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RESUMO

Vinhos espumantes, assim como 0s vinhos brancos, sdo muito susceptiveis a oxidacdo nas
etapas de elaboracdo e durante o armazenamento e envelhecimento. A glutationa (GSH),
antioxidante naturalmente presente nas uvas e derivados, contribui positivamente na
preservacdo de aromas, prevencdo do escurecimento e outros defeitos decorrentes do
armazenamento prolongado em vinhos brancos. A molécula de GSH é muito reativa, devido a
seu grupo sulfidrila. Neste sentido, uma alternativa para preserva-la e manter suas
propriedades antioxidantes por um maior periodo durante o armazenamento dos espumantes
seria a microencapsulacdo em um sistema polimérico. A microencapsulagdo também poderia
evitar um aspecto negativo da utilizacdo de GSH em vinhos, que ¢ indugdo da formagao de
H,S (off-flavour), visto que, se a GSH for liberada lentamente poderia evitar o efeito redutor
de oxigénio no vinho. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
adicdo de GSH livre em espumantes e preparar microcapsulas contendo glutationa para adi¢édo
em vinhos e/ou espumantes. A GSH livre (10, 20 e 30 mg L™) foi adicionada em diferentes
etapas da elaboracdo (mosto, vinho base e espumante) de espumantes pelo método tradicional.
Foram avaliados os efeitos da adicdo de GSH sobre compostos aromaticos, 0s compostos
fendlicos relacionados ao escurecimento de vinhos brancos e as concentracfes de SO, livre.
As analises dos compostos fendlicos e da glutationa total e reduzida foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria UV e, as analises dos compostos
aromaticos foram realizadas por cromatografia gasosa. As microparticulas contendo GSH
como composto ativo foram preparadas por spray-dryer com quitosana ou B-ciclodextrina (-
CD), como polimeros e sua caracterizagdo foi realizada por microscopia eletronica de
varredura (MEV), andlise termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourrier (FT-IR),
difratometria de raios-X (DRX). Além disso, foram realizados testes para verificar a
recupera¢do da GSH, a eficiéncia de encapsulacao e a cinética de liberacdo da GSH em vinho
modelo. A adigdo de GSH ao mosto influenciou mais na composi¢éo do espumante do que a
adicdo ao vinho base. Entretanto, a adicdo de GSH ao vinho base manteve niveis elevados de
SO, na forma livre. A adicdo de 10 mg L™ de GSH no mosto é suficiente para assegurar
menores concentracdes de &cidos cafeico, cumarico e ferralico nos espumantes. A adicdo de
20 mg L™ de GSH no espumante junto com o liquor de expedigio resultou em menor indice
de cor, maiores quantidades de SO, na forma livre, menores concentracdes de acetaldeido e
mesma quantidade de compostos fenolicos até 12 meses de armazenamento em garrafas. A
quantidade de GSH adicionada no espumante pronto decaiu em um més de armazenamento e
estabilizou nos primeiros seis meses, porém a quantidade de glutationa total permaneceu
maior no espumante com adi¢do de 30 mg L', até 12 meses de armazenamento. Apesar de
somente a GSH ter propriedade antioxidante, a quantidade de glutationa total teve maior
correlagdo com os resultados obtidos e, por isso, o nivel de glutationa total pode ser um
melhor indicador da condi¢do antioxidante do vinho. Foi possivel encapsular glutationa tanto
utilizando B-CD, quanto utilizando quitosana. A caracterizagdo das microcapsulas
comprovaram um microrrevestimento do composto ativo e uma intera¢do entre a GSH e os
polimeros utilizados. A B-CD foi mais eficiente para encapsular a GSH, permitindo a
liberagdo gradativa da molécula em solugdo de vinho modelo e maior protecdo da molécula,
conferindo melhor estabilidade térmica para GSH.

Palavras-chave: glutationa, vinhos espumantes, microencapsulacao, antioxidante.



ABSTRACT

Sparkling wine, white wines as well, are very susceptible to oxidation in the processing stages
and during storage and aging. Glutathione (GSH), present naturally in grapes and derivatives,
is an antioxidant which positively contributes to the preservation of aromas, prevention of
browning and other defects resulting from prolonged storage of white wines. The GSH
molecule is very reactive due to its sulthydryl group. In this sense, an alternative to preserve it
and maintain its antioxidant properties for a longer period during the storage of sparkling
wine would be the microencapsulation of GSH into a polymeric system. Microencapsulation
of GSH could also prevent a negative aspect of the use of GSH in wine, which is inducing the
formation of H,S (off-flavor), once the GSH is released slowly avoid oxygen reduced
conditions in wine. In this context, this study aimed to evaluate the effect of adding free GSH
in sparkling wine and prepare microcapsules containing glutathione to addition to the wine
and/or sparkling wine. The free GSH (10, 20 and 30 mg L") was added at different stages
(must, base wine and sparkling wine) of sparkling wine elaboration by the traditional method.
The effects of the addition of GSH on aromatics compounds, phenolic compounds related to
browning of white wines and on the free SO, concentrations were evaluated. The analysis of
phenolic compounds and the total and reduced glutathione were performed by high-
performance liquid chromatography and UV spectrophotometry and; the analyzes of the
aromatic compounds were made by gas chromatography. The microparticles containing GSH
as active compound were prepared by spray-dryer with chitosan or [B-cyclodextrin as
polymers and their characterization was performed by scanning electron microscopy (SEM),
thermal gravimetric analysis (TGA), differential scanning calorimetry (DSC), spectroscopy in
the infrared with Fourier transform (FT-IR), X-ray diffraction (XRD). Furthermore, tests were
performed to verify the recovery of GSH, the encapsulation efficiency and release kinetics of
GSH in a model wine. The addition of GSH to the must influenced more in the sparkling wine
composition than the addition to the base wine. However, the addition of GSH to the base
wine appears to maintain higher levels of SO, in its free form. The addition of 10 mg L™ of
GSH in the mus is sufficient for lower concentrations of caffeic acid, coumaric acid and
ferulic in sparkling wine. The addition of 20 mg L™ of GSH in the sparkling wine toghether
with the expedition liqour resulted in lower color index, larger amounts of SO, in free form,
lower acetaldehyde concentration and same amount of phenolic compounds up to 12 months
storage in bottle. The amount of GSH added to the ready sparkling wine declined in one
month storage and stabilized within the first six months, but the amount of total glutathione
remained higher in sparkling wine with addition of 30 mg L™ until 12 months of storage.
Although only GSH have antioxidant property, the total amount of glutathione had a higher
correlation with the results obtained and therefore, the overall glutathione levels are a better
indicator of wine antioxidant condition than GSH itself. It was possible to encapsulate
glutathione using both, B-CD or chitosan. The characterization of microcapsules proved the
micro surfacing of the active compound and an interaction between GSH and the polymers as
well as improvement of the thermal stability of the molecule. The B-CD was more efficient for
encapsulating GSH, allowing a gradual release of the molecule into model wine solution and
added protection of the molecule, giving improved thermal stability for GSH.

Keywords: glutathione, sparkling wines, microencapsulation, antioxidant.



1. INTRODUCAO

A vitivinicultura brasileira esta concentrada principalmente no estado do Rio Grande
do Sul, particularmente na Serra Gaucha, regido que se destaca pela producdo —
aproximadamente 95% do espumante brasileiro — e qualidade dos seus espumantes. A Serra
Gaucha apresenta diversos fatores naturais que propiciam a elaboracdo de um vinho base com
aromas primarios finos e delicados, boa acidez e baixo teor alcodlico, resultando em
espumantes de alta qualidade, sendo comparados aos melhores do mundo.

O vinho espumante pode ser elaborado através do método tradicional (Champenoise)
ou método Charmat. O vinho espumante elaborado através do método tradicional é o produto
final que apo6s duas fermentacbes permanece por um periodo amadurecendo com as leveduras
dentro da garrafa. Este método resulta em espumantes com aroma complexo caracterizado por
notas de levedura e tostado, de qualidade diferenciada. Os vinhos espumantes brasileiros séo
elaborados predominantemente com as uvas Chardonnay e Pinot Noir, embora a uva Riesling
Italico também seja utilizada em alguns cortes.

Durante a elaboracdo e armazenamento dos vinhos espumantes podem ocorrer reacdes
de oxidacdo, o que leva a perda dos aromas caracteristicos do vinho, formacdo de aromas
atipicos e escurecimento. A adicdo de antioxidantes € uma das alternativas para evitar o
processo oxidativo e manter a qualidade dos vinhos. O dioxido de enxofre (SO;) é o
antioxidante tradicionalmente utilizado, também por sua acdo antimicrobiana. Os sulfitos
ainda sdo considerados as ferramentas mais eficazes para controlar reacdes de oxidacdo em
vinhos, entretanto sdo toxicos e alergénicos. Atualmente, a industria vinicola busca
alternativas para reduzir o uso de SO, visto que a busca de uma alimentagao saudavel através
do consumo de produtos naturais ¢ uma tendéncia mundial. Embora a eliminacao total do SO,
ainda ndo seja viavel, evidéncias cientificas e tecnoldgicas confirmam a possibilidade de

reduzir significativamente seu uso nas etapas iniciais de vinifica¢do. Entretanto, ¢ mais dificil



encontrar substitutos adequados para o SO, nos vinhos finais engarrafados.

A glutationa é um antioxidante que esta naturalmente presente em uvas. Ela pode estar
na forma reduzida (GSH) ou na forma oxidada (GSSG) dependendo do meio, sendo que sua
molécula é muito reativa. Apenas na forma reduzida ela apresenta propriedades antioxidantes,
que podem inibir reacBes de oxidacao, prevenir o escurecimento e a formacgdo de compostos
aromaticos atipicos e decorrentes da oxidacdo no vinho, além de preservar os aromas
varietais. A glutationa reduzida (GSH) pode sofrer reacdes de adicdo com compostos
fenolicos oxidados (0-quinonas), converter eles de volta a sua forma reduzida e menos reativa,
além disso, a GSH pode ligar compostos aldeidos relevantes para vinho, assim como o0 SO,
evitando a oxidacdo do vinho.

Os niveis de GSH naturalmente encontrados nos vinhos podem variar conforme a
cultivar, o local de cultivo (solo, clima, altitude) e conforme as préaticas enoldgicas utilizadas.
Durante a fermentacdo, a concentracdo de GSH € variavel e o metabolismo da levedura é
influenciado pelo conteldo de GSH extracelular. A adigdo de GSH vem sendo muito
discutida atualmente pelos érgdos regulamentadores de diversos paises, por isso, estudos
sobre a adicdo de GSH em vinhos espumantes sdo necessarios para elucidar qual a
concentracdo de GSH deveria ser adicionada e em que etapa da elaboragéo, para possibilitar a
avaliacdo da sua contribuicdo para qualidade dos vinhos espumantes.

A GSH é uma molécula muito reativa e logo que adicionada ao vinho se combina com
outros compostos ou se oxida, conforme as condi¢gdes do meio. Para proteger a molécula de
GSH contra agentes quimicos e/ou degradacdo enzimatica e, para evitar que ela se esgote na
forma livre, combinando com outros compostos rapidamente, uma alternativa interessante
para a adicdo de GSH em vinhos seria a sua protecdo em micro ou nanocépsulas. Dessa
maneira, a GSH seria liberada de forma controlada, reagindo continuamente com o0s

compostos do vinho por um maior tempo durante seu armazenamento em garrafas. A micro



ou nanoencapsulacdo de GSH também poderia evitar a inducdo da formacdo de H,S (off-
flavour), evitando condi¢des de oxigénio baixo disponivel.

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da adicdo de
diferentes concentracdes de GSH em diferentes etapas da elaboracdo de vinhos espumantes na
sua composicao volatil e fendlica durante o tempo de amadurecimento em contato com as
borras e durante o tempo de armazenamento. Além disso, este trabalho tem também como
objetivo preparar e caracterizar microcapsulas contendo glutationa visando sua adicdo em

vinhos.



2. OBJETIVO

3.1.0bjetivo Geral

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de GSH durante 0 processo de

elaboracdo de vinhos espumantes, pelo método tradicional, sobre a manutencédo dos compostos

aromaticos e fendlicos, e também sobre o escurecimento durante o amadurecimento e

armazenamento, bem como encapsular GSH e estudar sua liberacdo em vinho modelo.

3.2.0Dbjetivos especificos

Estudar o efeito da adicdo de GSH em vinhos espumantes em concentracgdes de 10, 20 e
30 mg L™, em trés etapas da elaboracdo pelo método tradicional (antes da primeira
fermentacdo, antes da segunda fermentacédo e apds o degérgement);

Avaliar a concentracdo de GSH e de glutationa total nos vinhos espumantes com adi¢éo
de GSH durante o0 armazenamento;

Estudar o efeito da adicdo de GSH sobre a concentracdo de ésteres e alcoois superiores
nos vinhos espumantes durante 0 armazenamento;

Estudar o efeito da adicdo de GSH sobre concentracdo dos acidos cafeico, cumarico e
ferrdlico, catequina e epicatequina nos vinhos espumantes durante o armazenamento;
Avaliar o efeito da adicdo de GSH sobre o indice de cor e o SO, livre nos vinhos
espumantes durante 0 armazenamento;

Elaborar microparticulas de quitosana e de B-ciclodextrina contendo GSH pelo método

de secagem por spray dryer;
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e Caracterizar as microparticulas contendo GSH e avaliar a liberacdo de GSH em vinho

modelo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

3.1. Vinho espumante

O vinho espumante requer métodos de elaboracdo diferenciados, tem alto valor
agregado e sua principal caracteristica é o perlage. As propriedades sensoriais peculiares dos
espumantes, como a efervescéncia, dependem da segunda fermentacéo de um vinho base, e do
processo de autdlise, que ocorre durante o processo de envelhecimento em garrafas na
presenca de cepas de leveduras (Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009).

Dependendo do processo de elaboracgao, os vinhos espumantes podem ser classificados
em vinhos espumantes fermentados na garrafa e vinhos espumantes fermentados em grandes
tanques herméticos. Para os vinhos espumantes fermentados em grandes recipientes, a
fermentacdo € realizada nos tanques hermeticamente fechados, o vinho permanece um
minimo de 20 dias na presenca de leveduras e, ap6s, 0 vinho espumante é transferido para a
garrafa. Para os vinhos espumantes fermentados em garrafas, a segunda fermentacdo e o
processo de amadurecimento sdo realizados na garrafa que sera4 comercializado. Esta técnica
de elaboracdo é chamada método classico ou tradicional (Martinez-Rodriguez & Pueyo,
2009).

Entre os vinhos espumantes elaborados pelo método tradicional incluem-se o
“Talento” italiano, o “Cava” elaborado na Espanha e o “Champagne” na Franca. As principais
diferencas entre estes tipos de vinhos sdo as variedades de uvas utilizadas na preparacdo do
vinho base, a zona de producéo (&rea geografica) e o tempo em contato com as leveduras,
cada um regulado por legislacéo propria de cada pais (Ough, 1992; Hidalgo, 2003).

Os espumantes brasileiros sdo elaborados principalmente na regido sul,



12

especificamente na Serra Galcha. Nesta regido as condigdes climaticas e geogréaficas sdo
favoraveis para a producédo de uvas para elaboracdo de espumantes, pois durante 0s meses de
dezembro, janeiro e fevereiro, que sdo determinantes do ciclo vegetativo das videiras visando
a elaboracdo de espumantes, o numero de dias de chuvas bastante elevado reduz a insolacgéo,
enquanto as noites sdo frescas com temperaturas noturnas menores que de 20°C (Mevel,
2006). Estes dois fatores fazem que as uvas ndo maturem completamente, o que lhes confere
elevado teor de acidez e teores moderados de agucar, um perfil perfeito para uvas destinadas a
producdo de espumantes. Aliado a isto, a lenta maturacdo favorece a formacdo de aromas
muito finos e delicados, fator também essencial para a qualidade do espumante (Azevedo &
Velloso, 2006). Estes fatores climaticos da regido resultam em uvas com baixo potencial
alcoolico (9,5 a 10,5% v/v), acidez titulavel relativamente elevada (75 a 85 meqg/L) e pH
baixo (3,10 a 3,25), condi¢bes necessarias para garantir o frescor, fator importante para a
qualidade dos vinhos espumantes (Rizzon et al., 2000).

As uvas Chardonnay, entre as brancas, e Pinot Noir, entre as tintas, s&o0 as mais
utilizadas para elaboracdo de vinhos espumantes. Além dessas, sdo utilizadas também as
variedades brancas Riesling Italico, Sémillon e Trebbiano, e em casos mais especificos, a
Cabernet Franc, vinificada em branco (Rizzon et al., 2000). As variedades Chardonnay e a
Pinot Noir séo originarias da Franca. A primeira origina um vinho equilibrado e aporta aromas
de maca verde, abacaxi e citricos maduros, reforcando a complexidade aromatica e a acidez, além
de preencher o meio de boca, aumentando a persisténcia final. A segunda é uma cultivar de
pelicula tinta vinificada em branco para elaboragdo de vinho espumante que apresenta
excelente acidez e sutil aromas de frutas vermelhas, com toques de especiarias, além de conferir

mais corpo e estrutura ao espumante (Rizzon et al., 2000; Azevedo & Velloso, 2006).
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3.1.1. Etapas na elaboracéo de vinhos espumantes através do método tradicional

Para elaboracdo dos vinhos espumantes, o vinho base derivado da primeira
fermentacdo, produzido através das técnicas usuais utilizadas na obtencéo de vinhos brancos,
¢ transvasado para garrafas e adicionado do liquor de tirage. O vinho base pode ser
monovarietal ou uma mistura de vinhos de diferentes variedades, e deve apresentar certas
caracteristicas sensoriais (cor palida e aroma frutado) e analiticas (concentracao suficiente de
oxigénio para que as leveduras se multipliqguem, contetido de alcool moderado e baixa acidez
volatil). Ndo deve conter leveduras residuais, ou bactérias, e usualmente é submetido a
estabilizacdo tartarica. Depois de introduzido na garrafa, ela é fechada com uma tampa
temporéaria (Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009).

O liquor de tirage é uma solucdo formada por leveduras responsaveis pela segunda
fermentacdo, sacarose e mosto de uva, nas proporcles corretas para produzir uma pressdo
desejavel de dioxido de carbono (CO,). As leveduras utilizadas na segunda fermentacdo
devem também apresentar caracteristicas como atividade fermentativa a baixas temperaturas,
resisténcia ao etanol e a pressdo do dioxido de carbono, potencial de decantacéo, etc. (Saracco
& Gozzelino, 1995; Martinez-Rodriguez et al., 2001).

As garrafas sdo mantidas em ambientes escuros com temperatura e umidade
controlada especialmente para o processo de amadurecimento. Neste estagio ocorre a segunda
fermentacdo, o CO, é formado e estabilizado e, posteriormente, é ocorre 0 amadurecimento
em contato com as leveduras. Durante este amadurecimento ocorre a autolise de leveduras,
causando a liberacéo de muitos compostos importantes para a qualidade dos espumantes e que
porpocionam caracteristicas Unicas a cada garrafa (Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009;
Torresi et al., 2011). As garrafas sdo entdo submetidas a um processo de movimentacao para
0 que o sedimento se desloque para o gargalo da garrafa. Este processo foi originalmente

realizado com as garrafas inclinadas em pupitres de madeira, girando-as manualmente 1/8 de
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volta por dia durante aproximadamente quinze ou mais dias, dependendo do tipo de vinho, de
sua estrutura coloidal, do tipo de levedura e da capacidade desta formar grumos (Ribéreau-
Gayon et al., 2003; Torresi et al., 2011). Hoje, este sistema vem sendo substituido por
sistemas automatizados que podem mover todas as garrafas simultaneamente (Torresi et al.,
2011). Apds, este deposito de leveduras no gargalo das garrafas é congelado através da
imersdo em um banho criogénico. A tampa € removida e a pressao interna ocasiona a
expulsdo do deposito congelado (Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009).

No processo de expulsdo do depdsito de leveduras, em francés denominado
degorgement, uma quantidade de vinho pode ser perdida, a qual pode ser compensada na
adicdo do licor de expedicdo. Este liquor deve ser composto do préprio vinho espumante ou
por sacarose, mosto de uva, mosto parcialmente fermentado, ou mosto corrigido ou ndo, o
vinho base, ou uma mistura desses produtos, com adicdo, quando relevante, de vinhos
destilados. Dessa maneira, pode ser dado ao vinho espumante o grau de docura desejavel.

Finalmente, a garrafa € fechada com a rolha final (Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009).

3.1.2.  Amadurecimento dos vinhos espumantes e a autélise das leveduras

O processo de amadurecimento do vinho espumante é associado com a qualidade
sensorial do vinho final. E durante este processo que ocorre a autélise das leveduras, através
da qual sdo liberados compostos intracelulares para o vinho que podem alterar
significativamente sua composi¢do final (Torresi et al., 2011). A autélise das leveduras
poderia ser definida como a hidrélise dos biopolimeros sob a agdo de enzimas hidroliticas que
liberam compostos do citoplasma (peptideos, aminoacidos, acidos graxos e nucleotideos) e da
parede celular (glucanos e manoproteinas) para o vinho (Alexandre & Guilloux-Benatier,
2006). Geralmente, a autolise inicia no final da fase de crescimento estacionario e esta

associado a morte celular. Quando os agucares e outros nutrientes séo consumidos, as células
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de levedura utilizam suas reservas de energia interna, compostas de glicogénio e outros
elementos. Uma vez que estas reservas se tornam insuficientes para a demanda de energia da
célula, inicia sua autofagia e subsequentemente autdlise (Alexandre & Guilloux-Benatier,
2006; Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009).

As caracteristicas gerais do mecanismo de autélise propostas sdo as seguintes: enzimas
hidroliticas sdo liberadas no espaco intracelular devido a degradacéo das endoestruturas das
células. Inicialmente estas enzimas sdo inibidas por inibidores citoplasmaticos especificos,
que apods sao degradados provocando a ativacdo proteolitica dessas enzimas. Quando 0 espaco
intracelular ¢ insuficiente devido a acumulacdo dos produtos da hidrélise formados pela
degradacdo enzimatica de macromoléculas intracelulares, os produtos autoliticos sdo
liberados ao meio extracelular. Por fim, uma maior degradacdo de compostos mais
polimerizados em compostos de baixo peso molecular ocorre no ambiente extracelular
(Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009).

As pesquisas realizadas sobre aut6lise em enologia sao realizadas com dois enfoques:
um sobre a quebra da parede celular através da analise das mudangas nos seus componentes
durante a hidrdlise, realizando estudos estruturais e ultraestruturais das células de leveduras e,
outro, analisando os diferentes produtos liberados no meio durante a autdlise, seguindo as
mudancas nos compostos nitrogenados, polissacarideos, glicoproteinas, acidos nucléicos,
lipidios e outras macromoléculas. As condi¢des de autélise durante o envelhecimento dos
vinhos espumantes elaborados pelo método tradicional ndo sdo Gtimas e por isso pode levar
meses ou anos até que termine (Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009).

Durante o amadurecimento dos vinhos espumantes, as leveduras podem liberar
aminoacidos para 0 meio extracelular antes que a autdlise inicie. Esta liberacdo ocorre como
uma resposta celular a auséncia de nutrientes do vinho. Durante o processo de autolise, a

concentragdo de aminoacidos aumenta apenas alguns miligramas por litro. Duas possiveis
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explicacfes sdo sugeridas para esta observacao: primeiro, a protease A é uma endoprotease
que produz peptideos ao invés de aminoacidos, e, segundo, que os aminoacidos liberados séo
transformados através de reacGes de descarboxilacdo e desaminacédo, que causariam a reducéo
na concentracdo final dos aminoacidos. A concentracdo de peptideos no vinho aumenta antes
que a concentracdo de aminoacidos livres, demonstrando que primeiro sdo liberados peptideos
e posteriormente, estes sdo hidrolisados em aminoacidos (Moreno-Arribas et al., 1996). A
concentracdo final de peptideos presentes nos vinhos espumantes pode ser influenciada por
diferentes variaveis, tais como a temperatura, tempo de amadurecimento, cepa de levedura
utilizada na segunda fermentacéo, entre outros (Martinez-Rodriguez et al., 2002).

Ainda durante a autdlise das leveduras no processo de elaboracdo de vinhos
espumantes, a atividade enzimatica (proteases e glucanases) causa a quebra dos glucanos e a
liberacdo das manoproteinas da parede celular (Alexandre & Guilloux-Benatier, 2006).
Outros compostos, liberados durante a autélise, estdo presentes em quantidades menores, tais
como lipidios e acidos nucléicos, podem ter um papel importante nas caracteristicas sensoriais
do vinho final (Pueyo et al., 2000; Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009). Lipidios podem
afetar as caracteristicas organolépticas do vinho, pois os acidos graxos liberados podem
aumentar os componentes volateis com baixo limiar de percepcdo, tanto diretamente como
através de derivados tais como ésteres, cetonas e aldeidos (Charpeniter & Feuillat, 1993).
Além disso, varios compostos volateis sdo formados ou liberados durante a autélise (Hidalgo
et al., 2004), alguns com baixos niveis de percepcdo. Os ésteres sdo a maior familia de
compostos volateis liberados durante a autdlise (Alexandre & Guilloux-Benatier, 2006;
Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009). Diferentes autores relacionam a qualidade dos vinhos
espumantes a concentracdo de esteres, como caproato de isoamila, acetato de octila, acetato
de feniletila, caproato de feniletila, linoleato de etila, e succinato de dietila (Pozo-Bayon et al.,

2003; Pueyo et al., 1995). Embora seja aceito que a segunda fermentacdo e o amadurecimento
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em contato com as leveduras alteram o perfil aromatico dos vinhos espumantes (Francioli et
al., 2003; Riu-Aumatell et al., 2006), o impacto destes compostos nas propriedades sensoriais
dos vinhos espumantes é pouco entendida (Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009).

Apesar dos baixos niveis de oxigénio disponiveis no meio devido a presenca de CO»,
durante o amadurecimento e armazenamento dos vinhos espumantes em garrafas, podem
ocorrer reacdes de oxidacdo envolvendo compostos fenolicos e aromaticos, assim como

ocorre nos vinhos brancos tranquilos.

3.2. Oxidacao dos vinhos

O processo oxidativo dos vinhos inclui alteracdes como a perda de aromas frutados e
florais, o desenvolvimento de aromas desagradaveis e 0 escurecimento precoce. A
susceptibilidade de um vinho a estas alteracdes esta relacionada principalmente a trés fatores:
(1) potencial redox do vinho; (2) concentracdo e tipo de antioxidantes — intrinsecos ou
adicionados —; (3) compostos fenolicos presentes; e, concentracdo de oxigénio dissolvido

(Silva Ferreira et al., 2003; Li et al., 2008; Hosry et al., 2009; Comuzzo & Zironi, 2013).

