.L™] 30,16 + 29,05 * 226,26 + 104,79 °
4-Etilfenol [pg.L™] 17,04 + 13,23 % 1365,06 + 964,55

As médias dentro de uma linha com letras diferentes diferem significativamente entre si (p <0,05).
Os valores de p foram calculados a partir da analise T-Student apds se ter verificado os pressupostos de normalidade
e de homogeneidade de variancias.

De acordo com Vigentini et al. (2008) ! a producéo dos compostos 4-etilfenol e
4-etilguaiacol por Brettanomyces bruxellensis € o principal fator que afeta as
propriedades sensoriais do vinho, por isso, neste estudo avaliou-se o efeito da sua
presenca na quantidade dos fenois volateis presentes nos vinhos.

Numa primeira analise, verificou-se que foi de extrema importancia comparar a
concentracdo destes dois compostos com os resultados microbioldgicos, pois a sua
concentracgéo variou significativamente nos diferentes vinhos analisados.

Da analise da Tabela 7, verifica-se que no grupo 1 as concentracdes de 4-
etilguaiacol e 4-etilfenol foram de 30,16 + 29,05 (ug.L™) e 17,04 + 13,23 (ug.L™),
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respetivamente. As amostras que constituem o grupo 2 apresentaram para o 4-etilfenol
uma concentracdo de 1365,06 + 964,55 pg.L™ e para o 4-etilguaiacol de 226,26 +
104,79 pg.L ™

Na Tabela 7, observam-se diferencas (p <0,05) entre os dois grupos quer para o 4-
etilguaiacol, quer para o 4-etilfenol.

Estes resultados confirmam os microbioldgicos, ou seja, o grupo 1 que é
constituido pelas amostras de vinho que ndo apresentaram a presenca de leveduras do
género Brettanomyces/Dekkera apresentaram valores para os fenois volateis muito
inferiores aos obtidos para o grupo 2.

De acordo com Chatonnet et al. (1992) B4 concentracdes de 4-etilfenol e 4-
etilguaiacol de 620 pg.L™ e 140 pg.L™ respetivamente, afetam negativamente o aroma
do vinho tinto. Neste estudo o grupo 2 ultrapassou os limiares para ambos 0s compostos
(226,26 + 104,79 pg.L™" para o 4-etilguaiacol e 1365,06 + 964,55 pg.L™" para o 4-
etilfenol).

Os resultados deste estudo sugerem que os vinhos do grupo 2 provavelmente
seriam rejeitados pelos consumidores 2%, No entanto, para tal seria necessario efetuar a

analise sensorial.
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3.3 Compostos fendlicos e atividade antioxidante do vinho
3.3.1 Andlise dos compostos fenolicos e flavonoides totais

Para quantificar os grupos hidroxilo (compostos fendlicos) presentes nas amostras
de vinho, recorreu-se ao método de Folin-Ciocalteu. Este método baseia-se numa reagao
de 6xido-reducdo, no qual o ido fenolato é oxidado em meio alcalino, enquanto reduz o
complexo fosfotungstico-fosfomolibdico no reagente originando uma solucéo azul que
absorve a 760 nm %1,

Na determinacdo dos flavonoides totais, 0 método baseia-se na propriedade do
catido aluminio para formar complexos estaveis com o hidroxilo dos flavonoides,
formando um complexo de cor amarela 3314, Este permite determinar a quantidade de
flavonoides presentes nas amostras evitando a interferéncia de outras classes de
substancias fendlicas, sobretudo os acidos fenélicos 3,

Para a determinacdo do teor em compostos fenois totais, utilizou-se como padréo o
acido galico (GAE), obtendo um coeficiente de correlacdo de 0,9998 e a equacdo da reta
y = 0,0092x + 0,0334.

O teor em flavonoides totais foi determinado utilizando quercetina (Q) como
padrdo, obtendo para este um coeficiente de correlacdo de 0,9996 e a equacdo de y =
0,0362x - 0,0148.

Os valores obtidos para os fendis e flavonoides nos vinhos apresentam-se na Figura
18 (material suplementar apresentado na Tabela 16 do Anexo V). Observa-se que 0
teor de fendlicos totais variou entre 2,08 e 4,22 mg.mL™ (mg de Acido Gélico.mL™ de
vinho), com um valor médio de 3,23 + 0,63 mg.mL™.

Da analise da Figura 18, verifica-se que a amostra A23 (4,22 + 0,19 mg.mL™)
apresentou teores de compostos fendlicos superiores as restantes, enquanto a amostra
B13 foi a que apresentou concentracdes mais baixas (2,08 + 0,45 mg.mL™).

Os resultados obtidos para o teor de fendlicos totais estdo em concordancia com o0s
obtidos por Katalinic et al. (2004) °': Stako et al. (2008) °?; Roussis et al. (2008)
Rivero-Pérez et al. (2008) °; DiMajo et al. (2008) ¢); Li et al. (2009) P Versari et
al. (2010) ! Chira et al. (2011) ™™ e Segura et al. (2011) % em vinhos tintos.

Paix4o et al. (2007) Y em vinhos tintos portugueses e Granato et al. (2010) *° em
vinhos tintos brasileiros, obtiveram valores mais baixos para 0s compostos fendlicos, 0s

quais variaram entre 0,483 e 1,959 mg.mL™.
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Figura 18. Concentracdo de fenois totais (mg de Acido Galico (GAE). mL™ de

vinho) nas amostras de vinho.

Convém salientar que, os valores mais elevados (até 5860 mg.mL™) para os fendis
totais foram relatados para vinhos italianos e espanhois 12131,

A variacdo no teor de compostos fendlicos observado nas amostras analisadas, pode
estar relacionada com a variedade da uva, com o grau de maturacdo, com a regido

produtora 281 com as técnicas de vinificacdo ©*#! bem como com os métodos de
envelhecimento do vinho ®4.
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Figura 19. Concentragao de flavonoides totais (mg de Quercetina (Q).mL™ de vinho)

nas amostras de vinho.
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No que diz respeito ao teor de flavonoides totais (Figura 19) ndo se verificaram
variacBes consideraveis entre as varias amostras analisadas contrariamente ao verificado
para o teor de fendlicos totais. Estes variaram entre 0,06 e 0,17 mg.mL™ (mg de
Quercetina.mL™ de vinho), com um valor médio de 0,10 + 0,03 mg.mL™.

