Novas
tendéncias do
Vinho Verde

tinto

Nidia Telma Navarro de Noronha

Mestrado em Tecnologia e Ciéncia Alimentar

Departamento de Quimica e Bioquimica
2018

Orientadora
Doutora Natércia Teixeira, Investigadora, FCUP

Co-orientadores
Doutor Victor de Freitas, Professor Catedratico, FCUP

Dr. Anténio Luis Cerdeira, Enologo







l'l\

Universidade do Minho

PORTO

FACULDADE DE CIENCIAS

F( | UNIVERSIDADE DO PORTO

Todas as comecies determinadas
pelo jur, e 50 essas, foram efetuadas.

O Presidente do Juri,

Porto, ! I







Agradecimentos

A Deus pela saude e pela capacidade de superacdo que sempre me tem dado para tornar cada

revés numa oportunidade de crescimento.

Ao meu marido, filha e a toda a minha familia, pelo carinho, compreenséo, ajuda e incentivo que

sempre me deram durante este percurso.

A Comisséo de Viticultura da Regido dos Vinhos Verdes na pessoa do Dr. Anténio Luis Cerdeira
pela oportunidade de fazer o estagio com um estudo inovador e Util para a Regido, pela paixao

contagiante que transmitiu e por todo o apoio dado para a realizacao deste estudo.

Ao Professor Doutor Victor de Freitas, pela oportunidade que me proporcionou em desenvolver

este estudo com o0 apoio do seu grupo de investigagao.

A Doutora Natércia Teixeira pelos ensinamentos, apoio técnico, disponibilidade, mas sobretudo
paciéncia dispensada ao longo de todo o trabalho laboratorial e na revisdo deste relatério.

Ao Laboratério da Comissdo de Viticultura da Regido dos Vinhos Verdes na pessoa da Dr2
Patricia Porto, pela oportunidade de realizacdo das analises fisico-quimicas, de estagiar no

laborat6rio e por todo o0 apoio ao longo do estagio.

A todos os meus companheiros do Laboratério de Quimica e Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade do Porto, pelo apoio e boa disposicdo para a realizacdo de um bom

trabalho e desculpem o mosto ter fermentado.......

As analistas do Laboratério da CVRVV, a Cétia, a Celeste, a Francelina, a Sandra e a Susana
pelos ensinamentos, mas sobretudo pela paciéncia e boa disposi¢cdo que permitiu acordar todos

0s dias com um sorriso.

A Estacdo Vitivinicola Amandio Galhano pelo apoio logistico durante a estadia em Ponte da

Barca.

A Adega Cooperativa de Ponte da Barca na pessoa do Eng. José Oliveira a oportunidade de fazer

no estagio, um estudo inovador, Util e interessante.



A todos os colaboradores da Adega Cooperativa de Ponte da Barca, por me ajudarem a levantar
em cada queda..., mas em especial a Eng.? Iveta Rodrigues e a Dr2 Patricia Pereira pelo carinho

e amizade que me dispensaram, e tornou esta experiéncia inesquecivel.



Resumo

O presente trabalho teve como principal interesse a experimentacdo da maceragéo preé-
fermentativa a frio na producéo de Vinho Verde Tinto proveniente, em exclusivo, da casta Vinhao,
e a capacidade de extrair seletivamente os compostos fendlicos presentes nas uvas.

Para melhor conhecimento do processo de vinificagdo e consequentes alteragdes no perfil
fendlico, foram retiradas amostras de uvas, mostos e vinhos que foram analisadas no laboratério
da Comisséo de Viticultura da Regiao dos Vinhos Verdes e no laboratério do Departamento de
Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.

Os compostos fendlicos foram determinados e caracterizados ao longo dos 2 processos de
vinificagdo, através da avaliagdo de varios pardmetros nomeadamente indice de fendis totais,
intensidade de cor, tonalidade, antocianinas livres e totais, quantificacdo de antocianinas
monomeéricas, taninos proantocianicos, indice de dialise e poder tanante, tendo-se constatado que
com o processo de maceracao pelicular pré-fermentativa a frio se consegue a extragdo seletiva
dos compostos fendlicos.

Foram também realizadas analises fisico-quimicas aos vinhos obtidos nomeadamente grau
alcodlico e acidez (volatil, fixa e total) que demonstrou a capacidade de produzir um Vinho Verde
tinto de menor acidez e maior grau alcodlico quando comparado ao Vinho Verde tinto tradicional.

Os resultados obtidos confirmaram a obtengdo de um Vinho Verde tinto de perfil
antocianico diferente do tradicional, com menor intensidade de cor (7 vs 31), menor teor de
taninos (poder tanante 45 vs 461NTU/mL vinho), menor adstringéncia, maior grau alcodlico
(12.0% vs 11.7%), maior suavidade de boca, mais aromético, mais equilibrado, mais harmonioso,

e maior aceitacdo por parte de um painel de provadores qualificados.

Palavras-chave: maceracao a frio, polifendis, Vinh&o, Vinho Verde tinto



Abstract

The present work had as main interest the experimentation of cold soak in the production of
red Vinho Verde, exclusively from the Vinh&o variety, and the ability to selectively extract the
phenolic compounds present in the grapes.

To better understand the winemaking process and consequent changes in the phenolic
profile, samples of grapes, musts and wines were analyzed and analyzed in the laboratory of the
Comisséo de Viticultura da Regido dos Vinhos Verdes and in the laboratory of the Department of
Chemistry and Biochemistry of the Faculty of Sciences of the University of Porto.

Those phenolic compounds were determined and characterized during the winemaking
process, through the evaluation of various parameters such as total phenol index, color intensity,
hue, free and total anthocyanins, quantification anthocyanins, proanthocyanin tannins, dialysis
index and tanning power, and it was verified that with the process of cold soak the selective
extraction of the phenolic compounds is obtained.

Physicochemical analyzes were also carried out on the wines obtained, namely alcoholic
degree and acidity (volatile, fixed and total), which demonstrated the ability to produce a red Vinho
Verde with a lower acidity and a higher alcoholic degree when compared to traditional red Vinho
Verde.

The results confirmed the obtaining of a red Vinho Verde with an anthocyanic profile
different from the traditional one, with less colour intensity (7 vs 31), lower tannin content (tanning
power 45 vs 461 NTU/mL wine), lower astringency, greater alcoholic degree (12.0% vs 11.7%),
more softness of mouth, more aromatic, more balanced, more harmonious, and greater

acceptance by part of a panel of qualified tasters.

Key words: cold soak, polyphenols, red Vinho Verde, Vinh&o,
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. Introducéo

O sector do vinho constitui em Portugal um dos mais importantes sectores, seja a nivel

econdémico, social ou até mesmo cultural.

A origem da marca Vinho Verde remete para as caracteristicas naturais da regido que o
produz, densamente verdejante, mas também para o préprio perfil do vinho que pela sua frescura
e leveza se diz verde em aluséo a sua juventude e por oposi¢céo a outros vinhos mais complexos e
pesados.

O Vinho Verde é exclusivamente produzido na Regido Demarcada dos Vinhos Verdes, no
noroeste de Portugal, na zona tradicionalmente conhecida como Entre-Douro-e-Minho, somente a
partir de castas autéctones da regido preservando a sua tipicidade de aromas e sabores téo
diferenciadores a nivel mundial. Desde o Vinho Verde produzido a partir da criteriosa jungéo de
varias casas selecionadas, ao Vinho Verde varietal, produzido a partir de uma Unica casta, a

oferta da Regido é diversificada [1].

A Regido Demarcada dos Vinhos Verdes, sempre teve tradicdo na producéo de vinho tinto.

Trata-se de um vinho diferente de todos os outros: cor vermelha intensa, aroma vinoso
com destaque para os frutos silvestres, baixo teor alcodlico, mais acidulo e agressivo
(adstringéncia por vezes excessiva) muito adaptado a gastronomia da Regido, e sem grande
capacidade de conservagéo e envelhecimento, o que obriga o viticultor a ter um periodo de tempo
de venda muito restrito, 0 ano seguinte a vinificacdo, e um mercado alvo de consumo
extremamente limitado.

O Vinho Verde tinto sempre foi um vinho de lote com caracteristicas préprias, consoante
cada uma das nove sub-regides, devido as diferentes variedades, condi¢cdes geograficas e edafo-
climaticas [2].

Recorrentemente premiado em concursos nacionais e internacionais, o Vinho Verde de
hoje ndo é certamente 0 mesmo de ha uma década, em resultado do investimento da Regido dos
Vinhos Verdes em novas vinhas, novos sistemas de conduc¢éo da vinha, uma nova geracado de
enodlogos e a profissionalizacdo de toda a atividade. Ano apés ano, os produtores da Regido dos

Vinhos Verdes surpreendem os mercados com vinhos mais inovadores e de qualidade superior.

Considera-se que um vinho apresenta elevados indices de qualidade quando se verifica
um equilibrio entre todos o0s seus constituintes, salvaguardando obrigatoriamente uma fatia

importante no estabelecimento desse equilibrio, para o gosto pessoal do consumidor.
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Realcga-se, contudo, que o equilibrio entre os varios constituintes pode ser atingido através
da utilizacdo de castas apropriadas a cada tipo de vinho, pelo controlo da maturagéo das uvas e
através de uma tecnologia eficaz [3].

1. AVinha

A qualidade de um vinho depende de variadissimos fatores. Genericamente comec¢a na
planta (casta e porta-enxertos), a qual é influenciada pelos fatores ambientais (clima e solos) e
pela tecnologia viticola (sistemas de conducao, fertilizacdes,...). Por fim a tecnologia enoldgica ira

produzir o produto final, o vinho, que exprimira o efeito de todos estes fatores.

1.1. Vitis vinifera

Sob o ponto de vista sistematico, todas as espécies de videira pertencem a ordem das
Ramnales, familia das Vitaceas ou Ampelideas. As espécies da familia das Vitdceas sao plantas
fanerogamicas, angiospérmicas, dicotiledéneas, cuja caracteristica mais importante é a de serem
arbustos sarmentosos, isto é, lianas herbaceas ou lenhosas, com gavinhas opositiflias simples
ou ramificadas, nalguns géneros ou substituidas por ventosas. As folhas das videiras sdo inteiras
ou lobadas, por vezes com varios foliculos geralmente peciolados. As inflorescéncias séo
normalmente opositifélias, raramente pseudo-axilares, com flores hermafroditas, salvo em
espécies dioicas, sendo tetrameras ou pentameras, com calice em cupula, geralmente com 4-5
sépalas e corola caduca na antese, formada frequentemente por 4-5 pétalas. O androceu é
constituido por 5 estames, raramente 4-7, com antenas biloculares introrsas. O ovario € supero,
geralmente com dois carpelos, contendo 2 Gvulos anatropicos cada um.

A familia das Vitaceas inclui 19 géneros.

O género mais importante é o Vitis que se subdivide em 2 subgéneros, O Muscadinea,
com 40 cromossomas e 0 Euvitis com 38 cromossomas. Este Ultimo é composto, por 4 grandes
grupos de espécies, em funcdo da sua localizagdo geografica, adaptacdo climatica e aptiddes
agrondémicas.

- Tronco americano de zonas temperadas (ex: V.labrusca, V.riparia, V.rupestris)

- Tronco americano de climas tropicais e equatoriais (ex: V.coriaciae, V.caribaea)

- Tronco asiético oriental (ex: V.amurensis, V.armata)

- Tronco eu-asiatico de climas temperados — Vitis vinifera [4]
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1.2. Castas Tintas

As castas tintas aptas a Denominac¢do de Origem Vinho Verde sao:

Alicante-Bouschet, Alvarelhdo (sinébnimo Brancelho), Amaral (sinbnimo Azal Tinto), Baga,
Borracal, Espadeiro, Grand-Noir, Padeiro (sinbnimo Padeiro de Basto e Tinto C&o), Pedral, Pical
Palho (sinbnimo de Pique-poul-Noir), Rabo de Anho (sinénimo de Rabo de Ovelha), Touriga
Nacional, Trincadeira (sindbnimo de Tinta Amarela e Trincadeira Preta), Vinhdo, e ainda as 8
castas autéctones da regido: Docal, Doce (sin6nimo de Docal de Reféios), Espadeiro-mole,
Labrusco, Melhorio (sinbnimo Verdeal), Mourisco, Sezao (sinbnimo Sousado Forte) e Verdelho
(sinénimo de Verdelho Tinto) [1,2,5].

As castas autéctones séo variedades perfeitamente adaptadas as sub-regides onde
vegetam ha muitos anos, surgiram por mutagdo ou cruzamentos naturais, S80 mais resistentes as
alteracdes climaticas ou a outro tipo de acidentes. Algumas delas revelam elevado rendimento e
boa relagéo alcool/acidez, outras baixas ou elevada acidez, caracteristicas que poderdo satisfazer
diversos objetivos de producéo, podendo contribuir para a identidade de vinhos diferentes pelo
facto do Vinho Verde tinto ser normalmente um vinho de lote [2].

1.2.1 Casta Vinhao

A casta Vinhdo é recomendada em toda a Regido Demarcada porque é de elevada
gualidade, sendo a mais importante das castas tintas. [5]

E uma casta vigorosa bastante regular na producdo, com um indice de fertilidade médio e
uma produtividade mediana. Tardia no abrolhamento mas precoce na maturacao portanto de ciclo
vegetativo curto e maturacdo intermédia. O cacho é médio e por vezes compacto. O bago é
médio, uniforme e de forma arredondada bastante suculento, de lagrima corada e com sabor
especial. A folha de tamanho médio apresenta como caracteristica peculiar o perfil em goteira, e 0
seio peciolar faz um V perfeito. As varas apresentam entre-nos curto na base, alongando-se para
a parte terminal dos mesmos [5].

A casta Vinh&o é a Unica casta regional tintureira, tem boa producéo e da origem a vinhos
de cor vermelha granada, de aroma vinoso, onde se evidenciam os frutos silvestres (amora e

framboesa), encorpados, harmoniosos, saborosos e ligeiramente adstringentes [1,3].
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2. Acor

Em certa medida, a cor permite avaliar a qualidade de um alimento, pois pode influenciar

significativamente a apreciacdo do aroma e do gosto do produto, com uma forte participacéo na

apreciacao global. A cor € um dos atributos mais importantes para avaliar a qualidade do vinho, é
a primeira caracteristica a ser notada. Através dela pode-se ter uma ideia da sua idade, da sua
evolucdo no tempo e também de possiveis defeitos. O consumidor espera determinadas
caracteristicas crométicas em func¢éo do produto adquirido.

A cor do vinho vem do facto de ele ser capaz de absorver diferencialmente as radiacdes
gue o atravessam. Um vinho é tinto porque absorve as radiacdes verde e azul e apresenta a cor
complementar.

Quimicamente, a cor dos vinhos é devido aos compostos polifendlicos presentes nas uvas,
gue passam para o vinho durante o processo de vinificacdo e de numerosas reacdes que tém
lugar durante o envelhecimento. As maiores mudangas na composi¢cdo da cor ocorrem durante o
primeiro ano apoés a vinificagdo. Estes compostos encontram-se sobretudo nas peliculas e na
polpa das castas tintureiras. No vinho tinto, as antocianinas sao 0s principais pigmentos
responsaveis pela sua coloragéo, e no vinho branco os responsaveis séo os flavonois e as formas

guindnicas dos derivados dos acidos fendlicos e outros polifendis.

2.1.  Os polifendis

Os polifendis constituem um grande grupo de moléculas dispersas na natureza e
produzidas como resultado do metabolismo secundério das plantas.

Os compostos fendlicos revestem-se de fundamental importancia nas caracteristicas dos
vinhos pois sédo responsaveis pela sua cor, corpo e adstringéncia e pelas diferencas entre uvas ou
vinhos tintos e brancos devido a presenca ou auséncia de antocianinas. Tém propriedades
benéficas para a saude como bactericida, vitaminicas, antioxidante que permite considera-los
protetores de doencas cardiovasculares. Estas moléculas encontram-se em varias partes do
cacho e séo extraidas durante o processo de vinificagao [6].

