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Quantificacao de 5-metiltetrahidrofolato no processamento e

conservacao de vinhos de uvas viniferas e hibridas
Quantification of 5-methyltetrahydrofolate in the processing and conservation
of wines made of winegrapes and hybrid grapes

Elizete Maria Pesamosca FACCO'*, Aline de Oliveira FOGACA?, Carlos Eugenio DAUDT?, Helena Teixeira GODOY*

Resumo

Os folatos compdoem uma classe de vitaminas redescoberta nas ultimas décadas pela sua importante associacao com diversas funcoes, nos
varios processos metaboélicos no organismo humano. As principais fontes descritas na literatura sao os vegetais, os cereais e as leveduras.
Objetivou-se quantificar o 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTFH) em vinhos durante o processamento e conservacao. Foram coletadas amostras
de vinhos tintos das variedades viniferas Cabernet Sauvignon, Merlot e Pinot noir, e das nao viniferas Isabel (tinta) e Nidgara (branca) na
colheita, no final da fermentacao alcodlica, e malolactica e seguindo-se aos 4, 7, 12 e 24 meses de conservacao a partir do inicio da fermentacao.
A técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi utilizada para a separacao, identificacao e quantificacdo. Os resultados
mostraram que os niveis de 5-metil-THF aumentaram consideravelmente durante a fermentacao alcodlica e continuaram aumentando até
o término da fermentacao malolactica. Os niveis mantiveram-se estaveis durante um periodo de 3 a 6 meses para o vinho branco e de 1 a
2 anos para os vinhos tintos, dependendo da variedade. Os vinhos tintos de viniferas se mostraram uma boa fonte de 5-metilTHF.
Palavras-chave: folatos; vinho; leveduras.

Abstract

Folates are a class of vitamins that have been rediscovered in recent decades because of their association with various metabolic processes
in the human organism. The main sources of folates described the scientific literature are vegetables, cereals and yeasts. The purpose of this
study was to quantify 5-methyltetrahydrofolate (5-methyl-THF) in wines during wine production and aging. Red wines made from Cabernet
Sauvignon, Merlot, and Pinot Noir wine grape varieties, and from Isabel (red) and Niagara (white) non-wine grape varieties were analyzed. The
samples were analyzed at the beginning of fermentation, at the end of alcoholic and malolactic fermentation, and periodically at 4, 7, 12 and
24 months of age. High Performance Liquid Cromatography was used to separate, identify and quantify the folates. The results showed that
the levels of 5-methyl-THF increased considerably during fermentation and continued to increase until the end of malolactic fermentation.
The levels remained stable over a period of 3 to 6 months in the white wines and for 1 to 2 years in red wines, depending on the variety. The

red wines proved to be a good source of 5-methyl-THE.
Keywords: folate; wine; yeast.

1 Introducao

O acido f6lico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-
L-glutamico), também € conhecido como acido pteroilglutami-
co, vitamina B, e vitamina M. Est4 naturalmente presente em
alimentos, geralmente, na forma reduzida, como derivados de
poliglutamatos, com 2 a 7 residuos de acido glutamico, conhe-
cidos como folatos'®. Folato é um termo geral que se refere a
compostos no s6 estruturalmente, mas também com atividade
semelhante a do acido f6lico®*”.

O interesse pelos folatos tem crescido nos ultimos anos
com as descobertas relacionadas as suas fun¢oes nos diversos
processos metabdlicos no organismo humano. Os folatos sao
essenciais na prevencao e reducao significativa do risco de
ma formacgao do tubo neural na gestagao®!!!'21517. Também
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participam na producdo normal das hemaceas, sendo que
a caréncia de alimentos que contenham a vitamina na dieta
pode levar a anemia megaloblastica'**!#, além de doencas
cronicas como cancer de mama e c6lon, mal de Alzheimer e
depressao! 23282931,

Desde a década de 90 muitos estudos dos componentes
do vinho estao sendo realizados. Baseados principalmente no
chamado “paradoxo Francés”, que é uma andlise de multiva-
riaveis que mostra que o consumo de vinho tinto foi o tnico
fator da dieta que mostrou correlagao negativa com a ateros-
clerose e os distirbios coronarios®”. O “paradoxo francés” é
uma aparente discrepancia entre o alto consumo de gorduras
saturadas e colesterol pelos franceses e a baixa incidéncia de
doencgas do coracdo e aterosclerose. Ha estudos mostrando
que, ndo somente os compostos fendlicos, mas também os
folatos estariam associados a esse paradoxo®'. Além disso, o
tetraidrofolato juntamente com a vitamina B, € necessario para
a conversao de homocisteina em metionina'®. A homocisteina
vem alcan¢ando grande importancia como fator de risco para a
doenca arterial coronéria**3-3°, pois o alto nivel desta no sangue
pode aumentar a agregacao de plaquetas, causando trombose e
inativando anticoagulantes®*****, Com o suplemento dos folatos
na dieta ocorre reducao dos niveis de homocisteina??%289,

De acordo com BRODY® e FRANCO!® entre outros autores,
os vegetais e as leveduras, seguidos pelas carnes, figado, rim,
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frutas e cereais sdo considerados as principais fontes desse
grupo de vitamina.