A amostra que apresentou maior concentragdo destes compostos foi a B6 (0,17 +
0,04 mg.mL™) em contraste com as amostras A22 (0,06 + 0,04 mg.mL™) e A37 (0,06 +
0,03 mg.mL™) que apresentam teores de flavonoides totais menores.

Silva et al. (2014) 3" em amostras de vinhos portugueses obtiveram teores de
flavonoides totais compreendidos entre 0,049 a 0,511 mg.mL™ de vinho, valores
idénticos aos determinados neste trabalho.

Os valores encontrados para os flavonoides totais estdo também em concordancia
com os propostos por Waterhouse (2002) MY: Yang et al. (2009) % Stefenon et al.
(2010) e Arcari et al. (2013) *¥ que obtiveram valores compreendidos entre (0,050
a 0,300 mg.mL™) em vinho tinto.

Gris et al. (2013) "% em vinhos tintos brasileiros, encontraram valores muito

inferiores que variaram entre 0,01 e 0,03 mg.mL™ de vinho.

3.3.1.1 Teor de compostos fenolicos e flavonoides totais de acordo com o0s

resultados microbiolégicos

Tal como referido anteriormente, observaram-se amostras de vinho que néo
apresentaram quaisquer leveduras do género Brettanomyces/Dekkera (Grupo 1 (Al a
AB60)), e amostras em que se verificou crescimento deste tipo de levedura (Grupo 2 (B4
a B13)).

Na Tabela 8 apresentam-se os resultados obtidos para os fenois e flavondides totais
de acordo com os resultados microbiolégicos.

Da anélise da Tabela 8, constata-se que em termos do teor de fendis totais o grupo 1
(3,54 + 0,42 mg.mL™) apresentou valores superiores, relativamente ao obtido para o
grupo 2 (2,70 + 0,60 mg.mL™). Verificaram-se diferencas significativas (p <0,05) entre

0S grupos.
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Tabela 8. Teor de fendis e flavonoides totais nas amostras de vinho de acordo com o0s

resultados microbiol6gicos.

Grupo de Vinhos

Parametros
1 2
Compostos Fenolicos Totais a b
4 3,54+0,42 2,70+ 0,60
[mg GAE.mL™]
Flavonoides Totais
0,10 £ 0,02 0,10+0,04

[mg Q.mL"]

As médias dentro de uma linha com letras diferentes diferem significativamente entre si (p <0,05).
Os valores de p foram calculados a partir da anélise T-Student apds se ter verificado os pressupostos de normalidade
e de homogeneidade de variancias.

De acordo com Macheix et al. (1990) % e Jackson (2000) ¢!, o teor de compostos
fenolicos no vinho é influenciado pela atividade microbiana de algumas leveduras.

No nosso trabalho verificamos que, o grupo 2 apresentou um conteudo em fendis
totais inferior ao obtido ao do grupo 1, pois esta levedura utiliza como substrato para o
seu crescimento estes compostos, dai a quantidade de fenodis totais va diminuindo a
medida que aumenta a populacdo de Brettanomyces/Dekkera no vinho.

Da observacdo da Tabela 10, verifica-se que a concentracdo em flavonoides totais
para o grupo 1 foi de 0,10 + 0,02 mg.mL™ e para o grupo 2 de 0,10 + 0,04 mg.mL™.

Relativamente ao teor de flavonoides totais ndo se verificaram diferencas
significativas entre 0s dois grupos.

Os valores obtidos sugerem que a presenca de levedura do género
Brettanomyces/Dekkera ndo influenciou a concentracdo destes compostos nos vinhos

em estudo.

3.3.1.2 Teor de compostos fendlicos e flavonoides totais de acordo com a regido

produtora dos vinhos

As diversas amostras analisadas tiveram origem em duas regides distintas, tendo
sido divididas em dois grupos. O Grupo A € constituido pelas amostras provenientes da
Regido do Alto Douro (Al - A60 e B6 - B11) e o Grupo B é formado pelas amostras da
Regido de Tras-os-Montes (B4, B5 e B13).
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Na Tabela 9 encontram-se descritos os resultados obtidos para os fendis e

flavondides totais de acordo com a regido produtora dos vinhos.

Tabela 9. Teor de fendis e flavonoides totais nas amostras de vinho de acordo com a regido

produtora.

Grupo de Vinhos

Parametros
A B
Compostos Fenolicos Totais a b
1 3,40 + 0,56 2,56 + 0,44
[mg GAE.mL™]
Flavonoides Totais
0,10+£0,03 0,09 +0,03

[mg Q.mL"]

As médias dentro de uma linha com letras diferentes diferem significativamente entre si (p <0,05).
Os valores de p foram calculados a partir da analise T-Sstudent ap6s se ter verificado os pressupostos de normalidade
e de homogeneidade de variancias.

Constata-se que o teor em fenois totais das amostras de vinho provenientes da
Regido do Alto Douro foi superior (3,40 + 0,56 mg.mL™) ao das amostras da Regido de
Tras-os-Montes (2,56 + 0,44 mg.mL™), tendo-se verificado diferencas significativas
entre regides (p <0,05). Este resultado pode dever-se ao facto, de as vinhas atualmente
utilizadas na producéo dos vinhos de Tras-os-Montes serem novas, produzindo menor
quantidade de matéria corante, ou seja, menor teor de fendis totais.

Os nossos resultados vao de encontro as observacdes de Andrade et al. (2001) #¥2 e
Ramos et al. (1999) ! segundo as quais a regido afeta a composicdo em fendlicos
totais.

Apesar de existirem diferencas significativas entre vinhos provenientes de
diferentes regides, esta variacdo pode também resultar de outros fatores, como por
exemplo a variedade da uva, contribuindo estes fatores para o efeito benéfico associado
ao consumo de uvas e seus derivados.