Este amplo grupo de substancias permite a caracterizagdo varietal. Sdo substancias
sintetizadas nas células das uvas em estreita dependéncia do seu patrimonio enzimatico, que por
sua vez € uma expressdo da informacéo codificada a nivel dos genes [7]. De facto, quer as
antocianinas quer os acidos hidroxicinamil tartaricos das peliculas das uvas, enquanto metabolitos

secundarios estéo diretamente ligados a componente genética varietal [8].
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As caracteristicas ambientais sob as quais decorre 0 desenvolvimento dos bagos tém
grande influéncia na quantidade dos compostos responsaveis pela cor, mas a natureza e as
percentagens relativas destas substéncias obedecem a um determinante genético que as torna

mais ou menos constantes [8].

A reatividade dos compostos fendlicos advém de uma caracteristica estrutural comum a
todos eles que é a presenca de um anel aromético hidroxilado. A forma mais simples deste
elemento estrutural é o fenol, que assim da o nome a esta série de compostos.

As uvas e 0s vinhos contém uma série de compostos fendlicos, todos derivados desta estrutura
basica, sendo que os teores totais de compostos fendlicos sdo maiores nas uvas que nos vinhos
[9].

Uma das possiveis classificagfes dos polifendis das uvas e dos vinhos é a sua divisdo em
compostos flavonéides e em néo flavondides. Entre os compostos flavondides encontram-se as
antocianinas, flavonas, flavan-3-ois, flavondis e os flavanonéis. Nos compostos nao-flavondides

encontram-se os acidos fendlicos (benzdicos e cindmicos) e os estilbenos.

2.1.1. Compostos flavondides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos que se caracterizam por um esqueleto basico e
comum C6-C3-C6. A estrutura base consiste em dois anéis aromaticos ligados por um anel
pirano, - nucleo flavanico, Figura 1.

Os flavondides sdo os principais responsaveis pelas sensacdes gustativas dos vinhos e
pela cor, e encontram-se nas grainhas, na polpa e na pelicula das uvas. . De entre todos eles, as
antocianinas, os flavan-3-ois e as proantocianidinas, sdo quantitativamente os mais importantes e
sdo os principais responsaveis pela cor dos vinhos.

Os flavonbides podem encontrar-se no estado livre ou polimerizados com outros

flavonoides, agucares, ndo flavondides, ou ainda combinac¢des dos anteriores.
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Figura 1 - Estrutura geral dos principais flavonoides [10]

2.1.1.1.  Os pigmentos antocianicos — as antocianinas

Os pigmentos antocianicos séo responsaveis pela pigmentacao de cor viva, vermelha, azul
ou violeta encontrada na maioria das espécies do reino das plantas, nomeadamente nas peliculas
das uvas negras e tém uma estrutura baseada no catiao flavilio (2-fenil-benzopirilo), representado

na Figura 2.

+
HO 0 ‘
= Rz

OH

Figura 2 - Catido flavilio

O catiao flavilio € normalmente glicosilado na posicéo 3 (caracteristico da Vitis vinifera) e 5
e 0s aclUcares mais frequentes sdo os monossacarideos (glucose, galactose, ramnose e
arabinose), os dissacarideos e os trissacarideos. Estes aglcares podem ser acilados pelos acidos
cindmico, p-cumarico, cafeico, ferrulico e sindpico. A aglicona da antociana denomina-se

antocianidina. Nas castas e vinhos tintos, cinco antocianidinas tém sido identificadas: cianidina
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(vermelho alaranjado), peonidina (vermelho), delfinidina (vermelho azulado), petunidina e
malvidina (vermelho azulado) - Figura 3. A malvidina é considerada o composto mais
representativo em variedades Vitis vinifera [11].

Quimicamente, as antocianinas sdo antocianidinas glicosiladas correspondendo a
antocianidina aglicona obtida por hidrélise. A glicosilagdo permite uma maior estabilidade da
molécula de antocianidina [6]. As antocianinas diferem entre si, pela presenca de grupos (-OH, -O-
CHs) ligados aos cromoforos alterando o comprimento de onda de absor¢do maximo no visivel e

consequentemente as diferencas de cor na zona do vermelho [12].

Antocianidina R1 R2
Delfinidina OH OH
Cianidina OH H

Petunidina OCH, OH
Peonidina OCH;4 H
Malvidina OCH; OCH;

Figura 3 - Estrutura das antocianidinas correspondentes para os diferentes substituintes

Em solucdo aquosa, a 25°C e com pH variando entre 0 e 6, quatro espécies de moléculas
de antocianinas existem em equilibrio, a anidrobase A, o catido flavilio AH+, a pseudobase

carbinol B, e a forma chalcona C, cujas estruturas se mostram na figura 4.

Figura 4 - Estrutura das antocianinas em equilibrio em fun¢éo do pH (pH=1-6)
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A interconversao entre estas estruturas € dada pelo esquema seguinte [13,14]:

AH* Z=A+H* equilibrio &cido-base Q)
AH" + H,O =B + H* equilibrio de hidratagcéo 2
B =C equilibrio tautomeérico (3)

Estas reacdes sao endotérmicas, logo os equilibrios sdo funcdo da temperatura.

2.1.1.2. Os flavanois ou flavan-3-06is

Os flavan-3-ois, também designados de flavandis, sdo constituidos por um nucleo flavanico

gue é composto por dois anéis aromaticos e por um anel heterociclico piranico, Figura 5.

Figura 5 — Estrutura geral dos flavan-3-6is

Os compostos mais simples da familia dos flavan-3-ois sdo as catequinas e as
galhocatequinas apresentados na Figura 6.

R1T R2 R3
(+)-catequina OH H H
(-)-epicatequina H OH H
(+)-galhocatequina OH H OH
(-)-epigalhocatequina H OH OH

Figura 6 - Estrutura dos flavan-3-6is mais abundantes no vinho
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A importancia desta classe de compostos reside também no facto de serem a unidade
estrutural constituinte dos taninos, muito abundantes na natureza.

Os taninos enolégicos podem ser classificados em dois grupos: taninos condensados ou
proantocianidinas e taninos hidrolisiveis que sao compostos por taninos elagicos e taninos
galhicos, que libertam respetivamente o 4cido elagico e o acido galhico apos hidrélise &cida. S&o
constituidos também por glucose. Estas moléculas séo hidrossollveis e passam rapidamente para
solugdo no meio hidro alcodlico como o vinho. Este grupo de taninos encontra-se principalmente
na madeira de carvalho, castanheiro e outras espécies vegetais. No vinho, o acido elagico resulta
do contacto do vinho com madeira ou através da adicdo de taninos enoldgicos. O acido galhico
encontra-se nas peliculas e nas grainhas, existindo assim no vinho, podendo, no entanto, provir
de taninos enoldgicos ricos em taninos galhicos ou ainda da perda dessa molécula previamente
esterificada em unidades monomeéricas de epicatequina ou de epigalhocatequina.

Os taninos caracterizam-se por possuirem a capacidade de se combinarem com as
proteinas e outros polimeros, caracteristica esta que explica o seu poder adstringente provocado
pela precipitagdo das proteinas e glucoproteinas da saliva. Por outro lado, os taninos comportam-
se como clarificantes quando associados a proteinas formando produtos insollveis e floculentos
gue ao atravessarem as massas, englobam as particulas em suspensédo, tornando o liquido
limpido.

Os taninos tém também um papel preponderante na evolu¢do dos vinhos devido a sua
intervencao nos fendmenos de oxidacao-reducéo, associacdo e co-pigmentacao.

Durante a maturacdo das uvas verifica-se uma evolugéo da constituicdo em taninos, sendo
esta diferente e ndo paralela a das antocianinas. [6]

Por outro lado, a estrutura dos taninos das peliculas, grainhas e engaco € diferente, o que

implica que a composicdo dos vinhos em taninos seja dependente do processo de vinificagdo [11].

2.1.2. Compostos néo flavondides

Nos compostos nédo flavonoides encontram-se os acidos benzoico e cindmico e seus
derivados, assim como os estilbenos.
2.1.2.1. Os &cidos fendlicos e seus derivados

Foram identificados nas uvas e no vinho 7 acidos benzoicos, que se diferenciam pelos

substituintes no anel benzénico, Figura 7.
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Rs COOH
R4 Rz
R
Acidos benzéicos Rz R3 R4 Rs
Ecidn p-hidrodibenzdico H H OH H
Arido protocatéguico H OH OH H
Acido vaniico H OCH: OH H
cido galhico H OH OH OH
Acido siringico H OCH= OH OCHz
Acido saliclico OH H H H
Acido gentisico OH H H OH

Figura 7 — Acidos benzoicos [adaptado de [6])

Os acidos benzoicos apresentam-se na uva de Vitis Vinifera combinados a uma molécula
de glucose ou na forma de ésteres. Dos acidos derivados do acido benzoico, os mais importantes
sdo os acidos vanilico, siringico e salicilico que aparecem ligados as paredes celulares e
principalmente o 4cido galhico que se encontra sob a forma de éster dos flavan-3-ois.

Os outros acidos benzoicos existem em menor quantidade nas uvas na forma de ésteres e
no decurso da elaboragéo e conservacao do vinho, vao sofrendo uma hidrélise lenta e assim, no
vinho encontram-se quer livres quer combinados [9].

Na Figura 8 encontra-se representado o &cido cindmico e os seus derivados mais

importantes: o acido ferulico, o 4cido p-cumérico e o acido cafeico.

o
O
CH— CH— < CH— CH— <
OH OH
R=H Ac. p-cumdrico
R R=0OH Ac. cafeico
Acido cindmico OH R=OMe Ac. ferulico

Figura 8 - Estrutura do acido cinamico e seus derivados mais importantes [9]

Nas uvas, os acidos fendlicos sao principalmente os acidos hidroxicindmicos que se
encontram nos vacuolos das células das peliculas e polpas, sob a forma de ésteres tartaricos
designando-se entdo por acidos hidroxicinamiltartaricos de estrutura representada na Figura 9
[15].
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COOH
R 0 | R=H Ac. p-cumaroiltartarico
C— OH ,
| | R=0H Ac. cafeoiltartarico
H CH= CH— C— O— C— H o
| R=0OMe Ac. feruliltartarico
COQOH

Figura 9 - Férmula geral dos acidos hidroxicinamiltartaricos [9]

Os acidos cindmicos combinam também com antocianinas monoglucésidos formando
antocianinas aciladas. Do ponto de vista organolético, estes compostos ndo tém odor nem gosto
diferenciador, sdo, no entanto, precursores de aroma, sendo responsaveis por aromas como

couro, guache, fumo, tosta, etc.

2.1.2.2. Estilbenos

Os estilbenos tém 2 anéis benzénicos geralmente ligados por uma cadeia de etano, ou
possivelmente etileno. Quase todos os estilbenos possuem duas formas isoméricas (cis e trans),
sendo a forma trans a mais estavel. Entre os isémeros trans, acredita-se que o resveratrol, ou
3,5,4’-tri-hidroxiestilbeno, Figura 10, seja produzido por videiras em resposta a uma infecédo
fungica [16]. O resveratrol, esta localizado nas peliculas e, portanto, quanto maior for o processo
de maceracdo pelicular, maior sera a quantidade extraida deste tipo de compostos. Assim, 0
resveratrol € extraido principalmente durante a fermentagdo dos vinhos tintos e parece ter

algumas propriedades benéficas [6].

Estilbeno Ri R: Rs;
Ro
Ry Resveratrol OH H OH
e
O Resveratrolésido OH H  O-glucésido
Picetanol OH OH OH

Astringina OH OH O-glucosido

Figura 10 — Estrutura e formula quimica geral dos estilbenos [17]
]
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2.2. Sistema CIELab

O sistema CIELab foi o sistema utilizado para a quantificacdo e medi¢do da cor de acordo

com a Commission Internationale de I'Eclairage. Est4 organizado segundo um sistema de
coordenadas cartesianas representadas por 3 eixos ortogonais que traduzem com maior
precisdo a sensibilidade humana em relacéo a cor: a luminosidade (L*), a* e b*.
A luminosidade (L*) corresponde a transmitancia e varia inversamente com a densidade
corante do vinho. Os valores de luminosidade oscilam entre O (para uma amostra
completamente opaca) e 100 (para uma amostra completamente transparente), a* é a
componente verde/vermelho (a*> 0 vermelho, a*<0 verde) e b* é a componente azul/amarelo
(b*>0 amarelo, b*<0 azul), Figura 11.

A percecdo cromatica de uma amostra é definida essencialmente pela sua tonalidade e
pelo seu croma. A cromaticidade (C*) corresponde a maior ou menor intensidade da cor do

vinho e a tonalidade (H*) corresponde ao seu comprimento de onda dominante, Figura 12.

L*=100
+b*

_a'
Green

+a*

Red

L*=0

Figura 11 - Definig8o da cor usando o sistema L*, a* e b*



FCUP | 31

Novas tendéncias do Vinho Verde Tinto

WHITE

BLACK

Figura 12 - Defini¢do da cor usando o sistema L*, C* e H*

3. Metodo de processamento — Operaces pré-fermentativas

O processo de vinificagdo € um factor marcante para a obteng¢éo de vinhos de qualidade,
conjuntamente com as praticas culturais que levam a producgéo de uvas de qualidade.
O vinho tinto € um vinho de maceragédo. A duracdo e a intensidade da extragdo a partir das
peliculas, grainhas e peciolos, acompanhada ou ndo da fermentacdo alcodlica do sumo depende
das uvas utilizadas e do vinho que se pretende obter. A maceracdo é o meio pelo qual o endlogo
pode personalizar o vinho. Os vinhos Primeur sdo pensados para se beberem jovens, logo a
frescura e os aromas a frutos sobrepéem-se as concentragdes fendlicas, enquanto que os vinhos
Premium, requerem uma concentracdo de taninos suficiente para se desenvolverem ao longo do
tempo [6].

A vinificacdo de vinhos tintos na Regido dos Vinhos Verdes é realizada com tecnologia
tradicional, salvo algumas excegoes.

O processo tradicional de vinificag&do do vinho tinto consiste nas seguintes etapas:

- operacdes mecanicas apos colheita da uva (rececéo, desengace, esmagamento)

- encubacéo, onde ocorre a maceracao e a fermentacao alcodlica simultanea

- separacao do vinho a partir do mosto, por defecacado, sedimentacéo ou prensagem

- fermentacdes finais (fim da fermentacéo alcodlica e fermentacdo malo-lactica)

Estas etapas de vinificacdo séo flexiveis e podem ser adaptadas a diferentes situacoes,
conceitos e tipos de vinho, conforme o desejado. Existem por isso, técnicas de vinificagdo que
seguem uma outra ordem cronolégica e que procuram especialmente separar a fase de

maceracgao da fase de fermentagéo alcodlica.
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3.1. Maceracao a frio

A maceracgdo é a etapa da vinificacdo na qual os compostos fendlicos e arométicos sao
transferidos ao vinho. A qualidade organolética do vinho tinto esta diretamente relacionada aos
procedimentos adotados nesta etapa. Trata-se da cinética da maceracao.

Os fendmenos envolvidos sdo complexos e ndo sdo a causa direta da extracdo dos
constituintes da uva. Alids, existem alguns fatores que aumentam a extracdo dos compostos
fendlicos e outros diminuem essa concentracao.