3.2.1. Alteracdo oxidativa do perfil aromatico

O aroma dos vinhos constitui uma das mais importantes caracteristicas organolépticas
da sua qualidade e tipicidade. Nos vinhos jovens, o aroma é essencialmente determinado pelos
constituintes volateis provenientes das uvas e da vinificagdo. Entretanto, durante o
amadurecimento e 0 armazenamento, varios compostos volateis do vinho séo transformados.
Como exemplo, os ésteres de acidos graxos formados na fermentacdo alcoodlica que
constituem elementos importantes do aroma dos vinhos brancos e desaparecem durante a

conservacao, devido a hidrolise destes ésteres (Ribéreau-Gayon et al., 2003). Neste sentido,
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varios compostos fermentativos (ésteres etilicos de acidos graxos, acetatos, acidos graxos e
terpenos) diminuem com o envelhecimento oxidativo, enquanto outros, como sotolon e
derivados de furfural, aumentam (Lavigne et al., 2008; Papadopoulou & Roussis, 2008;
Roussis & Sergianitis, 2008).

A degradacdo oxidativa do aroma do vinho € dependente de varios fatores, incluindo a
concentracdo de oxigénio dissolvido, pH, temperatura de armazenamento, concentracao e tipo
de compostos fendlicos presentes, assim como a presenca de antioxidantes exdgenos, tais
como SO; e 4cido ascorbico (Silva Ferreira et al., 2002). Ela é caracterizada pela perda de
aromas caracteristicos e formacao de aromas atipicos (off flavour) associados a deterioracédo
do vinho, como naftalina, amadeirado, feno, racdo, querosene (Vaimakis & Roussis, 1996;
Escudero et al., 2002; Silva Ferreira et al., 2002; Papadopoulou & Roussis, 2008; Roussis &
Sergianitis, 2008). A presenca destes aromas atipicos tém sido atribuida a compostos como 3-
(metiltio)propionaldeido (metional), 4-propenil-2-metoxifenol (eugenol), 3-hidroxi-4,5-
dimetil-2(5H)-furanona (sotolon), 2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano, fenilacetaldeido e 1,1,6-
trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) (Escudero et al., 2000; Silva Ferreira et al.,2003; Lavigne
et al.,, 2008). Além destes, a aminoacetofenona, um composto derivado do &cido indol-
acético, também ¢ associado a aromas caracteristicos do envelhecimento atipico, como de
amaciante de roupa, verniz ou naftalina (Hoenicke et al., 2002; Shneider, 2007). O seu limiar
de percepcéo sensorial situa-se entre 0,7 ¢ 1,0 pg.L™. Os vinhos de uvas Vitis vinifera contém
teores entre 0,02 e 0,3 pg.L™, porém em vinhos alterados, esse teor pode chegar até 10 pg.L™.
Ja nos vinhos de uvas da espécie Vitis labrusca, a aminoacetofenona participa do seu aroma
caracteristico, ndo sendo considerado um aroma atipico ou defeito aromatico (Dubourdieu &
Lavigne-Cruege, 2004; Shneider, 2007).

Além dos compostos aromaticos citados, o acetaldeido, quando presente em

concentragOes elevadas, também pode ser considerado caracteristico de vinhos oxidados. Este



19

aldeido pode estar presente no vinho depois da fermentacdo primaria como um residuo do
metabolismo primario da levedura, ou pode ser formado se o0 vinho se encontra em condigdes
de oxidacdo. Neste ultimo caso, acetaldeido é formado através da oxidacdo microbiana do
etanol em condicGes aerobias. Depois de formado, este composto pode combinar-se com o0s
compostos fenolicos flavanoides, incluindo taninos e antocianinas, originando pigmentos
escuros (Sonni et al., 2011b; Comuzzo & Zironi, 2013). Em baixas concentracdes, o
acetaldeido da um aroma frutado agradavel ao vinho; mas em concentracdes elevadas, se
transforma em um aroma vegetal irritante lembrando grama verde ou maca (Liu & Pilone,

2000).

3.2.2. Alteracdo oxidativa dos compostos fenélicos

No vinho, os polifendis e especialmente os flavonoides, como os flavan-3-ols e 0s
produtos da sua condensacdo, as procianidinas, representam uma classe de compostos
prontamente oxidaveis envolvendo o escurecimento e a instabilidade de importantes
componentes aromaticos varietais durante o envelhecimento (Fernandez-Zurbano et al., 1995;
Li et al., 2008; Nikolantonaki et al., 2014). Os compostos fenolicos presentes em maior
quantidade nos mostos e vinhos brancos sdo os acidos benzoicos e cindmicos, catequinas,
procianidinas e flavonoéis. Entre os &cidos cindmicos presentes nos vinhos brancos estdo o
acido p-cumarico e o &cido cafeico, e, em menor quantidade o acido ferralico. Estes &cidos
cindmicos existem em estado livre e na forma combinada com o acido tartarico (&cidos
cutarico e caftarico) (Ribéreau-Gayon et al., 2003) e sdo 0s primeiros substratos a serem
oxidados no mosto (Comuzzo & Zironi, 2013). A hidroxilacdo dos monofenois resulta na
formacgédo de orto-difendis que sdo os compostos mais susceptiveis a oxidagdo, os quais,
quando oxidados formam as orto-quinonas (du Toit et al., 2006; Li et al., 2008; Sonni et al.,

2011). As quinonas podem polimerizar e condensar com muitos outros compostos (incluindo
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espécies fenolicas e ndo-fendlicas), formando pigmentos escuros, sendo essas reacdes

aceleradas em pH alto (Rigaud et al.,1991; Fernandez-Zurbano et al., 1995; Li et al., 2008).

3.2.3.  Escurecimento oxidativo em vinhos brancos

O escurecimento € um processo oxidativo envolvendo agucares, lipidios, aminoacidos,
ou fendis em alimentos (Li et al., 2008). E um dos principais problemas encontrados durante
a vinificacdo, principalmente em vinhos brancos, pois resulta em efeitos negativos nas
propriedades sensoriais (perda de cor, aroma e aumento da adstringéncia) (Escudero et al.,
2002; Silva Ferreira, et al., 2002) e perda do valor nutricional do vinho (Sioumis et al., 2006).
Portanto, manter a qualidade do vinho branco através de todas as fases da vinificacdo,
envelhecimento em barris ou garrafas e armazenamento em prateleiras continua sendo um
grande desafio (Nikolantonaki et al., 2014).

O escurecimento do vinho pode ser classificado em enzimatico e ndo-enzimatico em
funcdo do mecanismo inicial de oxidagdo. O enzimatico ocorre na maioria das vezes em
mostos, podendo ser controlado, e o ndo-enzimético prevalece no vinho fermentado,
principalmente na presenca de ferro e cobre (Li et al., 2008).

No escurecimento enzimatico, as principais enzimas oxidoredutases responsaveis pelo
mecanismo de escurecimento séo as polifenoloxidases (PPO) e as peroxidases (POD). O
escurecimento enzimatico em mostos é correlacionado com o conteddo de acidos
hidroxicinamicos, incluindo os &cidos caftérico, cutarico e feftarico, sendo suas conformacdes
naturais trans, ainda que as conformacoes cis estejam presentes em pequenas quantidades. Os
substratos preferidos das PPO, entre os compostos fendlicos do mosto, sdo o acido caftarico e,
em menor intensidade, seu homologo monohidroxilado, o &cido cutarico (Singleton et al.,
1985; Li et al., 2008). A oxidagédo enzimatica do acido caftarico e do cutarico conduz ao acido

caftarico-o-quinona, que participa da degradacdo oxidativa dos mostos devido sua alta
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concentracdo e reatividade (Rigaud et al.,1991; Fernandez-Zurbano et al., 1995; Li et al.,
2008).

A oxidacdo ndo-enzimética € decorrente da oxidacdo dos compostos fenolicos e
subsequente polimerizacao dos produtos oxidados. As reacdes de polimerizacédo entre fendis e
outros constituintes do vinho, incluindo acetaldeido e acido glioxilico também podem originar
pigmentos escuros. Os compostos mais susceptiveis sdo o acido cafeico e seus ésteres,
catequina, epicatequina, antocianinas e seus derivados, e acido galico (Li et al., 2008). Os
niveis de flavan-3-ols sdo significativamente correlacionados com o grau de escurecimento da
maioria dos vinhos brancos (Fernandez-Zurbano et al., 1995)

Durante o envelhecimento o mecanismo de oxidacdo ocorre devido as espécies
reativas de oxigénio (ROS), tais como o radical superoxido e sua forma protonada, o radical
hidroperoxil. Os grupos funcionais catecol podem reagir com esses radicais, formando
semiquinonas, quinonas e peroxido de hidrogénio; este ultimo pode formar radicais hidroxil
através da reacdo de Fenton. Esses radicais hidroxil sdo muito reativos e instaveis; eles
reagem imediatamente, principalmente com 0s compostos mais representativos no vinho,
como etanol (oxidado a acetaldeido) (Comuzzo & Zironi, 2013).

Diferentes vinhos possuem capacidade oxidativa diversa, dependendo do potencial
redox do vinho, que é dependente do seu status antioxidante. Esse status esta diretamente
relacionado aos niveis de antioxidantes tais como fendlicos, GSH, &cido ascorbico e SO,. A
relacdo entre estes componentes pode retardar a oxidacdo do vinho (Sioumis et al., 2006;

Hosry et al., 2009).
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3.3. Glutationa

A glutationa é um tripeptideo de acido glutamico, cisteina e glicina. E sintetizada a
partir de aminoacidos, através da acdo sequencial da y-glutamilcisteina e da glutationa
sintetase (Noctor & Foyer, 1998). Sua forma monomérica é conhecida como glutationa
reduzida (GSH) e seu dimero, como glutationa oxidada (GSSG) (Figura 1). A GSSG é
formada em consequéncia da oxidacdo da GSH, mas pode ser reduzida novamente a GSH
através da enzima glutationa redutase e concomitante oxidacdo de NADPH (Kritzinger et al.,

2013).
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Figura 1 — Estrutura quimica das moléculas de glutationa reduzida (A) com a presenca do

grupo sulfidrico e glutationa oxidada (B) com a presenca da ponte dissulfeto

A GSH desempenha varios papéis fisioldgicos e bioquimicos em plantas, os mais
importantes sé@o o controle redox e no metabolismo do enxofre (Noctor & Foyer, 1998). A
importancia biologica da GSH estéa relacionada a seu grupo sulfidrila livre (SH) do residuo de

cisteina, que confere a propriedade redox e nucleofilica. Assim, a GSH pode reduzir radicais
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livres devido a sua capacidade de transferir um atomo de hidrogénio do seu grupo sulfidrila e
manter em forma reduzida muitas outras moléculas na matriz do mosto/vinho (Friedman,
1994; Noctor & Foyer, 1998; du Toit et al., 2007).

A glutationa € um componente natural de muitas frutas capaz de inibir a oxidacéo
enzimatica e ndo-enzimatica em sucos de frutas, vinhos e outros alimentos (Friedman, 1994;
Roussis et al., 2007). A GSH foi quantificada primeiramente em uvas em 1989, por Cheynier
et al. (1989). Neste estudo, o contetdo de GSH em uvas de 28 variedades Vitis vinifera e seus
respectivos mostos variou entre 56 e 372 umol kg™ (17-114 mg kg™). Essa grande variagdo
foi atribuida ndo somente a variedade, mas também a safra, localizacao, condicdes e zonas de
cultivo e praticas enoldgicas (Cheynier et al., 1989). Neste sentido, diversos fatores estdo
relacionados com o contetdo de GSH nas uvas, por exemplo, o status de nitrogénio da videira
— estimado como conteudo de nitrogénio assimilavel pela levedura do mosto (Kritzinger et al.,
2013).

No inicio do amadurecimento da uva a quantidade de GSH aumenta nas bagas. Além
disso, foi observada uma forte correlacdo entre os niveis de GSH e de sélidos sollveis nas
bagas até 16° Brix, apds, a GSH se manteve estavel (Adams & Liyanage, 1993; Okuda &
Yokotsuka, 1999). Okuda e Yokotsuka (1999) estabeleceram que a glutationa presente nas
bagas durante a maturacdo esta, em sua maioria (>90%), na forma reduzida. Segundo o0s
autores, 0 aumento nos niveis de GSH em bagas no inicio do amadurecimento pode ser
atribuido a uma maior contribuicdo dos componentes do floema de fontes como folhas
maduras para a baga. Entretanto, ainda € incerto se a GSH pode ser sintetizada na prépria
baga ou qual seria o local exato de sintese (Kritzinger et al., 2013).

Em mostos, o conteddo de GSH é muito variavel. Niveis que variam de néo
detectaveis até 100 mg L™ foram relatados (Cheynier et al., 1989; Park et al., 2000). Muitos

fatores podem influenciar a concentracdo de GSH no mosto, por exemplo, exposicdo ao
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oxigeénio, atividade da tirosinase, maceracdo com a casca durante o periodo pré-fermentativo e
pressdo aplicada na sua extracdo (du Toit et al., 2007; Maggu et al., 2007; Comuzzo & Zironi,
2013). Segundo du Toit et al. (2007) que estudaram o efeito dos tratamentos oxidativos e
redutivos na elaboragédo de vinhos sobre a concentracdo de GSH em sucos de uvas brancas e
seus vinhos resultantes, o tratamento redutivo (<0,3 mg L™ de O, dissolvido, obtido durante a
prensagem) resulta em niveis maiores de GSH quando comparado ao experimento controle (1
— 1,5 mg L de O, dissolvido adicionado) e ao tratamento oxidativo (3,5 — 4 mg L™ de
oxigénio dissolvido adicionado). Estes resultados estdo de acordo com outro estudo realizado
por Maggu et al. (2007), no qual a utilizacdo de pressdes maiores na etapa de extracdo e um
maior tempo de maceracdo com as cascas (maior contato com oxigénio) levou a reducdo na
guantidade de GSH, além de elevar niveis de compostos fendlicos oxidaveis em relacdo ao
controle (Maggu et al., 2007). A utilizacdo de praticas enoldgicas oxidativas, além de reduzir
a quantidade de GSH, resulta em niveis de GSSG elevados (Kritzinger et al., 2013).

Os resultados relativos a evolucdo da concentracdo de GSH durante fermentagdo
alcodlica sdo contraditorios (Kritzinger et al., 2013) e os niveis de GSSG, em geral,
permanecem baixos (< 2 mg L™) (Kritzinger, 2012). A GSH est4 envolvida em muitos
mecanismos de resposta ao estresse de Saccharomyces cerevisiae, como a falta de enxofre e
de nitrogénio, o estresse oxidativo e a remocdo de metais pesados e alguns compostos
quimicos (Penninckx, 2002). Durante a fermentacdo alcodlica, a GSH pode ser absorvida ou
liberada pela levedura através de transportadores. Além disso, o metabolismo da levedura
provavelmente é influenciado pelo conteddo de GSH extracelular (Kritzinger et al., 2013).
Lavigne et al. (2007) propuseram que a quantidade de GSH presente apds a fermentacédo
alcoolica é dependente da cepa de levedura. No entanto, em estudo realizado por Fracassetti et
al. (2010), a influéncia da cepa de levedura foi considerada insignificante. Algumas leveduras

comerciais enriquecidas com glutationa foram desenvolvidas e prometem beneficios, como
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exercer efeito complementar de protecdo contra oxidacdo e favorecer a formacdo de tidis
volateis estaveis (Lallemand, 2011).

As razdes das variacGes de concentracdo de GSH durante a fermentacdo continuam
inexplicadas. Entretanto, sabe-se que muitas uvas e metabdlitos de levedura sdo tanto
assimilados como liberados pela levedura durante a fermentacdo dependendo das interacGes
ndo lineares entre a composicdo inicial do mosto, a base genética da cepa de levedura e 0s
muitos parametros ambientais que afetam o crescimento das leveduras, tais como,
temperatura, pH e a pressdo osmatica (Kritzinger et al., 2013).

Os niveis de GSH em vinhos brancos varia de ndo detectaveis até 30 mg L™
(Marchand & de Revel, 2010; Janes et al., 2010; Fracassetti et al., 2011; Roland & Schneider,
2015); em vinhos tintos, até aproximadamente 2 mg L™ (Marchand & de Revel, 2010; Roland
& Schneider, 2015); e em sucos de uva até 40 mg L™ (du Toit et al., 2007; Fracassetti et al.,
2011). Foram observados niveis tanto maiores quanto menores de GSH nos vinhos em
comparagdo aos seus mostos (Park et al., 2000; du Toit et al., 2007; Kritzinger, 2012; Lavigne
et al., 2007; Andujar-Ortiz et al., 2012) e, niveis maiores de GSH foram observados em
vinhos jovens, ainda em tanques, antes do engarrafamento (Fracassetti et al., 2011). Janes et
al. (2010) reportaram que a média dos niveis de GSH em 28 vinhos jovens Sauvignon Blanc
foi de 12,5 mg L™. Em outro estudo realizado por Fracassetti et al. (2015) foi observado que
as maiores concentragbes de GSH (12,4 + 1,4 mg L™) foram detectadas ao final da
fermentacdo alcodlica. Esta concentracdo reduziu apos a trasfega e continuou reduzindo
durante o envelhecimento sob as borras. A concentracdo de GSH geralmente decai durante o
envelhecimento e armazenamento do vinho (Ugliano et al., 2011; Kritzinger, 2012; Lavigne
et al., 2007; Andujar-Ortiz et al., 2012; Fracassetti & Tirelli, 2015).

Durante o envelhecimento em garrafa, a exposicdo ao oxigénio também pode

influenciar a concentracdo de GSH em vinho. Vinhos Sauvignon Blanc expostos a niveis mais
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baixos de oxigénio durante envelhecimento em garrafa apresentaram maiores concentracdes
de GSH em comparacdo aqueles expostos a niveis mais altos de oxigénio, o que foi atribuido
ao grau de oxidacdo inferior em vinhos com niveis mais baixos de oxigénio (Ugliano et al.,
2011).

Os resultados sobre o efeito de borras de leveduras nos niveis de GSH no vinho sdo
contraditérios (Kritzinger et al., 2013). Segundo Lavigne et al. (2007), as propriedades
redutoras das borras de levedura impediram a oxidacdo de GSH durante o envelhecimento em
barril de vinhos Sauvignon Blanc. Além disso, 0 esgotamento da GSH foi mais rapido em
vinhos que foram envelhecidos em barricas novas como resultado do maior efeito de oxidagédo
de madeira nova. Por outro lado, Kritzinger (2012) mostrou claramente uma significativa
reducdo no teor de GSH durante o envelhecimento, ainda que em condicdes redutoras, que
fariam limitar a oxidacdo de GSH. Segundo Dubourdieu & Lavigne-Cruége (2004), a GSH
ndo é liberada a partir das células de levedura autolisadas. Fracassetti & Tirelli (2015) nédo
observaram liberacdo de GSH pelas borras de leveduras. A perda da GSH observada durante o
envelhecimento sob as borras pode estar relacionada com a capacidade das borras ligarem-se
aos tiois, responsaveis pelos defeitos organolépticos (reduzido) (Fracassetti & Tirelli, 2015).

Devido a complexidade e variabilidade do seu comportamento, a evolucdo da GSH
durante vinificacdo pode alterar drasticamente e a concentracdo pode ser manipulada pelo
enologo, limitando a oxidacdo ao longo do processo de vinificacdo e envelhecimento

(Kritzinger et al., 2013).

3.3.1. Glutationa como antioxidante em mostos e vinhos: inibi¢do do escurecimento e
impacto nos compostos aromaticos
O mecanismo de acdo da GSH como antioxidante em mostos e vinhos envolve a

formagéo do chamado Grape Reaction Product (GRP), ou produto da reagdo da uva, que se
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refere ao produto resultante da reacdo entre a glutationa e as quinonas de certos fendis do
mosto (Figura 2), como o-difendis, especialmente o &cido caftarico. A oxidacdo do acido
caftarico por acdo da enzima PPO forma a orto-quinona do acido que, em um meio que
contenha glutationa, reage espontaneamente com esta para formar o composto acido 2-(S)-
glutationilcaftarico (GRP). As orto-quinonas Sdo compostos que possuem propriedades
eletrofilicas e, por isso, ligam-se facilmente com moléculas nucleofilicas, como a GSH
(Nikolantonaki et al., 2014). A formacdo do GRP, que é incolor, praticamente inerte e ndo é
substrato da PPO, supde um processo de paralisacdo das reacGes de oxidacdo, 0 que evita a
formacdo de polimeros escuros e previne o escurecimento até certo ponto (Singleton et al.,
1985). Aléem disso, enquanto um mol de um fenol simples pode consumir 3,4 atomos de
oxigénio, o mesmo fenol combinado com a glutationa, sob a forma de GRP, pode consumir

até 8,5 moles de oxigénio (Cilliers & Singleton, 1990).

orfo-quinona glutationa
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Figura 2 — Reacdo da glutationa com compostos de orto-quinona (o local da adicdo depende

do tipo de composto fendlico envolvido) (Sonni et al., 2011)

Entretanto, 0 GRP pode ser oxidado pela lacase ou pelas quinonas do &cido caftarico
em excesso apos a glutationa se esgotar, resultando um escurecimento intenso. A adigdo de
acido caftarico a solugbes de PPO-GRP induz a degradacdo completa do GRP, devido a um
fendmeno de co-oxidagdo, implicando na oxidagdo enzimética do &cido caftarico a

correspondente o-quinona, seguida da oxidagdo do GRP por esta mesma quinona. A interagéo
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entre PPO e SO, pode prevenir a producdo de GRP o que mantera muito mais acidos
caftaricos e p-cutaricos livres com alto potencial e escurecimento (Rigaud et al.,1991; Li et
al., 2008). Portanto, a razdo entre &cidos hidroxicindAmicos e GSH de um mosto deve
apresentar uma boa indicacdo da sua susceptibilidade a oxidacéo, sendo que raz6es maiores
levam a obtencdo de mostos mais escuros. Uma propor¢do de 0,9-2,2 caracteriza um mosto
levemente escuro e, mostos de cor média ou muito escuro sdo caracterizados por razbes de
1,1-3,6 e 3,8-5,9, respectivamente (du Toit et al., 2006).

Wu (2014) testou o efeito da GSH na inibicdo do escurecimento enzimatico e ndo-
enzimatico em sucos de uva. Foi avaliada a acdo de GSH em diferentes concentracdes (de 100
a 600 mg L™) na inibigdo da atividade enzimatica de PPOs extraidas de sucos de uva. A partir
da concentracdo de 400 mg L™, a GSH inibiu 99,4% da atividade das PPOs, por isso esta
concentracdo foi utilizada para ser adicionada em sucos de uva logo apds sua obtencdo e em
sucos enlatados, posteriormente esterilizados e armazenados a 80°C. Os ensaios foram
avaliados quanto ao escurecimento em diferentes tempos e comparados a ensaios controle,
obtidos da mesma forma, porém sem adicdo de GSH. O escurecimento observado nos sucos
com adigdo de GSH foi significativamente menor que observados nos ensaios controle até o
periodo analisado (6h para o suco recém-obtido e 36h esterilizado).

Hosry et al. (2009) avaliaram a susceptibilidade ao escurecimento e o grau de
oxidagédo de vinhos brancos mantidos sob condi¢fes de oxidagdo, nos quais foi adicionada
GSH em diferentes concentragcdes. Concluiram que a estabilidade destes vinhos pode ser
realcada pela adicdo de GSH e sugerem a sua adi¢cdo no momento do engarrafamento a fim de
prevenir o envelhecimento atipico do vinho. Segundo Dubourdieu & Lavigne-Cruege (2004),
uma concentracdo de 10 mg L™ de GSH adicionada no engarrafamento de vinhos Sauvignon
Blanc reduziu significativamente a tonalidade amarela do vinho durante um periodo de trés

anos de envelhecimento, em comparagéo ao vinho controle.
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O estudo realizado por Sonni et al. (2011a), em um vinho branco modelo, relaciona o
efeito antioxidante da glutationa e do &cido ascérbico evidenciado através da prevencdo ao
escurecimento e da estabilidade de compostos fendlicos como (+)-catequina, acido caféico e
outros compostos envolvidos na reacdo de escurecimento oxidativo. Entretanto, este estudo
mostra que, em altas concentracdes de glutationa (860 mg L™), a prevencdo do escurecimento
ocorre inicialmente e, eventualmente, apds, pode levar a formacgéo de pigmentos escuros. Isto
porque, no periodo inicial, durante o qual a glutationa ofereceu um efeito protetor, a producéo
dos precursores do pigmento xantilium e de orto-quinona derivada de compostos fenolicos foi
limitada. Apds, quando a glutationa induziu a coloragdo, pigmentos poliméricos diferentes
daqueles encontrados no vinho modelo sem adicdo de glutationa foram formados. Na
presenca de acido ascorbico, altas concentracBes de glutationa foram capazes de retardar a
reducdo do &cido ascorbico e inibir a reacdo dos produtos da degradacdo do acido ascérbico
com o flavanol do vinho, (+)-catequina. Entretanto, com o esgotamento da glutationa,
novamente ocorre um aumento da producdo de uma grande variedade de pigmentos
poliméricos diferentes.

Sonni et al. (2011b) mostraram que a inibic¢do inicial que ocorreu no estudo citado
anteriormente foi devido a capacidade de GSH para formar produtos de adicdo com
compostos de carbonila, tais como o acido glioxilico. Além disso, estes autores provaram que
o efeito inibidor da GSH sobre a formacdo de dimeros derivados de &cido glioxilico foi
independente de temperatura (20 vs 45°C) ou a presenca de cobre e ferro. Os autores
relataram também a formacdo de outro produto no qual GSH reage com um composto
intermediario para a producdo de dimeros, interrompendo as rea¢des de polimerizacdo. Esta
inibicdo das reacdes de polimerizagédo de carbonil-derivados impede a formacdo de pigmentos
indesejados, tais como o amarelo cation xantilio, o qual pode induzir mudancas de cores que

sdo negativamente relacionados a qualidade do vinho.
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Para entender melhor as reacfes que a glutationa e outros conservantes do vinho
participam e quais produtos podem ser resultantes destas reac6es, Nikolantonaki et al., (2014)
investigaram o poder nucleofilico relativo dos principis conservantes (dioxido de enxofre,
acido ascorbico e glutationa), como também de um conservante natural (floroglucinol) em
relacdo ao composto tiol varietal (3-sulfanilhexanol) em uma quinona modelo (4-metil-1,2-
benzoquinona). Os trés conservantes reagiram rapidamente com a quinona modelo, entretanto,
comparando os redimentos dos produtos de reacdo, o acido ascorbico foi 0 que reagiu mais
rapido, seguido pelo dioxido de enxofre e pela glutationa, nesta ordem. O local do ataque
nucleofilico na orto-quinona modelo ocorreu nas trés posicdes possiveis para 0s trés
antioxidantes nucleofilicos estudados. Assim, as trés posicdes possiveis tém eletrofilicidade
semelhantes e a reatividade em cada posicao ¢é afetada pelo carater nucleofilico. Ainda neste
estudo, foi avaliada a existéncia de interacdes sinérgicas entre estes conservantes. A analise
quantitativa dos produtos da reacdo mostrou que o dioxido de enxofre teve uma reatividade
similar sozinho ou em misturas com acido ascorbico e/ou glutationa. Este resultado
demonstrou a falta de efeito sinérgico entre estes trés conservantes em condic¢Ges acidas como
a do vinho. As reacGes foram conduzidas em concentragdes equimolares, mas no vinho as
proporcdes dos compostos variam. Porém, as taxas rapidas de reacdo dos conservantes do
vinho com as quinonas sugerem que essas substancias poderiam proteger o vinho mesmo
quando presentes em concentra¢fes muito baixas.