Relativamente ao teor de flavonoides totais verificamos que ndo existem diferencgas
significativas entre o grupo A (0,10 + 0,03 mg.mL™) e o grupo B (0,09 + 0,03 mg.mL"

1, indicando que o fator regido nao influenciou o contetido de flavonoides totais.

50



H b INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA .
'P Eacola Superior Agrdria Resultados e Discussao

3.3.2 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante consiste em atrasar ou inibir a oxidacdo de lipidos ou de
outras moléculas, impedindo o desenvolvimento das reacdes em cadeia da oxidagédo
[142].

Para caracterizar o potencial antioxidante dos vinhos utilizaram-se 0s métodos
DPPH e Poder Redutor, cujos resultados se expressam em ECsy.

O ensaio de DPPH mede a capacidade de uma substancia em neutralizar os radicais
livres DPPH. Este composto constitui um dos poucos radicais azotados orgéanicos
estaveis, que pode ser comercializado como tal, eliminando a necessidade de ser gerado
antes de um ensaio de atividade antioxidante.

O radical livre DPPH é um cromoforo estavel que absorve a 517 nm e apresenta
uma coloracdo violeta intensa. O radical DPPH na presenca de antioxidantes dadores de
atomos de H, como é o caso dos fendis, ou eletrdes, é reduzido formando um produto
amarelo, com consequente diminui¢do da absorvancia. O DPPH vai sendo reduzido a
forma de hidrazina por um composto quimico antioxidante, o seu eletrdo emparelha-se,
0 que resulta na diminuicdo da cor para amarelo claro e, da absorvancia a 515 e 528 nm
até valores constantes 2,

O método do Poder Redutor baseia-se na capacidade que os antioxidante possuem
em reduzir o Fe*'/Ferricianeto (FeCly/KsFe(CN)s) a forma ferrosa (Fe®*) 1431441
Dependendo do poder redutor dos compostos avaliados, a cor amarela da solucéo altera
para vérias tonalidades de verde ou azul **!. A reacéo ocorre em meio 4cido (pH = 3,6)
para manter a solubilidade do ferro !, Este pH diminui o potencial de ionizacdo que
impulsiona a transferéncia de electrdes e aumenta o potencial redox, causando uma
mudanca no mecanismo de reagéo 477,

Quando a espécie oxidante é o Fe** ou 0 Fe(CN)s ¥ (na composicdo do reagente
ferricianeto), forma-se respetivamente Fe?* ou Fe(CN)s * como produto da reducio com
0 antioxidante, combinando-se com o outro componente do reagente para originar
KFe[Fe(CN)e] (azul da Prussia) como produto colorido.

Na Figura 20 (material suplementar apresentado na Tabela 17 do Anexo 1V)
encontram-se sumariados o0s resultados obtidos para a atividade antioxidante
determinados pelo método DPPH e pelo Poder Redutor.

A concentracdo de vinho equivalente a 50% de inibicdo, calculou-se a partir da

percentagem do efeito bloqueador em funcéo da concentragdo de vinho 42!,
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O valor de ECs indica a concentracdo que elimina 50% dos radicais livres, o que
significa que quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, menor serd a
concentracdo de ECsq e maior atividade antioxidante da amostra ™.

As solucbes preparadas das amostras de vinhos para a analise do DPPH, com
concentracdes a variar entre 0,25 e 40,00 mL.L™ de vinho, apresentam uma coloracéo
violeta que mudou para amarelo consoante a atividade antioxidante das solugdes
testadas, verificando-se uma relacéo linear direta entre a absorvancia e o aumento da
concentracdo em vinho.

Em relagéo aos valores de ECs, obtidos (Figura 20) as amostras que apresentam
maior efeito bloqueador foram as amostras A23 e A37, com o valor de ECs, mais baixo
(7,78 £ 0,24 mL.L™" e 7,82 + 0,22 mL.L™, respetivamente), pelo contrério, as amostras
que apresentam menor efeito bloqueador foram as amostras A22 e B9 (13,89 £ 0,05
mL.L™" e 12,74 + 0,47 mL.L™), apresentando os valores de ECso mais elevados. O valor
de ECso determinado pelo método do DPPH apresentou um valor médio de 9,58 + 1,92
mL.L ™

Os resultados obtidos vdo de encontro das observacGes de Stefenon et al. (2010)
(3% em vinhos brasileiros e Paix4o et al. (2007) ! em vinhos tintos da llha da Madeira,
que obtiveram valores a variar entre 1,83 e 80,76 mL.L™" e 4,85 e 2559 mL.L™,
respetivamente.

Silva et al. (2014) ™ em vinhos portugueses obtiveram valores de ECso pelo
método do DPPH que, variaram entre 40 e 80 mL.L™, valores muito superiores aos
obtidos neste estudo.

No entanto, os resultados obtidos para ECs pelo método do DPPH foram um pouco
superiores aos determinados por Atanackovic et al. (2012) ™% em vinhos Pinot Noir,
Merlot e Cabernet Sauvignon.

Na atividade antioxidante determinada pelo método do Poder Redutor as solucGes
preparadas das amostras de vinhos para a analise do Poder Redutor, com concentracdes
a variar entre 0,25 e 40,00 mL.L™ de vinho, apresentam uma coloracdo amarela que
mudou para verde-azulado consoante o poder redutor das solugdes testadas, mostrando
existir uma relacdo de dependéncia entre a concentragdo de vinho e a sua atividade

bioldgica, verificando-se um aumento a medida que aumenta a concentragdo de vinho.
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Amostra

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

ECq, [ML.L1]

Figura 20. Valores de ECs, determinados pelo método DPPH e Poder Redutor nas

amostras de vinho.

Tendo em conta os valores de ECsy obtidos pelo método do Poder Redutor para as

diferentes amostras de vinho (Figura 20), verificou-se que as amostras que evidenciaram

menor poder redutor (maiores valores de ECsy) foram as amostras B13 (30,71 £+ 0,24

mL.L™") e B11 (30,19 + 0,35 mL.L™). Por outro lado, as amostras que apresentaram

maior poder redutor (menores valores de ECsp) foram as amostras A23 (14,62 + 0,09
mL.L™") e A25 (15,68 + 0,36 mL.L™). O valor de ECs, quantificado pelo método do

Poder Redutor apresentou um valor médio de 21,97 + 5,01 mL.L™.