A maceracao é controlada por varios mecanismos: [6]

- a extracao e a dissolugéo dos constituintes

- a difusd@o das substancias extraidas

- re-fixacdo das substancias extraidas no meio: peliculas, leveduras, grainhas, engacgo

- modificagcdo das substancias extraidas

Os fatores que favorecem a extracdo dos compostos durante a maceracdo podem ser
separados em 3 categorias:

Fatores quimicos
- dioxido de enxofre devido ao seu poder dissolvente

- etanol devido ao seu poder dissolvente dos compostos fendlicos

Fatores bioquimicos

- preparados enzimaticos para favorecer a extracdo dos componentes da pelicula

Fatores fisicos
- tempo de maceracéo
- controlo térmico da maceragao, remontagem, “delestage”
- temperatura da massa vinica
- afundamento das partes solidas
- numero e frequéncia das remontagens
- volume de liquido remontado/unidade de tempo
- relagdo fase sélida/fase liquida

- sistema de maceracéo /equipamento
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A maceracéo a frio € uma técnica de vinificacdo de origem francesa, criada para a uvas da
casta Pinot Noir [18] que permite a obtencdo de vinhos mais aromdaticos, nos quais as
caracteristicas varietais da uva sao ressaltadas, obtendo-se vinhos diferentes pelo seu caracter
frutado, pela sua fineza de boca e menores concentragbes de acetato de isoamila, quando
comparados com os elaborados pelo método tradicional.

A técnica tem sido usada com o objetivo de melhorar duas das mais importantes
caracteristicas do vinho: a cor e 0 aroma, aumentando a extracdo em meio aquoso de compostos
fendlicos e aromas das peliculas das uvas para os vinhos por extracao seletiva de antocianinas e
taninos que possa resultar num sabor menos agressivo, pois 0s taninos sdo mais sollveis em
alcool e os maiores responsaveis pela adstringéncia. Assim, a extracdo, nesta técnica, ocorre na
auséncia de etanol devido as baixas temperaturas de maceracdo que impedem a fermentagéo de
comecgar [19,20,21].

A concentracdo de antocianinas e fendis totais com uvas da casta Cabernet Sauvignon
ndo aumentou com a maceracao a frio, levando a considerar que a maceracgéo classica é a mais
adequada para a obtencéo de vinhos de Cabernet Sauvignon, mais ricos em compostos fenélicos
[22]. Por sua vez,os resultados obtidos com a casta Pinot Noir consistentemente mostram que a
maceracao a frio por si s6 ndo tem efeito ou tem efeito negativo na composi¢éo fendlica, a ndo ser
gue se aumente a concentracdo de SO, para 250 mg/L. Os mesmos resultados foram obtidos
para as castas Pinotage e Sangiovese [23].

Em estudo realizado para a casta Syrah, a maceracdo a 15°C durante 7 dias, extraiu um
teor de antocianinas praticamente constante ao longo do tempo, ao contrario de outros estudos
gue mostraram diminuicdo do teor a partir do 3°dia de maceracdo e provou que esta técnica
aumenta a extracdo de antocianinas e outros compostos fendélicos obtendo vinhos mais escuros,
azulados e menos castanhos [24].

Verificou-se, num ensaio realizado com a casta Merlot, que a maceracdo a frio pareceu
nao induzir melhorias a nivel aromatico, mas acima de tudo contribuiu para o aumento de corpo e
estrutura dos vinhos [25].

Em relacdo a andlise sensorial, Aleixandre et al em 2012 destacou a importancia da
maturacdo da uva Bobal e a duragcdo da maceracao pré-fermentativa a frio na qualidade do vinho
[26].

Para uma melhor andlise desta técnica vejamos o efeito de alguns fatores fisicos, mais

facilmente controlaveis.
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3.1.1. Efeito do tempo de duracgao
A dissolucéo de compostos fendlicos a partir dos sélidos existentes no mosto varia com o

tempo de maceracdo, mas nao existe proporcionalidade entre o tempo da maceracdo e a
concentra¢éo de compostos fendlicos conseguida [6], Figura 13.
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Figura 13 - Evolucéo da intensidade da cor e da conversdo dos compostos

O tempo de duracdo da maceracdo a frio € normalmente de 3-10 dias antes da
fermentacéo alcodlica [18]. O tempo de duracdo da maceracao € o fator que mais afeta a extracao
de compostos fendlicos, [27] mas também de outros compostos (proteinas e polissacéaridos) que
podem participar em posteriores reacdes de condensacao.

Quanto maior o tempo de maceracao, maior o indice de polifendis totais e a concentracdo
em taninos polimerizados, mas menor cor e menor concentracdo em antocianinas, nos vinhos

tintos da casta Bobal [26].

A extracdo de catequina e proantocianidinas aumenta com o tempo de maceracdo ao
contrério da extracdo de antocianinas que diminui apds alguns dias de maceragdo em mostos da
casta Babi¢. A diminuigdo da concentragdo de antocianinas, pode ser explicado pela formagao de

compostos de co-polimerizacdo com outros polifendis, normalmente proantocianidinas [27].
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Com maceracéo a frio, realizada numa sala arrefecida, a extragdo de compostos fendlicos
em vinhos da casta Mencia, é favorecida pelo tempo de duracdo da maceragdo [28] mas nao
existe diferenca no seu teor em compostos volateis [29].

A duracdo da maceracéo a frio num ensaio realizado com a casta Cabernet Sauvignon nao
teve efeito na extragcdo de compostos arométicos, mas sim na extragdo de acido galhico,
catequinas, epicatequina, taninos totais e cor. No entanto, no fim da fermentacdo n&o existiam
diferencas devidas a duracdo da maceracdo a frio. Os vinhos produzidos com 7 e 10 dias de
maceracdo a frio tinham mais taninos de grainha e taninos totais do que 0s vinhos sem este
tratamento, o que podera potenciar o aumento de adstringéncia [30].

A maceracao a frio de 12 dias em vinhos Syrah resultou em vinhos com maior teor de
compostos fendlicos e maior estabilidade da cor com tonalidades vermelho azulado do que a

maceracgao a frio com 8 dias ou a maceracéo tradicional [31].

3.1.2. Efeito da temperatura

A maceracao a frio ocorre normalmente a temperaturas entre 5-15°C [18,21,28].

A temperatura influencia a extragdo de polifendis na casta Babi¢, sendo significativa a
diminuicdo da extracdo de antocianinas (12%), fendis totais (8%) e proantocianidinas (32%)
guando a maceragdo ocorre entre 20-24°C comparada com a maceragdo sem controlo de
temperatura (19-29°C). A diferenca na extracdo afetou a intensidade mas ndo o tom de cor [27].

A maceracéo a frio, a temperatura controlada entre 5-10°C, durante 5 dias, realizada em
mosto de uvas da casta Tannat levou a uma extracdo inferior de antocianinas que o obtido por
maceracao tradicional. Tal facto podera ser explicado pela cinética de extracao ser mais lenta em

meio frio, devido & menor solubilidade das antocianinas a essa temperatura [21].

Heatherbell et al em 1997, demonstrou que a maceracdo a 10°C em vez de 4°C, a partir da
casta Pinot Noir, tem pouco efeito na composi¢do, mas a cor visivel € inferior, aumenta o aroma a
tabaco e amargor e reduz o aroma a frutos silvestres [32].Tal esta de acordo com o estudo
realizado para a casta Pinotage: a maceragéo a frio (4 dias a 10°C) € altamente recomendada
pois produz um vinho de alta qualidade com aroma intenso bagas/ameixa ao contrario da
maceragdo a 15°C durante 4 dias ambas combinadas com fermentagéo pelicular a 25°C, que

produz vinhos de menor intensidade aromatica e teor de polifendis totais [33].

3.1.3. Efeito do numero de remontagens e frequéncia das mesmas

Durante a maceracéo tradicional recorre-se frequentemente a meios mecéanicos que

intensificam a extracdo dos constituintes das partes solidas. A repisa é a operacao realizada com
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0s pés humanos ou com massas de madeira, com a fungdo de mergulhar a manta (as peliculas,
grainhas e engacos) evitando o desenvolvimento de bactérias acéticas, homogeniza a
temperatura, a concentracdo de agUcares, a populacdo de leveduras, permitindo uma boa difusdo
das substéancias extraidas. Esta técnica esta associada a vinhos de alta qualidade.

Para maiores producbes, a movimentacdo do mosto € realizado por bombagem, -
remontagem - aspiracao pela parte inferior e entrega pela parte superior da cuba, de modo que o
liquido irrigue toda a superficie da manta — pumping over , como se mostra na figura 14 ou por
repisa mecéanica da manta que recorre a dispositivos hidraulicos que procuram imitar a repisa

manual, como na Figura 15 [34].

Figura 14 - Cuba com pumping over

Figura 15 - Cuba com repisa mecéanica

O mergulho da manta é usualmente de 2-3 vezes/dia, com ou sem oxigenacao do mosto
de modo a facilitar o desenrolar da maceracao. Do ponto de vista fisico-quimico, as remontagens
favorecem a dissolucdo da matéria corante e dos taninos, dando origem a vinhos mais corados e
com um teor em compostos fendlicos mais elevado [3]. Tal € suposto acontecer na maceragéo a

frio: mais remontagens, maior extracao de cor e compostos fendlicos [6].
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3.1.4. Efeito da forma de arrefecimento

Uma das primeiras técnicas de arrefecimento das massas vinicas envolveu o uso de
permutadores de calor e cubas arrefecidas. Hoje em dia, baixas temperaturas sdo conseguidas
usando salas arrefecidas ou usando agentes congelantes. O agente congelante mais usado é o
gelo seco (CO; no estado sélido) que tem a vantagem de induzir um choque térmico, inibir a
atividade oxidativa das polifenoloxidases, remover o oxigénio do meio pela sublimacdo do gelo
seco, protegendo da oxidacdo os compostos aromaticos e 0s pigmentos [29,35]. O congelamento
superficial das uvas da casta Syrah, em salas arrefecidas, antes do esmagamento levou a vinhos
com concentracbes mais elevadas de antocianinas e compostos fendlicos do que o0s vinhos

obtidos com gelo seco [35].

3.1.5. Efeito do equipamento

O efeito da maceracéo a frio, no perfil aromético depende do tipo do fermentador utilizado:
o fermentador pumping-over € mais efetivo na melhoria geral do perfil aromético em vinhos da
casta Cabernet Sauvignon quando comparado com o fermentador com repisa mecénica [18]. Para

outras castas como a Pinot Noir a repisa mecénica produz melhor resultado que o pumping over

[6].

3.1.6. Efeito do uso de enzimas

O efeito da utilizacdo de enzimas ou de preparados enzimaticos que contém pectinases,
celulases, hemicelulases e proteases pectoliticas ha maceracgéo a frio ndo esta documentado, sé
existem estudos de maceracéo a temperatura ambiente.

As substancias pécticas do mosto encontram-se nas paredes celulares da pelicula do
bago. Apds o seu rompimento, estas substancias, libertam-se no mosto associadas aos destro¢cos
das paredes celulares. Uma grande parte é rapidamente hidrolisada por acdo das enzimas
pectoliticas da uva. O restante precipita posteriormente no final da fermentacdo por acdo do
etanol. Assim, o vinho estara praticamente desprovido das substancias pécticas existentes no
mosto. Atendendo ao facto de usualmente existir um deficit destas enzimas no mosto, tem-se
revelado de alguma utilidade a sua aplicacdo nas massas vinicas, no inicio da maceracéo, donde
resulta teoricamente uma maior extracdo dos compostos fendlicos, um ligeiro aumento nos teores
de taninos e antocianinas, proporcionando maior intensidade corante e melhor estabilizacdo da
cor dos vinhos.

Os estudos apontam para um aumento na cor e no teor de fendis totais nas castas

Grenache, Carginane, Zinfandel, Petite Sirah, Merlot e Monastrell. Na maioria dos estudos as
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pectinases nao tendem a aumentar o teor em .,“‘,;‘.,'_,mGlicose
antocianinas mas sim em aumentar o teor de outros m

fen6is nomeadamente em taninos, levando ao aumento A/DF:D

de pigmentos polimerizados. O uso de enzimas em

maceracao pré-fermentativa € capaz de modificar o perfil W Glicose 6-fosfato
aromatico de vinhos da casta Mencia [29]. A pureza da 0

enzima é importante pois caso estejam presentes as - |

glucosidases, as antocianinas podem ser convertidas em VW Frutose 6-fosfato
compostos instaveis, resultando na diminuicdo da cor \"“:

[3,23,36]. w‘PD

®-000000-® Frutose 1 6-diosfato
0

0
4. Meétodo de processamento - Fermentacéo 0000 — 0000 Gieaiio o

Dihidroxicetona
alcodlica fosfato (DHAP)
imn:) 0
4.1. Bioquimica da fermentacao alcodlica ’(@’ '-20‘
O primeiro conjunto de reagbes envolvidas na :Ag{m 01,3-d|fosfog||cerato
fermentagéo alcoodlica € designado por glicélise, trata-se D 7]
da transformacdo das hexoxes (glucose e frutose) em Hw
acido pirGvico e estd esquematizado na Figura 16. A ?m@}fosfogllcerato
glicdlise inicia-se com a fosforilacdo dos acucares, isto €, 0
a sua esterificagdo com Aacido fosférico, fornecido por 0
duas moléculas de ATP (adenosina trifosfato), sendo o ?m 2-fosfoglcerato
composto resultante a frutose-1,6-bisfosfato.
Seguidamente, este composto é cindido em duas trioses ?<@‘—/ o
— a di-hidroxiacetonafosfato e o gliceraldeido-3-fosfato. O &
gliceraldeido-3-fosfato, por sua vez, é oxidado por acdo : fosfoenolpiruvato
do NAD+, dando origem, sucessivamente ao 1,3- WD
bisfosfoglicerato, 3-fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato, ?";iA.T}?f

fosfofenolpiruvato e finalmente ao acido piravico. ;o 8
i 2000 écdo pirdvico piruvato)

Figura 16 — Via de converséo da glucose em acido

piravico
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Figura 17- Converséo do acido piravico em etanol

Durante a glicélise houve formacdo de 4
ATP,

consumidas na fosforilagcdo dos acglcares. H4 um

moléculas de duas das quais séo
ganho de 2 moléculas de ATP na conversdo da
glucose em piruvato. E este ganho que explica a
libertagdo de calor, caracteristica da fermentacéo

alcodlica.

O acido piravico resultante da glicolise é

descarboxilado, originando-se etanal (também
designado por acetaldeido ou aldeido acético) e
diéxido de carbono, e o etanal é reduzido a etanol

(&lcool etilico) — Figura 17 [34].

4.2. Fatores que influenciam a fermentacéo alcodlica

4.2.1. Temperatura da fermentacéo alcoodlica

Tendo em conta o0 mecanismo de extracdo e o da fermentagdo alcodlica, ndo € de

admirar que elevando a temperatura da fermentacao alcodlica do vinho, haja maior extracédo

de compostos fendlicos. Assim, vinhos produzidos a partir de Pinot Noir e Cabernet

Sauvignon eram mais coloridos conforme eram produzidos as temperaturas de 11.8°C,

21.3°C e 26.9°C. Mais tarde, outros estudos revelaram que ndo ha grande diferenca no teor

de antocianinas se a fermentacao ocorreu entre 15-30°C, mas ha uma grande diferenga no

teor de compostos fendlicos - pigmentos polimerizados. O aumento destes compostos deve-
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se ao aumento de extracdo de taninos. Se o tanino ndo estiver presente, havera menor teor
de pigmentos polimerizados. A formacdo de pigmentos polimerizados aumenta quando a
fermentagdo aumenta de 20°C para 30°C [23].

No que concerne a temperatura de fermentacdo alcodlica para a vinificacdo
tradicional de vinhos tintos, os melhores resultados obtém-se entre os 25-28°C. Diversos
trabalhos demonstraram que a temperatura influencia marcadamente a concentracdo de

etanol, de acido acético, de glicerol, de acetaldeido e de agucar residual [3].

Em estudo realizado com a casta Syrah, a extracao de antocianinas aumentou com a
maceragdo a frio (2°C durante 10 dias) quando combinada com a fermentagdo a baixa
temperatura (15-20°C) mas tal ndo sucede quando combinada com fermentacdo a
temperatura mais elevada (30°C) [37].

