Utilizacao de radiacdo Ultravioleta (UV-C) como
tecnologia alternativa aos sulfitos para a estabilizacao
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RESUMO

Neste trabalho avaliou-se o efeito da radiagao UV-C sobre a estabilidade microbioldgica do vinho tinto e, também, a sua
influéncia sobre alguns parametros fisico-quimicos e sobre o perfil sensorial. Assim, o vinho sem sulfitos foi submetido
aradiacao UV-C com duas doses diferentes, 778 J.L' e 1415 J.L!, e procedeu-se ainda a preparacao de um controlo a que
foi adicionado 40 mg.L' de didéxido de enxofre. Os vinhos (C, dose 1 e dose 2) foram analisados ao longo do tempo (0,
1, 2, 3, 6 e 9 meses). Os resultados obtidos demonstram que a tecnologia UV-C ¢ eficaz no controlo microbiolégico do
vinho, nado se diferenciando do tratamento tradicional para os parametros considerados. No que respeita as caracteris-
ticas fisico-quimicas, ndo se verificou diferengas entre os varios tratamentos para a maioria dos parametros analisados.
Verifica-se que esta tecnologia tem um efeito muito positivo sobre a estabilidade da cor (intensidade e tonalidade) ao
longo do tempo, comparativamente com o vinho com diéxido de enxofre. A andlise sensorial revelou que os vinhos
submetidos ao tratamento com radiagao UV-C apresentaram uma melhor estabilizagao da cor, contudo verificou-se
alguma depreciagao no aroma e no sabor dos vinhos, que se atenuou ao longo do tempo.

Palavras-chave: estabilidade microbiolégica, sulfitos, radiacao ultravioleta, vinho.

ABSTRACT

This work consisted in the evaluation of the effect of UV-C radiation on the microbiological stability of red wine as well
as its and also its influence on some physical and chemical parameters and on the sensory profile. Thus, wine without
sulfites was subjected to UV-C radiation in two different doses, 778 J.L' and 1415 J.L, and a control sample was also
prepared to which 40 mg.L"! of sulfur dioxide was added. The wines (C dose 1 and dose 2) were analyzed over time (0, 1,
2,3, 6 and 9 months). The results show that UV-C technology is effective in the microbiological control of wine, without
any differences to the standard method for the considered parameters. As for the physical-chemical characteristics,
there were no differences between the various treatments for the majority of parameters which were analyzed. It has
been verified that this technology has a very positive effect on the stability of the colour (intensity and hue) over time,
compared with the wine with sulfur dioxide. The sensory analysis of the wines showed that the wine subjected to treat-
ment with UV-C radiation had better stabilization of colour, but there was some depreciation in the aroma and flavour
of the wine, which attenuated over time.

Keywords: microbiological stability, sulfites, ultraviolet radiation, wine.

Revista de Ciéncias Agrdrias, 2017, 40(Especial): 187-194 187



INTRODUCAO

A producdao de vinho é realizada através um
processo fermentativo bem conhecido, onde leve-
duras e bactérias lacticas desempenham funcoes
essenciais que determinam a seguranga e quali-
dade do produto final. Ao nivel da fermentacao
alcodlica, destaca-se a importancia das diferentes
espécies de levedura Saccharomyces, predomi-
nando a S. cerevisae, enquanto bactérias lacticas da
espécie Oenococcus oeni sdo as principais respon-
saveis pela fermentagao malolatica (Boulton et al.,
1996; Ribéreau-Gayon et al., 2006).

No entanto, apesar da produgao de vinho ser total-
mente dependente da acdo de microrganismos,
estes podem, em certas circunstancias, afetar a
sua estabilidade e a sua qualidade. A deterioragao
provocada por microrganismos manifesta-se prin-
cipalmente através da turvacdo do vinho e por um
aumento da acidez volatil (Toit e Pretorius, 2000;
Malfeito-Ferreira, 2010).