Os resultados obtidos vdo de encontro as observacdes de Choi et al. (2002) ™,

segundo as quais a atividade antioxidante depende do teor em compostos fendlicos

totais. De facto, a amostra A23 foi a que apresentou maior contetdo em fendis totais e

menor valor de ECsp, consequentemente maior atividade antioxidante, como ilustra a

Figura 20.
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3.3.2.1 Analise da atividade antioxidante com base nos resultados microbiolégicos

Nesta secdo com o objetivo de verificar se a presenca de leveduras
Brettanomyces/Dekkera influencia a atividade antioxidante das amostras de vinho,
fomos comparar a atividade antioxidante das amostras sem e com presenca de leveduras
pertencentes a este género: Grupo 1 (Al a A60) e Grupo 2 (B4 a B13).

Na Tabela 10 estdo sumariados os resultados obtidos para a atividade antioxidante
pelo método DPPH e pelo método Poder Redutor de acordo com as andlises

microbioldgicas.

Tabela 10. Atividade antioxidante para as amostras de vinho de acordo com as andlises

microbioldgicas.

Grupo de Vinhos

Parametros
1 2
Atividade Antioxidante Efeito a b
. 8,95+ 1,66 10,92+ 1,84
Bloqueador de DPPH — ECso [mL.L™]
Atividade Antioxidante pelo Poder a b
19,26 + 3,61 27,23 £ 3,27

Redutor — ECso [mL.L™]

As médias dentro de uma linha com letras diferentes diferem significativamente entre si (p <0,05).
Os valores de p foram calculados a partir da analise T-Student apds se ter verificado os pressupostos de normalidade
e de homogeneidade de variancias.

Da andlise da Tabela 10, constata-se que o grupo 1 apresentou valores inferiores de
ECso (8,95 + 1,66 mL.L™) quantificada pelo método DPPH, relativamente aos obtidos
para 0 grupo 2 (10,92 + 1,84 mL.L™"). Entre os grupos as diferencas na atividade
antioxidante foram significativas (p <0,05). Como o0s compostos fenolicos sdo
principais responsaveis pela atividade antioxidante, e neste estudo verificou-se que o
teor de fenois totais foi influenciado pela presenca das leveduras
Brettanomyces/Dekkera, diminuindo o seu teor a medida que aumentava a populagdo
destas leveduras, assim sendo, as amostras que continham estas leveduras também
apresentaram menor atividade antioxidante.

Relativamente aos valores obtidos para 0 ECsp pelo método do Poder Redutor, o

comportamento foi idéntico ao observado pelo método de DPPH, ou seja, o grupo 1
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(19,26 + 3,61 mL.L™) apresentou menores valores de ECso que 0 grupo 2 (27,23 + 3,27
mL.L™), observando-se também diferencas significativas entre grupos.

3.3.2.2 Analise da atividade antioxidante de acordo com a regido produtora dos

vinhos

Tal como referido anteriormente, as amostras analisadas neste estudo tiveram
origem em duas regides distintas. O Grupo A € constituido pelas amostras provenientes
da Regido do Alto Douro (A1-A60 e B6-B11) e o Grupo B é formado pelas amostras da
Regido de Tréas-os-Montes (B4, B5 e B13).

Na Tabela 11 encontram-se representados os resultados obtidos para a atividade

antioxidante de acordo com a regido produtora dos vinhos.

Tabela 11. Atividade antioxidante para as amostras de vinho de acordo com a regido produtora.

Grupo de Vinhos

Parametros
A B
Atividade Antioxidante Efeito a b
. 9,34 +1,95 10,92 + 1,32
Bloqueador de DPPH — ECso [mL.L™]
Atividade Antioxidante pelo Poder a b
21,11+ 5,00 25,96 + 4,02

Redutor — ECs, [mL.L™"]

As médias dentro de uma linha com letras diferentes diferem significativamente entre si (p <0,05).
Os valores de p foram calculados a partir da analise T-Student apds se ter verificado os pressupostos de normalidade

e de homogeneidade de variancias.

Analisando a Tabela 11, constata-se que a atividade antioxidante, determinada pelo
método DPPH, das amostras de vinho provenientes da Regido do Alto Douro foi
superior, ou seja, os valores obtidos para ECs (9,34 + 1,95 mL.L™) no grupo A foram
menores do que os determinados nas amostras da Regido de Tras-os-Montes (10,92 +
1,32 mL.L™). Como verificado no teor de fendis totais, este foi influenciado pela regido
produtora, e como dito anteriormente, os compostos fendlicos sdo 0s principais
responsaveis pela atividade antioxidante, ou seja, as amostras da regido do Alto Douro
como apresentaram maior conteudo de fendis totais, apresentaram também maior

atividade antioxidade.
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Relativamente aos valores obtidos para 0 método do Poder Redutor verificamos que
0 grupo B (25,96 + 4,02 mL.L™") apresentou valores de ECs, maiores que o grupo A
(21,11 + 5,00 mL.L™), ou seja, as amostras de vinho provenientes da Regi&o de Tréas-os-
Montes apresentaram menor atividade antioxidante que as amostras da Regido do Alto
Douro.

Verificaram-se diferencas significativas (p <0,05) entre os grupos quer pelo método
do DPPH, quer pelo método Poder Redutor.

De acordo com o descrito por Andrade et al. (2001) 2 e Ramos et al. (1999) ! a
regido produtora dos vinhos afeta a composicdo em fenolicos totais. Nos resultados
obtidos no nosso trabalho observou-se uma correlagdo entre o teor em compostos
fenolicos e a atividade antioxidante sugerindo que a regido também influencia esta

atividade.
3.3.3 Correlagdes lineares entre os diversos parametros estudados

Para avaliar a correlacdo entre o teor de compostos fenolicos e flavonoides totais
das amostras estudadas, as suas propriedades antioxidantes, os fendis volateis e a
presenca de Brettanomyces/Dekkera determinaram-se as fungdes lineares entre os varios
parametros e calcularam-se os correspondentes coeficientes de correlacdo. A associacao
entre duas varidveis quantitativas € preferencialmente expressa por um coeficiente de
correlagéo, existindo o coeficiente de correlagdo de Pearson, que expressa a intensidade
e o sentido da relacdo linear que existe entre duas variaveis numéricas.