Panero et al. (2015) estudaram o efeito da adicdo de glutationa e elagitaninos em
relacdo a oxidacao de vinhos brancos engarrafados com duas concentragdes de SO, (20 mg L
e 60 mg L), durante 6 meses de armazenamento. A adicdo de GSH, assim como obervado
por, Nikolantonaki et al. (2014), ndo proporcionou nenhum efeito em relagdo ao SO..
Entretanto, contrariando outros estudos (Hosry et al., 2009; Dubourdieu & Lavigne-Cruege,

2004, Sonni et al., 2011a) nenhum efeito protetor contra o escurecimento foi observado.
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Panero et al. (2015) também estudaram o efeito da adicdo GSH em niveis mais elevados de
SO, e em dois niveis de oxigénio dissolvido. A adicdo de GSH provocou um aumento
significativo na taxa de oxigénio consumida durante o primeiro més de envelhecimento em
garrafa, 0 que estd de acordo com os resultados obtidos por Ugliano et al. (2011), no qual
vinhos Sauvignon Blanc expostos a niveis mais baixos de oxigénio durante envelhecimento
em garrafa apresentaram maiores concentracfes de GSH em comparacdo aqueles expostos a
niveis mais altos de oxigénio. Entretanto, no estudo realizado por Panero et al. (2015), ap0s
um ano, ndo foram observados efeitos sobre o processo de oxidacdo. Segundo Panero et al.
(2015), a GSH, ao contrario de outros aditivos antioxidantes, ndo aumentou a combinacéo do
SO,, porém a perda rapida e quase completa de GSH foi observada durante os primeiros
meses de envelhecimento em garrafa.

Quanto a acdo da GSH na preservacdo dos compostos aromaticos, estima-se que
concentracdes entre 10 e 20 mg L™ de GSH adicionadas no momento do engarrafamento so
6timas para controlar a degradacdo oxidativa de certos aromas volateis (Roussis et al., 2007).
No caso das variedades aromaticas, a glutationa parece limitar a reducdo de ésteres volateis
(acetato de isoamila, hexanoato de etila) e terpenos (linalol) durante o armazenamento
(Roussis et al., 2007; Papadopoulou & Roussis, 2008) e no caso especifico de vinhos
Sauvignon Blanc no armazenamento em garrafa, proteger os tidis volateis, 4-metil-4-
mercaptopentanona e 3-mercaptohexanol (Dubourdieu & Lavigne-Cruege, 2004). A GSH
pode levar a reducdo das associagdes orto-quinonas e outros tidis, pois compete pelas o-
quinonas, dessa forma leva a um aumento de aromas relacionados aos compostos tiois e seus
derivados no vinho (Fracassetti et al., 2011). Alguns metabolitos derivados diretamente da
glutationa poderiam estar envolvidos na revelagdo de aromas de mercaptanos, como
mercaptohexanol e mercaptopentanona, em vinhos Sauvignon Blanc (Roland et al., 2011).

Ugliano et al. (2011) demonstraram que os vinhos com adicio de GSH (20 mg L™)
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antes do engarrafamento acumularam niveis mais elevados de H,S durante o envelhecimento
em garrafas de vinho Sauvignon Blanc comparados com os vinhos em que ndo foi adicionado
GSH. Esse efeito foi ampliado em condic¢des de baixo oxigénio e em elevadas concentracfes
de cobre (I1). Os autores atribuiram o acumulo de H,S a capacidade antioxidante da GSH, que
causa condicdo redutora no vinho que promove a producdo de H,S, mas afirmam ser preciso
realizar mais estudos para elucidar o papel da GSH na producéo de H,S.

Sabendo que a GSH €& um composto interessante para evitar os efeitos do
envelhecimento atipico, Sarakbi & Kauffmann (2014) estabeleceram um critério para
caracterizacdo de vinhos brancos e o chamaram de capacidade equivalente da glutationa
(GEC, glutathione equivalent capacity). A GEC é um critério quantitativo que pode ser
utilizado, juntamente com outros critérios, para avaliar a estabilidade do vinho branco,
especialmente em relacio ao aroma do vinho. E calculada através da soma das areas dos picos
dos aminotidis em relacdo a area do pico de uma solucdo padrdo de glutationa (1uM) obtidos
através de cromatografia liquida com deteccdo amperométrica em um eletrodo de prata. A
GEC foi inversamente relacionada ao escurecimento dos vinhos brancos da variedade
Riesling e, além disso, foi obsvervada uma reducdo gradual de 55% da GEC durante um
periodo de 29 dias de envelhecimento. A GEC foi cerca de cinco vezes maior nos mostos do
gue nos vinhos, entretanto observou-se uma perda de 66% da GEC em 30 min de exposi¢édo
ao ar em temperatura ambiente.

A GSH pode exercer um efeito protetor sobre a cor nas diversas etapas da eleboracédo
dos vinhos e sobre os aromas do vinho durante o envelhecimento. No entanto, a maior parte
dos estudos foram realizados em meios sintéticos e/ou sob condic¢Bes extremas de oxidag&o,
portanto, outros estudos nas condi¢des reais do vinho sdo necessarios para obtermos
resultados conclusivos. A instabilidade da glutationa, tanto em contato com oxigénio como

com compostos fendlicos oxidados, explica porque poucos estudos sdo realizados para
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analisar glutationa em mostos e vinhos (Dubourdieu & Lavigne-Cruege, 2004).

3.4. Encapsulacéo da glutationa

Com os avancos da engenharia de materiais e da nanotecnologia, o estudo sobre
encapsulacdo de substancias ativas em micro/nanoparticulas poliméricas tem despertado
grande interesse cientifico e tecnolégico, devido sua propriedade de transporte e liberacdo
dessas substancias com aplicacdes eficazes nos campos da medicina e farmécia (Huertas et
al., 2010; Rao et al., 2011). Encapsulacdo é um processo de empacotamento de materiais
solidos, liquidos ou gasosos em cépsulas, as quais podem liberar o contetdo de forma
controlada e sob condicbes especificas. A utizacdo do processo de encapsulacdo tem
solucionado limitagdes no emprego de ingredientes alimenticios, visto que pode suprimir ou
atenuar caracteristicas organolépticas indesejaveis, reduzir a volatilidade e a reatividade, e
aumentar a estabilidade destes em condi¢fes ambientais adversas (Favaro-Trindade et al.,
2008).

A GSH livre presente no vinho pode sofrer hidroélise tanto quimica como enzimaética
ou ainda, o grupo tiol da GSH pode ser oxidado a GSSG, assim as propriedades antioxidantes
da GSH seriam perdidas. A encapsulacdo de GSH em um sistema polimérico parece ser uma
alternativa promissora para proteger a molécula de GSH contra agentes quimicos e/ou
enzimaticos (Lopedota et al., 2009; Trapani et al., 2010; Kafedjiiski et al., 2005) durante o
envelhecimento ou armazenamento de vinhos e espumantes. Além disso, a GSH encapsulada
poderia evitar a formacdo do H,S, que, segundo Ugliano et al. (2011) e formado com a
presenca de GSH, provavelmente, devido a condic¢do redutora que a GSH livre ocasiona no
meio.

Micro e nanoparticulas sdo definidas como particulas solidas que formam um sistema
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de transporte e liberacdo controlada de substancias ativas, incluindo micro/ nanoesferas e
micro/nanocapsulas, as quais diferem entre si por suas composicdes e suas organizacoes
estruturais (Schaffazick et al.,, 2003; Huertas et al., 2010). Nas micro/nanocapsulas a
substancia ativa pode estar presente no nucleo ou adsorvida na superficie da capsula,
enguanto que as micro/nanoesferas possuem uma estrutura do tipo matriz onde a substancia
ativa pode ser adsorvida na superficie da esfera ou retida na matriz polimérica (Huertas et al.,
2010; Rao et al., 2011). No caso das micro/nanocapsulas a cavidade pode conter a substancia
ativa sob a forma liquida ou sélida como uma dispersdo/emulsdo molecular. Esta cavidade
serve como reservatorio e tem carater lipofilico ou hidrofilico, de acordo com o carater de
solubilidade da substancia ativa e com o método de preparacdo (Huertas et al., 2010). As
nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de substancias ativas que apresentam
diametro inferior a 1000 nm (1 um), enquanto as microparticulas apresentam didametro de 1 a
1000 um (Kreuter, 1996; Schaffazick et al., 2003).

Os mecanismos de liberacdo dos materiais ativos microencapsulados variam de acordo
com a natureza do agente encapsulante, sendo que normalmente ocorrem devido a
mecanismos como: varia¢do de temperatura e de pH, solubilidade do meio, biodegradacao,
difusdo, ruptura mecanica, permeabilidade seletiva e gradiente de concentracdo existente em
relacdo ao meio de liberacdo. A difusdo do agente ativo na matriz polimérica é definida como
um processo de transferéncia de massa de moléculas individuais de uma substancia por
intermédio de um movimento molecular aleatdrio e associado a um gradiente de concentragdo
(Favaro-Trindade et al., 2008).

A escolha do metodo de encapsulacéo depende das caracteristicas da substancia ativa,
do material encapsulante, do mecanismo de liberagdo e do tamanho das estruturas que se
deseja obter (Bansode et al., 2010). Em termos gerais, os métodos de encapsulagdo sdo

dividos em trés tipos: quimicos (ex: polimerizacdo interfacial e in sito), fisico-quimicos (ex:
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coacervacao e separacdo de fases, expansao de fluidos supercriticos) e fisico-mecanicos (ex:
secagem ou congelamento por pulverizacdo, tecnologia de leito fluidizado, evaporacdo do
solvente). A microencapsulacdo pelo método de secagem por pulverizacdo (spray drying) é
um processo comercial de baixo custo que € principalmente utilizado para a encapsulacdo de
perfumes, 6leos e sabores. Neste método as particulas do material ativo sdo dispersas numa
solucdo de polimero e pulverizadas dentro de uma camara quente. O material de parede
solidifica sobre as particulas do material ativo enquanto o solvente evapora de tal forma que
as microcapsulas sdo obtidas em forma polinuclear ou de matriz (Jyothi et al., 2010).

Diferentes tipos de materiais podem ser encapsulados, como: proteinas, peptideos,
oleos volateis, ingredientes alimenticios, pigmentos, corantes, catalisadores, pesticidas, entres
outros (Jyothi et al., 2010). Diferentes tipos de revestimentos ou materiais de parede podem
ser utilizados, entretanto, para uso em alimentos estes materiais devem ser cuidadosamente
escolhidos para evitar riscos a saude dos consumidores. O material de parede adequado para
aplicacdo na industria vinicola deve ter pré-requisitos adicionais, tais como, grau de pureza
alimenticio, ter baixo custo e ser abundante.

A quitosana € um polimero amplamente utilizado para liberacdo oral de muitas
proteinas e farmacos, pois ndo é toxica, € biodegradavel, biocompativel e tem boas
propriedades mecanicas (Koo et al., 2011). A quitosana é obtida pela reacdo de desacetilacdo
da quitina em meio alcalino. A quitina € um polimero natural, extraido de exoesqueleto de
crustaceos e insetos, composto pelas unidades monoméricas de B-(1—4)- 2-amino-2-desoxi-
D-glicose e [B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. Este polimero natural possui uma
estrutura cristalina altamente organizada, tem baixa reatividade quimica e é insolivel em meio
aquoso e na maioria dos solventes organicos, porém pode se dissolver facilmente em solucGes
de &cidos fracos diluidos, como o &cido acético (Laranjeira & Favare, 2009). Microparticulas

de quitosana podem ser facilmente obtidas por gelificacdo ibnica entre grupos catidnicos da
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quitosana e anions multivalentes (Koo et al., 2011). Kafedjiiski et al. (2005) sintetizaram e
caracterizaram o conjugado quitosana-glutationa e concluiram que ele pode ser capaz de
carregar macromoléculas hidrofilicas, além de melhorar as propriedades mucoadesivas e a
permeabilidade de substancias ativas in vitro.

Estudos anteriores reportaram a inclusdo de ciclodextrinas (CDs) em sistemas de
nanoparticulas de quitosana (Trapani et al., 2010; Jingou et al., 2011). A inclusdo de CDs em
estruturas de micro ou nano particulas foi realizada visando melhorar a capacidade dessas
particulas de carrearem compostos hidrofobicos (Del Valle, 2004), no entanto, os estudos
mostraram que microparticulas de CD podem também carrear moléculas hidrofilicas com alta
eficiéncia (Lopedota et al., 2009; Jingou et al., 2011). As CDs sao obtidas a partir do amido, e
sdo adequadas para microencapsulacédo por inclusdo molecular. S&o formadas por um nimero
variavel de glucose unidas entre si por ligagdes a-1,4. As mais comuns sdo a-CD, B-CD e y-
CD, com 6, 7 e 8 unidades de glucose, respectivamente. Tém a forma de um cone truncado,
com uma cavidade hidrofébica no centro e uma camada externa hidrofilica, portanto, sollveis
em &gua (Del Valle, 2004). As CDs sdo capazes de interagir com a parte hidrofobica das
cadeias laterais de compostos peptideos ou proteinas e assim, impedir em certa medida sua
degradacéo (Irie & Uekama, 1999). Lopedota et al. (2009) sugerem uma fraca interacédo entre
GSH e CDs, sendo que a espinha dorsal do peptideo pode ser parcialmente incluida na
cavidade da CD, enquanto grupos de acido carboxilico e amina polares e o grupo tiol
permanecem fora da cavidade. Essa interacdo, mesmo sendo fraca, é capaz de evitar a
degradacdo da GSH por endopeptidases (Garcia-Fuentes et al., 2006).

As técnicas de encapsulacdo utilizadas na elaboracdo de vinhos e espumantes sdo
aplicadas principalmente como método para imobilizacdo de células de levedura (Silva et al.,
2002; Martynenko &. Gracheva, 2003; Servetas et al., 2013), de bactérias acido-lacticas

(Kosseva et al., 1998; Maicas, 2001; Kosseva & Kennedy, 2004 ) e de enzimas (Spagna et al.,
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2002). Entre as técnicas de imobilizacdo celular disponiveis, a oclusdo em géis de
polissacarideos, tais como agar-agar, alginato, quitosana e carragenana, é a mais importante e
amplamente utilizada (Kourkoutas et al., 2004; Torresi et al., 2011). No entanto, a utilizacédo
de alginatos e de hidrogéis de polissacarideos, em geral, ndo é uma boa escolha industrial por
causa do alto custo e baixa estabilidade quimica e mecéanica. Apenas a aplicacdo de géis de
alginato na fermentacdo secundaria na garrafa de espumantes elaborados pelo método
tradicional tem sido comercialmente utilizada em processos de vinificagdes, com a finalidade
de facilitar e tornar mais rapido o processo de remuage e facilitar a remocéo das células no

degorgement (Kourkoutas et al., 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados em forma de capitulos.

CAPITULO 1
Efeito da glutationa na prevencdo da oxidacao de vinhos brancos

Artigo publicado na Revista Brasileira de Viticultura e Enologia

CAPITULO 2
Efeito da adicédo de glutationa em vinhos espumantes

Artigo publicado na revista Food Chemistry

CAPITULO 3
Efeito da glutationa durante o armazenamento de vinhos espumantes

Artigo aprovado na revista Food Chemistry

CAPITULO 4
Preparacio e caracterizacio de microparticulas de p-ciclodextrina/glutationa e
guitosana/glutationa obtidas por spray-dryer

Artigo seréa submetido para Quimica Nova
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Resumo

inhos brancos s3o muito susceptiveis 3 oxidacio em diversas etapas

de elaboragdo e durante o armazenamento e envelhecimento. Para
evitar os efeitos depreciativos da axidagio s3o utilizados antioxidantes.
A glutationa, antioxidante naturalmente presente nas uvas e seus
derivados, contribui positivamente para a preservacdo de aromas varietais,
prevencao do escurecimento e outros defeitos decorrentes do armazenamento
prolongado em vinhos brancos. Existem alguns produtos enolégicos no mercado
contendo glutationa e a sua adig3o em vinhos vem sendo discutida por diversos
pesquisadores. Portanto, esta revisao tem como objetivo elucidar o mecanismode
acao da glutationa em vinhos e seus efeitos na inibigio do processo oxidativo.

Palavras-chave: antioxidantes, vinhos, oxidacao.
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The effect of glutathione to
prevent the oxidation of

white wines

neg

and their derivativ
preventing b
white wi

Intreducao

A deterioragio oxidativa, prindpalmente nos wvinhos
brancos e espumantes, & um problema conhecido em
enologia. A primeira etapa da cxidagio é caracterizada pela
transforma¢io dos compostos aromaticos. Isto leva & perda
dos aromas caracteristicos e, posteriormente, i formagiode
arormas atipicos associados 3 deterioragio. O escured miento
cxidativo é uma etapa posterior (FERREIRA et al, 2002
FAPADOPOULOU;, ROUSSIS, 2008 ROUSSIS; SERGIAMITIS,
2008; HOSRY et al, 2000 SOMMI et al, 20011). Um dos
principais responsiveis pelo escuredmento oxidativo sio
os fendis, que sofrem oxidagdo ndo enzimatica na presenca
de oxigénio, resultando polifensdis polimerzados que
predpitam na forma de pigmentos escuros (FERMANDEZ-
ZURBAND et al., 1995; U et al., 2008). Meste contexto, como
uma altermativa para evitar o processo oxidativo, € proposta
3 adicio de antioxidartes e, dentre estes, a glutationa.

A glutationa é um tripeptides, constituido por &cide
glutimiceo, dsteina e glicina, & estd naturalmente presentes
em pequenas quartidades nas uvas e wvinhos e tem
propriedades anticeddartes LAVIGME et al., 2007). Ela atua
como inibidora das mudangas prejudiciais 3 qualidade dos
vinhos brancos provocadas durante o ammazenamento em
garmafas ROUSSIS; SERGIANITIS, 2008; SONNI et al, 2011).0
terme glutationa & utilizado indistintamente para designar
tarto sua forma redurida como sua forma dimérica, ambas
presentes no mosto & novinho (CASASSA, 2009). Osestudos

a natural antic

ant found in grapes

tothe preservatio rieta

on the market containing glutat
Theref
Fglutathione in wines and its effects on

relacionados & glutationa em vinhos e mostos comprovam
que o nivel de glutationa reduzida [GSH) é importante
para a prevencio da formacio de compostos aromaticos
indesejdveis e da oxidacio de com postosfendlicos novinho
(PAPADOPOULOLU; ROUSSIS, 2008; ROUSSIS SERGIAMITIS,
2008 HOSRY et al, 2009 SOMMI et al, 2011). Tendo em vista
ointeresse geral de reduzir os niveis de 50, na inddstria de
alimentes, a adicio de G5H e a redugdo das doses de 50,
tém side sugeridas, sendo que a GSH apresentou maior
protecio em relagdo a importantes compostos aromaticos,
comparada ac 50, (ROUSSIS; SERGIAMITIS, 2002). Além
disso, um dossié toxicoldgico que disaute a seguranca
de sua adigio em maostos e vinhos foi apresentado e estd
sendo avaliado pela Oganizagio Intemadonal da Lva e
de Vinho (0IV, 2010). Portanto, a utilizagio de glutationa
na produgio de vinhos brancos pode ser uma altemativa
interassante para o setor vinicola.

Alguns formecedores de predutos enclégicos ja vendem
misturas de nutrientes para leveduras contendo glutationa
com a promessa de pressrvar & melhorar os aromas
produzides no processo de elaboragio (BOWER et al,
2010; LALLEMAND, 2011 Porém, o assunito ainda é pouco
difundide no setor vinicola. Portanto, neste trabalho estao
apresentados e discutidos estudos sobre a glutationa, seus
efeitos na prevencio da oxidacio de vinho & suas possiveis
aplicagfes na indstria vinicola.
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Processo oxidative do vinho branco

O processo oxidativo inclui alteragbes, tais como: répida
perda de aromas frutados e florais, deservolvimento
de aromas desagradiweis e escurecimento precoce. A
susceptibilidade de um vinho 2 estaz alteragbes estd
relacionada principalments a trés fatores: () potencial
redox do vinho, (Il) concentracio e tipo de antioxidantes
e compostos fendlicos presentes, (lll) concentragio de
oxigénio dissolvido [FERREIRA et al, 2003).

Alteracio oxidativa do perfil aromdtico

0 aroma dos vinhos constitui uma das mais importantes
caracteristicas organolépticas da sua gualidade e
tipicidade. Nos vinhos jovens, o aroma € essencialmente
determinado pelos constituintes woliteis provenientes das
wvas e da vinihcagio. Varios compostos voldteis do vinho
530 transformados durante o armazenamento podendo
ocormer perda do aroma. Durante o processo de maturagao
dos vinhos, os ésteres de acidos graxos formados na
fermentacio akodlica constituem elementos importantes
do aroma dos vinhos brancos, desaparecendo durante a
conservagao, devido & hidrdlise destes ésteres (RIBEREAL-
GAYOM et al, 2003).

A deterioraco oxidativa em vinhos brancos é caracterizada
pela perda de aromas caractenisticos e formacio de aromas
atipicos (off favour) assodiados 3 deterioragio do vinho,
como naftaling, amadeirado, feno, ragio, guerosene
(VAIMAKIS; ROUSSIS, 1996 ESCUDERO et al, 2002;
FERREIRA et al, 2002; PAPADOPOULOU; ROUSSIS, 2008;
ROUSSIS; SERGIAMITIS, 2008). A presen¢a destes aromas
atipicos tem sido atribuida a compostos como 3-{metiltio)
propionaldeido  (metional),  4-propenil-2-metoxifenol
{eugenol), 3-hidroxi-4 5-dimetil-2{5H)}-furanona (sotolon),
2.4 5-trimetil-1 3-diokolano,  fenilacetaldeide e 1,16
trimetil-1,2-dihidronaftalenc (TON) (ESCUDERO et al, 2000;
FERREIRA et al, 2003; LAVIGME et al,, 2008).

Aromas provenientes do envelhecimento atipico, como
de amaciante de roupa, vemiz ou naftalina s5o atribuidos
3 aminoacetofenona, um composto derivado do &cido
indolacético, naturalmente presente nas uvas (HOEMNICKE et
al., 2002; SHNEIDER, 2007; CASASSA, 20091 O seu limiar de
percepgio sensorial situa-se entre 0,7 e 1,0 pg L. Os vinhos
Vitis vinifera, inclusive tintos, contém teores entre 0,02 203
pg L', porém em vinhos alterados, esse teor pode chegar
até 10 pg L'. A aminocacetofenona participa do aroma
caracteristico da espécie Vitis labrsca (DUBOURDIEL;
LAVIGME-CRUEGE, 2004; SHNEIDER, 2007).
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A degradagio oxidativa estd associada com pH baixo,
temperaturas elevadas de armazenaments e alto teor
de oxigénio (FERREIRA et al, 2002). Virios compaostos
fermentativos (&steres etilicos de &cidos grawos, acetatos,
cidos graxos e terpenos) diminuem com o envelhecimento
oxidative, enquanto cutros, como sotolon & derivados de
furfural, aumentam (LAVIGNE et al., 2008; PAPADOPOULOL;
ROUSSIS, 2008; ROUSSIS; SERGIANITIS, 2008).

Alteracio oxidativa dos compostos fendlicos
e escuracimento

Muitos constituintes do  winhe, incluinde compostos
fendlicos, certos metais, tirosina e aldeidos s3o
susceptiveis 3 oxidagdo durante o processo de elaboracio
e armazenamento do vinho, induzindo ao escurecimento
(FERMANDEZ-ZURBANO et al, 1995; LI et al, 2008). O
escurecimento & um processo owdativo envolvendo
agucares, lipidios, aminodcidos ou fendis em alimentos
Ll et al, 2003). Este processo oxidativo é wm dos
principais problemas encontrados durante a vinificagao,
principalmente em vinhos brancos, pois resulta em efeitos
negativos nas propriedades sensoriais (perda de cor, sabor
e aroma e auments da adstringéncia) (E2CUDERD et al,
20032; FERREIRA =t al, 2002) e perda do valor nutricional
do vinho (SIOUMIS et al, 2006). Os compostos fenélicos
530 as principais substincias envolvidas nas reagbes de
escureciments (DU TOIT et al., 2006; LI et al, 2008). Dentre
os compostos fendlicos, os orfo-difendis, resultantes
da hidroxilagdo de monofendis, s3o os compostos mais
susceptiveis & oxidagdo (DU TOIT et al, 2006; Ll et al., 2008;
SOMNI et al, 2011).

0 contetido fendlico dos vinhos brancos secos representa
cerca de 50 a 250 mg L, ou sefa, menos de 10% comparado
aos vinhos tintos. Os compostos fendlicos presentes em
maior quantidade nos mostos e vinhos brancos sSo os
acidos benzbicos e cindmicos, catequinas, procianidinas e
flavondis. Entre os icidos cindmicos presentes nos vinhos
brancos estio o dcido p-cumérico e o dcido cafeico, & em
menor quantidade, o dcido fernilico. Estes dcdos cindmicos
existemn em estado livre e na forma combinada com o dcido
tartdrico (dcidos cutdrico e caftdrico) (RIBEREAU-GAYON et
al., 2003). Estes dcidos estdo diretamente envolvidos no
escurecimento de mostos e vinhos brancos (SINGLETOM et
al., 1985).

Diferentes vinhos possuem capacdidade mxidativa diversa,
devido a seu potencial redox, que € dependente do
status antioxidante do vinho. Esse status estd diretaments
relacionado aos niweis de antioxidantes tais como
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fendlicos, GSH, dcido ascérbico e 50 A relagio entre estes
componentes pode retardar a oxidagio do vinho [SIOUMIS
et al, 2006; HOSRY et al, 2009).

0 escurecdimento do vinho pode ser classificade em
enzimdtico & ndo enzimdtico em fungio do mecanizmo
inicial de oxidacio. O enzimético ocome na maioria
das wvezes em mostos, podendo ser controlado, e o néo
enzimatico prevalece no vinho fermentade, principalments
na presenga de fermo e cobre (LI et al,, 2008).