O aumento de extragdo de compostos fendlicos a temperaturas mais elevadas é
devido ao aumento da permeabilidade das células da pelicula a antocianina, ao aumento da
solubilidade dos compostos fendlicos no mosto, e ao aumento de extragdo dos taninos
durante a fermentacdo. O aumento de pigmentos poliméricos € devido ao aumento em

taninos para se combinar com as antocianinas [23].

4.2.2. Leveduras com ou sem inoculacéo

Ainda que toda a microflora contribua para a quimica do vinho, as leveduras detém o
papel principal, j& que promovem a fermentacao alcodlica transformando agucar em etanol e
diéxido de carbono, produzindo uma enorme quantidade de outros produtos. Atualmente séo
inoculadas estirpes selecionadas de Saccharomyces cerevisiae, mas anteriormente a
fermentacdo era espontanea, ocorria através de uma série de processos desempenhados
por varias leveduras/estirpes presentes nos bagos, que depende de uma vasta gama de
fatores, tais como as condi¢des climaticas, entre as quais temperatura, queda de chuva,
localizacdo geogréfica da vinha, aplicacdes de fungicidas, variedade e idade da vinha, bem
como o tipo de solo numa palavra ao “terroir” [38,39].

Existem leveduras com atividades metabdlicas variaveis, que permitem a elaboracao
de vinhos com caracteristicas sensoriais diferentes [12,40]. O maior interesse ha
aplicacdo de estirpes selecionadas € a repetibilidade e a fiabilidade do processo de
vinificacdo. A selecdo de estirpes mostra impacto na concentracdo de antocianinas ou

outros compostos fendlicos em vinho tinto [41,42].
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Existem muitos estudos para determinar o efeito das leveduras no perfil fenélico do
vinho tinto, no entanto, nenhum deles refere que o meio se encontrava estéril antes da
inoculagédo da levedura de modo a garantir que a levedura inoculada é a Unica levedura

presente ou é aquela que se encontra em maior concentragédo durante a fermentacao.

Num estudo realizado com vinhos das castas Gaglioppo e Magliocco, com 3 estirpes
da Saccharomyces cerevisiae foi interessante descobrir que as leveduras parecem exibir
uma aptidao diferente para adorver antocinaninas e taninos e a estirpe que obteve valores
mais elevados nos parametros de cor, ndo € a mesma que obteve valores mais elevados no
teor de taninos. Além disso, a interagdo entre a casta e a estirpe € importante, porque a
composicao fendlica da casta define a atividade de adsorcéo da levedura. Assim, a escolha
da estirpe levara a diferentes perfis fendlicos, ainda que em termos globais os parametros
observados foram semelhantes: 150mg/L fendlicos totais, de &cido galhico e antocianinas

em unidades equivalentes de malvidina -3-glucosido de 50mg/L [43].

Um estudo realizado com a casta Syrah com diferentes estirpes de S.cerevisiae
indica que a escolha da estirpe tem uma forte influéncia na composi¢cdo do vinho,
reconhecendo como que uma “assinatura” da estirpe no perfil aromatico e ndo aromatico,
assim como no teor de taninos no vinho [44].

O perfil aromético de vinho Cabernet Sauvignon de fermentacdo esponténea €
completamente diferente do perfil do vinho fermentado com leveduras inoculadas. A
fermentacdo espontanea é caracterizada por grandes quantidades de acidos gordos de
cadeia média, ésteres, terpenos e C13- norisoprendis, e a fermentacdo com leveduras
inoculadas tem mais aldeidos e alcoois de cadeia longa. A mistura de leveduras
espontaneas, como as Candida stella, Pichia fermentans e Metschnikowia pulcherrima, com
Saccharomyces cerevisiae melhora o perfil aromatico, a complexidade do vinho e a
definicdo de uma regiéo [40].

Em estudos conduzidos em mostos de Merlot, a Schizosaccharomyces pombe
mostrou ter capacidade para levar a fermentagéo alcoolica até ao fim e provou ser capaz de
reduzir o teor de acido malico enquanto aumentou o de piranoantocianinas, que € muito
positivo na estabilizagdo da cor do vinho. Outras estirpes ndo-Saccharomyces como
Metschnikowia pulcherrima (M. pulcherrima,) Lachancea thermotolerans (L. thermotolerans)
e Torulaspora delbrueckii (T. delbrueckii) foram inoculadas em sequéncia com a S.

cerevisiae influenciando as propriedades sensoriais do vinho [45].
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4.2.3. Taninos naturais ou adicionados

Os taninos elagicos tém capacidade de reagir com o oxigénio apresentando (OH) em
posicao orto, conferindo-lhes a propriedade de atuar como antioxidantes. Estes fenémenos
tém igualmente como efeito a diminuicdo dos riscos de oxidacdo da matéria corante.

Gracas ao efeito protetor, face ao oxigénio, das proantocianidinas das uvas e do
vinho, as antocianinas de cor vermelha (forma de catido flavilio) s@o mais resistentes a
oxidagdo, contrariando assim a polimerizagédo dos taninos e diminuindo a sua precipitagéo.
Para que a matéria corante seja estavel, é necessério que as antocianinas sejam
estabilizadas por combinagées com taninos, sendo portanto preferivel ter um vinho onde
existem mais taninos que antocianinas [25]. A adicdo de taninos ao mosto é uma proposta
para aumentar a intensidade e a qualidade da cor dos vinhos tintos. Num estudo realizado
com vinhos da casta Tannat, a adicdo de taninos promoveu a producéo de vinhos com mais
proantocianidinas e catequinas que a maceracéo fermentativa pelicular tradicional, mas nédo
aumentou a intensidade de cor. Os vinhos com maior teor de antocianinas e melhor cor
foram os da vinificagdo tradicional. Tal pode explicar-se porque 0s processos de
polimerizacdo podem conduzir & formagdo de moléculas suficientemente grandes para
precipitar, ou seja, ndo ha garantia de que os taninos comerciais, ainda que de origem
natural, normalmente de grainha e pelicula de uva, se integrem e comportem no vinho da
mesma forma que os naturalmente extraidos durante a vinificacdo. Sachi [23] é de opinido
gue comecar a fermentagcdo com altos teores de antocianinas e taninos favorece a sua
estabilizacdo por possivel reacdo com metabolitos da fermentagdo como acetaldeido e
acido piravico. No entanto, o0 aumento da concentragdo de taninos, por adi¢cdo, desde o
inicio da maceracdo ndo conduziu a resultados que se possam considerar positivos a nivel
da composicao fendlica e cor quando comparado com o processo tradicional para a uvas da
casta Tannat [46].

Num estudo com casta Merlot o0 resultado sensorial, ndo apresentou grandes
diferencas quer a nivel de aromas, gosto ou avaliacdo global entre os vinhos em que se
adicionaram taninos elagicos e 0s que se adicionaram taninos condensados. Do ponto de
vista analitico as diferencas foram visiveis, sendo que os vinhos em que se adicionaram
apenas taninos elagicos apresentaram valores mais elevados de cor, antocianinas totais,
pigmentos totais, fendis totais, taninos totais e poder tanante, devido a co-pigmentacao.

Pode-se assim concluir que os taninos elagicos contribuem positivamente para o
aumento de todos estes parametros, conforme era pretendido, com a vantagem adicional de

serem substancialmente mais baratos que os taninos condensados [25].
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4.2.4. Adicao de paredes de levedura / glutatido

O glutatidao é um tripéptido composto por acido glutamico, cisteina e glicina, com um

forte poder antioxidante. A nivel celular existe em 3 formas:

- na forma reduzida (GSH) cerca de 90% - Figura 18
- na forma oxidada (GSSG) - Figura 19

- mistura
o] O 0]
H\)\
N
HDJ\(\/LH OH
NH, o]
Figura 18 - Estrutura molecular do glutatido (GSH)
? w NH,
HC’\K\ )JVN\H/\/YOH
H O o
j\/\j\ H\jj\
HO™ ™ N/\’-r OH
: H
NH, O

Figura 19 - Estrutura molecular do glutatido dissulfito (GSSG)

O GSH, Figura 18, combina-se com o-quinonas formadas na oxidacao fendlica,
limitando essa oxidag&o. Este é sintetizado pela videira e encontra-se nas uvas, logo no
mosto e no vinho. Varios fatores podem influenciar a concentracdo de GSH no mosto, como
por exemplo, a exposicdo ao oxigénio, a atividade da tirosinase, 0 processo da maceracao
pelicular. A concentracdo de GSH pode aumentar ou diminuir durante a fermentag&o
alcodlica e ndo tem relacdo com a estirpe em causa, mas sim com o metabolismo da

estirpe, da quantidade inicial de GSH, do stress durante a fermentacdo, além dos
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parametros de crescimento de leveduras como pH, temperatura, pressao osmoética, etc. A
existéncia de GSH no mosto, podera levar a formacao de H.S, sulfidrico, que tem um odor
desagradavel a ovos podres. GSH adicionado a Cabernet Sauvignon branco mostrou ser
eficaz a limitar a concentracédo de 4,5- dimetil-3-hidroxi-2(5)H-furanone, que € um composto
volatil com forte odor a caril.

A adicdo de GSH pura ao mosto ou ao vinho é proibida. Mas a adicao de
preparagOes secas de leveduras inativas, paredes de levedura, extratos de leveduras ou
leveduras auto-lisadas, aumentam o teor de GSH no vinho, seja pela libertagcéo direta, seja
por permitir a assimilagédo de precursores de GSH pela levedura, levando ao aumento de
producdo de GSH durante a fermentacao alcodlica, limitando a oxidagéo da cor, protegendo

0S compostos aromaticos como tiois, ésteres e terpenos [47].

5.  Método de processamento - Operacdes pds-fermentativas

5.1. A fermentacdo malo-lactica com ou sem inoculacéo de bactérias lacticas

A fermentagdo malo-lactica (FML) corresponde a descarboxilacdo do acido malico
em acido lactico, pelas bactérias lacticas do vinho. Embora se designe de fermentacéo tal
termo ndo é exato, pois na realidade trata-se de uma reacao bioquimica atérmica de origem

enzimatica — a enzima malo-lactica [3].

O OH Q
HO e
0 OH
malic acid lactic acid

Figura 20 - Converséo do acido malico em acido lactico
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A enzima malo-lactica € um complexo proteico que catalisa a conversdo do acido L-
malico a acido piravico e este a &cido L-lactico, sem que o acido pirtvico seja libertado do
complexo proteico, Figura 20, e apresenta as seguintes caracteristicas principais:

- peso molecular elevado

- para a sua atividade precisa da coenzima NAD* (nicotinamida e adenina

dinucleétido no estado oxidado)

- a partir do acido L-mélico forma exclusivamente acido L-lactico

s

- 0 id0 Mn?%* é ativador

- 0 pH 6timo para a sua atividade é 5.75

Logo, os fatores condicionantes da atividade malo-lactica, sdo o pH, a temperatura
(inferior a 18°C sofre atraso), o SO, que tem uma acao inibidora, a concentragdo em etanol,
acucares redutores, aminoacidos e &acidos gordos também influem no crescimento das
bactérias.

Nos mostos existem bactérias lacticas de diversas espécies, nomeadamente,
Lactobacillus, Pediococcus e Oenococcus. Em geral, quanto mais madura se apresenta a
uva, tanto mais rico € o mosto em bactérias lacticas. A populacdo média do mosto é em
média de 10* células/mL. A fermentacéo alcodlica determina a queda dessa populacéo para
102 células/mL, com predominio da espécie Oenococcus oeni.

Para ocorrer a FML poderemos estimular as bactérias indigenas ou inocular estirpes
selecionadas. Para estimular as bactérias indigenas € comum manter o vinho novo em
contacto com borras de fermentacdo, que contém microrganismos, que em condicdes
favoraveis de temperatura e SO, se desenvolvem. Atualmente é normal a inoculacdo, apés
uma fase intermédia de aclimatacdo das bactérias ao vinho a inocular de modo a aumentar
0 sucesso da inoculacéo [34].

E frequente que, apdés a FML, os vinhos contenham aminas biogénicas, isto €&,
histamina, tiramina, feniletilamina, putrescina e cadaverina. As aminas biogénicas resultam
da descarboxilagdo dos aminoacidos. A histamina, por exemplo, deriva da histidina. Uma
forma de limitar o aumento do teor de histamina no vinho consiste na sulfitagcdo e trasfega
imediatamente ap6s o termo da FML ou na realizagdo de maceracao a frio pré fermentativa,
que inicialmente aumenta a extragdo de aminoacidos e a formacdo de aminas biogénicas,
mas que resulta no menor teor das mesmas no vinho final [48].

As principais modificacdes organoléticas do vinho devidas a FML é a diminuicdo da
acidez total, que em muitos casos se traduz num equilibrio gustativo mais favoravel, e no
aumento do teor de diacetilo. A este composto est4d associado o descritor de aroma

caracteristico de manteiga, que é tido como negativo na valorizagdo do vinho [34].
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Os constituintes fendlicos de baixo peso molecular resultantes da FML séo
independentes do facto desta ter decorrido espontaneamente ou por inoculagdo assim como
da estirpe inoculada [49,50]. O mesmo ndo se pode dizer quanto ao papel que as bactérias
lacticas tém na formagdo de aromas, nomeadamente a variabilidade da atividade de
algumas enzimas como as glicosidases, estearases, protéases que produzem quantidades
significativas de compostos arométicos, tendo-se conseguido determinar a relacdo entre a
espécie/estirpe e os compostos aroméaticos que produz [51].

5.2. Adicao de paredes de levedura

Os vinhos brancos e rosés, assim como a maior parte dos vinhos tintos, sao instaveis
do ponto de vista das precipitacdes tartaricas no fim do estagio. A possibilidade de os
estabilizar sem proceder ao tratamento pelo frio; mas unicamente a adicdo de um coloide
protetor biolégico e estavel (que faz parte da sua composi¢cdo natural) é perfeitamente
possivel com a utilizacdo de manoproteinas extraidas das paredes de leveduras [52].

5.3. Micro-oxigenacgao

A micro-oxigenagédo pode ser aplicada durante a vinificagéo e no envelhecimento.

Durante a vinificacdo, deve ser aplicada apés a fase log de crescimento das
leveduras, e permite melhorar a tolerancia destas ao etanol, melhorar a atividade
fermentativa, diminuir a formacéo de compostos sulfurosos e o tempo de duracdo da FA. A
micro-oxigenagdo ndo deve continuar apos atingir 10% de alcool, pois a partir deste teor as
leveduras consomem cada vez menos nutrientes, O; incluido e o excesso de O, no meio
pode levar a altera¢des na matriz [53].

A micro-oxigenacdo no envelhecimento, tem como finalidade trazer mudancas
desejaveis ao vinho, como estabilizar a cor do vinho, melhorar a boca (estrutura e textura),
diminuir a adstringéncia, reduzir o vegetal indesejavel e aromas herbaceos, aumentar notas
frutadas, remover sulfitos e diminuir a presenga de caracteristicas de reducdo. A micro-
oxigenacdo no envelhecimento, ocorre apds a FA, e antes e durante a FML, j& que desta
forma é garantida uma maior producdo de etanal, indispensavel para a formacéo de novos
pigmentos [54].

A aplicac@o desta técnica permitiu definir trés fases essenciais dentro da evolucao

dos vinhos — Figura 21. A primeira fase € denominada “fase de estruturagao”, durante a qual
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a presenca de aromas de vinhos jovens diminui, havendo um correspondente aumento do
caracter tanico reforcando assim o poder redutor. Os vinhos ganham intensidade havendo
um aumento das absorvancias a 520 e 620 nm. A segunda fase denomina-se por “fase de
harmonizagdo”, assiste-se a um aumento da complexidade aromatica dos vinhos, um
desaparecimento do caracter herbaceo, e diminuicdo da adstringéncia. E por ultimo a “fase

de saturagao” [54].