A capacidade de leveduras tipicas de fermentagao, como
a Saccharomyces cerevisae, para produzir folatos em meios
especificos para o crescimento dos microrganismos € maior
que outros tipos de levedura e bactérias. A quantidade de
vitamina encontrada na biomassa celular é 40 vezes maior
que a encontrada no meio®, fato que confirma que nao sé
os alimentos produzidos por leveduras contém folatos, mas
também o préprio microrganismo. Vinho, cerveja e paes sao
exemplos de alimentos produzidos através da fermentacao
por leveduras®2.

Folatos sao encontrados em produtos de bioprocessos
como produtos lacteos!® e de panificacao®* 326, mostrando que
as leveduras, mesmo em processos de transformacao de alguns
tipos de produtos de origem animal e vegetal, mantém e/ou
aumentam a quantidade de folatos originalmente presentes
nesses alimentos?.

Diante do exposto, objetivou-se quantificar o 5-metilTHF
durante o processamento e conservagao, por um periodo de
12 meses, em vinhos de uvas viniferas (Merlot e Pinot noir) e ndo
viniferas (Isabel tinta e Nidgara branca), e por um periodo de
24 meses em vinhos de uvas viniferas Cabernet Sauvignon.

2 Material e métodos

2.1 Material

Amostras

As amostras das variedades de uvas tintas viniferas Pinot
noir (PN), Cabernet Sauvignon (CS), Merlot (ME) utilizadas no
experimento foram provenientes da Vinicola Velho Amancio
localizada em Itaara, regiao central do Rio Grande do Sul. As
outras amostras sao das variedades americanas tinta Isabel
(IS) e branca Niagara (NI) e provenientes da serra gadcha. A
vinificacdo foi realizada na Vinicola Velho Amancio. Foram
coletadas amostras nas seguintes etapas do processo: inicio e
final da fermentacao alcodlica, final da fermentacao malolactica
e, no vinho, aos 4, 7 e 12 meses apos o inicio da vinificacao, e
para o vinho Cabernet Sauvignon até os 24 meses.

A levedura utilizada no processo da fermentacao alco-
Olica foi a Saccharomyces cerevisae, com variacdo de cepa
dependendo da variedade da uva vinificada. Saccharomyces
cerevisae (var. bayanus) foi utilizada para as variedades Ca-
bernet Sauvignon, Merlot, Pinot noir e Saccharomyces sp. na
vinificacao da uva Isabel e Nidgara. As amostras foram coletadas
em duplicata e devidamente armazenadas a — 18 °C até andlise.
As amostras foram filtradas em filtros MILLIPORE 0,45 um e
injetadas diretamente no cromatégrafo a liquido.

Reagentes

O padrao do 5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato de calcio
(5-MetilTHF) foi adquirido do Laboratério Dr. Schircks (Suica).
A acetonitrila (grau cromatografico), o acido acético e o hidroé-
xido de potassio (grau analitico) eram da marca Merck. A agua

utilizada tanto no preparo das amostras como no preparo das
fases moveis, foi purificada no sistema Milli-Q (Millipore). As
fases moéveis foram filtradas em filtros Millipore (HAWP e HVLP
04700 Millipore), com poros de 0,45 pm de diametro.

Instrumento

Utilizou-se um cromatégrafo liquido HEWLETT PACKARD
(HP) série 1100, com injetor automatico, degaseificador, bom-
ba quaternaria, equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD), UV-visivel e de fluorescéncia, dispostos em seqiiéncia. A
coluna Microsorb-MV, ODS-2, 5 um, 250 x 4,6 mm d.i. (Rainin
Instrument Company) foi utilizada para a separacao dos fola-
tos, protegida por uma coluna de guarda Bondesil C ., 5 um,
10 x 4,6 mm d.i (Varian).

18°

2.2 Método

O método foi desenvolvido e validado por CATHARINO
etal.” para a determinacao simultanea das varias formas de fo-
latos. O padrao foi eluido através de um sistema por gradiente,
com vazao de 0,5 mL.min' sendo a fase mével composta por
solugao de acido acético (a pH 2,8) no inicio da corrida, chegan-
do a 76% de solucao de acido acético e 24% de acetonitrila em
26 minutos. As condicbes iniciais foram retomadas e a coluna
reequilibrada durante 15 minutos antes da préxima injecao. O
5-metilTHF foi detectado em detector de fluorescéncia, sendo
A 290 nm e A 360 nm.

excitacao emissao

A identificagao foi feita por comparacao entre os tempos
de retencao dos analitos com o padrdo analisado nas mesmas
condicoes, por co-cromatografia e através dos espectros de
fluorescéncia. E a quantificacao foi realizada por curva de
calibracao externa.

3 Resultados e discussao

Os resultados da quantidade de 5-metilTHF em vinhos tin-
tos de uvas viniferas e nao viniferas encontram-se na Tabela 1.
Observou-se que a quantidade de 5-metilTHF no mosto é
menor quando comparada com o vinho. O aumento é maior
na fermentacao alcodlica, na qual segundo AMERINE et al.?
¢ intensa a atividade da levedura. Baseado nesses resultados
pode-se especular que a vitamina encontrada no vinho pode
ser proveniente das leveduras responsaveis pelo processo
de fabricacao do vinho ou talvez da acao destas sobre algum
composto presente nas uvas ou das proprias uvas.