Quando este coeficiente se situa entre 0,5 e 0,8 considera-se que 0s parametros
envolvidos estdo moderadamente correlacionados através de uma funcgéo linear, quando
o coeficiente de correlacdo esta compreendido entre 0,8 a 0,9 considera-se existir uma
correlagéo linear forte entre os parametros em causa, e se o coeficiente for superior a 0,9

significa que existe uma correlagdo linear muito forte.
3.3.3.1 Correlagéo entre o teor de fendis e flavonoides totais
Os resultados obtidos para os coeficientes de correlacdo entre o contetdo de

fendlicos e o teor de flavonoides totais nas amostras de vinho analisadas estdo

sumariadas na Tabela 12.
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Tabela 12. Matriz de correlagdo entre o teor de fendis e flavonoides totais.

. Fenois
Parametros _ .
Equacao R p*
Flavonoides y = 11,803x + 2,066 0,544 *kx
n.s.- ndo significante; **p <0,01 — correlagdo muito significativa;

* p <0,05 — correlagdo significativa; ~ *** p < 0,001 — correlagéo altamente significativa.

Como se pode observar na Tabela 12 (material suplementar apresentado na Figura
21 do Anexo V), verifica-se que as variaveis variaram no mesmo sentido, ou seja,
apresentaram uma correlacdo positiva, constatando-se este facto, atraves do valor
positivo do declive da equacdo da reta. Verifica-se que o grau de relacionamento linear
entre as duas variveis apresenta um valor de R?= 0,544. O teor de fenéis e o conteido
de flavonoides totais apresentam uma correlacdo altamente significativa (p <0,001).

De facto, os flavonoides fazem parte dos compostos fenoélicos, dai se verificar uma

correlacdo positiva entre estes dois parametros.

3.3.3.2Correlacdo entre a atividade antioxidante e fendis, flavonoides totais e

fendis volateis

As correlagOes entre a atividade antioxidante (valores de ECsp) obtidos a partir dos
dois métodos testados e os fendis, os flavonoides totais e os dois compostos volateis
estdo sumariados na Tabela 13.

Relativamente, a correlacdo entre o teor de fenois e a atividade antioxidante os
resultados sugerem que para os dois métodos testados o conteldo de compostos
fenélicos apresenta um coeficiente de correlagdo muito elevado, com valores de R* =
0,908 e de R? = 0,841 para os métodos DPPH e Poder Redutor, respetivamente. Estes
resultados indicam que a correlacdo entre os fenodis e a atividade antioxidante
determinada pelos dois métodos € altamente significativa, como se pode visualizar nas
Figuras 22 e 23 — Anexo V.

A associacdo entre os compostos fenolicos e a atividade antioxidante encontrada
neste estudo era de se esperar, uma vez que 0S cOmpostos Sao 0s principais responsaveis

pela atividade antioxidante no vinho 3.
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As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos, deve-se principalmente, as
caracteristicas da estrutura quimica. Essas caracteristicas desempenham um papel
importante ndo somente na habilidade em doar hidrogénio ou eletrdes, mas também por
causa dos seus radicais intermediarios serem muito estaveis e impedirem a oxidacéo
[100,152].

A correlacdo entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante avaliada pelo
método do DPPH foi confirmada por diversos autores. Katalinic et al. (2004) %, Di
Majo et al. (2008) ° Seruga et al. (2011) 2% e Arcari et al. (2013) 2% obtiveram
valores de R? de 0,954; 0,998; 0,967 e 0,820, respetivamente, em vinhos tintos.

Paixdo et al. (2007) ™ relata valores de R? de 0,982 para esta correlagio, em
alguns vinhos tintos de Portugal.

Em contrapartida, alguns autores referem coeficientes de correla¢cdo um pouco mais
baixos. Assim, Giovanelli (2005) ™! observou para vinhos tintos italianos um
coeficiente de correlagcdo entre os compostos fenolicos e a atividade antioxidante
avaliada pelo DPPH de 0,808.

Apesar das diferencas entre os resultados obtidos pelos diferentes autores,
praticamente todos os artigos publicados sobre este assunto sugerem que a fonte
predominante da atividade antioxidante em vinhos tintos deriva de diferentes compostos
fenolicos e depende fortemente do seu contetido de polifendis totais.

Relativamente aos valores obtidos para o conteddo de flavonoides totais a
correlacdo com a atividade antioxidante determinada pelo método do DPPH foi
altamente significativa (p <0,001), apresentando um coeficiente de correlacdo de R?*=
0,591. Nao se verificou correlacdo entre os flavondides e a atividade antioxidante
quantificada pelo método do Poder Redutor (p> 0,05 e R*= 0,206).

Katalinic et al. (2004) ” e Giovanelli (2005) 5%, relatam em vinhos tintos valores
de correlagéo entre o teor de flavonoides e a atividade antioxidante determinada pelo
método DPPH de 0,946 e 0,747, respetivamente, valores muito superiores aos obtidos
neste estudo.

Da analise da Tabela 13, verifica-se que os fenois volateis (4-etilguaiacol e 4-
etilfenol) apresentam uma correlacdo altamente significativa (p <0,001) com a atividade
antioxidante avaliada pelo método DPPH, a excecdo do composto 4-etilfenol que

apresentou uma correlagdo muito significativa (p <0,01).
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Tabela 13. Matriz de correlacdo entre a atividade antioxidante e o teor de fendis, flavonoides totais e 0s compostos volateis.