Fermentation
aromas

Varietal
aromas

Increase of tannins

Softening

Structuring Harmonisation Over oxygenation

Figura 21- Evolucao das fases organoléticas dos vinhos durante a aplicacdo do processo

de micro-oxigenacao [54]

A primeira fase da micro-oxigenacdo é denominada por estruturacdo quando 0s
taninos e antocianinas ainda estdo na sua maioria na forma monomérica simples e é
caracterizada por um aumento na agressividade e intensidade de taninos no paladar. Ao
mesmo tempo verifica-se um declinio correspondente na intensidade aromatica e
complexidade do vinho. O fim desta fase € determinado pela inversdo destas tendéncias
organoléticas levando a um amaciar do vinho. As caracteristicas aromaticas vegetativas
diminuem também neste momento. O sucesso desta fase depende das condicbes de
temperatura que se relacionam diretamente com a velocidade de consumo de oxigénio. Se
ndo houver presenca de oxigénio nesta fase, é natural que o vinho em questao apareca
mais reduzido e mais “duro” em boca.

A fase de harmonizagdo tem como principais objetivos:

- Atingir as qualidades desejadas ao nivel aromatico;

- Melhorar as qualidades sensoriais principalmente ao nivel dos taninos;

- Estabilizar os aromas redutores;

- Eliminar algumas caracteristicas herbaceas e outros defeitos restantes.
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A fase de harmonizacgdo é posterior a fase de estruturagdo: é o periodo de tempo
que vai do fim da FML até ao engarrafamento do vinho. Esta fase é caracterizada por um
aumento de suavidade dos taninos e complexidade do vinho de uma forma geral. Todas as
modificacbes que ocorrem sao irreversiveis ao contrario do que acontece na fase de
estruturacdo. A fase de harmonizagcdo contrasta muitas vezes com a fase de estruturacao,
uma vez que quanto mais longa for a fase de estruturacdo mais necessaria € a fase de
harmonizacédo. Esta fase, duma forma geral é sempre a mais longa e a mais dificil de seguir,
porque o vinho se torna cada vez mais sensivel. Os riscos sdo o desenvolvimento duma
adstringéncia e/ou uma maturacdo excessiva acompanhada pela perda de frescura e
expressao aromatica que se reduz. A temperatura tem também um papel importante nesta
fase. A dose ideal de oxigénio aplicada é determinada normalmente por prova, na procura
do maior beneficio aromatico, sem causar secura.

Se 0 vinho é micro-oxigenado por muito tempo, os taninos tendem a secar bastante e
tornam-se demasiado adstringentes. Varios fatores podem afetar os resultados obtidos
guando a micro-oxigenagdo € aplicada nos vinhos tintos, destacando-se como mais
importantes 0 momento de aplicagéo, as doses de oxigénio a aplicar e as caracteristicas

fendlicas do vinho [54].

O equipamento béasico para este tratamento inclui uma garrafa de oxigénio, um
sistema de dosagem e um micro difusor, como esta esquematizado na Figura 22. A
temperatura tem um papel importante na solubilidade do oxigénio e nas reagbes de
oxidagdo. O tratamento deve ocorrer a temperatura de cerca de 15°C [55].
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Figura 22 — Representagdo esquemética de um sistema de micro-oxigenagéo [55]
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Objetivo

O presente trabalho teve como principal objetivo a obtencdo de um Vinho Verde tinto
a partir exclusivamente da casta Vinhao, de maior grau alcodlico, alguma intensidade de cor
mas estavel, de componente aromatica caracteristica, sem ser excessivamente marcante,
menor acidez e adstringéncia, maior capacidade de conservacdo e envelhecimento, mais
suave, mais equilibrado quando comparado com o Vinho Verde tinto tradicional de modo a
obter maior aceitacdo por parte do mercado nacional e internacional atual.

Para tal, realizaram-se 2 ensaios, no primeiro optou-se pela maceracdo pré-
fermentativa de peliculas, polpa e grainhas, durante um curto periodo de tempo, 2 dias, a
frio, 10°C, seguida de fermentacdo alcodlica, sem maceragdo pelicular, em cuba inox,
aberta, a baixa temperatura, 16°C seguida de fermentacdo malo-lactica a 20°C e no
segundo seguiu-se o processo de vinificagdo tradicional em autovinificador, com maceracéo
pelicular fermentativa a 25-28°C durante 5 dias.

Para ambos os ensaios efetuaram-se diferentes analises fisico-quimicas e
espetrofotométricas de modo a caracterizar os diferentes compostos fendlicos, presentes
nas uvas, mostos e vinhos.

Por fim, e visto tratar-se de um Vinho Verde tinto para o consumidor atual, os vinhos

foram analisados sensorialmente por um painel de provadores qualificados.
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1.

1. Material e métodos

Plano experimental

O trabalho experimental foi realizado durante a vindima de 2017, na Adega

Cooperativa de Ponte da Barca (APB) a partir de uvas da casta Vinh&o.

O ensaio incidiu em todas as etapas do processo de vinificacdo, nomeadamente:

- as uvas da casta Vinhao, foram desengacadas/esmagadas de modo a ferir as
peliculas o suficiente para a sua abertura e libertacdo da polpa, mas sem

esmagamento da grainha;

- como operacdo pré-fermentativa foi ensaiada a maceragdo a frio, durante dois
dias a 10°C na presenca de peliculas e grainhas, numa “cama” de engago de modo
a permitir a remontagem e o arrefecimento exterior do mosto, durante este

periodo. A maceracao a frio foi realizada em 3 cubas refrigeradas;

- O mosto de cada uma das cubas foi retirado ap6s os 2 dias de maceracao a frio,

sem peliculas e grainhas, pela base e trasfegado para uma Unica cuba, cuba — mae;

- a fermentacao alcodlica foi realizada com controlo de temperatura, 16 + 1°C, numa
cuba de aco inoxidavel, com sistema de circulacdo de &gua, em parede
dupla, ligada ao sistema de refrigeracédo da adega constituido por um Schiller, até a
densidade ter atingido 1.001, num total de 14 dias;

- foi utilizada a micro-oxigenagdo com o equipamento MicroOX, com caudal de
5-6 mg/L de O, para arejamento do mosto, de modo a evitar aromas reduzidos ou a

acido sulfidrico;

- para a fermentagcdo malo-lactica (FML) foi inoculada bactéria lactica durante a

fermentacgédo alcodlica (FA) a 16°C;

- apos o término da FA, decorreu a FML durante 5 dias, a temperatura de 16-21°C;

- seguiu-se o repouso, durante 40 dias, em cuba de cimento selada situada na cave

da adega, apos correcdo de SO livre para 60mg/L e colocacado de pastilha Antiflor.
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Controlo bi-diario de temperatura, densidade e caracteristicas organoléticas, através
de andlises fisico-quimica e sensorial, durante todo o periodo de FA e FML. Como
coadjuvantes enoldgicos, foram adicionadas leveduras inativas OPTIRED, nutrientes de
fermentacdo FERMAID O e FERMAID E, levedura comercial Biodiva (Torulaspora
delbrueckii), levedura comercial Levedura HPS (Saccharomyces cereviseae var.
cereviseae), enzima pectolitica Prozym Thermo, bactéria lactica VP41-1STEP para FML e
aparas de madeira Blend Aragonés (Oenochéne)). O vinho seré designado por vinho de MF
ou vinho MF.

Foi retirada para garrafées, uma amostra de 5L do mosto de cada cuba de
maceracgao pré-fermentativa a frio, assim como da cuba-mée, num total de 4 garrafdes, que
seguiram o processo de vinificagdo da cuba-mde mas sem controlo de temperatura. A
vinificacdo decorreu a uma temperatura média de 23-25°C, até consumo total de &cido
malico e densidade 0,995, num total de 17 dias. Os vinhos obtidos s@o designhados por 68G,
69G, 70G e MFG. Espera-se que a realizacdo desta vinificagdo rudimentar em garrafdo

confirme os resultados do ensaio.

Em simultdneo decorreu o processo de vinificagdo tradicional, ver no anexo |, com
uvas da casta Vinhdo dos mesmos dias. A maceracdo aconteceu concomitantemente a
fermentacéo alcodlica, num auto-vinificador de cimento, a uma temperatura variada entre
24-28°C, tendo o vinho sido prensado quando a densidade atingiu 0.998, num total de 5
dias. A FML realizou-se em simultdneo com a FA com a inoculacdo da bactéria Oenococcus
Oeni Sparta.(Chr.Hansen). Como coadjuvantes enoldgicos foi adicionada levedura
Saccharomyces cerevisiae var.cerevisiae Fermol Clarifiant, nutriente de fermentagdo
hidrogenofosfato de diamonio, enzima pectolitica Endozym Rouge, taninos Fermotan liquid
(40% taninos elagicos + 60% TPA). Este é o controlo do ensaio — designado por vinho de VT
ou vinho VT

2. Amostras

As uvas utilizadas neste estudo séo da casta Vinhdo, em perfeito estado sanitario e
de maturacédo, entregues na Adega Cooperativa de Ponte da Barca durante os dias 19 e 20
de Setembro de 2017. Como amostra das uvas recebidas e utilizadas foram recolhidas

aleatoriamente cerca de 1Kg de uvas inteiras, que foram congeladas em saco de plastico.
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Foram retiradas tomas ao longo do ensaio que foram congeladas a -15-18°C, caso

dos mostos, ou refrigeradas a 4-6°C caso do vinho, segundo o esquema - Anexo |.

2.1.Preparacdo das amostras

As andlises as uvas foram realizadas ao seu extrato obtido segundo o procedimento
descrito por Darné e Madero-Tamargo [56]. Este consiste em:

Pesagem de 20 bagos congelados de uvas da casta Vinhao de cada um dos dias de
recolha, congeladas e colocadas em pequenos sacos de plastico para cada dia de colheita.
Os sacos foram colocados em congelador a -80°C durante cerca de lhora. ApOs esse
periodo os sacos foram colocados no liofilizador BenchTop Pro with Omnitronics até a
extracdo total da Agua. Neste caso cerca de uma semana.

Os bagos liofilizados foram pesados e a extragéo foi realizada com 3 porges de 100ml de
uma mistura de agua/etanol (1:1 v/v) usando um liquidificador (Ultra-Turrax, 19500 rpm),
durante 2 min. De seguida as soluc¢des foram filtradas com algodéao e centrifugadas a 4°C,
6000 rpm, 5 min. O etanol foi removido usando um evaporador rotativo até a obtengéo de
um volume inferior a 100ml. Perfez-se o volume de 100 ml de solucdo com agua

desionizada em baldao volumétrico.

Para as andlises de cor aos mostos foi decidido filtrar. Utilizamos filtros descartaveis

de seringa, de poliéster Chromafil Xtra Pet 45/25 de porosidade 0,45micron.

Para a realizagédo das analises fisico-quimicas aos vinhos foi decidido centrifugar as

amostras, numa centrifugadora Kubota KS-8000 durante 5 minutos a 3100 rpm.

3. Métodos

3.1. Anadlises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no laboratério da APB para controlo da
matéria-prima e do processo de vinificacdo e foram realizadas aos vinhos finais no

laboratério da Comisséo de Viticultura da Regido dos Vinhos Verdes (CVRVV).
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Os métodos utilizados pelas 2 entidades sédo por vezes diferentes, e disso se da

conhecimento ao longo deste capitulo.

3.1.1. Acidez fixa

A acidez fixa é dada pela diferenca entre a acidez total e a acidez volatil, expressas
nas mesmas unidades [57].

3.1.2. Acidez total

Segundo a OIV designa-se por acidez total de um vinho a acidez titulavel a pH=7,
ndo sendo compreendida a devida ao acido carboénico, sendo necessario desgaseificar

previamente [57].

2.1 Na APB o0 método consiste numa titulagdo potenciométrica com agitacdo
constante de 25,0mL de amostra, usando solucdo padréo de hidroxido de sédio 0,1M até a
obtencao de pH=7,0. Foi utilizado o titulador automético Crison TitroMatic 2S, equipado com
bureta de 10 mL de resolucdo 0,01 mL e elétrodo de pH 50 51 com sensor de temperatura
para compensacdo automatica da mesma, em duplicado. O resultado é calculado

internamente pelo equipamento e é apresentado em g/L acido tartarico [58].

2.2 No laboratério da CVRVV o método consiste numa analise por espectrometria de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) de compostos que apresentam bandas
de absorcao na regido da radiagéo infravermelha do espectro eletromagnético caracteristico
das ligacdes quimicas presentes na amostra. Foi utilizado um espectrémetro AVATAR 370
FTIR/UV-VIS Multispec equipado com o mddulo Peltier e amostrador automatico MSU. A
amostra é previamente desgaseificada em vacuo e utilizado um volume de cerca de 10 mL,
em duplicado. O espectro da amostra analisada apresenta bandas de absorgéo
caracteristicas de determinados compostos que sdo comparadas com o0s usados nha
calibracdo de cada um deles e assim determinado o seu valor analitico. O célculo é

realizado pelo software do equipamento em func&o da calibragéo [59].

3.1.3. Acidez volatil

A Acidez volatil é constituida pelo conjunto dos acidos da série acética presente nos

vinhos, quer no estado livre quer na forma de sal.
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3.1 Na APB a analise é realizada através de um método enzimatico, com um analisador
automatico Miura One: a enzima acetil-CoA sintetitase (ACS) catalisa a reacdo do acido
acético com a co-enzima A na presencga de adenosina-5'-trifosfato (ATP) produzindo acetil-
CoA.

Acetato + ATP + CoA ¢S — acetil-CoA+ AMP+PPi

Acetil-CoA + oxalacetato + H,O © — citrato + CoA

O oxalacetato consumido nesta reacdo forma-se a partir de acido malico na presenca de
malato desidrogenase (ver andlise de acido malico na APB).

O aumento da absorvancia a 340nm devido & formagdo de NADH € diretamente
proporcional a concentragdo de acido acético. O teor em &cido acético é calculado pelo

software do equipamento em fung&o da calibragdo [58].

3.2 No laboratério da CVRVV o0 equipamento e o tratamento dos dados é o mesmo que para
a acidez total. A acidez volatil & calculada pelo software do equipamento em fungéo da

calibragdo [59].

3.1.4. Acido L-malico

O é&cido maélico natural da uva é o isémero L(-)-malico [60]. E um dos é&cidos

organicos mais difundidos na natureza. E considerado um &cido fraco.

4.1 Na APB a analise é realizada através de um método enzimatico, com um analisador
automatico Miura One: a enzima L-malato desidrogenase (L-MDH) cataliza a oxidacdo do
acido malico a oxalacetato com reducdo simultdnea de nicotinamida adenina dinucleotido
(NADH)

L-malico + NAD* “MPH _; oxaloacetato + NADH + H*

Oxaloacetato + L-glutamato — L-aspartato + a-cetoglutarato
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O aumento da absorvancia a 340nm devido a formacdo de NADH é diretamente
proporcional & concentracdo de acido L-malico. O teor em &cido malico é calculado pelo
software do equipamento em funcéo da calibracéo [58].

4.2 No laboratério da CVRVV o equipamento e o tratamento dos dados € 0 mesmo que
para a acidez total. O teor em &cido malico é calculado pelo software do equipamento em
funcéo da calibracéo [59].

3.1.5. Acido tartarico

O 4cido tartarico da uva é o isbmero L(+)-tartarico encontrado em poucas espécies
vegetais, sendo a videira uma das poucas plantas onde ele esta presente em quantidade
elevada [60]. A concentracdo varia em funcéo da variedade da uva e do solo da vinha. E um

acido forte que interfere diretamente no pH do vinho.

5.1. Na APB a andlise é realizada através de um método colorimétrico, com um analisador
automatico Miura One: reacdo do &cido tartarico ou o sal com &cido vanadico para formar
um composto alaranjado em meio acido que pode ser medido a 492 nm. O aumento deste
composto é proporcional a quantidade de &cido tartarico ou tartaratos existentes na amostra.
O teor em acido tartarico é calculado pelo software do equipamento em funcéo da calibracéo
[58].

5.2. No laboratério da CVRVV o0 equipamento e o tratamento dos dados é o mesmo que
para a acidez total. O teor em acido tartarico é calculado pelo software do equipamento em

fungéo da calibragéo [59].