Escurecimento enzimatico

As principais enzimas owidoredutases responsaveis pelo
mecanismo de escurecimento s30 as polifenoloxidases
(PPO) e as peroxidases (POD). O escurecimento enzimatico
em mostos € comelacionado com o conteddo de dcidos
hidroxicindmicos, induindo os acidos caftdrico, cutarico
e feftarico, sendo suas conformagdes naturais trans, ainda
que as cis estejam presentes em pequenas quantidades.
Os substratos preferidos das PPOs, entre os compostos
fendlicos do mosto, s30 o dodo caftinco e, em menor
intensidade, seu homblogo monoidroxildo, o cido
cutirico (SINGLETON et al, 1985; LI et al, 2008).

Aoxidacioenzimaticadoicidocaftiricoedo cutinioo conduz
ao icido caftirico-o-guinona, que participa da degradacio
oxidativa dos mostos devido a swa alta concentragio
e reatividade. As o-gquinonas produzidas na oxidagdo
enzimdtica reagem de acorde com sua propriedade redox
e afinidades eletrinicas. As quinonas produzidas podem
polimerizar e condensar com muitos outros compostos
{inchuindo espécies fendlicas e ndo fendlicas), formando
pigmentos escuros, sendo essas reagbes aceleradas em pH
alto (RIGAUD et al, 1991; FERMANDEZ-ZURBANO et al, 1005;
Ll et al, 2008).

Escurecimento néo enzimético

A oxidagdo ndo enzimatica, também chamada oxidacio
quimica, prevalece no wvinho com caracteristicas de
regeneragio e autocatdlise, e também pode ocorrer
atrawés da reagio com a luz (LI et al, 2008). Os o-difendis,
principalmente o dcido cafeico e seus ésteres, catequing,
epicatequina, antocianinas e seus derivados e dcido galico,
sio considerados os mais susceptiveis 3 oxidacio no
processo de escurecimento n3o enzimdtico, & os niveis de
flavan-3-oks 530 significativamente correlacionados com
o grau de escurecimentos da maiora dos vinhos brancos
(FERMANDEZ-ZURBAMNO et al., 1995).

0 escurecimento ndo enzimatico em vinhos pode surgir
através de vérias vias relacionadas aos fendis, e umia delas
é a oxidacio dos femdis e subsequente polimerizacio
dos produtos oxidados. O primeire processo € catalisado
pelo cobre e pelo ferro. Outras rotas envolvern reagies de
polimerizacio entre fendis & outros compostos presentes
em vinhos, induindo condensagio com acetaldeido ou
acido glicowilico (derivado da oxidagio do Acido tartdrico)
(Ll et al, 2008).

Glutationa

A glutationa & um tripeptidec linear sintetizado a
partir de aminoacidos, atmvés da agéo sequencial da
y-glutamilcisteina e da glutationa sintetase. O par redox da
glutationa desempenha um importante papel na protegéo
de muitos tipos de células contra os dancs oxidativos
(NOCTOR; FOYER, 1008).

A glutationa € um components natural de muitas frutas,
definida como inibidora da cxidagio enzimdtica e nao
enzimatica de sucos de frutas, vinhos e outros alimentos
(FRIEDMAN, 1994; ROUSSIS et al, 2007; CASASSA, 2009).
A glutativna monomérica € conhecida como glutationa
reduzida |G5H) e seu dimero como glutationa oxidada
1G55G) (Fgura 1L

A glutationa reduzida (GSH] possui propriedade de
sequestrar radicais livres devido a sua capacddade de
transferirum atomo dehidrogénio do sew grupo sulfidrl (SH)
e tem a capacidade de manter em forma reduzida muitas
outras moléoulas na matriz do mosto/vinho (FRIEDMAN,
1994; NOCTOR; FOYER, 1998; DU TOIT et al, 2007). Enquanto
oxidantes favorecem a formacdo de GSSG (glutationa
oxidada), a manutengdo dos niveis de GSH ocomre devido
a redugao da G556 por NADPH, uma reacio catalisada pela
glutationa redutase (GR] (NOCTOR; FOYER, 1998).

O conteddo de glutationa naturalmente presente nas bagas
pode variar dependendo da variedade, condigbes e zonas
de cultiva (CHEYNIER et al, 1989), & das préticas encligicas
utilizadas (LAVIGHE et al, 2007). O teor de glutationa &
praticamente constante durante a maturagio da baga
(ADAMS; LIYANAGE, 1993) e & maior em vinhos jovens
aimda em tangues antes do engarrafamento (FRACASSETTI
etal, 2011} Além disso, a quantidade de glutationa parece
estar diretamente relacionada acs niveis de nitrogénio
potencialmente assimiliveis & com os niveis de radiagio
ultravioleta (CASASSA, 2009). Isto talvezr possa explicar os
maiores teores de glutationa em vinhos da Africa do Sul
{FRACASSETTI &t al., 2011), quando comparados a vinhos
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de Bordeaux, na Franga (MARCHAMD; REVEL, 2010), visto
que a Africa do Sul provavelmente sofra maior incidéncia
de raios ultravicleta por situar-se mais préxima da Linha do
Equador.

A guantidade de glutationa em vinhos brancos varia de
poucos miligramas até 30 mg L' (MARCHAMD; REVEL,
2010; JANES et al, 2010; FRACASSETTI et al, 2011), até
aproximadamente 2 mg L' em vinhos tintos jcorte de
Cabernet Sauvignon e Merot] (MARCHAND; REVEL,
20100, & 40 mg L em sucos de wva (DU TOIT et al, 2007;
FRACASSETTI et al, 2011). Estudos mostram gue, durante
o envelhecimento e o armazenamento, o conteddo de GSH
diminui (LAVIGNE et al., 2007; FRACASSETTI et al, 2011).
Abém disso, a glutationa & facilmente degradada em mostos
sob niveis muito baixos de oxigénio, ainda que em presenca
de doses de 50, de 60 mg L (DU TOT et al, 2007).

Altos niveis de ghlutationa s50 dessjaveis, principalmente
nas uvas brancas, devido a sua agao antioxidante. Seu
mecanismo de agio emvohe a formagio do chamado
Grape Reaction Product [GRP), ou produte da reagdo da
uva, que se refere ao produto resultante da reacdo entre a
glutationa e as quinonas de certos fendis do mosto (Figura
2, especialmente o &cido caftirico. O GRF & o produto final
desta cadeia de oxidagio e, portanto, limita o progresso da
mesma, & que nao pode ser subsequentemente oxidado
(SINGLETON et al,, 1985; RIGAUD et al,1991). Além disso,
o GRP & um poderoso antioxidante (DU TOIT et al, 2007,
pois enguanto um mol de um fencl simples pede consumir
3.4 stomios de oxigénio, o mesmo fenol combinado com
a ghutationa, sob a forma de GRP, pode consumir até 85
males de cuigénio (CILLIERS; SINGLETON, 1990).

Portanto, a formagao do GRP. que éincolor e ndo & substrato
da PPO, supde um processo de paralisagio da quinona
frente as reagbes de cxidacio antericrmente mencionadas.
Portanto a GSH no mosto pode interceptar a produgao
de quinonas durante a oxidacio enzimdtica e diminuir a
guantidade de pigmentos escuros. O dcido caftérico preso
como GRP & inerte, ou quase, para suprir a oxidacio pelas
PPO, e a reagdo chega ao seu fim com o desaparecimento
do dcido caftérico (SINGLETOM et al,, 1985).

Entretanto, o GRP pode ser oxidedo pela lacase ou pelas
quinonas do écido caftirico em excesso, apds aglutationase
ssgotar, resultando um escurecimento intenso. A adicio de
dcido caftarico a solugbes de PPO-GRF induz a degradagao
completa do derivado glutationil, devido a um fenémeno
de cooxidacio, ocasionando a oxidagio enzimética do Acido
caftirico a correspondents o-quincna, sequida da oxidagio
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do GRF por esta mesma quinona. A interagio entre PPO e
50, pode prevenir a produggo de GRP o que manterd muito
mais acidos caftaricos e p-cutaricos livres com alto potencial
e escurecimento (RKGAUD etal, 1997; U et al., 2008).

O cobre, em qualquer de seus estados, diminui a
concentragio de glutationa disponivel & aumenta o
escureciments do mosto (REGAUD et al, 19911 Um grande
problema associado com as pulverizagbes i base de cobre
antes da colheita & que o cobre no mosto, além de precipitar
maoléculas tioladas como a glutationa (CASASSA, 2009), &
também um poderoso catalisador da oxidagao (Figura 3).

A presenca de glutationa em uvas tem sido relatada desde
os anos B0 (CHEYMIER et al, 1989), porém, pouco tem
sido descrito sobre a andlise deste composto em vinhos e
mostos, e sobre sua agio na conservacio da qualidade dos
vinhas submetidos ao armazenamento. A forte reatividade
da glutationa, tanto com oxigénio & CoMo Com Ccompostos
fendlicos oxidados, explica porgue poucos estudos sao
realizados para analisar glutationa em mostos e wvinhos
(DUBDURDIEL, LAVIGNE-CRUEGE, 2004).

Mos vinhos brancos, GSH previne o escurecimento da
cor, a dissipacio do aroma varietal & a tendénca do
desenvolvimento de defeitos devido ac envelhecimento
do vinhe (Dubourdieu; Lavigne-Cruege, 2004; HOSRY et
al., 2009). Além disso, a ghutationa também pode atuar
como ativador da fermentagio akcodlica, pois tem agio
detoxificante em relacio 3 levedura  Soccharomyces
cerevisioe. Algumas leveduras comerciais enriquecidas com
glutationa foram desenvolvidas & prometem beneficios,
como exercer efeito complementar de proteco contra
oxidacio e favorecer a formagio de tidis voliteis estiveis
(LALLEMAND, 2011). Neste caso, a ag3o da glutationa
ocome apds a autdlise das leveduras, quando a glutationa &
liberada, com a condicio que os niveis iniciais de nitrogénio
prontamente  assimiléveis sejam adequados [CASASSA,
2009

As borras e certos suplementos comerciais fermentativos
também podem fornecer glutationa solivel a0 mosto/
vinho. O manejo da ghutationa durante a vinificagio pode
ter muita influéncia sobre a longevidade dos vinhos brancos
durante a etapa de armazenamento &/ou envelhedmento
em garrafa, [ que foi encontrada uma relagio direta entre
o5 teorss iniciais destes compostos em mostos & os teores
presentes nos vinhos correspondentes depois de um més
do final da fermentacio alcodlica (DUBOURDIEL; LAVIGME-
CRUEGE, 2004).
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Conservagio dos compostos aromdticos

AspropriedadesbenéhcasdaGsH atuantesnaprevengaodos
efeitos negativos provocados pelo envelhecimento e para
a qualidade sensorial de vinhos brancos sSo comprovadas
(FRIEDMAN, 1994; LAVIGME et al, 2007; HOSRY et al, 2000;
SOMNI et al, 2011). Estima-se gue concentragbes entre 10
e 20 mg L' de glutationa no momento do engarrafamento
sao0 Otimas para controlar a degradagdo oxidativa de certos
aromas volateis (ROUSSES et al., 2007). Por cutro lado, alguns
metabdlitos derivados diretamente da glutationa poderiam
estar envolvidos na revelacio de aromas de mercaptanos,
como mercaptohexanol @ mercaptopentanona, em vinhos
Sauvignon Blanc (AOLAND et al., 2011}, ou s=ja, a glutationa
pode ser um precursor de alguns aromas varietais. A GSH
pode levar 3 reduco das associagdes o-quinonas e outros
tidis, pois compete pelas o-quinonas, dessa forma leva a
um aumento de aromas relacionados acs compostos tidis e
seus derivados no vinho (FRACASSETTI et al, 2011).

Mo caso das variedades aromdticas, a glutationa parece
limitar a redugio de ésteres voliteis (acetato de isoamila,
hexanoato de etila) e terpenos (linabol) durante o
armazenamento (ROUSSIS et al, 2007; PAPADOUPOULOL;
ROUSSIS, 2008} & no caso especifico de vinhos Sauvignon
Blanc no armazenamento em garrafa, exercer protecio
sobre os tidis woliteis, 4-metil-4-mercaptopentanona e
3-mercaptohexanol  (DUBOURDIEL:  LAVIGNE-CRUEGE,
2004).

Prevencao do escurecimento oxidativo

Vdrios estudos comprovam a acdo da glutationa na
prevencio da oxidagio [VAIMAKIS; ROUSSIS, 1996; MAGGU
et al, 2007; HOSRY et al, 2009; SONNI et al, 2011). Hosry
et al. {2009] avaliaram a susceptibilidade 20 escurecimento
e o grau de oxidagdo de vinhos brancos adicionados de
diferentes teores de glutationa & mantidos sob oxidagio
acelerada (B dias a 55°C). Concluiram que a estabilidade
destes vinhos pode ser realcada pela adicio de glutationa
e sugerem a sua adigio no momento do engarrafamento a
fim de prevenir o envelhecimento atipico do vinho.

Vaimakis e Roussis {1996) estudaram a oxigenagic do
maosto e a adicio de glutationa a im de avaliar as mudangas
na composicio fendlica, na coloragio e nios aromas tipicos.
Concluiram gue a oxigenagdo do mosto formece vinhos
brancos de baiso conteddo fendlico, cor agraddwel e
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baixa capacidade de escurecimento, pordém com poucas
caracteristicas aromidticas e frutadas. Quando a oxigenacio
do mosto foi maior, a magnitude dos efeitos acima descritos
também aumentou. Segundo este estudo, a adigio de
glutationa juntamente com a cxigenagio do mosto resulta
am vinhos brancos de cor estivel e tipica da variedade da
wva utilizada. Entretanto a cormeta dose de oxigenagio e a
quantidade de glutationa nao foram determinadas.

A extragao, tanto de aromas varietais, de polifendis como
de glutationa, varia dependendo dos processos anteriores
a fabricacio do vinho, tais como: o tempo de contato
com a casca e a quantidade de pressdo aplicada durante
a prensagem da uva. Um estudo realizado por Maggu et
al. (2007} avaliou esses fatores nos niveis de glutationa,
aromas varietais e compostos fendlicos de suco da uva de
Sauvignon Blanc. Foi condluido que, quando as uvas sio
prensadas sob presstes mais elevadas & quando o suco
é submetido a maior tempo de contato com as Cascas, as
quantidades de compostos do aroma varietal 530 maiores,
porém aquantidadede glutationa é mencre a de compostos
fendlicos oxidaveis, maior. Sendo assim, nessas condigoes,
foi observado um aumento claro no potencial cxidative do
suco, o que pode modificar a coloragéo do mosto ow do
vinha e levar a uma perda de aromas varietais.

0 estudo realizado por Sonni et al. (2011}, em um vinho
branco modelo, confirma esses resultados e relaciona o
efeito antioxidante da glutationa e do &cido ascorbico
evidenciado através da prevengo a0 escurecimento com
a estabilidade de compostos fendlicos como (+)-catequina,
dcido cafeico e outros compostos envolvidos na reacio
de escurecimento oxidativo. Entretanto, este estudo
demonstra que em altas concentragies de glutationa (B0
mg L"), esta protecdo pode ocorrer apenas inicialmente,
mas eventualmente pode induzir a formacio de pigmentos
escuros. Mo periodo durante o qual a glutationa ofereceu
um efeito protetor, a produg o dos precursores do pigmento
xantilium & de o-quinona derivada de compostos fendlicos
foi limitada. Quando a glutationa induziu a coloraco,
pigmentos poliméricos foram formados, mas estes foram
diferentes dagqueles encontrados no winho modelo sem
adicio de glutationa. Ma presenga de dcido ascérbico, altas
concentragies de glutationa foram capazes de retardar a
reducio do dcido ascorbico e inibir a reacio dos produtos
da degradagio do acido ascirbico com o flavanol do
vinho (+)-catequina. Entretanto, a0 se esgotar, a glutationa
novamente induz a produgio de uma grande variedade de
pigmentos poliméricos diferentes.

Rev. Bras. Vitic. Enol, n. 4, p. B0-68, 2012 85



Conclusao

Diversos estudas demonstram que a presenga da glutationa
em mostos e vinhos resulta em beneficios na preservacio
aromética & cor de vinhos brancos em diversos estudos.
Sua agdo antioxidante blogueia o processo oxidativo e
por isso contribui para manutencio da qualidade dos
vinhos envelhecidos ou armazenades por longos periodos.
Portanto, a adigdo de glutationa acs vinhos parece ser
uma alternativa promissora. Atualments, a glutationa
& vendida comercialmente em misturas de produtos
enoldgicos para serem adicionadas, antes ou durante a
fermentacio alcodlica. Porém, a maioria dos estudos que
tratam sobre seu efeito na preservacdo aromiética sugere
sua adicio no engarrafamento. Neste sentido, estudos
complementares estdo sendo realizados a im de elucidar
a melhor quantidade de glutationa a ser adicionada e o
melhor momento para sua adicdo, tanto do ponto de vista
gualitative como econémico.
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Figura 1. Estrutura quimica das mobéculas de glutationa reduzida (A) com a presenca do grupo sulfidrico e
glutationa oxidada (B) com a presenca da ponte dissulfeto.
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Figura 2. Reacio da glutationa com compostos de orto-guinona (o local da adicio depende do tipo de
composto fendlico envolvido) (SOMNI et al., 2011
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Figura 3. Ag30 catalitica de ferro & cobre na oxidagio de fendis parm produzir quinonas e perdxido de
hidrogenio (DANILEWICE et 2, 2008
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CAPITULO 2 - Efeito da adic&o de glutationa em vinhos espumantes
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This study aims to evaluate the effect of the addition of glutathione (GSH) on secondary aromas and on
the phenolic compounds of sparkling wine elaborated by traditional method. It was added 10 and
20mgL~" of GSH to must and to base wine. The determination of aroma compounds was performed
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greater influence on sparkling wine than to base wine, however GSH addition to base wine seems retain
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higher SO, free levels. The concentration of GSH added showed no significant difference.
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1. Introduction

Glutathione (GSH) is a tripeptide composed by glutamic acid,
cysteine and glycine, and it's naturally present in many plants
and food (Meister, 1988). The thiol group of the cysteine is the site
active responsible for its biochemical properties to prevent the oxi-
dation of wine (Lavigne, Pons, & Dubourdieu, 2007; Meister, 1988).
GSH in must and wine exerts a protective effect on many desirable
wine aromas, limits the formation of off-flavours (Kritzinger, 2012;
Lavigne et al., 2007; Roussis & Sergianitis, 2008) and the formation
of browning pigments to a certain extent (Hosry, Auczova, Sakr, &
Hajj-Moussa, 2009; Kritzinger, 2012; Sonni, Clark, Prenzler, Riponi,
& Scollary, 2011a; Vaimakis & Roussis, 1996).

The glutathione may be present in wine in the reduced form
(GSH) or dimeric/disulfide form (GSSG). The pH of the wine pro-
motes that the glutathione remains in its reduced form, the pres-
ence of GSSG wine must be considered and studied. According to
Marchand and de Revel (2010), total glutathione of wine is a better
indicator of its antioxidant potential than just reduced glutathione.

The GSH is an important metabolite for the yeast multiplication
during fermentation and it is a potential source of nitrogen and
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sulfur. It is involved in many mechanisms of stress response of
Saccharomyces cerevisiae and it may also play a role in the mainte-
nance of basic cell functions such as cell structural integrity
(Penninckx, 2002). The final concentration of GSH in wine may be
influenced by the metabolism of the yeast S. cerevisiae during alco-
holic fermentation. It is suggested that GSH, being an intracellular
compound, is released upon yeast autolysis and can be taken up from
the extracellular environment to the cell (Kritzinger, 2012).

Many aroma compounds found in wine do not come from the
grapes, but they are formed during the alcoholic fermentation
due to the primary (essential) or secondary yeast metabolism
(Styger, Prior, & Bauer, 2011). Beyond the ethanol, glycerol, diols
and higher alcohols numerous other compounds are formed
through yeast metabolism, especially acids, esters, aldehydes,
ketones, and sulfur compounds (Rapp & Versini, 1995). The role
of GSH in the formation of higher alcohols, acids, esters and
acetates was not studied in sparkling wine.

The GSH is known to prevent the browning of white wine (Hos-
ry et al,, 2009; Sonni et al., 201 1a; Vaimakis & Roussis, 1996). In the
enzymatic browning, the main substrates for oxidases enzymes are
the ones derived from hydroxycinnamic acids, such as caftaric acid
and coutaric acid (Singleton, Salgues, Zaya, & Trousdale, 1985). The
o-diphenols, mainly caffeic acid and its esters, catechin, epicate-
chin, anthocyanins and their derivatives, and gallic acid, are
considered the most susceptible to oxidation in the process of
non-enzymatic browning of most white wine (Fernindez-Zurbano
et al,, 1995).
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The addition of GSH could permit the use of lower doses of sul-
fur dioxide (SO;) in wine, and provide greater protection against
important aroma compounds compared to SO, (Roussis & Sergianitis,
2008). Despite SO, is very effective in protecting wine from oxida-
tion and from antimicrobial spoilage, there is a growing trend that
its use in wine is reduced, because its allergenic proprieties and
health implications (Fracassetti, Coetzee, Vanzo, Ballabio, & du
Toit, 2013). As the SO,, GSH can also bind to aldehyde compounds
(Sonni et al., 2011b). Moreover, GSH can undergo addition reac-
tions with o-quinone compound from the oxidation of the tartaric
acid esters of hydroxycinamic acids, converting it back to its
reduced form or forming less reactive phenolic compounds, as
the glutathionyl-caftaric acid (Cheynier, Souquet, & Moutounet,
1989). GSH and SO, could present a synergistic effect in increasing
the oxygen consumption rate (Fracassetti et al., 2013).

Some suppliers of enological products (Laffort - www.laffort.
com and Lallemand - www.lallemandwine.com) offer mixtures
of nutrients for yeast containing GSH in order to preserve and
enhance the aroma formed. However, the GSH addition to the must
or wine is currently being discussed. Nowadays, studies about the
effects of the addition of GSH are mainly related to oxidation pro-
tection of still wine, but little attention has been paid to the effect
of the presence of GSH during alcoholic fermentation. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the effect of adding different
concentrations of GSH before each fermentation of sparkling wine
elaborated by traditional method.

2. Materials and methods
2.1. Must

The sparkling wine was elaborated by the traditional method
with cv Chardonnay (60%) and Pinot Noir (40%) grapes from South
of Brazil, Rio Grande do Sul State, vintage 2011. It was added to
the must 50 mgL~' metabisulfite, 100 mgL~" of gallic tannins,
30mgL~" pectinolytic enzyme and t-glutathione reduced (GSH,
Sigma-Aldrich) at variables concentrations according to the experi-
mental design, item 2.4. For must clarification it was used 300 mg L™'
of activated charcoal, 100 mg L' of gelatin and 30 mg L' of silica.

2.2. Base wine elaboration

For the base wine it was used 300 mg L' of S. cerevisiae var.
bayanus yeast strain (Spark, Laffort). It was added to the base wine
400 mg L' of nutrient (composed of yeasts cell walls, cellulose
support and yeasts inert), 300 mgL~" of ammonium phosphate
containing nutrient and thiamine, 300 mg L' of ammonium phos-
phate and t-glutathione reduced at variables concentrations
according to the experimental design, item 2.4. The fermentation
temperature was 13-15 °C. The wine base was clarified with ben-
tonite addition. After the first fermentation the wine base was kept
into closed tanks of 50 liters full, at 0 °C until bottling.

2.3. Sparkling wine elaboration

To the base wine it was added 26 gL' of sugar and the same
nutrients added to the must in the first fermentation. The wine
base was bottled and it was added 300 mg L' of yeast, which
was the same as in the first fermentation. The bottles were closed
with plastic lid (bidule) and overcap metal. Sparkling wine was
kept for nine months in contact with the lees at temperature of
approximately 18 °C in the dark. Soon after the degorgement, ana-
lyzes of aroma compounds, phenolic compounds, glutathione
residual, free SOz, color index and sensory analysis were
performed.
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2.4. Experimental design

It was added 10 and 20 mg L' of GSH (L-glutathione reduced,
purity >98.0%, from Sigma-Aldrich) to the must before the first
fermentation and to the base wine before the second fermentation.
The experiment was conducted as factorial design 32, resulting in
nine experimental sparkling wine, as shown in the Table 1.

Each experiment was performed in 3 bottles and the analysis
were performed in triplicate for each bottle. The results were ana-
lyzed using analysis of variance (ANOVA) and mean test of Turkey
at a confidence level of 95%.

The results of the analysis of GSH (reduced and total) and the
results of volatile and phenolic compounds were evaluated for
degree of correlation by Pearson's correlation coefficient. The Pear-
son’s correlation coefficient can vary between -1 and 1, values
between 0 and 1 show a positive correlation and values between
0 and -1 show a negative correlation. Values above 0.7 (positive
or negative) features a strong correlation, values between 0.3 and
0.7 features a moderate correlation and values below 0.3 features
a weak correlation.

2.5. Volatile compounds

The analysis of volatile compounds such as esters and higher
alcohols was performed on a gas chromatograph HP 6890 Agilent
Technologies, with flame ionization detector. The compounds were
identified from comparison to authentic standards from Sigma-
Aldrich.

2.5.1. Determination of higher alcohols, acetaldehyde, ethy! acetate,
and methanol

It was added 70 pL of 4-methyl-2-pentanol solution (SgL ',
internal standard) into 5 mL of a distilled sample. The injection
(1.0 pL) was performed in split mode to 60 mL min~' at 220 °C. It
was used a capillary column CPWax 57CB (60 m, 250 um and
0.25 pm). The carrier gas was the hydrogen 5.0 at 2,0 mL min™"
and the nitrogen as auxiliary gas at 37 mL min~". The oven temper-
ature was 40 °C for 5 min, 40-90 °C at 3 °C min~', 90-200 °C at
10°Cmin~', 200°C for 5 min. The combustion was maintained
with synthetic air at 350 mL min~' and hydrogen at 35 mL min~"'.
The detector temperature was 230 °C.

2.5.2. Determination of esters, acetates, alcohols, and volatile acids

It was added 2 mL of 3-octanol (40 mg L ') and 2 mL of hepta-
noic acid (50 mg L"), as internal standards, and 0.3 mL of phos-
phoric acid (1:3) to 50mL of sparkling wine degassed in
ultrasound. The sample was subjected to three liquid/liquid row
extractions (4:2:2) with a mixture of diethyl ether/n-hexane
(1:1). The injection (2.0 pL) was performed in splitless mode at
60 mL min~" at 240 °C. It was used a capillary column CP Inowax
(30 m, 250 pm e 0.25 pm). The carrier gas was the hydrogen 5.0
at 2.0 mL min~" and the nitrogen as auxiliary gas at 37 mLmin~".
The oven temperature was 40°C for 5min; 40-230°C at
3°Cmin~'; 230°C for 20 min. The combustion was maintained
with synthetic air flow at 350mLmin~', and hydrogen at
35 mL min~". The detector temperature was 230 °C.