. ECs, DPPH ECs, Poder Redutor
Parametros _ . _ .
Equacao R p* Equacao R p*

Fenois y = —0,291x + 6,048 0,908 Frk y = —0,102x + 5,490 0,841 falakad
Flavonoides y = —0,009x + 0,185 0,591 xxx y = —0,001x + 0,126 0,206 n.s
4-Etilguaiacol y = 0,009x + 8,792 0,566 okl y = 0,029x + 19,328 0,644 ekl
4-Etilfenol y = 0,001x + 9,164 0,460 il y = 0,004x + 20,286 0,594 el

n.s.- ndo significante; ** < 0,01 — correlagdo muito significativa;

* p <0,05 — correlagao significativa; **% 1 < ,001 — correlagdo altamente significativa.

Tabela 14. Matriz de correlacgdo entre os fendis volateis e o teor de fendis, flavonoides totais e a contagem microbiana.

. 4-Etilguaiacol 4-Etilfenol
Parametros _ . _ .
Equacéo R p* Equagao R p*

Fenois y = —0,004x + 3,619 0,724 Fx y = —0,001x + 3,476 0,630 Fhk
Flavonoides y = —6,480 x 10~°x + 0,107 0,259 n.s y = —8,481 x 10~%x + 0,105 0,248 n.s
UFC y = 0,601x + 26,557 0,849 ikl y = 4,223x + 5,384 0,816 il
n.s.- ndo significante; **p <0,01 — correlagdo muito significativa;
*p <0,05 — correlacdo significativa; ***p <0,001 — correlagdo altamente significativa.
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3.3.3.3 Correlagdo entre os fenois volateis (4-Etilfenol e 4-Etilguaiacol) e o teor de

fendis, flavonoides totais e a presenca de Brettanomyces/Dekkera

As correlacGes entre os fenois volateis, o contetdo de fenois, flavonoides totais e a
quantidade de Brettanomyces/Dekkera apresentam-se na Tabela 14.

Da observacao da Tabela 14, constata-se que o teor de fendis totais e de compostos
volateis variam sentido contrario, ou seja, a relacdo entre as variaveis foi linear e
negativa (material suplementar apresentado nas Figura 24 e 25 do Anexo V). Obteve-se
uma correlacio altamente significativa (R*> 0,6; p <0,001) entre os compostos volateis
e o contedo de fenois totais.

Relativamente, aos flavonoides totais a correlacdo com os fendis volateis ndo foi
significativa, isto é, o coeficiente de correlacdo foi inferior a 0,30 e p-value> 0,05.

A correlagdo entre a contagem de leveduras Brettanomyces/Dekkera e o0s
compostos volateis foi altamente significativa (R>> 0,8; p <0,001), como ilustram as
Figuras 26 e 27 — Anexo V. Estes resultados estdo de acordo com o esperado, pois
segundo o descrito na literatura os vinhos que apresentam um elevado numero de

leveduras tém maiores concentracdes de compostos volateis.
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Um dos mais graves problemas microbioldgicos na enologia moderna conhecido
por provocar graves defeitos olfativos, que determinam a deterioragéo do vinho séo os
fenois volateis produzidos pelas leveduras do género Brettanomyces/Dekkera. De entre
todas as espécies Brettanomyces/Dekkera bruxellensis é referida como a que provoca
mais impacto na qualidade do vinho, podendo ser isolada quer da superficie de uvas
quer de barricas de madeira durante o armazenamento ou envelhecimento dos vinhos.

A nivel microscopico e macroscopico observou-se a presenca de
Brettanomyces/Dekkera em certas amostras.

Da analise cromatografica efetuada nas amostras de vinho verificou-se que as
amostras que apresentavam leveduras do género Brettanomyces/Dekkera, também
exibiam elevadas concentracGes para os fendis volateis, niveis estes acima dos limites
de referéncia (concentracdo minima acima do qual um composto deprecia o aroma do
vinho), mostrando que a presenca deste tipo de leveduras afeta diretamente a producéo
destes metabolitos.

Relativamente ao teor em fenois e flavonoides totais e a atividade antioxidante,
apesar de neste estudo se ter realizado uma correlacdo entre os diversos parametros,
provavelmente ndo se pode tirar uma conclusdo definitiva, pelo facto, de a quantidade
de amostras ndo ser muito representativa (quinze amostras da regido do Alto Douro e
trés de Tras-os-Montes).

Relativamente a analise do teor em compostos fendlicos, esta revelou que o teor foi
influenciado pelo nimero de leveduras do género Brettanomyces/Dekkera e pela regido
produtora do vinho, ao contrario do que se verificou para o conteldo de flavonoides
totais. Referente a regido, a do Alto Douro apresentou maior teor em fendis em relacéo
as amostras de vinho provenientes de Tras-os-Montes.

A atividade antioxidante determinada quer pelo método Poder Redutor, quer pelo
método bloqueador de radicais livres de DPPH, foi influenciada pela regido produtora
do vinho e pela quantidade de leveduras Brettanomyces/Dekkera presente nos vinhos.
Os vinhos provenientes da regido do Alto Douro foram os que evidenciaram maior
capacidade antioxidante.

A quantidade de leveduras do género Brettanomyces/Dekkera esta correlacionada
significativamente com os fenois volateis, como ja era de se esperar, visto que, estas
leveduras sdo responsaveis pelas concentracoes elevadas destes metabolitos.

Constatou-se que existem correlacBes significativas entre os fendis totais e 0s

flavonoides, e a atividade antioxidante e o contetido de fendis totais.

62



@ ipb IENET‘ITlngO FIOL!;‘I'EC‘NICO DE BRAGANCA o .
seol superor Agrria Conclusdo e Perspetivas Futuras

A nivel de perspetivas futuras, um dos principais contributos para este tema das
leveduras Brettanomyces/Dekkera em vinhos seria tentar encontrar um método fécil,
rapido e expedito que possa ser utilizado pelos produtores na prépria adega e que
permita a detecdo destas leveduras sem ter que ter que estar a espra dos resultados de
laboratorios certificados, que por vezes sdo muitos demorados.

Outro parametro interessante de estudar futuramente era a caracterizagcdo da
conversdo metabdlica da levedura Brettanomyces/Dekkera, nomeadamente no que
respeita a atividade das enzimas hidroxicinamato descarboxilase e vinilfenol redutase
usando diferentes precursores para a producéo de 4-Etilfenol.