3.1.6. Acucares totais (glucose + frutose)

A D-glucose e a D-frutose séo os principais agUcares redutores na uva. A relagdo entre a
D-glucose e a D-frutose na uva madura é de 1, mas pode oscilar entre 0,74 e 1,12

dependendo da variedade da uva, a maturagéo e as condi¢des de fermentacéo.
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6.1. Na APB a analise é realizada através de um método enzimatico UV, com um analisador
automatico Miura One: a enzima hexoquinase (HQ) catalisa a fosforilacdo de D-glucose e de

D-frutose mediante a adenosina-5’-trifosfato (ATP)

D-glucose + ATP HQ_, Glucose-6-fosfato + ADP

D-frutose + ATP HQ_, Frutose-6-fosfato + ADP

A frutose-6-fosfato converte-se em glucose-6-fosfato na presenca da enzima fosfoglucose

isomerase (PGI).
PGI
Frutose-6-fosfato  _, Glucose-6-fosfato

Em presenca da glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), a glucose-6-fosfato (G6P) oxida
e forma-se a 6-fosfogluconato (6PG) com reducdo simultdnea de nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato:

", 6PG + NADPH + H*

G6P + NADP °
O aumento da absorvancia a 340nm devido a formacdo de NADPH ¢é diretamente
proporcional a concentracao de D-glucose+D-frutose existente na amostra. O teor em D-

glucose+D-frutose é calculado pelo software do equipamento em funcéo da calibragéo [58].

6.2. No laboratério da CVRVV o0 equipamento e o tratamento dos dados € o mesmo
gue para a acidez total. O teor em acuUcares totais (glucose+frutose) é calculado pelo

software do equipamento em fung&o da calibragdo [59].

3.1.7. Alcool provavel

Este parametro € avaliado em duas fases iniciais do processo de vinificagdo: numa
primeira fase é verificado o teor de alcool provavel das uvas, e numa segunda fase, anterior
a etapa de fermentacao.

O teor alcodlico provavel, como o nome indica, representa o teor de alcool que se

obtera no final da fermentacdo do mosto em analise. Este é determinado através de um
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refratbmetro cujo principio se baseia na determinacéo do teor de aclcares presentes (Grau

Brix) e assim, o conteudo potencial de &lcool no vinho [58].

3.1.8. Densidade de liquido

A densidade é a razdo entre a massa volumica do liquido a analisar e a massa
volumica da &gua destilada a 4°C, que é igual a 1. Na APB o equipamento usado foi um
densimetro de vidro [58].

3.1.9. Dio6xido de enxofre livre, combinado e total

Entende-se por “didxido de enxofre livre” o que se encontra sob as seguintes formas:

H.S03,HSO3 e SO3%, cujo equilibrio é funcéo do pH e da temperatura:

H,SO3; —» H* + HSO3-
HSO3; — H*+ SOz

Entende-se por “didxido de enxofre combinado” o que se encontra sob todas as
outras formas. Entende-se por “diéxido de enxofre total” o conjunto das diferentes formas de
dioxido de enxofre presentes no vinho, no estado livre ou combinado com os seus
constituintes, sendo por isso a soma do diéxido de enxofre livre e dioxido de enxofre
combinado.

O método utilizado na APB e no laboratério da CVRVV é o método de Ripper duplo.

O teor de didéxido de enxofre livre e combinado sdo doseados por titulacdo
potenciométrica, usando um Titulador Automatico Crison (CVRVV) e Crison TitroMatic 2S
(APB) equipados com uma bureta de 10 mL de resolugdo 0.01mL, eléctrodo de platina e
amostrador automatico, com uma solugéo padronizada de iodo. A quantidade analisada é de
25.0 mL, em duplicado.

O teor de dioxido de enxofre livre, combinado e total é calculado automaticamente

pelo software do equipamento [58,59].

3.1.10. Extrato seco total

Segundo a OIlV, desigha-se por extrato seco total de um vinho, o conjunto de todas

as substancias que nao se volatilizam, em condicdes fisicas tais que os componentes desse

extrato sofram o minimo de alterag¢éo durante o ensaio.
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O extrato livre de acucar é a diferenca entre o0 extrato seco total e 0s agUcares totais

(glucose + frutose).

O extrato reduzido € o extrato seco total diminuido dos acUcares totais excedendo

1g/L, do sulfato de potassio excedendo 1g/L, do manitol (se se encontrar presente) e de

todas as substancias eventualmente adicionadas ao vinho.

O extrato seco total € calculado indiretamente a partir de densidade especifica do
mosto e no caso do vinho da densidade especifica do vinho, livre de alcool [57].

3.1.11. Extrato ndo redutor

O extrato ndo redutor (ENR) € o extrato seco total subtraido dos acucares totais

(glucose + frutose) [57].

3.1.12. Massa volUumica

A massa volumica (p20) € 0 quociente entre a massa de um determinado volume de
vinho ou de mosto a 20°C e esse volume.

O método em causa consiste numa andlise por FTIR. A amostra € previamente
desgaseificada em vacuo e utilizado um volume de cerca de 10 mL, em duplicado. O

equipamento e o tratamento dos dados € o mesmo que para a acidez total [59].

3.1.13. pH

11.1 Na APB a determinacdo de pH é realizada pelo titulador automatico Crison Matic 2S
equipado com elétrodo de pH 50 51 com sensor de temperatura integrado, apos calibragcédo

com solugdes tampéo, pH =7,0 e pH=2,0 [58].

11.2. No laboratério da CVRVV o método, o equipamento e o tratamento de dados é o

mesmo que para a acidez total [59].
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3.1.14. Titulo alcoométrico volumico adquirido

Entende-se por titulo alcoométrico adquirido (TAVadq), o nimero de L de etanol
contidos em 100L de amostra, ambos medidos a temperatura de 20°C.

12.1 Na APB o método de andlise utilizado é o método Ebuliométrico que se baseia na
diferenca entre a temperatura de ebulicdo da &gua (100°C) e do etanol (78,3°C), a presséo
atmosférica (1atm). Com a temperatura obtida para a ebulicdo do vinho, interpola-se o disco

ebuliométrico e vé-se o teor alcoolico correspondente [58].

12.2 No laboratério da CVRVV o método, o equipamento e o tratamento de dados é o

mesmo que para a acidez total [59].

3.1.15. Titulo alcoométrico volumico total

Entende-se por:

1. Titulo alcoométrico volimico total é a soma do titulo alcoométrico volimico adquirido e

titulo alcoométrico volimico em poténcia.

2. Titulo alcoométrico volimico em poténcia é o numero de volumes de alcool puro a
temperatura de 20°C suscetiveis de serem produzidos por fermentacao total dos acucares

contidos em 100 volumes do produto considerado, a essa temperatura.

A legislacao Vitivinicola da Unido Europeia assume que o teor em agucar do mosto, em g/L,

multiplicado pelo fator 0,05943 corresponde a obtencdo de 1% vol. de alcool.
O titulo alcoométrico volumico total (TAVTot) € expresso pela seguinte formula
TAVTot = TAVadq + TAVP
em que:
TAVTot — é o titulo alcoométrico volumico total, expresso em %vol.;

TAVadq — é o titulo alcoométrico volimico adquirido, expresso em %vol.;

TAVP — € o titulo alcoométrico volimico em poténcia, expresso em %vol [59].
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3.2. Andlise de cor

A andlise de cor a todas as amostras foi realizada no laboratério do Departamento de
Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.

A andlise de cor é tradicionalmente realizada por espectrofotometria de UV-Vis
porque os compostos fendlicos tém capacidade de absorver UV e na luz visivel, visto serem
maioritariamente compostos coloridos.

A intensidade do espectro UV-Vis é atribuida a transigdo das orbitais tipo 1, que
depende do numero e da localizagdo dos grupos OH, OCH3 e do glucosido das diferentes
classes de polifendis. As interagdes intermoleculares e as condi¢cdes do meio (pH, metais,

SO;) definem a absor¢&o da matriz fendlica no UV-Visivel [55].

3.2.1. Determinagéo de polifendis totais

1. indice de fendis totais

O método do Indice de fenois totais baseia-se na capacidade que os anéis
benzénicos tém em absorver radiagdo na regido do ultra-violeta, sendo o seu comprimento

de absor¢cdo maxima a 280nm.

Para a determinagéo do indice de fendis totais utilizou-se um espetrofotometro UV-
Visivel Thermo Scientific de duplo feixe Evolution Array e células de quartzo de percurso
otico de 1mm. As diversas solu¢cbes foram medidas em relagdo a agua desionizada. Os
vinhos foram diluidos a 1:10 com uma solucado sintética de vinho (etanol/ agua 12% (v/v)

com 5,0 g/L de acido tartarico a pH 3,20).

O indice de Fendis Totais (IFT) é calculado através da seguinte expressao [57] :

IFT = Abs (280 nm) x f.d. f.d. =10
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3.2.2. Caracteristicas cromaticas das amostras

1. Intensidade de cor
Para melhor avaliar a cor determinou-se a absorvancia a 420nm (absorvancia
maxima para pigmentos amarelos) 520nm (absorvancia maxima para pigmentos vermelhos)

e 620 nm (absorvancia maxima para pigmentos azuis).

As absorvancias das amostras foram lidas hum espetrofotémetro UV-Visivel Thermo

Scientific Evolution Array, e em células de quartzo de percurso 6tico de 1 mm.

A 420 = as20/ 0.1

A intensidade corante é calculada pela soma dessas mesmas absorvancias [57] :

IC = (au20 + as20 + as20) X10

2. Indice de cor vermelha

O indice de cor vermelha é a absorvancia a 520 nm [57].

3. A Tonalidade

A tonalidade é convencionalmente expressa como sendo [57]:

T= Aso/As2o

4. Sistema CIELab

Para a determinacdo das coordenadas do espaco CIELab procedeu-se a
determinacdo do espectro de transmitancia dos vinhos para o espectro visivel de luz (360-

830 nm). As leituras foram efetuadas num espetrofotdmetro UV-Visivel Thermo Scientific
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Evolution Array. Cada ensaio foi realizado em triplicado e a leitura da transmitancia foi feita,

em relacdo a agua desionizada, em células de vidro de 2 mm de percurso 6tico.

Posteriormente, de modo a determinar os valores triestimulares (X, Y e Z) e as
respetivas coordenadas L* a* b* para cada vinho, foi utilizado um software desenvolvido
pelo Departamento de Fisica da Universidade do Porto. A determinagdo dos valores ocorreu
com a condi¢éo iluminante D65 e um angulo do observador de 10°.

Para o calculo dos parametros C* e H* utilizamos o software da Easyrgb a partir dos dados
CIELab anteriormente obtidos.

3.2.3. Constituicdo antocianica das amostras

1. Antocianinas livres totais (método de bissulfito)

CH,0 CH, O

- .,
<+
HO ) O‘T\ 208 J
! +SOH- —— ’
a”~on o on
H HO
Corada Incolor

Figura 23 - Equilibrio da antocianina com o anidrido sulfuroso

As antocianinas livres reagem facilmente com o anido bissulfito dando origem a um
aduto incolor, Figura 23. A medida que os vinhos envelhecem, as antocianinas evoluem,
levando a formacdo de novos pigmentos mais polimerizados e mais resistentes a
descoloracéo pelo bissulfito. A quantidade de antocianinas livres totais presente em cada
amostra foi determinada através de uma adaptacdo do método do bissulfito descrito por

Sommers e Evans em 1976 [61].

O ensaio consistiu em medir para um matraz 40,0 mL de HCI 2%, 2,00 mL de etanol
e 2,00 mL de cada amostra de vinho. Pipetou-se para 3 tubos de ensaio 10,00 mL desta
solucdo e 4,00 mL de solugédo de bissulfito de sodio 20%. No quarto tubo de ensaio foi

preparada a solucdo de referéncia, em tudo igual, mas em que a amostra de vinho foi
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substituida por agua desionizada. O contetdo dos tubos foi homogeneizado no vortex. Os
tubos foram deixados a temperatura ambiente ao abrigo da luz durante 20 minutos. Por fim,
procedeu-se a leitura da absorvancia da solucdo de todos os tubos, em células de vidro de
10mm de percurso 6tico num espectrofotobmetro UV-Visivel Thermo Scientific Evolution
Array, a um comprimento de onda de 520 nm.

A quantidade de antocianinas livres que reagiu foi determinada através da diferenca

entre a absorvancia da solucéo de referéncia e a absorvancia das amostras:

Aabs = Abs referéncia — Abs amostra

O teor em antocianinas livres totais presentes em cada amostra de vinho foi
determinado utilizando uma reta de calibracdo, obtida a partir de uma gama de

concentracdes de solugdes padréo de malvidina-3-glucésido:

[Vinho] (mg/L) = (Aabs - 0,00024)/ 0,0015

2. Quantificacdo de antocianinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-
DAD)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia permite a quantificacdo dos compostos
fendlicos com maior precisdo. Os compostos sdo quantificados gracas a sua separacao
apés a passagem na coluna HPLC. Apés a eluicdo, os compostos fendlicos podem ser
quantificados a diferentes comprimentos de onda usando um detetor UV-Vis [72].

As amostras foram analisadas diretamente e em triplicado por HPLC (Merck Ref.L-
7100) equipado com um detetor UV-VIS (Merck L-7420 A) por injecéo direta de 20 yL de
amostra, numa coluna Merck de fase reversa C18 ODS (250 x 4,6 mm d.i.) segundo o

método descrito na literatura por Oliveira et al em 2006 [62].

Os solventes utilizados foram:

A: HO/HCOOH 10% (V/V)
B: H,O/HCOOH/CHsCN (60/10 /30%) (VIVIV).
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Todos os cromatogramas foram obtidos a um comprimento de onda de 520nm, a
25°C (temperatura do forno), com um fluxo de 1,0 mL/min, de acordo com o gradiente

descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Gradiente de eluicdo utilizado na anélise das antocianinas totais.

Tempo Solvente A Solvente B
(minutos) (%) (%)

0 80 20

70 15 85

75 0 100

85 0 100

90 80 20

As antocianinas 3-monoglucésidicas e respetivos ésteres acetilados foram
identificados tendo por base os espectros UV/VIS e os tempos de retencdo dos respetivos
padrbes.

A concentracdo de antocianinas expressa em mg/L, foi determinada a partir da reta de
calibracdo
Conc. malvidina (mg/L) = 1,53 x 10 x area/ 11

obtida por andlise de padrbées de malvidina-3-glucésido.

3.2.4. Doseamento global de taninos

1. Taninos proantocianicos totais

A guantidade de taninos proantocianicos totais foi analisada diretamente nos vinhos,
com base no método descrito na literatura [63,64]. Este método baseia-se na reacdo de
Bate-Smith, que consiste na decomposi¢cdo dos taninos condensados (procianidinas e
prodelfinidinas - compostos sem cor) quando sujeitos a um meio acido e sob a acédo do

calor, libertando compostos corados — as antocianidinas.

Comecou por se preparar solu¢des 1:50, de cada vinho, com solugéo sintética de

vinho. Pipetou-se 4,00 mL dessa solucao diluida para um tubo de hidrélise e adicionou-se
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2,00 mL de agua desionizada e, por ultimo foi adicionado 6,00 mL de HCL de 37% para
assegurar que a decomposicdo dos taninos apenas se iniciava aquando do aquecimento
das solucdes. Para cada amostra realizou-se 0 ensaio em quadruplicado. Os tubos foram
rolhados e 3 deles foram aquecidos em banho seco previamente aquecido a 100°C, durante
30 minutos. O quarto tubo ndo foi sujeito a aquecimento, tendo permanecido o mesmo
periodo de tempo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ap6s o aquecimento, os tubos
foram arrefecidos em agua fria e mantidos ao abrigo da luz durante 10 minutos. Apds esse
periodo de tempo, os tubos foram retirados da &gua, adicionou-se 1,00 mL de etanol (para
estabilizar a cor das antocianinas) e homogeneizou-se a solugao no vortex.