O procedimento tradicional de controlo da ativi-
dade microbiana consiste na adicdo de dioxido
de enxofre (SO,) quer em mosto quer em vinho
e que atua como agente antimicrobiano, antioxi-
dante e como inibidor das enzimas prevenindo o
escurecimento do mosto e a oxida¢dao dos vinhos
(Bartowsky, 2009; Oliveira et al., 2011).

Apesar de esta adigao ser considerada quase inevi-
tavel na producao de vinho, sabe-se que um excesso
naingestao de SO, pode causar problemas de satide
em pessoas mais sensiveis, nomeadamente, dores
de cabeca, nauseas, alergias, dificuldades de respi-
ragdo em pacientes com asma ou outras reagdes de
intolerancia (Vally e Thompson, 2003; Vally et al.,
2009; Santos et al., 2012). Por estas razdes, a legis-
lagdo comunitaria, impoe a obrigatoriedade de
informar o consumidor com a expressao “Contém
Sulfitos” caso a concentragao no vinho seja supe-
rior a 10 mg.L, além de existirem limites maximos
a respeitar (Regulamento (CE) n.?606/2009).
A Organizacdo Mundial de Saude recomenda
consumir didriamente, no maximo, o equivalente a
0,7 mg.L'de SO, por quilo de peso. O que significa
que uma pessoa com 70 kg pode consumir, por dia,
até 49 mg de SO,.

Para além das razdes legais e de satide, uma das
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tendéncias de consumo atuais, no que respeita a
produtos alimentares, € a procura, por parte do
consumidor, de produtos mais saudaveis e livres
de conservantes (Bjerndal et al., 2014). Assim, a
procura de métodos alternativos de controlo micro-
biologico, que eliminem ou minimizem a neces-
sidade de utilizacao deste tipo de conservantes, é
importante e necessaria.

Novas tecnologias emergentes tém sido explo-
radas, incluindo campos pulsados elétricos
(Garde-Cerdan et al., 2008), altas pressdes hidros-
taticas (Bartowsky, 2009; Santos et al., 2012), ultra-
-som (Piyasena et al., 2003; Bartowsky, 2009) ou
irradiacdo UV (Lorenzini et al.,, 2010; Fredericks
et al., 2011; Santos et al., 2012; Rizzotti et al., 2015)
e produtos naturais, incluindo bacteriocinas
(Bartowsky, 2009; Nel etal., 2002; Santos et al.,
2012), lisozima (Bartowsky, 2009; Sonni et al., 2009;
Santos et al., 2012), quitosano (Santos et al., 2012;
Chinnici et al., 2014; Ferreira et al., 2016), glutatiao
(Comuzzo et al., 2015; Medina et al., 2015).

O tratamento por radiacao UV-C (200-280 nm) é
uma tecnologia promissora que permite o trata-
mento de superficies e de produtos liquidos,
possuindo diversas vantagens, de entre as quais
se destacam o baixo custo, comparativamente a
outras tecnologias emergentes, a possibilidade de
pasteurizar sem recurso a processamento térmico,
protegendo os produtos termolabeis, e a facilidade
de scale-up. A radiagao utilizada nos equipamentos
destinados a desativagao de microrganismos
possui um comprimento de onda de 254 nm, muito
proximo do valor maximo de absor¢ao do ADN
que é aproximadamente de 264 nm e € produzida,
geralmente, por lampadas de mercurio de baixa
pressao (Koutchma et al., 2009).

O potencial antimicrobiano desta tecnologia tem
por base dois mecanismos de agdo distintos. Por
um lado existe um mecanismo fototérmico, em
que a desativagao dos microrganismos é provo-
cada por um aumento instantaneo da sua tempera-
tura, levando a sua desintegracao fisica. Um outro
mecanismo de agdo e o principal responsavel pela
desativagao dos microrganismos, é o chamado
mecanismo fotoquimico, que consiste num efeito
direto sobre o ADN dos microrganismos. Este
efeito manifesta-se na formacao de dimeros entre
as pirimidinas existentes nas cadeias de ADN



(citosina e timina). Estes dimeros alteram signi-
ficativamente a estrutura das cadeias, afetando
profundamente o metabolismo dos microrga-
nismos e impedindo a sua replicagdo, provocando
assim a sua inativagao biologica. A dimerizagao
das pirimidinas é parcialmente reversivel, quer
por fotorreativacao (reversao provocada por expo-
sicao a luz visivel), quer por mecanismos celulares
de reparacgao do ADN, no entanto, apds a aplicagao
de doses adequadas de radiacao UV-C esta reversi-
bilidade nao é significativa (Koutchma et al., 2009).