Uma das préximas abordagens a um estudo deste género serd estudar o efeito que
0s compostos volateis produzidos pelas Brettanomyces/Dekkera tém sobre a qualidade
dos vinhos testada recorrendo as apreciacdes de um painel de provadores. Seria também
relevante verificar a partir de que valores destes metabolitos € que o painel de
provadores conseguiria detetar e considerariam indesejaveis.

Este trabalho deixa também em aberto algumas pistas de investigacdo futuras, tal
como investir numa amostragem mais abrangente e representativa de varias regides
vitivinicolas portuguesas. Outro aspeto interessante seria um estudo mais aprofundado
sobre vinhos tintos, brancos e rosés, e sobre a importancia tanto dos métodos de
vinificacdo como das uvas (mais precisamente as castas utilizadas para a producdo dos
vinhos) nos diferentes compostos que se encontram posteriormente no vinho que lhe

conferem caracteristicas terapéuticas, nomeadamente a sua capacidade antioxidante.
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Anexo |

Meios de cultura utilizados na anélise microbioldgica do vinho

* Meio WL Differential Medium

Meio WL — 80 g/L
Cicloheximida — 100 mg/L
Acido p-cumérico — 10 mg/L
Cloranfenicol — 50 mg/L

A esterilizagdo do meio foi efetuada em frascos numa autoclave a temperatura de
121°C durante 15 minutos, a exce¢do da cicloheximida, &cido p-cumarico e
cloranfenicol que foram esterilizados por filtracdo através de membrana de 0,22 pm,
sendo que este preparado € adicionado ao anterior apds o seu arrefecimento.

O meio foi transferido, em ambiente estéril, para placas de vidro estéreis para

posterior inoculacdo das amostras.

* Meio de Levedura

Peptona — 10 g/L

Extrato de levedura —5 g/L
Glucose — 20 g/L

Agar — 20 g/L

Agua Destilada — 1000 mL

A esterilizacdo do meio foi efetuada em frascos numa autoclave a temperatura de

121°C durante 15 minutos.
O meio foi transferido, em ambiente estéril, para placas de vidro estéreis para

posterior inoculacdo das amostras.
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Anexo |1
Solucdes utilizadas na quantificacao dos fenois volateis.
Solucoes utilizadas na obtencao da reta de calibragdo
Para obtencdo da reta de calibracéo foi necessario preparar diferentes solugdes.
Solucéo aquosa de etanol a 75% (v/v):

Num baldo volumeétrico de 1L introduziu-se 750 mL de etanol absoluto e perfez-

se 0 volume com agua desionizada.
Solucao Modelo:

Num baldo volumétrico de 1L pesou-se 4 g de &cido tartarico; 3 g de &cido
malico; 0,1 g de &cido acético; 0,025 g de sulfato de magnésio; 0,1 g de sulfato de
potassio e 90 g.L™ de etanol, perfazendo o volume com &gua desionizada.

Finalmente, ajustou-se o pH da solucdo a 3,30 com hidréxido de sédio.

Solucéo aquosa de 3,4-Dimetilfenol (Padr&o Interno):

Para o padréo 3,4-dimetilfenol com 98% de pureza com uma concentracao final
de 100,646 pg.L™ pesou-se 102,7 + 0,0001 mg para um bal&o volumétrico de 100 mL e
perfez-se o volume com a solucéo de etanol a 75%.

Solucéo Padréo de 4-Etilguaiacol e 4-Etilfenol:
Para a realizacdo das solucdes padrdo que contém os dois padrdes tem que se

preparar inicialmente uma solucdo mae, seguida de uma solucdo de referéncia, e por fim

as solucdes necessarias para a obtencdo da reta de calibracao.
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*  Solucdo-mae

Pesou-se 62,3 mg de 4-Etilguaiacol (98% de pureza) e 177,8 mg de 4-Etilfenol
(98% de pureza), com uma precisdo de + 0,0001 mg para um baldo volumétrico de 100
mL, perfazendo o volume com a solucéo de etanol a 75% (v/v).

*  Solucdo de Referéncia

Pipetou-se 1 mL da Solu¢do mae para um baldo volumétrico de 100 mL e

perfez-se o volume com a solucdo de etanol a 75% (v/v).
*  Solugbes padrdo usadas na reta de calibracéo
Em cinco bal@es volumétricos de 100 mL introduziu-se respetivamente 1, 2, 4,

7,5 e 15 mL da solucédo de referéncia, adicionando 1 mL da solucdo aquosa do padréo

interno, perfazendo o volume com a solu¢do modelo.
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Anexo 111

Reagentes utilizados para a avaliacdo dos compostos bioativos e da atividade

antioxidante

* Reagente Folin-Ciocalteu a 10%

Dissolveram-se 10 g do reagente Folin-Ciocalteu em 100 mL de &gua destilada.

*  Solucdo de Carbonato de Sédio

Dissolveram-se 75 g de Carbonato de Sodio em 1 L de agua destilada.

* Reagente AICI; a 2%

Dissolveram-se 2 g de Cloreto de Aluminio em 100 mL de etanol absoluto. A

solucdo foi conservada num frasco e local escuro.

*  Solucdo do DPPH

Dissolveram-se 2,4 mg de DPPH em etanol absoluto e dissolver num ultra-sons e

perfazer o volume de 100 mL com etanol absoluto.

*  Solucdo tampado fosfato (0,2M) pH = 6,6

Dissolveram-se 6,95 g de dihidrogenofosfato (NaH,PO,H,0) (2M) de sédio em
agua destilada, num bal@o volumétrico de 250 mL e 14,2 g de hidrogenofosfato disodico
(Na,PQO,) (4M) em agua destilada, num baldo volumétrico de 500 mL. Preparara-se 250
mL de solugdo tampdo, adicionando-se 156,26 mL da solucdo de dihidrogenofosfato e

93,75 mL de solucéo hidrogenofosfato disodico, ajustando o pH.
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*  Solucdo de ferrocianeto de potassio a 1% (solucéo diaria)

Dissolveu-se 1 g de ferrocianeto de potassio em um pouco de agua destilada,
adicionando-se 1 mL de HCI (1M), num baldo volumétrico de 100 mL.