Por fim, mediu-se a absorvancia de todas as solucdes (aquecidas e de referéncia) a
520 nm de comprimento de onda, em células de vidro de percurso 6tico de 10 mm, num

espectrofotdmetro UV-Visivel Thermo Scientific Evolution Array.

O valor de absorvéancia de cada amostra é obtido através da seguinte expressao:

Aabs = Abs amostra — Abs referéncia

O teor em taninos proantocianicos totais (g/L) nos vinhos, foi calculado usando uma

recta de calibracdo obtida a partir de soluc¢des padrao:

[Vinho] (g/L) = Aabs - 0,0178/ 0,0456

2. indice de dialise

O indice de didlise permite avaliar a complexidade estrutural dos compostos
polifendlicos presentes no vinho, através da determinacdo da percentagem de compostos
polimerizados que ficam retidos no interior de uma membrana de dialise (celulose; diametro
6.4 mm; cut off 12-14 KDa de peso molecular; porosidade média de 25 A de raio). O
procedimento experimental foi realizado de acordo com o procedimento descrito na literatura

por Glories e Mateus [65,66].

Pipetou-se 5,00 mL de vinho para o interior de uma membrana de diélise, com 25 cm
de comprimento, e colocada num frasco de didlise com 50,0 mL de solucdo sintética de
vinho previamente filtrada (0,45 uym). Simultaneamente, preparou-se a solu¢édo de referéncia

com 50 mL da solugéo sintética de vinho e 5 mL da amostra e colocou-se num frasco de
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dialise. Os frascos foram fechados e mantidos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
durante 24 horas. ApGs este periodo de tempo, foi medida a absorvancia das solucdes a
280 nm, num espetrofotdmetro UV-Visivel Thermo Scientific Evolution Array, utilizando-se
células de quartzo de percurso 6ético de 1 mm.

O indice é calculado através da formula seguinte:

ID = (do-d)/do *10
em que:
ID — indice de dialise
do — Absorvancia da solucéo de referéncia

d — Absorvancia da solucéo resultante da dialise

Todas as leituras foram realizadas em triplicado.

3. Poder tanante

O poder tanante dos vinhos caracteriza-se pela capacidade que alguns compostos
fendlicos possuem, nhomeadamente o0s taninos, de interagirem com as proteinas formando
agregados insoliveis. O poder tanante dos vinhos foi determinado por nefelometria de

acordo com o procedimento descrito na literatura por De Freitas & Mateus [67].

Preparou-se uma diluicdo 1:50 das amostras com uma solucdo sintética de vinho,
previamente filtrada (0,45 um). Seguidamente pipetou-se 4,00 mL desta solucédo para 4
tubos de ensaio, homogeneizado num vortex e efetuou-se a leitura da turbidez (Turbidez
branco).

Posteriormente, adicionou-se 150 uL de solugao aquosa de proteina albumina sérica
bovina (BSA) de concentracdo 0,8 g/L a cada tubo de ensaio. Homogeneizado num vortex e
guardado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 30 minutos. Apds esse
periodo, efetuou-se a leitura do valor de turbidez méximo (Turbidez amostra).

A leitura da turbidez foi realizada num turbidimetro HACH 2100 N, equipado com um
adaptador de células de 100x12 mm.

O poder tanante dos vinhos € expresso em unidades de turbidez (NTU/mL) e foi

determinado de acordo com a seguinte expressao:

Turbidez (NTU/mL de Vinho) = (Turbidez amostra-Turbidez branco)/ 0,08
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3.2.5. Precipitagdes com origem na constituicéo fenolica das amostras

1. Prova de estabilidade (alterac&o oxidéasica)

Para vinhos novos, insuficientemente sulfitados e provenientes de uvas atacadas
pela Botrytis Cinerea que segrega uma oxi-redutase, a lacase, ocorre frequentemente uma
degradacdo enzimatica dos compostos fendlicos, os quais se vao insolubilizando
progressivamente. A turvacdo que ocorre tem uma coloracdo acastanhada. A tirosinase,
podera ter uma acdo semelhante embora com menor intensidade. Os vinhos ficam com as
suas caracteristicas organoléticas alteradas. O teste de estabilidade para a alteracdo
oxidasica consistiu em colocar a amostra ao ar, ao abrigo da luz direta e do calor e verificar
a limpidez e a cor, ao fim de 24horas. Se o vinho se mantiver limpido, ndo ha risco de casse

oxidasica [59].

3.3. Andlise sensorial

Os vinhos em estudo foram provados, na sala de Prova da CVRVV, por um painel de
provadores qualificados constituido por 9 elementos.

A prova sensorial avaliou os parametros da cor, e limpidez, as sensacgfes olfativas e
gustativas de cada amostra de vinho que foi registado na ficha de prova - Anexo lll, onde os
provadores puderam classificar os vinhos numa escala de 0-10, em que 0 correspondia a
muito mau e 10 a muito bom.

Os vinhos em prova, foram identificados por um cédigo diferente, foram servidos a
temperatura ambiente (~20°C) e avaliados independentemente por cada um dos

provadores.
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I11. Resultados e Discussao

1. Asuvas

1.1 Analises fisico-quimicas

Nao se realizaram analises fisico-quimicas aos extratos de uvas devido ao elevado

teor de polissacéridos, que atuariam como interferentes nos métodos analiticos utilizados.

1.2 Analise de cor

Efetuou-se a caracterizacdo completa da cor das uvas, incluindo identificacdo e
doseamento de antocianinas e caracterizacéo global de taninos. Na adega, determinou-se o
alcool provavel, por refratometria para ter uma indicacdo do teor de acucares das uvas
Vinhado. O resultado obtido foi de 11.0 ° (% v/v) a 19.3°C o que indica um bom estado de
maturacao/selecdo das uvas para este ensaio.

Todos o0s ensaios foram realizados em triplicado a partir dos extratos de uvas anteriormente
preparados e os resultados obtidos para as 2 amostras estdo apresentados, pela média +

desvio padrao.

121  Determinacdo de polifendis totais

Para a determinacao de polifendis totais usa-se o indice de fendis totais (IFT).

Os resultados obtidos para as 2 amostras estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - indice de fendis totais para as uvas da casta Vinh&o (média + desvio padrdo)

19 Setembro 2017 20 Setembro 2017

indice de fendis totais 59.45 + 0.05 72.47 £ 0.06

O resultado obtido para os dois extratos € muito diferente: as uvas de 20 de
Setembro sdo mais ricas 21% em polifendis que as de 19 de Setembro. Tal facto podera

dever-se a ndo escolha das uvas, isto é, trata-se de uvas da casta Vinhdo em bom estado
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sanitario, rececionadas em 2 dias diferentes, de produtores distintos, provavelmente com
niveis de maturacdo diferentes e cada extrato de uva advir somente de 20 bagos. Logo, o
extrato de uva obtido é provavelmente pouco representativo do realmente rececionado. No
entanto, os resultados obtidos sdo superiores aos resultados obtidos por Jorddo et al em
2010, IFTtn=45,4 e semelhantes aos obtidos por Fernandes em 2009 IFTw=74,5 para
Touriga Nacional respetivamente. Esperava-se um valor superior ao da Touriga Nacional,

visto a casta Vinh&o ser uma casta tintureira, isto €, de polpa corada [68,69].

1.2.2 Caracteristicas cromaticas das uvas

As caracteristicas cromaticas analisadas estdo compiladas na tabela 3, 4 e 5 e

representadas nas Figuras 24, 25 e 26.

Tabela 3 - Caracteristicas cromaticas das uvas Vinhdo (média + desvio padréo)

19 Setembro 2017 20 Setembro 2017

Intensidade de cor 25.4+0.3 38.2+0.2
indice de cor vermelha 161+1 245 + 2
Tonalidade 0.405 + 0.003 0.3963 + 0.0008

Intensidade de cor - uvas
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Figura 24 — Gréaficos comparativos da intensidade de cor de uvas Vinhédo

69



70

FCUP

Novas tendéncias do Vinho Verde Tinto

A Figura 24 mostra que a intensidade de cor das uvas de 20 Setembro € superior em
50% a intensidade de cor das uvas de 19 de Setembro, enquanto o indice de fendis totais, é
superior em 20%. O resultado obtido é superior ao resultado obtido por Fernandes em 2009
para a Touriga Nacional, ICtn= 21,4 provando a diferen¢a do Vinh&o ser uma casta tintureira
[69].

indice de cor vermelha - uvas
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Figura 25 — Gréaficos comparativos do indice de cor vermelha de uvas Vinhédo

A tendéncia no indice de fendis totais entre os extratos de uvas & corroborada na
intensidade de cor e no indice de cor vermelha — Figura 25. A relacdo entre o indice de cor
vermelha e a intensidade de cor, designa-se por % vermelho na cor e é a mesma para 0s 2
extratos, isto é, a % cor vermelha é de cerca de 64% da cor total. Trata-se de extrato de
uvas tintureiras, logo entre os constituintes das peliculas e da polpa encontram-se as
antocianinas, o maior responsavel pela cor vermelha. A diferenca de tonalidade entre os 2
extratos é praticamente nula, como se pode confirmar na Figura 26..

O resultado obtido é inferior ao obtido por Fernandes em 2009 para a TN, Tww=0,625,

e deste modo mostra 0 peso que a componente vermelha tem na cor da uva Vinhao [69].
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Figura 26 — Gréafico comparativos da tonalidade do extrato de uvas Vinh&o
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Realizou-se a andlise espetrofotométrica dos 2 extratos de uvas de modo a
apresentar o resultado no sistema CIELab. Os dados estdo apresentados na tabela 4 e
representados nas Figuras 27 e 28.

Tabela 4 - Pardmetros cromaticos no sistema CIELab para os extractos de uvas Vinhédo

X A Z L* a* b* c* He
19-Set 14,29 6,98 2,89 31,76 60,24 22,38 64,26 20,39
20-Set 7,46 3,41 0,22 21,61 52,13 34,05 62,26 33,15

Os resultados sdao muito diferentes, em todos os parametros, dos obtidos por Araujo
em 2004 para uvas da mesma casta, da mesma regido, com outro método de extracdo das
antocianinas [55].

Uvas- L* a*b*

b* a*

=19 Set =—l=20 Set

Figura 27 — Gréfico comparativo da cor dos extratos de uvas no sistema CIELab (L*, a*b*)

Os resultados obtidos mostram maior componente vermelha, a*, menor componente
amarela, b* e maior luminosidade para o0 extrato das uvas de 19 de Setembro quando
comparada com o resultado da analise para as uvas de 20 Setembro. Tal resultado parece
estar em desacordo com os resultados anteriores, nomeadamente, a % de vermelho que é
igual para ambos os extratos. A maior luminosidade no extrato do dia 19 confere menor
profundidade, menor opacidade que est4 de acordo com menor teor de polifendis, menor
IFT.
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Caracteristicas cromaticas a* vs b* - uvas
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Figura 28 — Gréfico comparativo da cor dos extratos de uvas no sistema CIELab (a*b*)

No plano a* vs b*, Figura 28, encontramos pequena diferenca entre os 2 extratos,

podendo considerar-se pertencentes ao mesmo grupo. Tal facto é também percetivel na

Figura 29.

Uvas L* vs C*
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Figura 29 - Grafico comparativo da cor dos extratos de uvas nas coordenadas L* vs C*

A luminosidade corresponde a transmitancia e varia na razdo inversa da intensidade

de cor. A cromaticidade corresponde ao comprimento de onda dominante que caracteriza a

tonalidade. A Figura 29 comprova o anteriormente sugerido pois apresenta maior

luminosidade, logo menor intensidade de cor para 19 de Setembro e igual cromaticidade.
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1.2.3. Constituicdo antocianica das uvas

1. Antocianinas livres e totais (método de bissulfito)

As antocianinas livres reagem facilmente com o anido bissulfito dando origem a um
aduto incolor. A descoloragédo foi praticamente instantanea. Os resultados obtidos para este
ensaio estéo representados nas Figuras 30 e 31.
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Figura 30 - Grafico comparativo do teor de antocianinas livres e totais nas uvas Vinhdo (mg/L)

Antocianinas livres e totais - uvas
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Figura 31 - Grafico comparativo do teor de antocianinas livres e totais para as uvas

Vinh&do (mg/kg uva)

O teor de antocianinas livres e totais pelo método de bissulfito é superior nas uvas de
20 de Setembro em comparacdo com as de 19 de Setembro, conforme se pode ver nas
Figuras 30 e 31. Tal resultado corrobora os resultados obtidos na intensidade de cor, no

indice de cor vermelha e no IFT. Ambos os resultados séo inferiores aos obtidos por
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Castillo- Sanchez em 2008 para uva da mesma casta que entre 2000-2002 obteve o teor de
antocianinas entre 1835 e 2000 mg/L [70Q].

Comparando com a Touriga Nacional o resultado obtido para o teor de antocianinas
é inferior ao obtido por Fernandes et al, em 2010 de 1653 mg/L, mas superior ao valor
obtido por Jord&o et al no mesmo ano de 1125 mg/Kg uva [68, 71].

2. Quantificacido de antocianinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLP-DAD)

As antocianidinas-3-monoglucésido e respetivos ésteres acilados foram identificados
com base no respetivo espectro UV-VIS e tempo de retengdo. O cromatograma obtido &

igual para ambas as amostras como esta apresentado na Figura 32.
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Fiaura 32 - Cromatoarama de HPLC-DAD das antocianinas monomeéricas presentes nas uvas Vinhdo
Legenda:
1: delfinidina 3-glucésido 6: delfinidina 3-acetilglucésido 11: cianidina 3-cumaroilglucésido
2: cianidina 3-glucosido 7: petunidina 3-acetilglucésido 12: peonidina 3-cafeoilglucésido
3: petunidina 3-glucésido 8: peonidina 3-acetilglucésido 13: petunidina 3-cumaroilglucésido
4: peonidina 3-glucésido 9: delfinidina 3-cumaroilglucésido 14: peonidina 3-cumaroilglucésido
5: malvidina 3-glucésido 10: malvidina 3-acetilglucésido 15: malvidina 3-cumaroilglucésido
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O perfil antocianico é um bom marcador quimico para caracterizar diferentes
variedades pois € caracteristico da casta e independente do local de producéo. Fatores nao
genéticos, como o ambiente ou as préaticas culturais tém relacdo forte com o teor de
antocianinas, mas nao no perfil qualitativo das mesmas. [8] A caracterizacdo dos compostos
fendlicos (coloridos e nado coloridos) das uvas é importante devido ao efeito conjunto para a
cor do vinho: durante o processo de vinificacdo, novos e mais estaveis pigmentos formam-
se da reacdo entre as antocianinas e os flavonois. Além disso os teores de alguns
componentes nao coloridos (incluindo flavonéis, &cidos fendlicos e flavan-3-ois) influenciam

a co-pigmentacédo que é a responsavel por 30-50% da cor dos vinhos novos [72].

Segundo Dopico-Garcia et al., em 2008, o teor de antocianinas € para a casta Vinhdo
cerca de 97% do total de compostos fendlicos existentes sendo a casta com menor teor de
compostos nédo coloridos entre 10 castas tintas da regido do Vinho Verde [72].

Segundo Dopico-Garcia et al, 2008, e corroborado por Aradjo, 2004 a malvidina
glucésido é para a casta Vinhdo a antocianidina glucésido mais importante (50% foi o
resultado obtido) seguida da delfinidina glucésido com um teor esperado de 15-32% (20%),
a petunidina glucésido de 13-22% (14%), e para a cianidina glucésido de 1.8-3.5% (3%) e

baixo teor de derivados cumaricos, como se pode observar na Figura 33 [72,73].