No que respeita a resisténcia dos microrganismos a
este tipo de radiacdo, existem diferengas de acordo
com o tipo de microrganismos, sendo que as bacté-
rias sdo o tipo de microrganismo mais sensivel a
radiacdao UV-C, enquanto os esporos de fungos sao
0s mais resistentes. Por outro lado, dentro de cada
tipo de microrganismos existem ainda diferengas
entre as varias espécies (Koutchma et al,, 2009;
Fredericks et al., 2011).

O tratamento de um produto liquido com radiagao
UV-C deve ter em consideracdo o tipo de matriz
a tratar, pois o fator critico do sucesso do trata-
mento € a dose de radiacdo que efetivamente
chega até aos microrganismos. Assim, a presenca
de particulas em suspensao, solutos organicos ou
pigmentos aumenta de forma significativa o coefi-
ciente de absorcao de radiacao UV-C, o que por sua
vez diminui significativamente a dose de radiagao
que na realidade chega aos microrganismos,
diminuindo, portanto, a eficicia do tratamento
(Koutchma et al., 2009; Fredericks et al., 2011).

A aplicabilidade desta tecnologia foi ja compro-
vada na inativacao de microrganismos presentes
em agua, sumos de fruta e outros alimentos
liquidos (Koutchma, 2009; Koutchma et al., 2009;
Gouma et al., 2014). Relativamente a sua aplicagao
em vinho, existem alguns trabalhos publicados
que demonstram a sua eficacia em reduzir signifi-
cativamente a presenca de varios microrganismos
(leveduras, bactérias laticas e acéticas) responsa-
veis por deteriorar o mosto ou o vinho (Bartowsky,
2009; Lorenzini et al., 2010; Fredericks et al., 2011;
Falguera et al., 2013; Rizzotti et al., 2015). No que
respeita a utilizagdo industrial desta tecnologia,
em 2009 foi comercializado na Africa do Sul,
pela primeira vez, vinho processado por UV-C
(Decanter, s.d.).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
radiacdo UV-C sobre a estabilidade microbioldgica
do vinho tinto e a sua influéncia sobre alguns para-
metros fisico-quimicos e sobre o perfil sensorial ao
longo do tempo de 9 meses.

MATERIAL E METODOS
Vinho

O vinho tinto utilizado, da casta Cabernet
Sauvignon, foi proveniente da Quinta da Alorna
(regido Tejo) da colheita de 2014. O vinho foi
previamente centrifugado.

Tratamento UV-C do vinho

O vinho sem sulfitos foi submetido a radiagao UV-C
no Centro Tecnolégico InovLinea-Tagusvalley
numa linha piloto com reator UV-Therm e paten-
teado pela Ypsicon. O reator € constituido por
4 lampadas germicidas UV-C, as quais emitem luz
no comprimento de onda de 245 nm, compreen-
dido na gama de UV-C (200-280 nm). O equipa-
mento permite fluxos até 100 L.h.

As doses aplicadas, numa tinica passagem através
do sistema, foram 778 J.L* (UV1) e 1415 J.L-* (UV2).
A modalidade experimental de controlo (UVO0)
foi preparada adicionando ao vinho, que nao foi
exposto aradiacao, 40 mg.L"' de didxido de enxofre.
Apos o tratamento, os vinhos foram engarrafados
em garrafas de 0,75 L. As garrafas dos vinhos (UV0,
UV1 e UV2) foram analisados ao longo do tempo
(0,1, 2,3, 6 e9 meses).

Andlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas: titulo alcodlico volu-
métrico, massa volumica, acidez volatil, acidez
total e pH foram realizadas pela técnica analitica
FTIR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy, utili-
zando o equipamento Bacchus 3, controlado pelo
programa informatico Quantifica Aquisicao.

A avaliagdo da cor do vinho foi efetuada pelo

método de Sudraud modificado por Glories (1978),
método espectrofotométrico baseado na leitura
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das absorvéncias a 420, 520 e 620 nm, que permite
determinar a Intensidade (Int) e a Tonalidade (Ton)
da cor de acordo com as equagdes seguintes: Int =
Abs420+Abs520+Abs620 e a Ton = Abs420/Abs520.
A leitura das absorvéncias foi realizada num espec-
trofotémetro Thermo Scientific — Evolution 201.

A determinacio do Indice de polifenois totais (IPT)
foi realizada pelo método referido por Somers e
Evans (1977), para tal foi realizada uma diluigao de
1:100 e efetuada a leitura da absorvéncia a 280 nm
por espectrofotometria de absor¢do molecular
UV-Vis, utilizando o equipamento Perkin Elmer-
-LAMBDA 25 UV/Vis.

As antocianinas totais foram determinadas pelo
método descrito por Ribéreau-Gayon e Stonestreet
(1965), baseado na varia¢ao da cor em fungdo do
pH e do efeito descorante do bissulfito de sddio.
Foi utilizado um espectrofotémetro Perkin-Elmer
Lambda 25 UV/Vis.

A determinacdo do teor em taninos totais foi
realizada de acordo com o método descrito por
Ribéreau-Gayon et al. (1982), a leitura das absor-
véncias foi realizada no espectrofotometro Perkin
Elmer - LAMBDA 25 UV/Vis.

Anadlises microbiologicas

A contagem de microrganismos mesoéfilos a 30°C
foi realizada segundo a norma EN ISO 4833:2003
e a contagem de bolores e leveduras segundo a
norma NP 3277-1:1987.

Andlise sensorial

A andlise sensorial foi realizada por um painel
constituido por seis provadores, maioritariamente
pertencentes a Comissdao Vitivinicola Regional
Tejo. A ficha de prova utilizada foi adaptada da
ficha de prova da OIV. Os provadores pontuaram
os diferentes vinhos relativamente a aparéncia
visual (limpidez e cor), aroma (genuinidade, inten-
sidade e qualidade), sabor (genuinidade, intensi-
dade, persisténcia e qualidade) e apreciacao global.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da andlise microbiolo-
gica encontram-se no Quadro 1. Relativamente a
contagem dos bolores e leveduras verificou-se uma
diminuicao do nimero de unidades formadoras de
colénias (UFC) logo apds qualquer um dos trata-
mentos; nao se verificou crescimento no vinho a
que se aplicou didxido de enxofre ao fim de um
més e ao fim de dois meses para o vinho subtido
a tratamento com radiagdo UV-C. No respeitante
aos microrganismos a 30°C, verificou-se apos os
tratamentos, uma diminuic¢ao na carga microbiana,
diminui¢do essa superior no vinho ao qual se
aplicou SO,. No segundo més, o niimero de UFC é
superior no vinho em que se aplicou SO, comparati-
vamente com o vinho que foi submetido a radiagao
UV. Verifica-se nos meses subsequentes algum
crescimento microbioldgico. Este crescimento pode
ser devido a uma diminui¢do no teor em SO, livre
pelo facto de se combinar com os constituintes
do vinho, contudo as analises fisico-quimicas

Quadro 1 - Resultados da analise microbiolégica: contagem de bolores e leveduras e de microrganismos a 300C