2.6. Analysis of phenolic compounds

The determination of caffeic, ferulic, p-coumaric acids, catechin
and epicatechin was performed by High Performance Liquid Cro-
matography according to the methodology of Gomez-Alonso,
Garcia-Romero, and Hermosin-Gutiérrez (2007). It was used an
Agilent Technologies chromatograph equipped with spectrophotomet-
ric diode array detector and Zorbax® SB-C-18 (250 mm x 4.6 mm,
5um). The chromatograms were obtained at 320nm for the
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Table 1
Experimental design 32

Experniment Coded variables Real variables
X1 X2 GSH must GSH wine base
(mgL™") (mg L")

1 (control) -1 -1 0 0
2 -1 0 0 10
3 -1 1 0 20
4 0 -1 10 0
5 0 0 10 10
6 0 1 10 20
7 1 -1 20 0
8 1 20 10
9 1 1 20 20

phenolic acids and 280 nm for the catechin and epicatechin. These
phenolic compounds were identified from comparison to authentic
standards from Sigma-Aldrich.

All samples were filtered with membrane of ester mixture
0.45 pm, and 10 pL was injected to the chromatograph. The mobile
phase was composed by the following solvents: Solvent A, 50 mM
NH4H,PO4, pH adjusted to 2.6; solvent B 20% solvent A and 80%
acetonitrile; and solvent C, 200 mM H3POy4, pH 1.5. The mobile
phase was vacuum filtered with membrane 0.45 pm. The flow rate
was constant at 1 mLmin~! and the gradient of the solvents used
for separation is described by Gomez-Alonso et al. (2007).

2.7. Determination of total phenolic compounds and color index

The phenolic compounds were determined by the measurement
of UV absorption at a wavelength of 280 nm after the dilution of
the samples in distilled water, and the color index at the absor-
bance of 420 nm (Ribéreau-Gayon, Dubourdicu, Donéche, & Louv-
and, 2003).

2.8. Determination of glutathione

The determination of glutathione was performed using the
adapted methodology from Andujar-Ortiz, Pozo-Bayon, Morcno-
Arribas, Martin-Alvarez, and Rodriguez Bencomo (2012). For sam-
ple derivatization it was used two solutions of dithiothretiol (DTT,
Sigma-Aldrich) dissolved in borate buffer solution and naphtha-
lene-2,3-dicarboxaldehyde (NDA, Sigma-Aldrich) solution dis-
solved in ethanol (stored at —18°C). NDA was dissolved in
absolute ethanol to a final concentration of 5 mg mL . DTT solu-
tions were prepared at concentrations of 5 mM and 0.5 mM in bo-
rate buffer to determine the level of total glutathione or reduced
glutathione, respectively. The borate buffer was prepared with
H3BOj3 (0.2 M), adjusting the pH to 9.2 with NaOH solution (1N).
The two solutions were filtered, stored in 1 ml vials and kept frozen
at —=20°C.

The derivatization was made using an autosampler as the fol-
lowing: 20 pL of sample was placed in a 1 ml vial, to this it was
added 70 pL of DTT solution and 10 pL of NDA solution. After that,
100 pL of the mixture was injected into the chromatograph.

The determination of GSH was performed on a liquid chromato-
graph HP 1100 from Agilent Technologies. We used a Zorbax® SB-
C-18 (250 mm x 4.6 mm, 5 pm) and a guard column Zorbax® ODS
4-pack (12.5 mm x 4.6 mm, 5 pm). The mobile phase was a solu-
tion of methanol and phosphate buffer 15:85 (v:v). The phosphate
buffer was composed of Na,HPO4-12H,0 (10 mM) in ultrapure
water, pH adjusted to 7.5 using orthophosphoric acid solution.
The mobile phase was vacuum filtered with membrane 0.45 Hm.
The wavelengths used for excitation and emission were 467 and

525 nm, respectively. The glutathione were identified from com-
parison to authentic standard from Sigma-Aldrich.

3. Results and discussion
3.1. Influence of GSH addition on volatile composition

The volatile compounds of the sparkling wines are shown in the
Table 2. The sparkling wine with addition of GSH to the must
showed lower concentrations of acetaldehyde. The acetaldehyde
is formed during the fermentation as a residual product from the
primary metabolism of yeast, or is formed by microbial oxidation
of ethanol under aerobic conditions (Sonni et al., 2011b). The
GSH present in the must may have facilitated its reduction to eth-
anol, because GSH may have favored a more reducing environ-
ment. The concentration of acetaldehyde can also be affected by
the metabolism of lactic acid bacteria, because some species, espe-
cially Oenococcus oeni, can catabolize this compound resulting in
the formation of ethanol and ethyl acetate. At low concentration,
acetaldehyde gives pleasant fruity aroma to wine, but at high con-
centration, the aroma became an unpleasant vegetative one
reminding green grass or apple (Liu & Pilone, 2000).

Acetaldehyde is extremely reactive and readily binds to pro-
teins or amino acids to generate a range of compounds that inter-
fere in wine flavor and aroma (Styger et al., 2011). GSH added to
the must may have prevented ethanol oxidation or it may have re-
acted with acetaldehyde during alcoholic fermentation, forming an
addition product, retarding the formation of tannins and conse-
quently the formation of dark yellow pigments (Sonni et al.,
2011b). However, there was no difference in the amount of cate-
chins and epicatechins in the sparkling wine in this study (Table 3).

The addition of GSH did not interfere in the sparkling wine's
methanol concentrations, because the methanol comes from the
hydrolysis of grape pectins during fermentation and their level de-
pends on the maceration with the grape's solid parts, and on the
contact time of these pectins with the enzymes polymethyl ester-
ases (Ribéreau-Gayon et al., 2003).

The addition of GSH did not influence in the concentrations of
the hexanol, cis-3-hexen-1-ol and trans-3-hexen-1-ol and hexyl
acetate, because they are derived from de grape and they are pre-
cursors of the hexyl acetate which also showed no variation. How-
ever, the concentration of 2-phenylethanol increased when GSH
was added to the must, regardless the GSH concentration. The
GSH addition to the base wine did not alter the levels of this com-
pound. The 2-phenylethanol smells like roses and its threshold
perception is 14 mg L™' (Santos et al., 2004). The sparkling wine
without GSH addition to the must, the concentration of 2-phenyl-
ethanol was less than 14 mg L~'. The GSH addition to the must
provided a reduced environment; therefore greater amount of phe-
nylacetaldehyde may have been reduced to phenylethanol by the
action of alcohol dehydrogenase enzyme (Etschmann, Bluemke,
Sell, & Schrader, 2002).

In general, the level of higher alcohols (1-propanol, 2-methyl-
1-propanol, 2-methyl-1-butanol and 3-methyl-1-butanol) was
lower in the sparkling wine without addition of GSH to the must.
The addition of GSH to the base wine showed no significant differ-
ence. The concentration of higher alcohols in the wine can be
determined by amino acids composition, which represent a major
source of must assimilable nitrogen (Rapp & Versini, 1995).
Although GSH is a tripeptide composed of three amino acids and
it has nitrogen in its composition, the concentration of GSH added
to the must and/or to the base wine should not have affected the
amount of available nitrogen in the must, because the studies
about must supplementation use much larger amounts of nitrogen,
ranging around 350-480mgL~" (Torrea et al., 2011; Vilanova,
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0.415b+0.04
0.182 c+0.02
nd®

0.623 b £ 0.06
4.300 ab £0.15
0.963 abc + 0.07
6.713 bc + 0.07
0.014 a+0.04
11350 b+ 027
1.004a2+0.13
8.362 ab+ 097

0433 b+0.09
0.191 c£0.02
0.082 bce +0.002
0.706 b £0.09
4.260 ab + 0.36
0.723 bc £0.02

6.664 bc £ 0.04
0.013 a +0.004
8.775d £ 0.46
0930a+0.16
9.390a+1.20

0.762 bc +0.21

0.04

0461 b=
0.169 c £ 0.04
0.078 ¢+ 0.01
0.708 b+0.07
3.800bx0.11
0.603 c+0.18
6.469 c+0.13
0.008 a +0.002
9.175d +0.62
0926 a+0.18
8.794 ab+1.39
0.760 bc £ 0.18

0.467 b £ 0.03
0.217 ¢+ 0.03
0.079 ¢ £ 0.01
0.724 b £0.05
3.567 b+0.11
1.067 ab £ 0.10
6.453 ¢ +0.21
0.011 a £0.002
10.800 be +0.79
0958 a+0.14
8.502 ab +0.74
0.754 bc £ 0.16

0.429 b +0.07
0.198 ¢ £0.02
0.096 abc +0.03
0.722 b +£0.09
3.713 b +£0.07
0.680 c £ 0.05
6.441c+0.14
0.010 a £ 0.003
8.850d +0.82
0.888 a+0.20
8.772 ab £ 1.09
0.822 bc £ 0.21

0.010 a£0.003

0.387 b £0.05
0.200 c £ 0.01
0.088 bc +0.001
0.630 b +0.08
3.843 b+0.06
0.743 bc £0.05
6.847 b +0.32
9.825cd £ 0.63
0.820a+0.17
7.150 b+ 0.97
0.778 bc £ 0.25

1.113 2 £ 0.06

0.357 22003
0.138 ab+0.03
5.063 a+0.10
0.873 abc £ 0.01
7.367 a+0.04
0.010 a £ 0.001
13.225a+0.56
0884a+0.13
3.552 ¢ 0.62
1.258 ab £ 0.19

0.620 2 £0.01

0359 a+0.02
0.122 abc £ 0.01
1.141 a£0.04
4377 ab+0.77
1.203 2+ 033
7.528a+0.18
0.012 2 £0.003
11.400 b+ 057
0812a+0.13
3098 c£0.77
1.4092£0.28

0.660 a £0.36

0.718 a+0.40
0.298 b +0.02
0.151a:0.03
1.166 a £ 0.02
4.030b+0.12
0.012 2 +0.003
8.925d+0.30
2.600c+0.24
1.543 22031

7.427 a£0.06
0.754 2 £0.15

Experiment
0.720 be £0.02

Coumaric acid (mgL™")
Ferulic acid (mg L")

Sum HA (mg L'
Epicatechin (mgL™")

Free SO, (meqL™")

GSH (mgL~")

Total Glutathione (mgL™")
HA/GSH

TFC®

Compound

Cafeic acid (mg L")
Catechin (mgL™")
Color Index?

Phenolic content, color index, free SO, and GSH content of sparkling wine - experiments 1-9.

Table 3
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Siebert, Varela, Pretorius, & Henschke, 2012). However the GSH
available in the must may have favored the permanence of nitro-
gen in its free form.

The concentration of 1-propanol was higher in the sparkling
wine of the experiment 5 which differed from the experiment 1
(without GSH addition or control) and of the experiment 3. The
sparkling wine of the experiment 5 as well as the sparkling wine
of the experiment 7 showed higher concentrations of 2-methyl-
1-propanol as compared to the sparkling wine of the control
experiment.

The concentration of 3-methyl-1-butanol was higher in the
sparkling wine which was added GSH to the must, regardless on
the concentration of 10 or of 20mgL~" and regardless on the
GSH addition to the base wine. The formation of higher alcohols,
such as 3-methyl-1-butanol, seams to depend on the redox status
of the yeast cell because according to this status the aldehyde can
be reduced by NADH-dependent to its corresponding alcohol, as it
can be oxidized by NAD'-dependent to volatile carboxylic acid
(Styger et al, 2011). GSH favors the reduced state of the yeast
(Kritzinger, 2012).

The sum of higher alcohols (1-propanol, 2-methyl-1-propanol,
2-methyl-1-butanol and 3-methyl-1-butanol) ranged from 237 to
261 mg L', According to Rapp and Versini (1995) concentrations
less than 300 mg L™ contribute to the wine aroma complexity de-
sired, however when its concentration exceeds 400 mgL~' it
shows a negative factor to the quality.

The concentration of diethyl succinate increased with the addi-
tion of GSH to the must and this increase did not depend on GSH
concentration. The GSH addition to the base wine did not influence
the concentration of diethyl succinate in the sparkling wine.

The diethyl succinate has a fruity aroma, like a melon one
(Peinado, Moreno, Bueno, Mareno, & Mauricio, 2004). Its concen-
tration is associated with the malolactic fermentation (Knoll
et al., 2012; Styger et al., 2011), which may have occurred sponta-
neously in the sparkling wine of this study. According to Knoll et al.
(2012) diethyl succinate concentration increases during the malo-
lactic fermentation and varies with the bacteria strain. Cysteine
and GSH, stimulate the proliferation of lactic acid bacteria as
Oenococcus oeni, (Pophaly, Singh, Pophaly, Kaushik, & Tomar, 2012)
facilitating the malolactic fermentation, this explain higher concen-
trations of diethyl succinate in the sparkling wines with GSH addi-
tion to the must.

The wine esters are sourced primarily from chemical reactions
between acids and alcohols derived from microbial metabolism
and from the action of yeasts during alcoholic fermentation. Higher
alcohols acetic esters are characterized by presenting pleasant, in-
tense and characteristic aromas. The level of isoamyl acetate was
higher in the sparkling wine without the addition of GSH to the
must. However, the addition of 20 mg L™' of GSH to the base wine
seemed to increase the concentration of this compound in the
sparkling wine. The isoamyl acetate has a characteristic aroma of
banana and its perception threshold is around 0.03-0.16 mg L'
(Peinado et al., 2004; Santos et al., 2004). The concentrations of
hexyl acetate and phenylethyl acetate did not vary with the addi-
tion of GSH. If we consider the hypothesis that GSH helps to main-
tain the availability of free nitrogen, these results may be related to
those obtained by Vilanova et al. (2012) where the levels of esters
of acetates did not change with the supplementation of nitrogen to
the must.

The average concentration of ethyl acetate in the experiment 4
of the sparkling wine was lower compared to the sparkling wine of
the control experiment. The ethyl acetate is the most important es-
terand it is an indicator of lactic and acetic bacteria action. When it
is present in high concentrations (above 180 mgL™") it provides
acetic taste which is harmful to the wine quality (Ribércau-Gayon
et al, 2003). Evidences indicate that the ethyl esters such as ethyl

0.617 c£0.08

Means followed by different letters within the same line are significantly different by ANOVA test complemented by Tukey’s test, the significance level of 5%. (a) HA = Hidroxicinamic acid; (b) n.d. = not detectable; (c) TFC = Total

phenolic Compounds; (d) Results in absorbance.
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acetate, ethyl hexanoate and ethyl octanoate can also be formed
during the malolactic fermentation (Styger et al., 2011).

The variations in the concentrations of esters (C4-C12) during
the vinification suggest that the esterases are involved in the syn-
thesis as in the hydrolysis of esters. The reduction occurred in
these compounds may impair the quality of sparkling, as the ethyl
esters of fatty acids are characterized by presenting pleasant aro-
mas (floral, fruity, honey) (Ribéreau-Gayon ct al, 2003). The
descriptors of aroma ethyl hexanoate include green apple, straw-
berry, brandy, banana and its perception threshold is 0.014 mg L',
The ethyl octanoate has floral and fruity aroma, reminiscent of pear
and banana, (Peinado et al.,, 2004) and its perception threshold is
0.01 mg L™ (Santos et al., 2004). The ethyl decanoate has a fruity
aroma, referring to grape (Peinado et al., 2004), and its perception
threshold is 0.2 mg L™' (Santos et al., 2004).

The concentration of hexanoic acid and dodecanoic acids did
not change with addition of GSH. The concentrations of octanoic
and decanoic acids decreased with the addition of GSH to the must,
regardless of GSH concentration. The addition of GSH to the base
wine did not influence on the amount of decanoic acid, but there
was an increase in the concentration of octanoic acid. The fatty
acids are formed during the beginning of alcoholic fermentation
and in higher concentrations than the corresponding ethyl esters
(Rapp & Versini, 1995). The concentrations of octanoic and deca-
noic acids, known by the flavors of fat, rancidity and soap, and
the thresholds of perception of 0.5-1.0 mg L™', respectively (Peinado
ctal, 2004; Santos et al., 2004), decreased with the addition of GSH
to the must, regardless of GSH concentration.

Many factors may change the "bouquet” of wine, such as yeast,
must treatment and fermentation conditions. The GSH concentra-
tion influenced on the volatile composition of wine, preserving
the reductor status of the environment and causing variations in
the relative activity of the biosynthetic pathways and in the cata-
bolic reactions of amino acids responsible for the a«-ketoacids for-
mation (Torrea et al,, 2011). Furthermore, GSH may have favored
the occurrence of spontaneous malolactic fermentation, which
modifies the volatile composition.

3.2. Influence of GSH addition on phenolic compounds

The influence of GSH addition on phenolic compounds is shown
in the Table 3. The amount of phenolic compounds was lower in
the sparkling wine with the addition of GSH to the must. The
amounts of caffeic acid decreased with the GSH addition to the
must regardless of the amount added, 10 or 20 mgL'. The GSH
addition to the base wine did not influence on the concentration
of caffeic acid. The amount of coumaric acid also reduced with
the GSH addition to the must. The sparkling wine in which was
added GSH only to the base wine (experiments 2 and 3) had great-
er concentration of the coumaric acid compared to the control
sparkling wine. However, the GSH addition to the base wine in
the sparkling wine with GSH in the must, did not influence on
the coumaric acid concentration. The sparkling wines with smaller
concentrations of ferulic acid compared to those of the control
were the experiments 4, 6, 7 and 8.

The addition of GSH did not preserve the wine content of phe-
nolic compounds in general, as previously suggested by Vaimakis
and Roussis (1996) and Fragasso ct al. (2010). The reduction of
the content of hydroxycinnamic acids probably occurred because
the tripeptide does not react directly with oxygen and protects
the compounds usually already oxidised. The mechanism of GSH
action in preventing browning mainly involved their reactivity
with o-quinones, which are the products of the oxidation of pheno-
lic compounds. The GSH reacts spontaneously with these o-qui-
nones to form the compound 2-S-glutathionylcaftaric acid (Grape
Reaction Product - GRP) or other less reactive, inhibiting the

formation of brown polymers to a certain extent (Cheynier et al.,
1989; Singleton et al., 1985; Sonni et al., 2011a, 201 Ib). The oxida-
tion reactions occur primarily during grapes crushing, where the
phenolic compounds are enzymatically oxidized by polyphenol
oxidases of the grape, but they may also occur in the wine during
the chemistry oxidation (Cheynier et al., 1989; Sonni et al., 201 1a).
The reduction of phenolic compounds in white wine reduces the
capacity of wine react with O, and prevents the occurrence of
oxidation (du Toit, Marais, Pretorius, & du Toit, 2006; Fernindez-
Zurbano et al., 1995; Singleton et al., 1985). The lowest levels of
total phenolic observed may be related to the results obtained
for the hydroxycinnamic acids. Furthermore, once GRP is formed
from GSH and the o-quinone of the hidroxicinamic acid, the GRP
was measure as total phenolic.

The color index did not vary with GSH addition, as well the lev-
els of catechin and epicatechin. However, as the wine elaborated
with GSH addition exhibited lower amount of hydroxycinnamic
acids and tannins stability, it is expected to occur less browning
during storage time in the sparkling wine with addition of GSH,
because the wine stability could be enhanced by adding GSH
(Hosry et al., 2009).

3.3. GSH in wine

The GSH addition, especially to the base wine, may have helped
the SO, in its antioxidant role, keeping more SO, in the free form as
well as in studies by Roussis and Sergianitis (2008). This could indi-
cate that GSH in the base wine is the preferred subtrate for chem-
ical oxidation compared to SO, These results demonstrate the
synergistic effect between GSH and SO, according studies by
Fracassetti et al. (2013).

SO, is used in wine to limit the harmful impact of oxygen. Its
main function is to eliminate the hydrogen peroxide and o-quinone
compounds, and also to form adducts with carbonyl compounds,
for example with acetaldehyde (Sonni ct al., 2011b). Therefore,
the more SO; free in the environment, less the amount of hydrogen
peroxide, o-quinones and carbonyl compounds, and thus the qual-
ity of wine is preserved.

The GSH levels found in the sparkling wines of this study are
similar to those found for still white wines by Marchand and de
Revel (2010), Janes, Lisjak, and Vanzo (2010) and Fracassetti ct al.
(2011). The GSH content in the sparkling wine was lower than
the amount of GSH added to the must and/or base wine. The
GSH may have been lost by the reaction with o-quinones to form
the GRP or by its incorporation to this product, or even by the
interaction of GSH with the yeast (du Toit, Lisjak, Stander, &
Prevoo, 2007; Kritzinger, 2012).

The GSH may still have been degraded by vacuolar membrane -
by the enzyme y-glutamyltranspeptidase (y-GT) and L-cysteinyl-
glycine dipeptidase, since it can be transported into the yeast cell
vacuole (Jaspers, Gigot, & Penninckx, 1985). According to Kumar,
Sharma, and Bachhawat (2003), there is also the possibility of an
alternative pathway of GSH degradation in S. cerevisiae regardless
of the enzyme y-GT. This pathway is mediated by a novel protein
complex involving three new genes which have been characterized
in S. cerevisiae (Ganguli, Kumar, & Bachhawat, 2007),

The fermentation by S. cerevisiae may have an impact on the
final GSH concentration of wine due to the metabolism of the yeast
(Kritzinger, 2012). S. cerevisiae can cither absorb GSH from the
environment as can secret it, which may result in fluctuating
concentrations of GSH in the wine during fermentation (Miyake
ct al,, 1998). It is also suggested that GSH, being an intracellular
compound, is released in yeast autolysis at the end of fermentation
(Kritzinger, 2012).

The GSH concentration in must ranges from undetectable
to more than 100 mgL™' and is influenced by several factors,
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including exposure to oxygen (du Toit et al.. 2007), maceration
with grape skins during pre-fermentation and pressing conditions
(Maggu, Winz, Kilmartin, Trought, & Nicolau, 2007). The content of
GSH in the sparkling wine reduced during fermentation, as in some
previous studies (du Toit et al., 2007; Kritzinger, 2012). However,
the GSH concentrations in sparkling wine were not influenced by
de amount of GSH added to the must or to the base wine.

Theoretically, the reduction conditions can hold larger amount
of GSH in its reduced form and these conditions are reached more
quickly by fermentation. However, this was not observed in this
study, since the addition of GSH in the wine base, which is a more
reduced environment than the must, did not result in an increase
of GSH concentration in the sparkling wine. The highest concentra-
tion of total glutathione was found in sparkling wine in which GSH
was added to the must. The content of total glutathione in spar-
kling wine showed strong correlations with many compounds ana-
lyzed and it did not occur in relation to the reduced glutathione.
Therefore, the total glutathione was an indicator of glutathione
content in wine better than GSH, as it was suggested in a study
of Marchand and de Revel (2010).

The content of total glutathione in sparkling wine showed a
strong negative correlation with the caffeic acid (r=-0.84), the
coumaric acid (r=-0.84), the ferulic acid (r=-0.69), the total
phenolic (r = -0.88), with the ethyl decanoate (r = —-0.78) and the
octanoic (r=-0.76) and decanoic acids (r=-0.81). Moreover, a
moderate negative correlation with the levels of free SO,
(r=~0.47). On the other hand, it showed a strong positive correla-
tion with 2-phenylethanol (r = 0.73), 3-methyl-1-butanol (r=0.87)
and diethyl succinate (r = 0.80).

4. Conclusions

The GSH addition to the must interferes more in the formation
of aroma and phenolic compounds of the sparkling wine than the
GSH addition to the base wine. However, the GSH addition to the
base wine seems to maintain higher levels of SO, in the free form.
The concentration of GSH added (10 or 20 mg L™') have no signif-
icant influence on the composition of the sparkling wine. The addi-
tion of 10 mg L™' of GSH to the must is sufficient to ensure lower
concentration of caffeic acid, coumaric and ferulic in sparkling
wine. So, the addition of 10mgL™' of GSH to the must and
10 mg L™' of GSH to the base wine seems to be a good option for
the elaboration of sparkling wine with better quality of aroma
and lower phenolic compounds content.

Finally, the amount of total glutathione is more related to per-
ceived changes in the sparkling wine than the GSH. Further studies
should be conducted to assess the influence of the GSH in the
malolactic fermentation, and to elucidate the role of GSH on the
levels of free SO, and their synergistic effect, maybe using higher
concentrations of GSH.
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Browning coumaric acids.

Reduced glutathione (GSH) is an efficient antioxidant on limiting browning, losing varietal aromas and
off-flavor formation. Therefore, this study aims to evaluate the effect of GSH addition (10, 20 and
30 mg L") after the disgorging of the sparkling wine during storage. The sparkling wines were analyzed
at 1,6. 12 and 18 months of storage according to the color index, concentration of the free SO,, phenolic
compounds, catechin, epicatechin, caffeic acid, coumaric acid, acetaldehyde, total and reduced
glutathione. The results show that GSH concentration decreased to the level of the control sparkling wine
during the first 6 months, and the total glutathione gradually declined up to 12 months. The GSH reduces
browning and acetaldehyde formation for up to 12 months. However, the presence of glutathione had
low or no influence on the concentration of free SO,. total phenolics, catechin, epicatechin, caffeic and

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The sparkling wine made by the traditional method is the result
of the second fermentation of the base wine in bottles, followed by
aging in contact with lees. During this aging the yeast autolysis
occurs, which causes the release of many important compounds
for sparkling wine quality which provide unique characteristics
to each bottle. After aging, the lees are eliminated by the disgorg-
ing and the sparkling wine is stored until its commercialization
(Torresi, Frangipane, & Anelli, 2011).

During storage of sparkling wines without yeast lees, oxidation
reactions involving phenols and aromatic compounds can occur, as
it happens in white wines. In order to prevent the oxidation, sulfur
dioxide (S0;) is traditionally used, not only for its antioxidant
property, but also for its antimicrobial action (Comuzzo & Zironi,
2013; Danilewicz, Seccombe, & Whelan, 2008).

The main role of SO, as an antioxidant is cleaving the hydrogen
peroxide and o-quinone compounds efficiently (Danilewicz et al.,
2008). The SO, can also form adducts with carbonyl compounds,
particularly acetaldehyde (Sonni, Moore et al., 201 1). Sulfites are
still considered the most effective tools to control oxidation reac-
tions in wine, but they are toxic and allergenic. Currently, wine
with a low amount of sulfites is better accepted by the most

* Corresponding author.
E-mail address: vaniwe@hotmail.com (V. Webber).

http:/idx doi.orgf10.1016/ foodchem.2016.08.042
0308-8146/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

conscious consumers who seek a healthy diet, therefore some wine
producers seek to reduce the use of SO, in winemaking. Although
the complete elimination of SO; is not viable, scientific and techno-
logical evidence confirm the possibility to significantly reduce its
use in the early stages of winemaking. However, it is more difficult
to find suitable replacements for SO, in bottled wine (Comuzzo &
Zironi, 2013).