* Acido Tricloroacético (TCA) a 10%

Dissolveram-se 10 g de &cido tricloroacético em 100 mL de agua destilada.

*  Solucdo de Cloreto de Ferro a 0,1% (solucdo diaria)

Dissolveram-se 0,1 g de cloreto de ferro em um pouco de &gua, adicionando-se 1

mL de HCI (1M), e perfazer com agua destilada num baldo volumétrico de 100 mL
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Anexo 1V

Tabela 15. Valor obtido para os compostos volateis nas amostras de vinho analisadas.

Amostra 4-Etilguaiacol [ug.L™"] 4-Etilfenol [ug.L™]
Al 64,54 + 38,16 13,16 £ 4,23
A2 68,65 = 43,21 29,41 £ 10,76
A22 60,82 + 10,12 20,51 £ 4,18
A23 50,44 + 4,84 31,82+ 3,77
A25 8,43 £ 2,57 41,33+ 32,42
A37 7,61+142 8,70 £ 1,60
A38 559+154 10,08 £ 0,76
A43 10,37 £ 0,94 7,35+0,72
A47 574 +297 13,32+ 1,36
A55 9,43 +£1,59 11,35+ 0,69
A59 3,59 +£0,32 6,26 £ 0,01
A60 6,75+ 0,15 11,16 £ 2,51
B4 202,53 + 108,75 660,49 £ 95,11
B5 351,90 £ 2,43 284751 + 87,20
B6 91,45+ 13,53 867,87 £ 85,56
B9 178,46 + 8,03 469,95 + 3,90
B11 186,46 + 32,32 918,95 £ 16,98
B13 347,13 £ 39,92 2425,58 + 277,99

Meédia 92,20 £ 114,47 466,38 = 851,86
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Tabela 16. Concentragdes de fendis e flavonoides totais nas amostras de vinho analisadas.

Amostra Fenois totais [mg GAE.mL™] Flavonoides totais [mg Q.mL™]
Al 3,77 +£0,13 0,10 £ 0,03
A2 3,56 +0,19 0,10 £ 0,04
A22 2,45+0,23 0,06 + 0,04
A23 4,22 +0,19 0,13 +0,03
A25 3,90 £0,23 0,10 £ 0,03
A37 3,44 +£0,11 0,06 + 0,03
A38 3,45%0,76 0,07 £ 0,02
A43 3,83+0,27 0,10 £ 0,03
A47 3,31+0,13 0,12 + 0,08
A55 3,41+0,27 0,10 £ 0,02
A59 3,50+0,13 0,13 £ 0,04
A60 3,61+0,38 0,12 £ 0,03
B4 3,09 £ 0,57 0,13 +0,03
B5 2,51+0,65 0,07 £ 0,02
B6 3,80 £ 0,25 0,17+ 0,04
B9 2,30+0,33 0,10 £ 0,02
B11 2,41+0,38 0,08 £ 0,04
B13 2,08 £0,45 0,07 £0,03

Média 3,23 +0,63 0,10 £ 0,03

90



i b INSTITUTO POLITEQNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agréria

AnNexos

Tabela 17. Valores obtidos para a atividade antioxidante determinados pelo método DPPH e

pelo Poder Redutor [mL.L™] para as amostras de vinho.

Amostra ECso DPPH [mL.L"] ECso Poder Redutor [mL.L™]
Al 7,88 +0,13 18,21+0,16
A2 9,12+0,15 20,71 +0,20
A22 13,89 + 0,05 28,19 0,27
A23 7,78 0,24 14,62 + 0,09
A25 8,48 +0,13 15,68 + 0,36
A37 9,73+0,21 17,99 + 0,27
A38 8,15+ 0,07 17,10+ 0,39
A43 7,82 +0,22 19,41 40,20
Ad7 9,71+0,31 21,46 +1,07
AS55 8,36 0,18 18,74 + 0,48
A59 8,05+0,16 17,96 + 0,31
A60 8,46 + 0,21 23,44 1,70
B4 9,10 + 0,12 21,49 + 0,20
B5 11,95+ 0,16 25,69 + 0,59
B6 7,92 +0,20 26,33 +0,15
B9 12,74 £ 0,47 29,01 +0,18
B11 12,12 £0,20 30,19 + 0,35
B13 11,70+ 0,25 30,71 0,24

Média 9,58 +1,92 21,97 +5,01
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Anexo V
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Figura 21. Correlagdo estabelecida entre o teor de fendis totais e o
contetdo de flavonoides.
16,0 -
y =-0,291x + 6,048
14,0 - A R2=0,908
I
B 120 -
[a)
IS
Q" 10,0 -
w
8,0
6,0 T T T T 1
1,8 2,3 2,8 3,3 3,8 4,3

Fendis Totais [mg.mL"1]

Figura 22. Correlacéo estabelecida entre o teor de fendis totais e os valores

obtidos de ECs, pelo ensaio antioxidante DPPH.

92



i b INSTITUTO POLITEQNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agréria

AnNexos

EC;, - Poder Redutor

4-Etilguaiacol [pg.L™]

32,0 - y =-0,102x + 5,490
R2=0,841
28,0 -
24,0 -
20,0 -
16,0 -
12,0 T T T T 1
1,8 2,3 2,8 3,3 3,8 4.3
Fenois Totais [mg.mL"1]
Figura 25. Correlagdo estabelecida entre o teor de fendis totais e 0s
valores obtidos de ECs, pelo ensaio antioxidante Poder Redutor.
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Figura 24. Correlacéo estabelecida entre o teor de fendis totais e 0s
4-Etilguaiacol.
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Figura 23. Correlagdo estabelecida entre o teor de fendis totais e 0s

4-Etilfenol.
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Figura 26. Correlagdo estabelecida entre contagem microbiana e o conteido
de 4-Etilguaiacol.
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Figura 27. Correlacéo estabelecida entre contagem microbiana e o contetido
de 4-Etilfenol.
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