Amostra Contagem de Bolores e Leveduras Contagem de microrganismos a 30°C
(UFC /mL) (UFC /mL)
Inicial 7,90E+02 3,95E+02
Tratamento Control UVl uv2 Control Uvl uv2
Dia 0 3,50E+00 4,55E+02 3,65E+02 1,80E+00 2,28E+02 1,83E+02
1 meés <1 3,60E+02 5,75E+02 <1 1,60E+01 1,80E+01
2 meses <1 <1 <1 3,10E+01 1,40E+02 1,20E+01
3 meses <1 <1 <1 1,50E+03 <1 <1
6 meses <1 <1 <1 >3,00E+02 <1 1,51E+02
9 meses <1 <1 <1 <1 <1 <1
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indicaram que este parametro se manteve cons-
tante. Possivelmente este aumento de unidades
formadoras de coldnias deve-se a alguma contami-
nagao que tera eventualmente ocorrido durante a
realizacdo das analises. Estes resultados estao de
acordo com outros estudos realizados em vinhos
e em mostos (Lorenzini et al. 2010; Fredericks et al.
2011; Falguera et al. 2013).

Relativamente aos parametros fisico-quimicos
(Quadro 2), verificou-se alteracdo apenas na
Acidez volatil, tendo-se observado algum aumento
deste parametro apos 3 meses do engarrafamento,
no entanto os valores encontram-se dentro dos
valores normais. Estes resultados estao de acordo
com os obtidos por Falguera etal. (2013), estes
autores também observaram que o tratamento com
radiacdo UV-C nao altera os parametros fisico-
-quimicos como o teor alcodlico, pH e teor em
acido tartarico.

Quadro 2 - Resultados da analise fisico-quimica

No que respeita aos polifendis (Quadro 3), estas
analises nao estavam inicialmente previstas,
uma vez que o objetivo principal deste trabalho
era verificar se esta tecnologia permitiria substi-
tuir o diéxido de enxofre do vinho e promover a
sua estabilidade microbioldgica e fisico-quimica.
No entanto, no decorrer do ensaio, a avaliagdo
sensorial revelou que esta tecnologia originava
algum impacto na cor, no sentido da sua estabi-
lizagdo, tendo-se entao passado a efetuar estas
determinagdes. O aspeto mais relevante foi a dimi-
nuicgao do teor das antocianinas totais, contudo tal
nao afetou negativamente a cor, como se pode veri-
ficar no Quadro 4. Tal facto deve-se a que possi-
velmente a radiacao ocasionou copolimerizagao
ou autoassociacado das antocianinas individuais
originando uma estabilizagao da cor; este aspeto
foi sempre referido pelos provadores nas sessoes
de anadlise sensorial, ao longo dos meses.

Amostra Titulo alcool. Acidez Total pH Acidez Volatil
(% Vol.) (g ac. Tar.L?) (g ac. Acet.L?)
Tratamento Control | UV1 | UV2 | Control | UV1 | UV2 | Control. | UV1 | UV2 | Sulfitos | UV1 | UV2
Dia 0 13,3 13,3 | 13,3 57 57 57 3,64 3,66 | 3,66 0,33 0,34 | 0,35
1 més 13,4 13,3 | 13,3 5,6 5,6 5,6 3,64 3,64 | 3,65 0,33 034 | 0,33
2 meses 13,3 13,3 | 13,3 51 5,0 5,0 3,61 3,62 | 3,62 0,32 035 | 0,34
3 meses 13,4 133 | 134 4,9 4,8 4,8 3,61 3,62 | 3,62 0,32 043 | 043
6 meses 13,2 132 | 13,3 51 49 4,9 3,62 3,64 | 3,65 0,30 049 | 048
9 meses 13,2 13,2 | 13,2 5,0 51 51 3,64 3,67 | 3,67 0,33 0,61 | 0,60
Quadro 3 - Resultados das anélises aos polifendis do vinho
Amostra Indice de Polifenéis Totais Antocianinas Totais Taninos
(u.a.) (mg.LY) (g.LY
Tratamento Sulfitos UVl uv2 Sulfitos Uv1l uv2 Sulfitos Uvl Uuv2
Dia 0
1 més 55 54 52 526 432 401 2,63 2,72 2,63
2 meses - - - - - - - -- -
3 meses 55 55 52 464 419 469 2,71 2,78 2,70
6 meses 54 50 52 464 351 362 2,65 2,57 2,70
9 meses 52 53 51 351 319 300 2,72 2,83 2,75
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Quadro 4 - Intensidade e Tonalidade da Cor