Technological alternatives to SO, in bottled wine are necessary.
Among the alternatives which have been studied there is the addi-
tion of reduced glutathione (GSH), although it is still in experimen-
tal levels (Hosry. Auczova, Sakr, & Hajj-Moussa, 2009; Roussis &
Sergianitis, 2008: Sonni, Clark, Prenzler., Riponi, & Scollary, 2011;
Webber ct al., 2014). GSH is a tripeptide with antioxidant proper-
ties which is naturally present in wines in low concentrations
(Kritzinger, Bauer, & du Toit, 2013). The GSH concentration in wine
may be influenced by several aspects; from the variety, the terroir
and the harvest (Cheynier. Souquet, & Moutounet, 1989); to the
use of different yeast strains and the winemaking technology
(Kritzinger, Standerb, & du Toit, 2013).

The differentiation between GSH and total glutathione is impor-
tant because only in the reduced form is that glutathione acts as an
antioxidant in wine. The concentration of total glutathione is the
amount of GSH and dimeric glutathione, also called disulfide or
oxidized (GSSG). The GSSG is formed by oxidation of GSH and it
can be reduced back to GSH by glutathione reductase enzyme, with
the concomitant oxidation of NADPH (Kritzinger, Bauer et al.,
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2013). The analysis of total glutathione concentration seems to be
a good indicator of GSH present (Marchand & de Revel, 2010),
considering that there is great variation in the levels of GSH during
winemaking and wine aging.

GSH plays an important role in protecting against browning and
loss of flavor which occur due to oxidation in white wines (Coetzee
& du Toit, 2012; Kritzinger, Bauer et al., 2013; Rodriguez-Bencomo
et al,, 2014; Roussis, Lambropoulos, & Tzimas, 2007). GSH inhibits
formation of dark polymers by avoiding polymerization which
occurs from the quinone compounds present in the wine due to
the oxidation of phenolic compounds. With its thiol group serving
as a nucleophilic center, rich in electrons, GSH replaces the elec-
trophilic ring of the quinone of caftaric acid. This substitution
regenerates the hydroquinone form of the moiety corresponding
to the caffeic acid. The product formed is the Grape Reaction Product
(GRP, e.g. S-2-glutationilcaftarico acid), which is not dark and not
easily oxidized (Li, Cuo, & Wang, 2008; Singleton, Salgues, Zaya,
& Trousdale, 1985: Comuzzo & Zironi, 2013). However, the laccase,
present in grapes affected by Botrytis, can oxidize the GRP with the
subsequent formation of dark polymers (Comuzzo & Zironi, 2013).

The quinones formed by the oxidative process during storage
and/or aging of the wine react with GSH, when it is present
(Comuzzo & Zironi, 2013). In the absence of sufficient amounts of
GSH, the quinones react with other phenolic compounds and this
reaction can lead to formation of new polymers and tannins of
larger structures, with consequent changes in the wine sensory
characteristics (Waterhouse & Laurie, 2006).

The addition of GSH in must and wine up to a maximum of
20 mg L~ was recently included among the oenological practices
recommended by the Organization Internationale de la Vigne et du
Vin - OIV (OIV - Code International des Pratiques (Enologiques,
2016). Therefore, to our knowledge, there are few studies testing
the addition of GSH in non-model wine and during a medium or
long storage time. Nevertheless, some of the most recent observa-
tions should be confirmed and various aspects should be investi-
gated before using GSH on a larger scale in wine, in particular,
further studies are needed in bottled wines during storage and in
sparkling wine. Therefore, this study aims to evaluate the effect
of adding different concentrations of GSH in sparkling wine after
the disgorging during storage time.

2. Material and methods
2.1. Sparkling wine elaboration

Sparkling wines were produced by the traditional method with
Chardonnay (60%) and Pinot Noir (40%) grapes of the 2011 harvest.
It was added to the must: 50 mg L~ of metabisulphite, 100 mg L™’
of gallic tannins, 30 mg L~' of pectinolytic enzyme. For the must
clarification it was used 300 mg L~' of activated carbon, 100 mg
L~ of gelatin and 30 mg L™! of silica.

The base wine was elaborated with 300 mg L~! yeast strain Sac-
charomyces cerevisiae var. bayanus (Spark, Laffort). It was added to
the must 400 mg L™' of nutrient (composed of yeasts cell walls,
cellulose support and yeasts inert), 300 mgL~' of ammonium
phosphate containing nutrient and thiamine, 300 mg L' of ammo-
nium phosphate. The fermentation temperature was 13-15 °C. The
base wine was clarified with bentonite addition. After the first
fermentation the base wine was kept into full closed tanks of
50 L, at 0 °C until bottling.

To the base wine it was added 26 g L™! of sugar and the same
nutrients added to the must in the first fermentation. The base
wine was bottled and it was added 300 mgL™' of yeast, which
was the same as used in the first fermentation. The bottles were
closed with plastic lid (bidule) and metal overcap. Sparkling wine

was kept nine months in contact with lees at a temperature of
approximately 18 °C in the dark.

2.2. Experimental design

After the disgorging, it was added t-glutathione reduced from
Sigma-Aldrich (G4251, >98,0%) at variables concentrations of 10,
20 e 30mgL™" to sparkling wines. The analysis of aromatic
compounds, phenolic compounds, residual glutathione, free SO,,
and color index were performed in the storage time at 1, 6, 12
and 18 months.

2.3. Determination of acetaldehyde

The acetaldehyde analysis was performed on a gas chro-
matograph HP 6890 of the Agilent Technologies, with flame ioniza-
tion detector. The compound was identified by comparing it to
authentic standard of the Sigma-Aldrich. In order to analyze
acetaldehyde, it was added 70 pL of 4-metil-2-pentanol solution
(5gL"", internal standard) in 5 mL of the distillated sample. The
injection (1.0 uL) was performed in the split mode at 60 mL min~"'
at 220°C. A capillary column CPWax 57CB (60 m, 250 pm and
0.25 ym) was used. The carrier gas was hydrogen 5.0 at
2.0 mLmin~' and nitrogen as auxiliary gas at 37 mLmin~'. The
oven temperature was 40 °C for 5 min, 40 at 90 °C to 3 °C min~',
90-200 °C at 10°C min~"', 200 °C for 5 min. The combustion was
maintained with synthetic air at 350 mL min~' and hydrogen at
35 mL min~". The detector temperature was 230 °C.

2.4. Analysis of phenolic compounds

The determination of coumaric and caffeic acid, catechin and
epicatechin were performed by high-performance liquid chro-
matography according to the methodology of Gémez-Alonso,
Garcia-Romero, and Hermosin-Gutiérrez (2007). It was used an
Agilent Technologies chromatograph equipped with spectrophoto-
metric diode array detector and Zorbax® SB-C-18 (250 mm x
4.6 mm, 5 pm). The chromatograms were obtained at 320 nm for
the phenolic acids and 280 nm for the catechin and epicatechin.
These phenolic compounds were identified by comparing it to
the authentic standards from Sigma-Aldrich.

All samples were filtered with a 0.45 um membrane ester mix-
ture, and 10 pL were injected into the chromatograph. The mobile
phase was composed of the following solvents: solvent A, 50 mM
NH4H,PO,4, pH adjusted to 2.6; solvent B, 20% solvent A and 80%
acetonitrile; and solvent C, 200 mM H;POy, pH 1.5. The mobile
phase was vacuum filtered with membrane of 0.45 pum. A constant
flow rate was 1 mL min~' and the gradient of the solvents which
were used for separation was described by Gdmez-Alonso,
Garcia-Romero, and Hermosin-Gutiérrez (2007).

2.5. Determination of total phenolic compounds and color index

Total phenolics were determined by the measurement of UV
absorption at a wavelength of 280 nm after dilution of samples
in distilled water, and the color index at the absorbance of
420 nm (Ribéreau-Gayon, Dubourdieu, Donéche, & Louvand, 2003).

2.6. Determination of glutathione

The determination of glutathione was performed by using the
methodology described by Webber et al. (2014). For sample deriva-
tization it was used two different solutions of dithiothreitol
(DTT, Sigma-Aldrich) dissolved in borate buffer solution and
naphthalene-2,3-dicarboxaldeyde (NDA, Sigma-Aldrich) solution
dissolved in absolute ethanol (stored at —-18°C). NDA was
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dissolved in absolute ethanol to a final concentration of 5 mg mL".
DTT solutions were prepared at concentrations of 5 mM e 0.5 mM
in borate buffer to determine the level of total glutathione or
reduced glutathione, respectively. Borate buffer was prepared with
H3BO; (0.2 M), adjusting the pH to 9.2 with NaOH solution (1 N).
The two solutions were filtered, stored in 1 mL vials and kept fro-
zen at —-20°C.

The derivatization was made using an auto sampler as the fol-
lowing: 20 uL of sample was placed in a 1 mL vial, to this was
added 70 pL of DTT solution and 10 pL of NDA solution. After that,
100 pL of the mixture was injected into the chromatograph.

The determination of glutathione was performed on a liquid
chromatograph HP 1100 of the Agilent Technologies. It was used
Zorbax™ SB-C-18 column (250 mm x 4.6 mm, 5 pum) and a guard
column Zorbax™ ODS 4-pack (12.5mm x 4.6 mm, 5 pm). The
mobile phase was a solution of methanol and phosphate buffer
15:85 (v:iv). The phosphate buffer was composed of Na,HPO,:
12H,0 (10 mM) in ultrapure water, pH adjusted to 7.5 using
orthophosphoric acid solution. The mobile phase was vacuum
filtered with membrane 0.45 pm. The wavelengths used for excita-
tion and emission were 467 and 525nm, respectively. The
glutathione was identified by comparing it to Sigma-Aldrich
authentic standard.

2.7. Statistical analysis

Each experiment was conducted in three bottles and the analy-
ses were performed in triplicate for each bottle. The results were
presented as means # standard deviation (SD). The normality test
of Kolmogorov-Smirnov was applied and the data were performed
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's
test at p > 0.05. To verify the existence of correlation between the
results of the analyses of acetaldehyde, catechin, and color index
(browning), the data were evaluated according to Pearson's
correlation (Granato, Calado, & Jarvis, 2014). All analyses were con-
ducted using the statistical software SPSS 21.0 for Windows.

3. Results and discussion

The GSH concentration measure was lower than the added con-
centration (Fig. 1), including the first analysis time, 1 month after
the addition. Along the storage time, the GSH concentration
dropped to undetectable levels within 18 months of storage. The
high reactivity of GSH with oxygen and oxidized phenolic
compounds can explain this rapid reduction in its concentration.

25

GSH (mg LY

Months

= Control 10 mg/L ®20 mg/L m30 mg/L

Fig. 1. GSH concentration of the sparkling wines during 1, 6 and 12 months of
storage time. Different lowercase letters mean significant differences between
months of storage and different capital letters mean significant differences between

GSH concentrations by ANOVA complemented by Tukey Multiple Comparison Test
(p < 0.05).

Moreover, as part glutathione of the glutathionyl-caftaric acid
undergoes gradual hydrolysis during wine aging (Cejudo-
Bastante, Perez Coello. & Hermosin-Gutierrez, 2010), it can be
assumed that hydrolysis may also have occurred with the free form
of GSH in a similar manner during storage of sparkling wine (Sonni,
Moore et al, 2011). From 6 months the GSH concentrations
showed no significant difference between the experiments, all
comparable with the control sparkling wine. A similar result was
found by Panero, Motta, Petrozziello, Guaita, and Bosso (2015)
which added 20 mgL~' of GSH in white wines in the bottling
and observed that GSH was quickly consumed, and that consump-
tion was faster in trials with a greater level of dissolved oxygen.

The concentration of total glutathione decreased after its addi-
tion in the sparkling wine (Fig. 2). After one month of storage, the
amount of total glutathione in the sparkling wine which had an
addiction of 10 mg L™! of GSH was similar to the amount obtained
in the control sparkling wine, while the sparkling wine which had
an addiction of 20 and 30 mg L' had higher total glutathione con-
centrations compared to the control sparkling wine. In periods of 6
and 12 months of storage only sparkling wine which had an addic-
tion of 30 mg L' of GSH showed higher total glutathione concen-
trations than the control. With 18 months of storage, it was not
possible to detect the total glutathione concentration, being below
the quantitation limit of the method (0.61 mgL™").

These results are according to the studies by Lavigne, Pons. and
Dubourdieu (2007), who also observed the reduction of glu-
tathione during aging, but in still wines. Andujar-Ortiz. Pozo-
Bay6n, Moreno-Arribas, Martin-Alvarez, and Rodriguez Bencomo
(2012) showed similar results, in which the amount of GSH and
total glutathione progressively reduced during the shelf life of
wine bottles for up to 9 months, the first in greater proportion to
the second one.

Several antioxidants help SO, to protect white wines from the
effects of the oxygen (Clark et al., 2010; Roussis et al., 2007;
Sonni, Clark et al, 2011; Barril, Clark, & Scollarya, 2012:
Fracassetti, Coetzee, Vanzo, Ballabio, & du Toit, 2013; Grant-
Preece, Fang. Schmidtke, & Clark, 2013). Previous studies suggest
that there is a synergistic relationship between glutathione and
S0O; (Roussis & Sergianitis, 2008; Fracassetti et al., 2013; Pancro
et al., 2015; Webber et al., 2014). However, the addition of GSH
in the sparkling wine generally did not alter the concentration of
free SO, in the present study, with the exception of sparkling wines
which were added 20 mg L' of GSH, which for the storage time of
12 months had higher concentration of free SO, compared to the
control sparkling wine. Nikolantonaki, Magiatis. and Waterhouse

10 — — — -

Total Glutathione (mg L)

Months

® Control 10mg/L ®20mg/L w30 mg/L

Fig. 2. Total glutathione concentration of the sparkling wines during 1, 6 and
12 months of storage time. Different lowercase letters mean significant differences
between months of storage and different capital letters mean significant differences
between GSH concentrations by ANOVA complemented by Tukey Multiple Com-
parison Test (p < 0.05).
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(2014) did not find synergistic effect between SO, and GSH reac-
tions with a model quinone (4-methyl-1,2-benzoquinone). On
the other hand, Fracassetti et al. (2013) and Panero et al. (2015)
observed that in the presence of oxygen, GSH and SO, showed a
synergistic effect on the acceleration of oxygen consumption in
white wines. Moreover, according to Panero et al. (2015), the
GSH did not increase the consumption of SO,, unlike other addi-
tives antioxidants such as ascorbic acid and oenological tannins.
The GSH, as well as SO, reacts with o-quinone, but, most likely,
does not react with the hydroperoxyl radical to form hydrogen per-
oxide, which would lead to an increase in the consumption of SO.

In our previous study, the free SO, levels remained stable after
the addition of GSH in the must and/or base wine (Webber et al.,
2014), which did not occur in this study. This shows that the step
in which GSH is added may have an influence, since in this study
GSH was added in ready sparkling wine, and in our previous study,
the GSH was added in the must and in the base wine. Another
influencing factor is the environment stability, which is related
to the dissolved oxygen level that influences the synergistic effect
of GSH and SO,, as observed by Panero et al. (2015).

During storage, the oxidation occurs due to reactive oxygen
species (ROS) such as superoxide radical and its protonated form,
the hidroperoxil radical. The catechol functional groups may react
with these radicals, forming semiquinone, quinone and hydrogen
peroxide; the latter can form hydroxyl radicals through Fenton
reaction. These hydroxyl radicals are very reactive and unstable
and they react immediately, especially with the most representa-
tive compounds in wine, such as ethanol (oxidized to acetalde-
hyde) (Comuzzo & Zironi, 2013).

The acetaldehyde concentrations in the sparkling wine showed
no changes in the first 6 months of storage when compared to the
control sparkling wine. With 12 months of storage, the sparkling
wines supplemented with 20 and 30 mg L ' of GSH showed lower
amounts of acetaldehyde than the control. Probably, there was an
addition reaction between GSH and acetaldehyde, although this is
primarily bound by SO, (Sonni, Moore et al., 2011). Acetaldehyde
may be present in the wine after the primary fermentation as a
residue of yeast metabolism, or it may be formed if the wine is
in oxidation conditions. In the latter case, acetaldehyde is formed
by the oxidation of ethanol and, once formed, it can be combined
with phenolics flavonoids including anthocyanins and tannins,
forming dark pigments (Sonni, Moore et al., 2011; Comuzzo &
Zironi, 2013).

According to Sonni, Moore et al. (2011), the carbonyl com-
pounds, such as acetaldehyde, are characterized by the reactivity
with flavonoid compounds, such as catechin, due to the nucle-
ophilic nature of flavonols and the electrophilic character of the
aldehyde group, especially in acid pH, such as wine. The dimer
formed between catechin and acetaldehyde can participate in
other reactions to form higher polymers, which can form colloids
and precipitate, resulting in wine browning (Saucier, Bourgeois,
Vitry, Roux, & Glories, 1997). This may have been one of the causes
of the sparkling wines browning, but not the main one, once the
linear correlation between acetaldehyde and catechin was practi-
cally null (r=-0.04), and the linear correlation between these
two compounds and the color index results were weak (r=-0.1
for catechin e r=0.2 for acetaldehyde). Thus, the addition of GSH
may have prevented that acetaldehyde formed polymer com-
pounds, once the correlation between GSH and acetaldehyde was
moderately positive (r = 0.4) up to 12 months of storage. In addi-
tion, with 18 months of storage, the sparkling wines supplemented
with GSH showed no significant difference from the control spark-
ling wine for the concentration of acetaldehyde, probably due to
the lack of GSH in the environment.

The color index increased up to 6 months in the control spark-
ling wine when compared to sparkling wine supplemented with

GSH. These results are according to previous studies which suggest
that GSH can prevent browning of white wines to a certain extent,
avoiding the sequence of chemical and enzymatic browning reac-
tions eliminating the o-quinones and inhibiting subsequent poly-
merization reactions (Cheynier ct al., 1989; Hosry et al., 2009;
Singleton et al., 1985; Sonni, Clark et al., 2011; Sonni, Moore
et al, 2011; Webber et al., 2014). The linear correlations observed
between GSH and the color index and between the total glu-
tathione and the color index up to 12 months of storage were neg-
ative and moderate (r = 0.5 and -0.4, respectively), which proves
the moderate effect of GSH addition in inhibiting the browning of
sparkling wine. In 18 months of storage, it was observed a small
reduction in the color index, due to a reduction in GSH levels in
the medium.

The white wine browning during aging can also be related to
the presence of flavonol phenolic compounds from grape skins
and seeds, such as catechins and epicatechins (Oliveira, Silva
Ferreira, De Freitas, & Silva, 2011; Clark et al., 2010). However,
no significant differences were observed (p > 0.05) between the
control and sparkling wine supplemented with GSH in relation to
the concentration of catechin. These results are consistent with
the studies by Sonni, Moore et al. (2011) and Panero et al.
(2015), and they may be a consequence of the relative small
amount of catechin consumed throughout the experiment and/or
of the presence of competing reactions involving catechin. How-
ever, the presence of GSH may have prevented the formation of
polymers which were formed in the presence of catechin (dimers
of catechins) and GSH may also be reacted with o-quinone cate-
chins, that is, the product of the catechin oxidation to form the
glutationil-catechin compound; or GSH can be reacted with the
reaction product of acetaldehyde and catechin, once GSH is unable
to prevent the initial reaction between these two compounds
(Sonni, Moore et al., 2011). GSH supplemented probably acted only
in the subsequent oxidation and polymerization processes. A sim-
ilar conclusion is obtained by observing the behavior of phenolic
acids. The catechin concentrations decreased with the storage
time, because the shortage of GSH, dimers of catechin could be
formed (Sonni, Moore et al., 2011). This is evidenced by the mod-
erate positive correlation between catechin and GSH; and between
catechin and the total glutathione (r = 0.4), that is, the lower the
concentration of total glutathione GSH, the lower the concentra-
tion of catechin is.

In general, epicatechin concentrations did not change with the
addition of GSH. Although previous studies in model wines have
shown that the epicatechin concentrations decreased more rapidly
than catechin concentrations under oxidizing conditions (Clark
et al, 2010; Labrouche, Clark. Prenzler, & Scollary, 2005). This
behavior was not observed in sparkling wine, regardless of the
levels of supplementation with GSH.

The concentrations of the phenolic compounds are shown in
Table 1. In general, GSH addition in the sparkling wine did not
affect the concentration of phenolic compounds related to wine
aging, such as coumaric and caffeic acid (di Lecce, Boselli,
D'lgnazi, & Frega, 2013), once no sample supplemented with
GSH differed from the control sample. The thiol group of GSH
can react with the quinone of the phenolic acids and form the
GRP (Singleton et al, 1985), which has an o-dihydroxyphenol
structure, therefore the amount of total phenolic compounds in
general increased with the storage time, regardless of GSH addi-
tion. However, there was no reduction in the concentration of free
phenolic compounds analyzed in this study. Coumaric and caffeic
acids present in wine are involved in the formation of dark differ-
ent compounds, oxidation/condensation products, especially in
the presence of GSH (Bouzanquet, Barril, Clark, Dias, & Scollary,
2012; Sonni, Clark et al., 2011). However, caffeic and coumaric
acids can also react with reactive oxygen species, forming



258

Table 1

V. Webber et al./Food Chemis

try 216 (2017) 254-259

63

Concentration of free SO, acetaldehyde, color index, concentration of catechin, epicatechin, caffeic acid, coumaric acid and total phenolic compounds in sparkling wines with 1, 6,

12 and 18 months of storage.

GSH (mgL ") 1 month 6 months 12 months 18 months

FREE SO, (mg L")

0 (control) 9982 1.13 Aa 11.02 £ 1.62 Aa 10.25 £ 1.39 Ba 7.33:0.59 Aa
10 1425$ 1,18 Aa 9,78 £2.32 Aab 12.85£2.51 ABa 7.88 £0.22 Ab
20 14.43 £0.50 Aa 12.33 £5.36 Aab 15.82 £ 0.56 Aa 8.40 £ 0.42 Ab
30 15.03£0.73 Aa 9.80 £0.24 Ab 13.75 £2.12 ABab 10.83 £ 2,67 Aab
ACETALDEHYDE (mg L~")

0 (control) 71.09 £ 1.43 Aa 67.21+2.44 Aa 69.00 £ 4.05Aa 66.44 £ 2,03 ABa
10 64.07 £2.22 Aa 66.43 £2.70 Aa 65.23 £ 3.19ABa 70.29 £ 4.43 Aa
20 70.46 £2.54 Aa 68.83 £ 1.80 Aa 62.12£2.02 Bb 61.53 £4.09 Bb
30 71.35+1.08 Aa 63.20 £3.22 Ab 61.92 £4.04 Bb 63.16 £ 4.08 Bb
COLOR INDEX

0 (control) 0.015 £0.004 Ac 0.025 £ 0.006 Aab 0.029 £ 0,001 Aa 0.021 £0.001 Ab
10 0.016 £ 0.002 Ab 0.019 £ 0.002 Bb 0.029 + 0.003 ABa 0.019 £ 0.001 Ab
20 0.015 £0.002 Ab 0.019 £ 0.001 Bab 0.024 £ 0,001 Ba 0.019 £ 0.001 Aab
30 0.015 £0.002 Ab 0.017 £ 0.002 Bb 0.027 + 0,002 ABa 0.019 £ 0.001 Ab
CATECHIN (mg L~")

0 (control) 3.54 £ 0.60 Aa 3.81+024 Aa 330:0.21 Ab 2.14£0.50 Ab
10 3.99:061 Aa 3.52+0.43 Aa 3.64£0.48 Aa 1.58 £0.16 Ab
20 421:031Aa 3.74:041 Aa 3.97 £ 0.65 Aa 1.91 £ 0.08 Ab
30 4.35+0.60 Aa 3.81:0.16 Aa 3.74 £ 0.24 Aab 2.50£0.22 Ab
EPICATECHIN (mgL ')

0 {control) 0.72£0.02 Aa 0.76 £ 0.05 Aa 0.75 £ 0.06 Aa 0.84£0.29 Aa
10 0.74 £ 0.07 Aa 0.64 £0.10 Aa 0.76 £ 0.06 Aa 0.46 £ 0.03 Ba
20 0.84£0.15 Aab 0.72 £0.12 Aab 0.88 £0.26 Aa 0.48 £ 0.03 ABb
30 0.89 £ 0.07 Aa 0.68 £0.08 Aab 1.00 £ 0.04 Aa 0.48 £ 0.04 ABb
CAFEIC ACID (mg L™")

0 (control) 0.79 +0.06 Acb 0.63 £0.01 Ac 0.91:0.01 Ab 1.2920.10 ABa
10 0.66 +0.03 Ab 0.68 £0.07 Ab 1.04 £0.07 Aa 1.22£0.09 Ba
20 0.68 +0.04 Ac 0.70 £ 0.08 Ac 0.98 £0.03 Ab 1.1920.04 Ba
30 0.66 £ 0.03 Ac 0.73 £ 0.08 Ac 1.08 £0.13 Ab 1.42 20,02 Aa
COUMARIC ACID (mg L™")

0 (control) 0.34+0.02 Aab 024 £0.04 Ab 0.36£0.05 Aa 0.31+0.03 Aab
10 0.30£0.02 Aa 0.29£0.04 Aa 0394002 Aa 0.33+0.07 Aa
20 033002 Aa 0.30 £ 0.04 Aa 0.40 £ 0.03 Aa 0.3410.03 Aa
30 0.300.03 Aab 0.27 £0.07 Ab 0.37 £0.02 Aab 0.39£0.04 Aa
TOTAL PHENOLIC COMPOUNDS’

0 (control) 7.13£0.11 Ac 7.37£0.12 Ab 7.69£0.02 Aa 7.63£0.01 Aa
10 7.25+0.23 Ab 7.54£0.19 Aa 7.61£0.09 Aa 7.65+0.02 Aa
20 7.30£0.20 Ab 7.44 £ 0.08 Aab 7.61£0.04 Aa 7.57£0.07 Aa
30 7.220.12 Ab 7.41 £0.15 Aab 7.56 £ 0.05 Aa 7.56 £ 0.06 Aa

Means and standard deviations followed by different lowercase letters in the same line and capital letters in the same column are significantly different by ANOVA

complemented by Tukey Multiple Comparison Test (p < 0.05).
" Absorbance results.

compounds o-quinone of the phenolic acid correspondent, before
GSH could react directly with the phenolic acids or with the reactive
oxygen species (du Toit, Lisjak, Stander, & Prevoo, 2007). The
results showed that the latter case must have occurred, because
the amount of caffeic and coumaric acids in sparkling wine did
not reduce with GSH addition in the same proportion to the
GSH concentration reduced, which leads us to believe that regard-
less of GSH addition, the phenolic compounds were first oxidized
to o-quinone, which following reacted with GSH forming GRP,
preventing extent the formation of dark polymers to a certain,
and it resulted in sparkling wine browning. This hypothesis can
be supported by du Toit et al. (2007), in which the musts and
wines that have been protected from oxygen and, therefore, with
limited quinone compounds formation, they presented the high-
est levels of GSH.