O vinho Pinot noir foi o que apresentou quantidades
maiores de 5-metilTHF, seguido do vinho Cabernet Sauvignon
e do Merlot. Ja o vinho Isabel apresentou 6 vezes menos
5-metilTHF que o vinho Pinot noir. Dentre os vinhos analisa-
dos, o vinho branco de Nidgara apresentou os menores valores,
30,7 ug.L',que se reduziu a trago seis meses apos o inicio da
vinificagao.

Apbs 6 meses, os maiores valores de 5-metilTHF foram
encontrados nos vinhos Pinot noir 368,1 ug.L™, seguido do
Merlot 145,4 ug.L™! e do Cabernet Sauvignon 145,1 ug.L. Jao
vinho nao varietal, Isabel, apresentou valores de 64,7 ug.L™".
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Tabela 1. 5-metilTHF (ug.L™!) em diferentes variedades de vinhos avaliados nas diferentes etapas da vinificacdo e conservacgao.

Fases da vinificacao Cabernet Sauvignon Merlot Pinot noir Isabel Niagara
Colheita 0,6 (4,1) 9,3 (1,8) 49,9 (3,7) nq 1,7 (1,6)
Alcodlica 65,6 (3.7) 74,8 (1,9) 263.,8 (0,6) 53,5 (1.7) 11,1 (3.9)
Malolactica 87,0 (2.2) na 333.3 (1,8) 58,7 (1.4) 17,5 (3.2)
4 meses* 127,3 (0,5) 126,4 (1,9) 366,1 (4,0) 60,6 (2,8) 30,7 (3.8)
7 meses* 145,1 (1,6) 145,4 (2,3) 368,1 (4,2) 64,7 (3.2) nq
12 meses* 152.4 (1,2) 154.,9 (3.8) 335.4 (2,1) na na
24 meses* 150,7 (3,6) 164,2 (1,3) na na na

Valores médios e coeficiente de variacao das determinagoes em duplicata; nq = nao quantificado; na = nao analisado; alcodlica: final da fermentacao alcodlica; malolactica: final da fermentacao

malolactica; e *Tempo em meses a partir do inicio da fermentacéo alcodlica.

No estudo de JAGERSTAD et al.?, paes, leite e vegetais
fermentados tiveram um aumento na concentracao de folatos de
no minimo 100%. Esses dados corroboram com o conhecimento
de que as leveduras sao fonte desta vitamina®. Das leveduras
testadas, as que mais produzem folatos sao: a Saccharomyces
cerevisae ALKO 743 e a Candida milleri CBS 8195%. Os autores
ainda citam que a levedura comumente usada em panificacao,
Saccharomyces cerevisae ALKO 743, produz folatos quando
incubada sozinha assim como em combinacdo com bactérias
lacticas. Essas leveduras sdo da mesma espécie usada neste
estudo. Comumente diferentes espécies de Saccharomyces
cerevisae sao usadas para a fermentacao de mostos de uva.

A diferenca no teor de 5-metilTHF nas diferentes etapas
do processamento e das variedades pode ser explicada pelas
diferentes espécies de leveduras usadas no processo fermen-
tativo, ja que a quantidade de folatos esta relacionada ao tipo
e a cepa da levedura®t3°.

No processo da vinificacdo, a fermentacao € a transforma-
cao de fontes de carbono em etanol. Nesse processo, ocorre
também um crescimento na quantidade de levedura no meio?.
Essa levedura depois dos processos fermentativos permanece
no meio por um certo tempo. A medida que o vinho sofre os
processos posteriores da fermentacdo malolactica, como pro-
cessos da clarificacao e envelhecimento, estas leveduras tendem
a se precipitar para o fundo do recipiente, sendo separadas
do liquido por trasfegas e/ou filtracao. Como conseqiiéncia o
teor de 5-metilTHF tende a diminuir ou mesmo desaparecer.
Quando este ultimo fato ocorre pode ser dito que o 5-metilTHF
presente é oriundo das leveduras, e quando estas diminuem,
provavelmente, é pela retirada das leveduras do meio.

Quando o vinho nao possuia mais leveduras (ao redor dos
6 meses) o aumento do 5-metilTHF foi menor ou até diminuiu.
Uma possivel explicacdo para o aumento das quantidades de
5-metilFHF, mesmo na auséncia das leveduras, pode ser devi-
do a acao das enzimas e ao potencial de oxi-reducido do meio.
Por outro lado a diminuicao pode ser explicada pelo processo
inverso ou pela degradacédo da vitamina.

4 Conclusao

A quantidade de 5-metilTHF aumenta durante os proces-
sos de fermentacao alcodlica e malolactica, sendo maior na
fermentacao alcodlica. Depois desse processo, para os vinhos
tintos, a quantidade de 5-metilTHF se estabiliza e, para os
vinhos brancos ocorre uma diminuicio.
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