Amostra Intensidade (u.a.) Tonalidade
Tratamento Sulfitos Uvl uv2 Sulfitos Uuvl uv2
Dia 0 9,14 11,05 11,10 0,62 0,59 0,61
1 més 9,36 11,42 11,07 0,61 0,62 0,63
2 meses 9,18 11,30 11,59 0,61 0,63 0,63
3 meses 9,77 10,13 11,96 0,60 0,62 0,62
6 meses 8,89 10,63 10,77 0,63 0,64 0,65
9 meses 9,72 10,97 11,70 0,67 0,70 0,70
Verificou-se, a0 longo do tempo que decorreu o  CONCLUSOES

ensaio, que a intensidade da cor foi sempre mais
elevada nos vinhos submetidos a tratamento com
a radiacao ultravioleta. Apesar do teor em anto-
cianinas diminuir (Quadro 3) a cor é mais intensa,
indicando que possivelmente as antocianinas poli-
merizaram com os taninos ou entre si promovendo
uma estabilizagao da cor, o que foi sempre notério
nas analises sensoriais realizadas.

Nos meses iniciais do ensaio, os provadores refe-
riram que as amostras de vinho submetido a
radiacdo ultravioleta apresentavam cheiro e sabor
a cozido, mais notdrio no vinho submetido a dose
mais elevada. Com o passar tempo esse atributo
foi-se atenuando. Na Figura 1, no tempo zero, no
inicio do ensaio, os provadores pontuaram melhor
o vinho controlo, ao qual tinha sido aplicado
didxido de enxofre e pior o que tinha sido subme-
tido a dose mais levada de radia¢do. Ao fim de 9
meses em garrafa, pode observar-se que as dife-
rengas esbateram-se.

Tempo zero
Limpidez
6,0 P
Ap_global 49 Cor

Qual_sabor Int_aroma

Persistencia Qual_aroma

Int_sabor

Uuvo =—e=yUv1l =—e=UV2

Neste estudo, ao final de 9 meses, os resultados
obtidos demonstraram que a tecnologia UV-C foi
eficaz no controlo microbiolégico do vinho, nao se
diferenciando do tratamento tradicional para os
parametros considerados.

Nas caracteristicas fisico-quimicas, nao se verificou
uma diferenga entre os varios tratamentos para a
maioria dos parametros, com a excegao da acidez
volatil, que aumentou ligeiramente nas amostras
sujeitas ao tratamento UV apds 3 meses.

Os resultados obtidos indicam que o tratamento
com UV tem um efeito muito positivo sobre a cor do
vinho, promovendo a estabilizagao das antocianinas.

A dose menor (778 J.L) foi eficaz no controlo
microbioldgico do produto, nao existindo qualquer
vantagem num tratamento com uma dose mais
elevada, onde a depreciagao sensorial € mais notodria.

Tempo - 9 meses

Limpidez
6,0 P

Ap_global 4 g Cor

Qual_sabor Int_aroma

Persistencia Qual_aroma

Int_sabor

UVvQ =—e=UV1 =—e=—UV2

Figura 1 - Comparacao dos resultados da analise sensorial no tempo zero e ao fim de 9 meses.
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Face aos resultados obtidos, o trabalho futuro = AGRADECIMENTOS

passara, por otimizar a dose de radiagao UV-C a

aplicar, utilizando doses mais baixas que permitam A Quinta da Alorna, e em particular a Eng.2 Martta

a estabilizacdo do vinho ao longo do tempo, sem  Simdes; aos provadores: da CVRTejo (Carmen

afetar a sua qualidade sensorial. Santos, Joao Sardinha, Maria Vicente, Martta
Simoes, Pedro Gil) e Antonio Ribeiro (ESAS).
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