According to the color index analysis (Table 1), up to 6 months
of storage in bottle, the addition of GSH helped to prevent oxida-
tive browning in sparkling wine, regardless of GSH concentration
added. After 12 months of storage, it was observed that the addi-
tion of 20mgL~" of GSH prevented browning. The addition of
10 mg L' of GSH seems to be insufficient to maintain the sparkling
wine color; and adding 30 mgL™' might have been excessive,

therefore, GSH parts may have formed adducts with carbonyl com-
pounds (Sonni, Moore et al., 2011), which may have reacted to
form dark polymers. Probably the excess of GSH did not react with
the free caffeic acid as suggested in a previous study (Bouzanquet
et al.,, 2012), because the caffeic acid concentration increased with
storage time.

These results are in agreement with the study by Sonni, Clark
et al. (2011) conducted in model wines in which the presence of
high concentrations of GSH initially showed a protective effect
against oxidative coloring, but eventually induces the formation
of color under conditions conducive to oxidation. Furthermore,
Sonni, Clark, et al. (2011) demonstrated that when GSH induced
browning, the formed polymeric pigments were different from
those found in the model wine without GSH.

A significant difference in caffeic acid content of sparkling wine
in storage time was probably due to hydrolysis of the ester bond of
the caftaric acid during aging when it was released free caffeic acid
(di Lecce, Boselli, D'ignazi, & Frega, 2013). The coumaric acid con-
centrations did not vary with the addition of GSH nor increased
with storage time, showing a different behavior compared to
caffeic acid, particularly in storage time. This shows the influence
of structural variations between caffeic acid and coumaric in
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reactions involving these phenolic acids and GSH previously
reported by Bouzanquet et al. (2012).

Despite the promising results presented in previous studies in
model wine with addition of GSH, its addition in the sparkling
wine, in general, showed little influence on the concentration of
the analyzed compounds. This is because, in most cases, studies
in model wine usually do not have the wine complex composition
and, due to this complexity, GSH can react with the various compo-
nents or with the resulting products of the various reactions which
can occur between these components, as discussed above. Further-
more, the model wines used in some studies are made with higher
concentrations of the components studied than those that actually
contain the wines and they are usually subjected to extreme oxi-
dizing conditions.

4. Conclusion

The addition of 20 mg L™! of GSH after disgorging results in a
lower color index, smaller amounts of acetaldehyde and the same
quantity of phenolic compounds in stored bottles for 12 months.
The amount of GSH stabilized within the first six months of bot-
tling, but the total amount of glutathione remained higher in
sparkling wine with the addition of 30 mgL~' of GSH in up to
12 months of storage.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF MICROPARTICLES OF -
CYCLODEXTRIN/GLUTATHIONE AND CHITOSAN/GLUTATHIONE OBTAINED BY
SPRAY-DRYING

The aim of this work was to prepare and characterize spray-dried microparticles using f3-
cyclodextrin (B-CD) or chitosan as polymers for encapsulation of glutathione (GSH) for its
addition to wine to prevent oxidation. SEM showed spherical microparticles, with wrinkled
surfaces for B-CD/GSH and smooth surfaces for chitosan/GSH microparticles. A wide
distribution of particle size was observed and, B-CD/GSH showed an average diameter
smaller than the chitosan/GSH microparticles. FT-IR showed a possible interaction between
GSH and both polymers. DSC and DRX showed that encapsulation process produced a
marked decrease in GSH crystallinity. The encapsulation efficiency was 25.0 % for
chitosan/GSH and 62.4 % for B-CD/GSH microparticles. The GSH release profiles from
microparticles showed that B-CD can control the release behaviors of GSH better than
chitosan in a model wine. Cumulative release data were fitted to an empirical equation to
compute diffusional exponent (), which indicated the non-Fickian trend for GSH release.

Keywords: microparticles, chitosan, cyclodextrin, glutathione.
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INTRODUCAO

A glutationa (y-glutamil-cysteinil-glicina; GSH) é o tiol de baixo peso molecular mais
abundante nas células animais. E um tripeptideo linear sintetizado a partir de aminoacidos,
através da acdo sequencial da y-glutamilcisteina e da glutationa sintetase.* O par redox GSH/
glutationa dissulfeto (GSSG) é o principal determinante da capacidade antioxidante das
células.> A GSH é capaz de reagir com um radical livre para formar a glutationa dissulfeto
(GSSG ou glutationa oxidada), que é desprovida de atividade antioxidante, mas que pode ser
reduzida pela glutationa redutase que utiliza NADPH como substrato, regenerando a GSH.*?
Porém, a GSH pode ser perdida de modo irreversivel em meios muito susceptiveis a oxidagdo
e, na falta da enzima e/ou substrato, a GSH permanece na forma oxidada, ndo sendo
novamente reduzida.*

A glutationa é um componente natural de muitas frutas que tem o papel importante de inibir a
oxidacdo de sucos de frutas, vinhos e outros alimentos.” No vinhos brancos, a GSH
desempenha um papel importante na protecdo contra 0 escurecimento e contra a perda de
aromas devido ao processo oxidativo.>® A GSH inibe formacdo de polimeros escuros, pois
evita a polimerizagdo que ocorre a partir dos compostos 0-quinonas presentes nos vinhos
devido a oxidacdo dos compostos fendlicos. A GSH com o seu grupo tiol servindo como um
centro nucleofilico rico em elétrons substitui o anel eletrofilico da quinona do acido caftarico.
Essa substituicdo regenera a forma hidroquinona da metade do acido cafeico. O produto
formado Grape Reaction Product (GRP, ex: 4cido 2-S-glutationilcaftarico), que ndo ¢ escuro e
ndo ¢ facilmente oxidavel.>*! Devido & sua propriedade antioxidante, a adicdo de glutationa
como um ingrediente funcional em alimentos é sugerida.? Entretanto, a aplicacdo de GSH em
alimentos é limitada por apresentar baixa biodisponibilidade devido a pouca absorcdo
celular? e & sua instabilidade™. Quando adicionada em vinhos a GSH livre se perde
rapidamente.***® Em vista disso, a encapsulacdo de GSH em um sistema polimérico capaz de
proteger o peptideo contra oxidagdo quimica e/ou enzimética parece ser uma alternativa
promissora. 8

Sistemas de encapsulacdo vém sendo utilizados para proteger ingredientes sensiveis contra as
condicBGes ambientais (como luz, oxigénio, &gua e temperatura) que o alimento é submetido
durante seu processamento e seu armazenamento.*® Estes sistemas permitem que uma barreira
polimérica proteja a substancia bioativa contra condi¢gdes de oxidagdo, agindo como um

mecanismo de liberacio controlada, resultando em uma melhor estabilidade da substancia.***°
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Aléem disso, a encapsulacdo tem sido aplicada para melhorar a funcionalidade e a
biodisponibilidade de substancias bioativas.?>%

A quitosana é um polimero amplamente utilizado para liberacdo oral de muitas proteinas e
farmacos, pois ndo é toxica, é biodegradavel, biocompativel e tem boas propriedades
mecanicas.’® A quitosana é obtida pela reacdo de desacetilacdo da quitina em meio alcalino. A
quitina é um polimero natural, extraido de exoesqueleto de crusticeos e insetos, composto
pelas unidades monoméricas de B-(1—4)- 2-amino-2-desoxi-D-glicose e p-(1—4)-2-
acetamida-2-desoxi-D-glicose. Este polimero natural possui uma estrutura cristalina altamente
organizada, tem baixa reatividade quimica e € insolivel em meio aquoso e na maioria dos
solventes orgénicos, porém pode se dissolver facilmente em solucbes de &cidos fracos
diluidos, como o acido acético.?® Microparticulas de quitosana podem ser facilmente obtidas
por gelificacdo idnica entre grupos cationicos da quitosana e &nions multivalentes.™
Kafedjiiski et al.® sintetizaram e caracterizaram o conjugado quitosana-glutationa e
concluiram que ele pode ser capaz de carregar macromoléculas hidrofilicas, além de melhorar
as propriedades mucoadesivas e a permeabilidade de farmacos in vitro.

Estudos anteriores reportaram a inclusdo de ciclodextrinas (CDs) em sistemas de

1724 A inclusio de CDs em estruturas de micro ou nano

nanoparticulas de quitosana.
particulas foi realizada visando melhorar a capacidade dessas particulas de carrearem
compostos pouco sollveis,”® no entanto, os estudos mostraram que microparticulas de CD
podem também carrear moléculas hidrofilicas com alta eficiéncia.'® * As CDs sdo obtidas a
partir do amido, e sdo adequadas para microencapsulacdo por inclusdo molecular. Séo
formadas por um namero variavel de glucose unidas entre si por ligagdes a-1,4. As mais
comuns sdo o-CD, B-CD e y-CD, com 6, 7 e 8 unidades de glucose, respectivamente. Tém a
forma de um cone truncado, com uma cavidade hidrofobica no centro e uma camada externa
hidrofilica, portanto, sollveis em &gua.®® As CDs sdo capazes de interagir com a parte
hidrofébica das cadeias laterais de compostos peptideos ou proteinas e assim, impedir em
certa medida sua degradacdo.'® Lopedota et al.'® sugerem uma fraca interacéo entre GSH e
CDs, sendo que a espinha dorsal do peptideo pode ser parcialmente incluida na cavidade da
CD, enquanto grupos de acido carboxilico e amina polares e o grupo tiol permanecem fora da
cavidade. Essa interacdo, mesmo sendo fraca, € capaz de evitar a degradacdo da GSH por
endopeptidases.?’

Portanto, este trabalho tem como objetivo preparar e caracterizar microparticulas de quitosana

e de B-CD contendo GSH através do método de aspersao por spray dryer.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Os componentes das microparticulas como: glutationa reduzida (> 98.0 %, G4251), quitosana
(baixo peso molecular, 448869) e B-ciclodextrina (> 97.0 %, C4767) foram comprados da
Sigma-Aldrich do Brasil. O acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdéico) utilizado na quantificacdo da
GSH também foi obtido da Sigma-Aldrich (>98 %, BioReagent, adequado para determinagao
de grupos sulfifril, D8130). Os demais reagentes utilizados foram adquiridos da Merck Brasil.

Preparacao das microparticulas de pB-ciclodextrina

Foram adicionados 13,02 mM de GSH (4 g) e de B-ciclodextrina (14,78 g) em 500 mL de
agua destilada. Apos a completa dissolucdo dos componentes sob agitacdo, a mistura foi seca
em spray dryer (Buchi) em temperatura de entrada de 200 °C (controlada), temperatura de
saida de 72 °C, aspiracdo de 100 % (35 m*h™* de volume de fluxo) e fluxo da bomba de 20 %
(fluxo de alimentacdo de 10mL min™). O rendimento em microparticulas resultantes do
processo de secagem foi calculado através da seguinte equacgdo: rendimento = [(peso das
microparticulas secas)/ (peso total de s6lidos na solucéo antes da secagem)] * 100.

Preparacio das microparticulas de quitosana

As microparticulas de quitosana foram preparadas conforme metodologia de Koo et al."* com
algumas modifica¢bes. Foram adicionados 5 gramas de quitosana em 250 mL de solucdo de
acido acético 2 % (pH= 4,5) e a solucdo foi mantida sob agitacdo por 12 h até a completa
dissolugdo da quitosana. Esta solucdo foi diluida com adicdo de 250 mL de agua destilada.
Em 250 mL desta solucdo contendo 2,5 g de quitosana foram adicionados 200 mL de solucéo
aquosa contendo 12,5 g de GSH. A mistura final obtida foi seca em spray dryer (Buchi) em
temperatura de entrada de 130 °C (controlada), temperatura de saida de 47 °C, aspiragdo de
100 % (35 m*h™ de volume de fluxo) e fluxo da bomba de 20 % (fluxo de alimentagdo de 10
mL min?). O rendimento em microparticulas resultantes do processo de secagem foi
calculado através da seguinte equacao: rendimento = [(peso das microparticulas secas)/ (peso

total de sélidos na solugéo antes da secagem)] * 100.
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Caracterizacio fisico-quimica das microparticulas

Analise morfologica

A avaliagdo morfoldgica das microparticulas foi realizada através de microscopia eletrénica
de varredura. As microparticulas foram anexadas em uma fita adesiva de carbono condutiva
para microscopia sobre um porta-amostras. Apos, foi realizada uma deposi¢do de ouro a
plasma em atmosfera de argénio por cerca de 2 minutos. A morfologia da superficie das
particulas foi avaliada em um microscopio eletronico de varredura modelo SSX-550
Shimadzu operando em alto vicuo. Todas as micrografias foram obtidas nos aumentos em

ampliacdo original de 1000 e 3000 vezes.

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier - FTIR

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrometro modelo Nicolet
IS 10 da Thermo Scientific. Esta andlise foi realizada para as amostras de GSH, B-CD,
quitosana microparticulas de B-CD/GSH e quitosana/GSH, e da mistura dos componentes das
microparticulas nas mesmas proporcoes utilizadas nas suas preparagdes. Para esta andlise as
amostras foram preparadas em forma de pastilhas contendo KBr (grau espectroscopico IR).

As amostras foram analisadas de 450 a 4000 cm™ com resolucdo de 1 cm™.

Calorimetria exploratoria diferencial — DSC

As curvas de DSC foram obtidas com um DSC-60 — modelo DAC-60 da Shimadzu. Aliquotas
de 5 mg de cada amostra foram colocadas em panelas de aluminio. As medidas por DSC
foram realizadas por aquecimento das amostras até 250 °C a uma taxa de 5 °C min™. Esta
analise foi realizada para as amostras de GSH, B-CD, quitosana, microparticulas de [3-
CD/GSH e quitosana/GSH, e da mistura dos componentes das microparticulas nas mesmas

proporgdes utilizadas nas suas preparagoes.

Analise Termogravimétrica — TGA

As curvas termogravimétricas das amostras dos padroes GSH, B-CD, quitosana, destes

mesmos padrdes dissolvidos e submetidos a secagem por srpay dryer, e microparticulas de [3-
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CD/GSH e quitosana/GSH foram obtidas utilizando um equipamento Shimadzu TGA-50, na
faixa de temperatura de 23 °C a 800 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C min™em
atmosfera de N, com fluxo de 50 mL min™. A massa utilizada foi de aproximadamente 10 mg

de amostra em po.

Difratometria de Raios X — DRX

As analises por difratometria de raios-X foram realizadas utilizando um Difratdometro de

Raios-X (Shimadzu, XRD6000X). As amostras foram escaneadas de 5° a 40°.

Recuperaciao da GSH microencapsulada

Uma concentragéo teérica de 50 mg L™ de GSH em forma de microparticulas de p-CD/GSH e
de quitosana/GSH foi dissolvida em vinho modelo. Para preparacéo do vinho modelo, 5g L™
de &cido tartarico foram adicionados em solucgéo hidroalcodlica 12 %. O pH foi ajustado a 3,5
com NaOH 1N. A concentracdo de &cido tartarico foi escolhida para que simulasse a acdo de
todos os 4cidos do vinho e produzisse uma acidez titulavel final ~ 4 g L% Para garantir a
total dissolucdo do polimero e do farmaco, as solucdes de microparticulas a 50 mg L™ de
GSH permaneceram no ultrassom por 15 min a temperatura ambiente. Apds foi medida a
concentracdo de GSH em espectrofotdmetro, conforme metodologia descrita abaixo. A
porcentagem de GSH recuperada das microparticulas foi calculada através da seguinte

equacéo:
Recuperacao de GSH % = [(GSH Medida)/ (GSH Total Teorica)] *100

A GSH total tedrica é a quantidade de GSH na microcapsula supondo que toda a GSH
adicionada no seu preparo esteja presente na aliquota de microparticula utilizada e a GSH
medida € a quantidade de GSH recuperada lida em espectrofotémetro, apos a dilui¢éo total do

polimero e do farmaco.

Eficiéncia de Encapsulacgéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) serd obtida atraves da relacdo entre a concentracdo de

GSH na superficie das microparticulas e o contetdo total de GSH nas particulas apds a
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secagem em spray dryer, dividida pela GSH total teérico (GSH adicionada na preparacdo das

microparticulas) e é expressa em porcentagem de GSH encapsulada, calculada utilizando a

Equacdo 1 exposta a seguir.>*

GSH total—GSH superficial
GSH total tebérico

EE =

x 100 (Equacao 1)

A concentracdo de GSH na superficie das microparticulas foi realizada conforme metodologia
adaptada de Quispe-Condori, Saldafia e Temelli*®, considerando que a solubilidade da GSH
em agua é alta e muito maior que a dos polimeros. Foi pesada 4,662 mg de microparticulas de
B-CD/GSH e 1,204 mg das microparticulas quitosana/GSH, para resultar em uma
concentracdo tedrica total de 100 mg L™ de GSH quando dissolvidas em 10 mL. As
microparticulas foram acondicionadas em um filtro de papel e percoladas com 2 mL de dgua
destilada até o total escoamento desta para um béquer. O procedimento de percolacdo foi
realizado cinco vezes. A quantificacdo da GSH superficial foi realizada através da

quantificacdo de GSH contida na agua destilada que percolou o filtro contida no béquer (n=3).
Cinética de Liberacédo da GSH

Foi pesada 46,62 mg de microparticulas de B-CD/GSH e 12,04 mg das microparticulas
quitosana/GSH, para resultar em uma concentracdo teérica total de 100 mg L™ de GSH
guando dissolvidas em 100 mL. As microparticulas foram dispersas em 100 mL de vinho
modelo e a concentragcdo de GSH liberada foi analisada por espectrofotometria em 0,17; 0,50;
0,83; 1,00; 1,17; 2,83; 3,50; 4,00; 5,33; 6,00; 25,00 e 48,00 horas (n=3).

Quantificacao de GSH

A quantificacdo da GSH foi realizada por espectrofotometria, segundo metodologia adaptada

de Rahman et al.®*

Este método envolve oxidacdo de GSH através do reagente sulfidril 5,5-
diotio-bis(acido 2-nitrobenzoico) (DNTB) para formar o derivado amarelo acido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB), medido a absorbancia de 412 nm. Para esta analise, em cubetas de
quartzo de 10 mm de caminho ¢ético, foram pipetados 0,4 mL da amostra, 1,6 mL de solucéo
tampao fosfato (pH 7,5) e 2,0 mL de solugcdo de DNTB. Apds 1 min da reacdo, a amostra foi

analisada a 412 nm em espectrofotdbmetro PerkinElmer, modelo Lambda 40. A solucéo
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tampdo fosfato foi preparada com Na,HPO,. 12H,0O (10 mM) em &gua ultrapura; com pH
ajustado a 7,5 usando solucéo de &cido ortofosférico. A solugdo de DNTB é composta de 2
mg de DNTB em 3 mL de tampéo fosfato. As concentracGes de GSH presente nas amostras
foram calculadas atraves de curva analitica em solucédo hidroalcodlica com pH 3,8 feita no
mesmo dia em que as amostras foram analisadas e nas seguintes concentragdes de GSH 10,
20, 30, 40, 50, 75, 100 mg L™.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacio fisico-quimica das microparticulas
Andlise morfologica

A andlise morfoldgica das microparticulas quitosana/GSH e B-CD/GSH mostrou a presenga
de particulas esféricas e com ampla distribui¢do de tamanho para ambas as formulagdes
(Figura 1). Comparando as Figuras la e lc foi possivel observar que, em média, as
microparticulas de B-CD apresentaram didmetros menores do que as de quitosana. As
microparticulas de B-CD apresentaram-se como uma esfera com depressdes superficiais
aparentes enquanto as microparticulas de quitosana mostraram superficies lisas e sem
depressoes. As microparticulas f-CD/GSH apresentaram uma superficie externa arredondada,
sem trincas aparentes ou porosidade (Figura 1c), aspectos indicativos de boa prote¢do do
material do nucleo. Essa morfologia também foi observada em microparticulas obtidas com
goma ardbica, secas por pulverizagdo.*>

As depressdes superficiais das microparticulas de B-CD e as rugosidades observadas nas
microparticulas de quitosana sdo caracteristicas do processo rapido de secagem por
pulverizacdo em spray dryer. Estes resultados estdo de acordo com as morfologias
apresentadas por Oliveira et al.*> de microesferas de quitosana e por Zhang et al.** ¢ de

Oliveira et al.* em microparticulas de quitosana e [B-CD, ambos utilizando secagem por

spray-drying.
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Figura 1. Micrografias obtidas por MEV das microparticulas de (a) quitosana/GSH, (b)
quitosana, (c) p-CD/GSH, (d) p-CD, (e) GSH

A Figura 1 (1b e 1d) mostra as micrografias dos materiais de parede (quitosana e B-CD,
respectivamente) secos em spray dryer sem adicdo do composto ativo. Comparando as
morfologias das microparticulas com as dos polimeros sem adi¢do do composto ativo
podemos observar algumas diferencas. A micrografia da microparticula de quitosana/GSH
apresentou morfologia diferente da morfologia do polimero de quitosana, que apresentou
depressoes superficiais continuas. Porém a morfologia da microparticula de quitosana/GSH
foi similar a morfologia da GSH pura submetida diluicdo em 4agua e posterior secagem em
spray dryer (Figura 1e), o que pode ser indicativo de uma baixa intera¢do entre a quitosana e a
GSH. Por outro lado, a morfologia da microparticula de B-CD/GSH mostrou diferengas tanto
em relagdo a morfologia da B-CD quanto a da GSH que foram submetidas a0 mesmo processo
de secagem das microparticulas. A micrografia de B-CD mostrou grandes cavidades e uma
forma ndo esférica e a da GSH mostrou-se esférica e lisa, enquanto as microparticulas
mostraram forma esférica ndo regular com algumas depressdes superficiais. Estes resultados

demonstram uma possivel interacao entre o polimero, B-CD, e o composto ativo, GSH.

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier - FTIR

Os espectros de FTIR da GSH, da quitosana e da -CD puras, assim como das microparticulas
e da mistura fisica dos componentes das microparticulas foram registrados (Figura 2 e 3,

respectivamente). Os espectros obtidos para a quitosana, para a f-CD e para a glutationa
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separadamente sdo similares aos obtidos em estudos anteriores.'“*****® O espectro de GSH
pura (Figura 2a e 3a) mostrou bandas de absor¢ao fortes atribuidas a estiramentos carbonil e
amida (1713 cm™ e 1600 cm™, respectivamente), bem como a banda referente ao grupo — SH

em 2525 cm™.!1®
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Figura 2. Espectros na regido do infravermelho para (a) GSH, (b) quitosana, (c)

microparticulas quitosana/GSH, (d) mistura fisica quitosana e GSH

As bandas caracteristicas da quitosana sdo a 3426 cm™ (estiramentos -OH e -NH,), 2922 cm™
e 2872 cm™ (estiramento -CH), 1601 cm™ (estiramento -NHj), 1078 cm™ (estiramento C-O-C)
e 601 cm™ (vibracdo do estiramento do anel piranosidico) (Figura 2b).%* A estrutura quimica
da quitosana apresenta dois grupamentos polares capazes de formar ligac6es de hidrogénio, o
grupo hidroxila e o grupo amino. No espectro da microparticula quitosana/GSH (Figura 2c) a
banda na regido do estiramento OH e NH desloca-se para valores menores (3300 cm™),
sugerindo interacdes via ligaces de hidrogénio entre os componentes na microparticula. O
espectro das microparticulas quitosana/GSH mostra uma banda sobreposta em 2525 cm™
referente ao grupo - SH da GSH. O espectro obtido da mistura fisica de quitosana e GSH
(Figura 2d) foi similar ao espectro da GSH pura e diferente do espectro da microparticula
quitosana/GSH, sugerindo uma possivel interacéo entre o polimero e a GSH.
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Figura 3. Espectros na regido do infravermelho para (a) GSH, (b) p-CD, (c) microparticulas
[-CD/GSH, (d) mistura fisica f-CD e GSH

Os espectros na regido do infravermelho da microparticula de f-CD foram muito semelhantes
aos do polimero puro. Os picos caracteristicos de B-CD incluem 3400 cm™ (estiramento -OH),
2927 cm™ (estiramento -CH), 1640 cm™ (flexdo H-O-H), 1400 cm™ (flex&o -OH), 1156 cm™
(estiramento —CO), 1028 cm™ (estiramento C-O-C) e 950 cm™ (vibracdo do esqueleto
envolvendo a ligacdo a-1,4).2*%* O espectro da microparticula de B-CD mostra uma banda
forte em 1646 cm™ atribuida & flexdo H-O-H do polimero, uma banda fraca em 1713 cm™ dos
estiramentos carbonil da GSH e uma banda fraca sobreposta em 2525 cm™ referente ao grupo
- SH da GSH (Figura 3c), sugerindo uma possivel interaco entre o polimero e a GSH.*

O espectro obtido da mistura fisica de quitosana e GSH (Figura 3d) mostra picos
caracteristicos dos dois componentes, diferentemente do espectro das microcépsula -
CD/GSH o qual foi mais similar ao espectro da B-CD pura, o que indica a possibilidade de

interagdo entre a B-CD e a GSH.
Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC
Os perfis de DSC da quitosana, da B-CD, da GSH e das duas formulagdes das microparticulas

sdo mostrados na Figura 4. O perfil da GSH pura exibiu um Unico pico endotérmico a 196 °C,

correspondente a fusdo da GSH. Nos perfis de DSC das microparticulas contendo GSH o pico
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em 196 °C ndo esteve presente e os termogramas sdo semelhantes aos dos polimeros,
principalmente com relagdo as microparticulas de quitosana. Estes resultados, tomados em
conjunto, estdo de acordo com os resultados obtidos por Lopedota et al.*® no qual o processo
de encapsulacdo também produziu uma diminuicdo acentuada na cristalinidade de GSH e
conferiu a ela um estado quase amorfo. Provavelmente causado pela intercalagdo das cadeias
de GSH e as cadeias poliméricas. No caso do sistema B-CD/GSH, outra causa provavel ¢ a
pequena concentracdo de GSH na formulagdo da microparticula, quando comparada a

concentracao do polimero.

Fluxo de calor
e

l (@)
endo

T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Temperatura (°C)

Figura 4. Termogramas de DSC: (a) GSH, (b) quitosana, (c) p-CD, (d) p-CD/GSH, (e)
quitosana/GSH, (f) mistura fisica quitosana e GSH, (g) mistura fisica -CD e GSH

Analise Termogravimétrica — TGA

As andlises termogravimétricas foram realizadas para avaliar a estabilidade térmica das
microparticulas e também dos seus componentes individualmente, como mostra a Figuras 5.
A curva termogravimétrica da GSH padrao nao houve perda de massa até¢ 205 °C. Acima de
205 °C foi observada perda de massa de 55 % entre 200 °C e 400 °C e, apos 400 °C uma perda
de massa menos acentuada com patamar final indefinido, conforme observado por Baek,
Choy e Choi.”’

A quitosana na primeira etapa de decomposicao apresentou uma perda de agua inicial de 10 %
até 100 °C. Entre 100 e 280 °C a curva termogravimétrica da quitosana apresentou perda de

massa de 5 % e entre 280 e 380 °C uma perda de 35 %, correspondente a desacetilagdo e
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despolimerizagdo do composto. Entre 380-700 °C apresentou uma perda de 20 % e, acima de

700 °C, a perda continua com patamar indefinido. Estes resultados sdo similares aos obtidos

. 38-41
em estudos anteriores.
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Figura 5. Termogramas das amostras de (a) quitosana, (b) GSH, (c) microparticulas de

quitosana/GSH, (d) microparticulas de f-CD/GSH, (e) p-CD

O termograma da B-CD apresentou trés etapas de decomposicao. A primeira etapa de 15 % de
perda de massa até 120 °C ¢ referente a evaporagao de dgua, que pode ser observada também
no termograma de DSC como o pico endotérmico nesta faixa de temperatura (Figura 4 c). O
segundo evento térmico de decomposigdo (70 %) iniciou em 290 °C. Este evento foi reportado
anteriormente por outros autores nesta mesma faixa de temperatura.*> O mecanismo envolvido
nesta fase de transicao ndo esta claro ainda, mas parece estar associado a hidratagdo do cristal
que ocorre com a sintese de B-CD, que pode estar presente em formas cristalinas diferentes
com uma possivel transicio entre elas.” As formas pseudomorficas prevalentes para os
cristais de B-CD sdo as formas decahidratado ou dodecahidratado. As diferengas estruturais
destes hidratos dependem da quantidade de moléculas de agua e de como elas sao dispostas
no interior da ciclodextrina. Isto explica a fusdo e a decomposicao da B-CD em temperaturas
acima de 300 °C, e estd principalmente relacionado a auséncia de um pico de fusdo claro,

antes da decomposicio,* como pode ser observado na curva de DSC (Figura 5 c).
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Comparando as curvas termogravimétricas dos componentes das microparticulas de forma
isolada com as das microparticulas contendo GSH, podemos observar que a curva
termogravimétrica da microparticula de quitosana/GSH inicialmente ¢ similar a da quitosana
pura, apresentando uma perda de agua até¢ a temperatura de 100 °C. A partir desta temperatura
a curva termogravimétrica da microparticula de quitosana/GSH apresenta uma perda de massa
com perfil similar ao da GSH pura seca em spray dryer. Estes resultados sugerem que nao
houve protecdo da GSH contra a degradagdo. Entretanto, um comportamento diferente pdde
ser observado para a amostra f-CD/GSH. A curva termogravimétrica das microparticulas f-
CD/GSH mostra que h4d uma perda de agua até 100 °C e que, até 290 °C ndo hé perda de
massa, como ocorreu para a amostra de f-CD. Portanto, provavelmente houve uma protecao
da molécula de GSH, evitando sua degradagdo a partir dos 150 °C até 290 °C. Até a
temperatura de 320 °C a degradacdo das microparticulas B-CD/GSH foi similar ao perfil da -
CD pura. A 320 °C uma perda de massa de 42 % ocorreu na microparticula e posteriormente
a perda de massa continua menos acentuada. O termograma das microparticulas B-CD/GSH
foi, portanto diferente da GSH pura e da B-CD pura, sugerindo que ocorreu uma interacao
entres os compostos, conferindo maior estabilidade térmica a GSH.

Comparando as curvas termogravimétricas das duas microparticulas (Figura 5c e 5d) podemos
observar que a microparticula f-CD/GSH conferiu maior estabilidade em relagdo ao aumento

de temperatura quando comparada a microparticula quitosana/GSH.
Difratometria de Raios X — DRX

Os difratogramas de quitosana, f-CD, GSH e das microparticulas de quitosana e S-CD
carregadas com GSH s&o mostrados na Figura 6. Assim como nos estudos anteriores, a
quitosana mostrou um estado amorfo para parcialmente cristalino,** apresentando dois picos
caracteristicos em 20 de 11°, que corresponde a cristais hidratados e em 20° que corresponde a
cristais anidros (Figura 5 ¢).>** Por outro lado, os padrdes de 8-CD e de GSH apresentaram
fortes caracteristicas cristalinas, com varios picos fortes nos difratogramas. O espectro de
difracdo de raios-X da GSH cristalina foi caracterizado por um pico intenso em 26 de 22,3° e
dois picos de baixa intensidade a 20 de 9-11°." Nos espectros de raios-X das microparticulas
esses picos estdo ausentes, ou fortemente reduzidos, o que indica que a GSH pode existir

como disperséo molecular nas microparticulas poliméricas.*
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Figura 6. Difratogramas das microparticulas de quitosana (a), das microparticulas de p-CD

(b), da f-CD (c), da quitosana (d) e da GSH (e)

No espectro de difracdo das microparticulas de quitosana o pico em 26 de 20° da quitosana
torna-se ainda mais amplo. E conhecido que a largura do raio-X do pico de difracio esta
relacionado com o tamanho de cristalito, o pico alargado geralmente resulta de um cristal
imperfeito. Assim, o pico largo das microparticulas podem ser resultado da reacdo de
reticulacdo entre o polimero e a GSH, o que pode destruir a estrutura cristalina dos
compostos.*®

Estes resultados estdo de acordo com resultados anteriores obtidos com a analise dos

16,24,44,47

compostos estudados e sugerem que o processo de microencapsulagdo ocasiona uma

reducéo na cristalinidade da GSH e/ou confere a ela um estado quase amorfo.

Rendimento, Recuperacéo e Eficiéncia de Encapsulacgéo

O rendimento do processo de preparacdo em microparticulas (Tabela 1) foi maior para a
formulagdo das microparticulas de B-CD/GSH quando comparado ao rendimento em
microparticulas da formulacdo de quitosana/GSH. Estes resultados estdo de acordo com o0s

rendimentos obtidos em outros estudos sobre a obtencdo de microparticulas por spray
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dryer, , sendo previamente esperada uma perda significativa dos componentes que ficam
retidos no equipamento devido ao processo de secagem. O rendimento do processo de
secagem depende muito da configuracdo do equipamento, por isso estes dados ndo sao
relatados na maioria dos estudos® e também por isso sdo de dificil comparacdo com os

demais estudos.

Tabela 1. Rendimento, percentual de recuperacdo e eficiéncia de encapsulacdo das

formulacGes de microparticulas de quitosana/GSH e de 3-CD/GSH

Formulacgao Rendimento %  Recuperacio % (n=3) EE% (n=3)
quitosana/GSH 49,2 100,5+£9,5 25,0+ 14,4
B-CD/GSH 61,7 109,7+1,0 62,4+122

Através do doseamento da GSH apds a dissolucédo das microparticulas (Tabela 1) foi possivel
recuperar totalmente a GSH adicionada a ambas formulagdes, B-CD/GSH e quitosana/GSH.
Os resultados sugerem que o processo de preparacdo ndo ocasionou perda e/ou degradacdo do
composto ativo, considerando que as variagdes que ocorreram para mais ou para menos de
100% podem ser explicadas devido a heterogeneidade das aliquotas retiradas do po de
microparticulas, tendo em vista que as eficiéncias de encapsulacdo foram menores que 100 %.
A capacidade da quitosana e da B-CD reter a GSH foi determinada através da eficiéncia de
encapsulagdo (Tabela 1). Podemos observar que a GSH apresentou menor afinidade com a
quitosana do que com a [B-CD, provavelmente devido a baixa massa molar do peptideo e a
presenca de somente um grupo de carga negativa na sua estrutura.'’. Ikeda et al.** utilizaram
a B-CD para formar complexos de inclusdo com captopril, e os resultados mostraram a
inclusdo total da molécula na cavidade da -CD com o &cido carboxilico localizado dentro da
cavidade e a parte terminal tiol para fora da cavidade. Com a GSH, provavelmente a parte
interna da cavidade de B-CD se liga a uma porcao do L-glutamato da cadeia lateral da GSH
assim como ocorreu com a GSH e a a-CD em estudo anterior.”” Dados obtidos por RMN
mostram que a associagio entre GSH e a-CD ocorre na ordem de 55-70 M™ a 25 °C e ?’
apesar de alguns sinais sobrepostos impedirem uma medida precisa das constantes de
complexacédo entre GSH e uma ciclodextrina quimicamente modificada (sulphobutyl ether-f-
cyclodextrin), Trapani et al.'’ sugerem uma afinidade semelhante. Em estudo recente
realizado por Cutrignelli et al.,>® a eficiéncia de encapsulagdo da GSH em lipossomas
contendo GSH ou complexos de inclusdo contendo GSH/ciclodextrinas ( e quimicamente

modificadas) foi entre 13,6 e 23,7 %.
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Em relacdo a conjugacao entre quitosana e GSH, uma das formas possiveis seria pelo método
de polimerizacdo de radicais, através da formacdo da ligacdo amida entre 0s grupos
carboxilicos da glicina da GSH e os grupos amina da quitosana.’**® Provavelmente, a
eficiéncia de encapsulacdo da microparticula de quitosana/GSH ndo foi maior porque néo
foram adicionados catalisadores para reacao e, o tempo de reacdo foi curto quando comparado
a outros estudos.***® Além disso, o pH da solucéo ndo foi ajustado para valores proximos a
neutralidade; o que pode ter dificultado a conjugacdo através da polimerizacdo de radicais.
Em pH 7 o residuo de glicina de GSH ¢é particularmente mével, enquanto a parte glutamina da
GSH é a mais rigida.”* Portanto, em pH de 4,5, resultante da mistura da solugdo de quitosana
com a solucdo de GSH no preparo das microparticulas, a mobilidade da glicina deve ter sido
um pouco reduzida, dificultando ligacdo entre os dois compostos. Koo et al.** encontraram
eficiéncias de encapsulacao entre 20 e 65 % na obtencdo de nanoparticulas de quitosana/GSH
preparadas através do método de gelificacdo ibnica com tripolifosfato de sédio, com ajuste de
pH a 6 e diversas proporc¢des variaveis de GSH e tripolifosfato de sédio. A baixa eficiéncia
de encapsulacdo da microparticula quitosana/GSH também pode-se dever ao fato de que a
quitosana utilizada neste estudo possui baixo peso molecular e, por isso, as moléculas de GSH
sdo imobilizadas em posi¢Ges mais proximas e, portanto a GSH pode se auto-oxidar através
da formagdo de ligacdes dissulfeto intramoleculares, apresentando menos grupos tiois livres,>
tendo em vista que ndo foram adicionados agentes redutores durante o preparo das

microparticulas.
Cinética de liberacao da GSH em vinho modelo

Geralmente o processo de liberacdo do composto ativo ocorre pelo intumescimento da rede
polimérica, que ocorre quando o meio aquoso penetra na rede levando a mesma a uma
expansdo. Essa rede polimérica torna-se cada vez mais ampla permitindo a liberacdo do ativo
para a fase externa até o equilibrio termodinamico. Neste sentido, a cinética de liberagdo da
GSH dependera dos seguintes fendmenos: difusdo do polimero em meio aquoso, cinética de
relaxamento da macromolécula, difusdo do composto ativo através da rede polimérica
intumescida.”®>>* A liberagio da GSH foi testada para as amostras: quitosana/GSH e f-
CD/GSH. A Figura 7 apresenta a liberacdo da GSH em intervalos entre 0,16 a 48 horas.

Nota-se na Figura 7 que a liberacdo da GSH contida na microparticula de quitosana/GSH ¢
maior do que na microparticula de B-CD/GSH. Nos primeiros minutos para a microparticula

de quitosana/GSH ocorre uma fase inicial de liberagdo rapida seguida de uma fase mais lenta
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até o equilibrio. Essa fase inicial de liberagdo mais rapida pode ser atribuida a GSH presente
na superficie da microparticula. Esse efeito pode ser denominado efeito burst. Nesse caso a
liberacdo de cerca de 90% da GSH presente na amostra quitosana/GSH para o meio aconteceu
no primeiro dia, seguido de um pequeno aumento nessa porcentagem no segundo dia. Para as
microparticulas de B-CD/GSH essa liberagdo ocorreu mais lentamente e até uma hora, a
concentragio de GSH liberada ao meio foi menor do que 10 mg L™ (limite de quantificagio
do método). Sendo a liberacdo inicial menos acentuada e o efeito burst menor para as
microparticulas de B-CD/GSH do que para as microparticulas de quitosana/GSH, indicando
baixo indice de GSH superficial na amostra, ou seja, a liberacao se da pela difusdo da GSH do

interior da matriz de B-CD através do intumescimento da rede polimérica.

100 gt

80
<
60
(‘}_') =o—Quitosana
O 40 -&-3-CD

20

0
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)
Figura 7. Perfil de liberacdo da GSH em vinho modelo (solug¢do hidroalcodlica 12 %, pH
3,5)a25°C (n=3)

Os estudos anteriores que tratam da encapsulacdo da GSH em sistemas poliméricos de
quitosana, B-CD ou quitosana/B-CD tratam da aplicacdo farmacéutica de GSH e, por isso,
avaliam sua liberagdo em meios sintéticos diversos, por exemplo, simulando meios gastricos e

intesti nais,16'17'24'55

0 que torna dificil uma comparacdo. Além do mais se considerarmos 0s
diferentes métodos de encapsulacdo e as diferentes formulacdes encontradas nos estudos
anteriores. O perfil de liberacdo rapida é tipico observado para microparticulas de quitosana e
sdo atribuidos a um mecanismo combinado da complexagdo equilibrada entre quitosana e o

composto ativo e da difusdo do composto ativo através da camada fina da quitosana.'’
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Os dados de liberacdo in vitro de GSH em vinho modelo das microparticulas f-CD/GSH e
quitosana/GSH foram fundamentados apropriadamente no modelo de Korsmeyer—Peppas, que
é utilizado para determinar o mecanismo de liberacdo da porc¢éo inicial do composto ativo
(Mt/Moo< 60%) através da Equagéo 2:

2L Kt
Moo

(Equacao 2)

Na equagdo acima, Mt/Moo ¢ a fragdo de GSH liberada a um tempo t, K é a taxa constante de
liberagdo e n é o expoente de liberacdo, indicativo do mecanismo de liberagdo da composto
ativo. O valor de n € usado para caracterizar o mecanismo de liberagdo da GSH. Os valores de
n, K e do coeficiente de determinacéo (R?) foram obtidos através dos graficos mostrados na

Figura 8 e sdo mostrados na Tabela 2.
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Figura 8. Liberagdo da GSH pela razao M/M,, em fungdo do tempo para as microparticulas

B-CD/GSH e quitosana/GSH

Para particulas esféricas, n=0,43 corresponde a um mecanismo de liberacdo Fickniano,
indicando que o composto ativo € liberado por difusdo e, n=0,85 corresponde ao transporte
Caso II (relaxacdo), indicando a liberagdo por inchaco ou entumescimento. Valores de n entre
0,43 e 0,85 correpondem a um transporte ndo Fickiano ou andmalo, indicando uma
superposicdo dos dois fatores, difusdo e intumescimento.”®>’ O comportamento Fickiano foi
observado para a particula quitosana/GSH, o que estd de acordo com os resultados de
eficiéncia de encapsulagdo (Tabela 1). Além disso, os valores de K sugerem que a taxa de
liberacdo de GSH foi superior nas microparticulas quitosana/GSH. O valor de n para as

microparticulas B-CD/GSH foi maior do que 0,45 ¢ menor que 0,85, o que indica que, para



85

esta formulagdo, a liberacdo da GSH seguiu uma libera¢do nao-Fickiana. Portanto, no caso da
microparticula B-CD/GH, além da liberagdo da GSH por difusdo, ocorreu a expansdo da
cadeia do polimero ocasionando penetracdo de fluido para dentro da matriz.** Contudo, as
microparticulas B-CD/GH apresentaram uma liberagdo da GSH mais lenta quando

comparadas as microparticulas quitosana/GSH.

Tabela 2. Parametros obtidos para a equacdo M{M, = Kt" para a formulagdo de

microparticula de B-CD e para a de quitosana, ambas contendo GSH

Amostra K n R’®
B-CD/GSH 0,1826 0,64 0,89
Quitosana/GSH 0,5810 0,10 0,85
CONCLUSAO

Foi possivel encapsular glutationa tanto utilizando B-CD quanto utilizando quitosana. Os
métodos utilizados neste estudo sdo de facil preparacdo, ndo envolvem a presenga de
tensoativos e, no caso das microparticulas de B-CD/GSH, nem solventes organicos. A
caracterizacdo das microcapsulas comprovaram um microrrevestimento do composto ativo e
uma interagao entre a GSH e os polimeros utilizados, além de melhorar a estabilidade térmica
da molécula. A B-CD foi mais eficiente para encapsular a GSH, permitindo a liberagdo lenta
da molécula em solu¢do de vinho modelo e maior prote¢cdo da molécula, conferindo melhor
estabilidade térmica para GSH. Outros estudos devem ser realizados a fim de melhorar a
estabilidade da GSH e liberando-a mais lentamente em meios hidroalcodlicos com pHs
baixos, como vinhos e espumantes, além de avaliar a viabilidade de utilizagdo de GSH

encapsulada nestes produtos.
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5. DICUSSAO GERAL

Com os resultados desta tese podemos observar que a adicdo de GSH evita tanto a
oxidacdo enzimatica, que ocorre principalmente no mosto, quanto a oxidacdo quimica, que
ocorre principalmente durante o armazenamento dos vinhos espumantes. Os efeitos da adicao
de GSH foram maiores no mosto que no vinho base, uma vez que 0 mosto se encontra em
condi¢des mais vulneraveis a oxidacdo. Poréem, a adi¢do de GSH no vinho base influenciou na
manutencdo dos niveis de SO, livre e dessa forma a GSH pode ser uma alternativa promissora
para prolongar o efeito antioxidante e conservante no vinho espumante.

A adicdo de GSH nas diferentes etapas de elaboracdo do vinho espumante apresentou
maior influéncia nos resultados do que as diversas concentracdes (10, 20 ou 30 mg L™) de
GSH adicionadas. O efeito da adicdo de GSH sobre compostos aromaticos e fenolicos foi
maior quando a GSH foi adicionada no mosto. Ja no vinho base, a adicdo de GSH mostrou
maior influéncia na preservacdo dos niveis de SO, livre, dos ésteres etilicos e acetato de
isoamila. E finalmente, a adicdo ap6s o degorgement ndo apresentou influéncia sobre a
manutencdo dos niveis de SO, livre, dos compostos fendlicos ou aromaticos, porém, teve
influéncia na manutencdo da qualidade dos vinhos espumantes, pois permitiu evitar a
oxidagdo durante o armazenamento desses vinhos em garrafas, evitando o escurecimento e a
formacéo de acetaldeido.

Provavelmente, quando a GSH é adicionada ao mosto a GSH reage com compostos o-
quinona evitando que a cadeia de reacdes de oxidacdo que levam a formacdo de compostos
poliméricos prossiga, proporcionando um meio de fermentagdo em condigdes reduzidas. Isto
evitou a oxidacdo do etanol e do 2-feniletanol em acetaldeido e fenilacetaldeido,
respectivamente. Possibilitando maiores quantidades de 2-feniletanol (aroma de rosas) no

vinho espumante. Apesar da adi¢cdo de GSH no mosto ter proporcionado condigdes reduzidas
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ao vinho, provavelmente ndo evitou a oxidacdo dos compostos fendlicos a o-quinonas.
Quando a GSH é adicionada ao vinho base ela evita que o SO, combine com outros
compostos do vinho, mantendo-o na forma livre, 0 que permite que 0 mesmo atue como
conservante e antioxidante por um tempo maior e, por consequéncia, ajuda a prevenir a perda
de compostos aromaticos, como ésteres etilicos e acetato de isoamila. Quando a GSH foi
adicionada apés o degorgement, evitou a formacéo de acetaldeido ou ainda, possibilitou uma
reacao de adicdo entre a GSH e o acetaldeido, embora este seja principalmente ligado ao SO..
Portanto, a GSH evitou que o acetaldeido combinasse com outros compostos como a
catequina, para formar polimeros maiores, 0s quais podem causar o escurecimento do vinho.
Devido a isso, e ao fato de a GSH reagir com compostos o-quinona, sua adicdo apos o
degorgement evitou o escurecimento dos vinhos espumantes por até 12 meses de
armazenamento em garrafas.

Os niveis de glutationa total nos vinhos espumantes foram maiores quando a GSH foi
adicionada no mosto, e apresentaram uma relacdo inversa com o escurecimento do vinho
espumante durante 0 armazenamento. Por isso, a concentracdo de glutationa total parece ser
um bom indicador do potencial antioxidante do vinho.

Os niveis de GSH esgotaram rapidamente nos vinhos espumantes ap6s a adicao da
mesma, independente da concentracdo adicionada. Os niveis de glutationa total também
reduziram rapidamente, mas de forma gradual conforme a concentracdo adicionada. Para
evitar que a GSH esgote rapidamente do meio, combinando com outros compostos presentes
no vinho, a mesma foi encapsulada em um sistema polimérico para ser liberada gradualmente,
evitando assim, a formacéo de H,S que ocorre em condi¢des fortemente reduzidas, ou seja,
com baixo nivel de oxigénio disponivel.

A encapsulacdo de GSH foi realizada pelo metodo de secagem por pulverizagcdo em

spray-dryer com a utilizagdo de quitosana ou beta-ciclodextrina. As microparticulas de f-
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ciclodextrina contendo GSH apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo, protegeram
melhor a molécula da GSH contra o aumento da temperatura e, liberaram a GSH de forma
mais lenta em vinho modelo por dissolucdo do polimero. Apos 48 horas toda a GSH
encapsulada foi liberada ao vinho modelo. A adi¢cdo da microparticula contendo GSH antes da
fermentacdo pode ser uma alternativa promissora para obtermos maior quantidade de GSH
apos a fermentacdo alcodlica, evitando que a mesma seja absorvida ou consumida pelas
leveduras. Porém, outros agentes encapsulantes devem ser testados para obtermos uma
liberacdo mais lenta da GSH no vinho, a fim de preserva-lo contra a oxidacdo durante o

armazenamento.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A adicdo de GSH ao mosto influenciou mais na composicdo do espumante do que a
adicdo ao vinho base. Entretanto, a adicdo de GSH ao vinho base pareceu manter niveis mais
elevados de SO, na forma livre.

A concentracdo de GSH adicionada ao mosto e/ou ao vinho base ndo influenciou
significativamente nos resultados. A adicdo de 10 mg L™ de GSH no mosto é suficiente para
assegurar menores concentracdes de acidos cafeico, cumarico e ferrtlico nos espumantes.

A adicéo de 20 mg L' de GSH no espumante junto com o licor de expedigdo resultou
em menor indice de cor, maiores quantidades de SO, na forma livre, menores concentracdes
de acetaldeido e mesma quantidade de compostos fenolicos até 12 meses de armazenamento
em garrafas.

A quantidade de GSH adicionada no espumante pronto decaiu em um més de
armazenamento e estabilizou nos primeiros seis meses, porém a quantidade de glutationa total
permaneceu maior no espumante com adigdo de 30 mg L™, até 12 meses de armazenamento.

Apesar de somente a GSH ter propriedade antioxidante, a quantidade de glutationa
total teve maior correlacdo com os resultados obtidos e, por isso, os niveis de glutationa total
seja um melhor indicador da condi¢do antioxidante do vinho do que propriamente a GSH.

Foi possivel encapsular glutationa tanto utilizando B-CD, quanto utilizando quitosana.
A caracterizagdao das microcapsulas comprovaram um microrrevestimento do composto ativo
e uma interagdao entre ¢ a GSH os polimeros utilizados, além de melhorar a estabilidade
térmica da molécula. A B-CD foi mais eficiente para encapsular a GSH, permitindo a
liberacdo gradativa da molécula em solucao de vinho modelo e maior protecdo da molécula,

conferindo melhor estabilidade térmica para GSH.
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Com os resultados e conclusdes obtidos, estabelecemos as seguintes perspectivas para
continuacéo do trabalho:

1. Estudar a utilizacdo de doses de GSH > 30 mg L™, combinando técnicas enolégicas
destinadas a controlar as causas multiplas de oxidagéo do vinho.

2. Elucidar o papel da GSH nos niveis de SO2 livre e se uso de GSH como antioxidante
em vinhos poderia reduzir o uso de SO2, utilizando niveis maiores de GSH.

3. Estudar a influéncia da adicdo de GSH nos espumantes na autolise das leveduras.

4. Estudar a influéncia da adicdo da GSH na fermentacao malolactica.

5. Estudar a influéncia da adicdo da GSH na espuma dos vinhos espumantes.

6. Encapsular a moléculas de GSH utlizando outras técnicas de obtencdo de nano e/ou
microparticulas e outros agentes encapsulantes a fim de melhorar a estabilidade da
GSH, liberando-a mais lentamente em meios hidroalcodlicos com pHs baixos, como
vinhos e espumantes, reagindo continuamente com 0s compostos do vinho por um
maior tempo durante seu armazenamento em garrafas.

7. Avaliar a viabilidade de utilizacdo de GSH encapsulada em vinhos e espumantes.

8. Estudar se a GSH liberada lentamente favorece que o vinho permanega em condigdes

reduzidas de oxigénio e evite a formacao de H,S.
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8. ANEXOS

8.2. ANEXO I - Delineamento experimental

Foram realizados dois experimentos. No primeiro experimento foram adicionados 10 e
20 mg L™ de GSH no mosto e no vinho base, conforme planejamento experimental fatorial 32
(Tabela 1).

Tabela 1 — Delineamento experimental 1: Experimento fatorial 32.

Experimento C\éggml‘?é/aeésas Variaveis Reais
GSH no mosto GSH no vinho base
x e (mg L) (mg L)
1 -1 -1 0 0
2 -1 0 0 10
3 -1 1 0 20
4 0 -1 10 0
5 0 0 10 10
6 0 1 10 20
7 1 -1 20 0
8 1 0 20 10
9 1 1 20 20

No segundo experimento foram adicionados 10, 20 e 30 mg.L™* de GSH apés o
degorgement (Tabela 2). Neste experimento foi avaliada a oxidacdo e a preservacdo dos

compostos aromaticos durante o armazenamento do espumante pronto para 0 consumo.

Tabela 2 — Delineamento experimental 2: adicdo de GSH no momento do

engarrafamento.
Experimento Variaveis Reais
GSH no vinho base  GSH no espumante
(mg.L™) (mg.L™)
1 0 0
2 0 10
3 0 20
4 0 30
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As amostras foram analisadas ap6s o engarrafamento nos periodos de 1, 6, 12, 18
meses. Foram realizadas analises de compostos aromaticos, compostos fendlicos e sensoriais.
Cada tratamento foi realizado em 3 garrafas, as analises foram realizadas em triplicata para

cada garrafa.