Antocianinas - uvas Vinhao

150,00

100,00 |_

50.001
0,00 - — e O B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

monoglucosido

identificagao de antocianinas monomeéricas

mg/L equivalente de malvidina-3-o-

B19-Set O20-Set

Figura 33 — Representacéo gréfica do teor das antocianinas monoméricas

identificadas nas uvas Vinhao

As antocianinas glucosiladas (1-5) constituem, em ambas as amostras, 0 grupo mais
importante, 90%, sendo seguidas pelas cumarilglucosiladas (9,11,13-15) 7%. A andlise das
Figuras 32 e 33, mostra que entre as antocianidinas-3-glucosido, a malvidina e os respetivos

ésteres (5,10 e 15), sdo os que tém maior teor, num total de 50-60%.
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A razdo entre as antocianinas com trés substituicbes no anel lateral e as
antocianinas com duas substituicGes apresenta o valor médio de 8,0 para as uvas em
estudo. Esta razdo esta relacionada com as atividades enziméticas responsaveis pela
biossintese das antocianinas. Roggero et al., apds estudo do metabolismo das antocianinas
durante a maturacédo de uvas Syrah afirmam que € provavel que as diferengas percentuais
entre as diferentes antocianinas sejam determinadas por diferentes atividades das enzimas
flavondide-3’-hidroxilase (FH) e metiltransferase (MT) [74] Assim, por exemplo, uma forte
atividade da enzima flavondide-3’-hidroxilase leva a um aumento de delfinidina se a
atividade da enzima metiltransferase for fraca ou a um aumento de malvidina se a atividade
desta ultima enzima for forte. Se a atividade de FH é baixa e a de MT é elevada entdo é
provavel que se acumule peonidina e que haja baixa producéo de delfinidina. Se a atividade
das duas enzimas for baixa entdo, acumula-se cianidina [75].

O resultado obtido para o teor de antocianinas por este método, HPLC, é muito
inferior ao resultado obtido pelo método do bissulfito, (707-1175 mg/L vs 182-285 mg/L).
Esta diferenca foi previamente documentada por Rivas-Gonzalo et al em1992 e € atribuida
ao facto de o HPLC s6 detectar antocianinas monomeéricas livres, enquanto o método de

bissulfito avalia parte dos polimeros que ainda sao sensiveis ao efeito do bissulfito [76].

Antocianinas -uvas Vinhao

5000

4000

3000
2000

1000

0' ||||||||||-._I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Identificagcdo das antocianinas monoméricas
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M média de 19 e 20 Set m[72] [73]

Figura 34 - Representacéo comparativa do teor de antocianinas monoméricas mg/Kg uva

Vinh&o entre varios estudos

Comparando os resultados obtidos com os de outros estudos para a casta Vinhao,
podemos confirmar que existe uma grande variabilidade no teor de cada antocinanina, como
esta representado na Figura 34. No entanto, a relagcdo quantitativa de cada antocianina
relativamente ao total, Figura 35, mostra que essa relacédo é muito proxima entre os estudos
e os resultados obtidos.
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Relacao entre as antocianinas - uvas

60,00%

30,00%

0,00% - —_— .-.-.lJ-.
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B média uvas 19 e 20 Set [72] H[73]

Figura 35 — Representagao comparativa do teor de antocianinas monoméricas nas uvas Vinhdo entre varios estudos

Apesar de dispares numa primeira leitura, Figura 34, os resultados obtidos a nivel
qualitativo e quantitativo comparam-se com o perfil de antocianinas obtidos por outros
autores para a casta Vinhao, conforme Figura 35.

Segundo Araujo em 2004 existe uma relacdo forte entre o IFT e o teor de
antocianinas. Como s6 temos o0s resultados de 2 amostras, comparou-se com a Touriga
Nacional [69,73].

Os resultados da TN encontram-se representados na Figura 36 e corroboram a teoria
de Araujo (R?= 0,92, p < 0.05). Os resultados obtidos para a casta Vinh&o séo inferiores aos
da Touriga Nacional, mas indiciam um comportamento paralelo, mostrando que nas uvas a

cor é devida principalmente as antocianinas.
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Figura 36 — Gréfico da correlacéo IFT vs antocianinas (bissulfito) para uvas
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1.2.4. Doseamento global de taninos

1. Taninos proantocianicos totais

Nao se realizou este ensaio para as uvas devido ao aglUcar presente nas mesmas
produzirem substancias secundarias durante o aquecimento que afetam a leitura a 520nm,

tornando os resultados inconclusivos [77].

2. Indice de dialise

Este ensaio apenas foi realizado para as uvas do dia 20 de Setembro e os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultado do indice de diélise para o extrato de uvas (média + desvio padrio)

19 Setembro 2017 20 Setembro 2017

indice de didlise (%) - 4.10 +0.01

O indice de dialise, esta relacionado com a estrutura e a carga dos taninos.
Moléculas grandes ou fortemente carregadas passam pelos poros da membrana mais
devagar do que moléculas pequenas ou fracamente carregadas. O indice de didlise
corresponde a quantidade de compostos fendélicos de maior massa molecular ou maior
carga, como taninos condensados poliméricos, complexos tanino-polissacaridos, pigmentos
polimerizados, etc, que ficaram retidos na membrana, pois a membrana permite a difuséo
dos compostos de baixo peso molecular e fracamente carregados mas retém os de maior

peso molecular.

3.Poder tanante

O poder tanante caracteriza-se pela capacidade que alguns compostos fendlicos
possuem, nomeadamente os taninos, de interagirem com as proteinas formando agregados
insollveis, neste caso a proteina escolhida € albumina de soro bovina (BSA). O poder
tanante foi determinado por nefelometria de acordo com o procedimento descrito na
literatura por de Freitas & Mateus [67]. Os resultados obtidos encontram-se representados

na Figura 37.
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Figura 37 - Gréfico comparativo do poder tanante das uvas Vinhdo del9 e 20 de Setembro

O poder tanante, também designado indice BSA, é proporcional a quantidade [78] e
ao tamanho dos taninos que reage com a proteina, na gama de tetramero a octamero, pois
cré-se que estruturas mais pequenas que tetrdmero ndo conseguem precipitar a BSA
[79,80]. A ligagdo dos fendis com as proteinas pode ocorrer de diversas formas e o
mecanismo de interacdo entre os fendis e a proteina ainda ndo € consensual.

Quimicamente, proteinas e polifendis podem interagir por ligagbes covalentes,
irreversiveis, e ndo covalentes, reversiveis, que permitem transi¢cdes estruturais e funcionais
dos compostos polifendlicos. Segundo Harbertson em 2014 pode ocorrer um efeito
sinergético em misturas de baixa concentracéo de taninos [79].Nas uvas existem taninos na
pelicula e nas grainhas (sobretudo condensados), ndo se trata maioritariamente de
compostos fendlicos de massa molecular elevada porque o indice de dialise é baixo, o que
confirma que a concentracdo de taninos condensados € baixa, trata-se sobretudo de taninos
pouco polimerizados.

1.3. Andlise sensorial

N&o realizamos andlise sensorial as uvas em questao.
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2. Os mostos

2.1. Anélises fisico-quimicas

S6 foram realizadas analises fisico-quimicas ao mosto ao longo do processo para

controlo da vinificacdo. Ver Anexo Il.

2.2. Analise de cor

2.2.1. Determinacdo de polifenois totais

Para a determinacao de polifendis totais usa-se o indice de fendis totais.
Os resultados para as 7 amostras estdo apresentados na Tabela 6 e representados
nas Figuras 38,39 e 40.

Tabela 6- indice de fendis total para os mostos de Vinhdo (média + desvio padréo)

Cuba 68 Cuba 69 Cuba 70 \Va)
ldia 243+04 229+0.2 174+0.3
2dias 34.1+0.1 31.2+0.1 22.0%+04

5 dias 59.2+0.1

indice de fendis totais - mostos

~J
3]

o)
=]

[

w

H
H

Indice de Fendis Totais

o
H

68 69 70 VT

cubas de maceracdo

1 dia m 2 dias m 5 dias

Figura 38 - Grafico comparativo do indice de fendis totais dos mostos de Vinhdo
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Os resultados obtidos para as 3 cubas de maceracao a frio sdo um pouco diferentes
entre si, como se pode ver na Figura 38. Tal facto pode advir da ndo escolha das uvas no
enchimento das cubas, isto é, trata-se de uvas da casta Vinhdo em bom estado sanitério,
rececionadas em 2 dias diferentes, 19 de Setembro, a cuba 68, e 20 de Setembro, as cubas
69 e 70, de produtores distintos provavelmente com niveis de maturacdo diferentes. As
cubas sofreram 3 remontagens durante os 2 dias de maceracgao a frio.

Para cada cuba, os resultados sdo concordantes, no sentido em que quanto mais
tempo de maceracao a frio, maior o teor de fendis retirados das peliculas e grainhas, como
esta representado na Figura 39 [24].

Indice de fendis totais - mosto / tempo de maceracio

75

50

IFT

25

MF VT

tempo de maceracdo

m1dia m2dias 5 dias

Figura 39 — Evolucgéo do indice de fendis totais/ tempo de macerac¢ao/ processo de vinificagao

Se se comparar os resultados obtidos com os de outros estudos de maceracéo a frio,

representada na Figura 40, podemos confirmar que existe variabilidade.
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Indice de fendis totais - mostos / tempo de maceragdo
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Figura 40 — Evolugé&o do indice de fendis totais/ tempo de maceragdo/ processo de vinificagcéo

Assim, quanto a ordem de grandeza est4 em sintonia com os resultados obtidos para
a casta Tannat (IFT was =81), semelhante ao Vinh&o (IFTwas= 72), que numa maceragao pré-
fermentativa durante 5 dias, a 5°C - 10°C tinha, no fim do 2°dia, um IFT mesto = 25, ou
IFTmosto=35 no fim de 5 dias a 15°C, proximo do IFT mesto dO €nsaio que em média € de 29,
isto é, os resultados obtidos ao fim de 2 dias de maceracédo pré-fermentativa a 10°C para a
casta Vinhdo encontram-se no intervalo entre os resultados obtidos para a casta Tannat

com maceracgao pré-fermentativa a 5-10°C e a maceracao pré-fermentativa a 15°C [21,46].

O mosto do Vinhao Tradicional (VT) tem um periodo e uma temperatura superior de
maceracao, visto incluir a fermentacado alcodlica (FA). O IFT obtido encontra-se no intervalo
entre a vinificacdo tradicional para a casta Tannat (VT [21] na Figura 40) e o de maceracédo
pré-fermentativa a frio, podendo considerar-se que a casta Vinhdo tem um comportamento

semelhante.

2.2.2. Caracteristicas cromaticas dos mostos

As caracteristicas cromaticas analisadas estdo compiladas nas tabelas 7, 8 e 9 e

representadas nas Figuras 41,42 e 43.
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Tabela 7 - Intensidade de cor dos mostos (média + desvio padréo)

1dia 8.3+0.1 6.6 +0.1 4,31 +0.01 -
2 dias 143+04  14.0+0.1  6.54+0.02
o dias 18.46 + 0.04
Intensidade de cor - mostos
o 20
10 —
0 T T |—l T
68 69 70 VT
cubas de maceracgéo
O01dia B2 dias m5dias

Figura 41 - Grafico comparativo da intensidade de cor dos mostos

Como se pode ver pela Figura 41, existe uma grande variabilidade entre as cubas.

Mais uma vez, a cuba 70 tem um comportamento muito diferente das cubas 68 e 69.
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Intensidade de cor - mostos / tempo de maceragao
25

20
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tempo de maceragdo

e \|F €nsai0 === MF [46] ==@=V/T[11] =@=VT ensaio

Figura 42 — Evolucéo da intensidade de cor / tempo de maceragéo

A intensidade de cor do mosto do ensaio esta em concordancia com o obtido por
Favre em 2013 para a casta Tannat, com maceracao pré-fermentativa 5 dias a 15°C (IC
Tamat= 11 € ICvinnao=12) [46]. A intensidade de cor para o VT esta de acordo com o obtido por
Costa em 1999, [11], como se pode ver ha Figura 42, ICnesto= 16 para Vinhao, 9 dias de
fermentagdo (nos primeiros 3 dias a FA foi realizada pelas leveduras autOctones) e
conservacao durante 1 més a -20°C em comparagdo com o deste ensaio com 5 dias de

maceracgao/FA e conservagao a -18°C mais de 5 meses.....

Os resultados obtidos para a intensidade de cor vermelha estdo apresentados na

Tabela 8 e representados nas Figuras 43 e 44.

Tabela 8 - Indice de cor vermelha dos mostos (média + desvio padréo)

1 dia 56+1 441+0.4 26.8+0.1
2 dias 98+2 94+l 423+01
5 dias

120.2+0.3

O indice de cor vermelha é concordante com o IC: o aumento da cor € em parte
devido ao aumento das antocianinas, para todas as cubas, como se pode ver representado

na Figura 42, muito semelhante a Figura 44.
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indice cor vermelha - mostos
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Figura 43 - Gréfico comparativo do indice de cor vermelha dos mostos
Indice cor vermelha - mosto / tempo de maceracao
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Figura 44 — Evolugéo do indice de cor vermelha dos mostos / tempo de maceragéo

As Figuras 43 e 44 mostram mais uma vez, a variabilidade entre as cubas. A
diferenca no indice de fendis totais entre as cubas de maceracao a frio € corroborada na

intensidade de cor e no indice de cor vermelha.

Os resultados obtidos para a tonalidade dos mostos estdo apresentados na tabela 9

e representados nas Figuras 45 e 46.
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Tabela 9 - Tonalidade dos mostos (média + desvio padréo)

Tonalidade Cuba 68 Cuba 69 Cuba 70

0.396 + 0.001 0.421 +0.001

0.500+ 0.001
0.362 £ 0.004 0.387 +0.003 0.436 + 0.001

0.407 £ 0.001

Tonalidade - mostos
@
o
1]
S
®
5
=
68 69 70 VT
cuba de maceragdo
O1dia B2dias ®m5dias
Figura 45 — Gréafico comparativo da tonalidade dos mostos /cuba
Tonalidade - mostos/ tempo de maceracio
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Figura 46 — Evolugdo média da tonalidade durante a maceracao a frio
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A variacdo da tonalidade esta de acordo com o esperado, visto que o indice de cor
vermelha aumenta, a tonalidade diminui ao longo do tempo de maceragdo. Surpreendente é
a tonalidade ao fim de 2 dias de macerac¢éo a frio ser muito proxima da tonalidade do mosto
de VT, ao fim de 5 dias — Figuras 45 e 46.

Realizou-se a analise espetrofotométrica dos 7 mostos de modo a apresentar o
resultado no sistema CIELab. Os dados estdo apresentados na tabela 10 e representados
na Figuras 47.

Tabela 10 - Parametros croméaticos no sistema CIELab para os mostos

68-1 dia 44,45 29,78 28,94 61,46 54,53 4,34 54,70 4,55
68-2 dias 28,17 15,61 11,77 46,46 64,39 11,96 65,49 10,52
69-1 dia 49,49 35,54 35,92 66,12 48,41 2,80 48,49 3,31
69-2 dias 28,30 15,89 11,73 46,83 63,30 12,71 64,57 11,35
70-1 dia 10,09 4,66 0,90 25,73 57,07 31,29 65,09 28,74
70-2 dias 45,14 32,36 30,73 63,63 47,17 5,47 47,48 6,61

VT- mosto 26,19 14,60 10,60 45,08 62,34 12,88 63,66 11,67

a* vs b* - mostos
40
70-1dia

20
® 63-2dias VT-mosto @ 69-2dias

70-2dias @ @ 68-1dia
0

-80 0 80

-20

Figura 47 - Gréfico comparativo da cor dos mostos no sistema CIELab. (a*vs b*)

A andlise da Figura 47 leva-nos a concluir que a cor é muito semelhante entre todas
as amostras, tendo-se conseguido atingir igual relacdo amarelo/vermelho ao fim de 2 dias
de maceracao pré-fermentativa a frio, para a cuba 69, que a de VT ao fim de 5 dias de

maceracédo pelicular fermentativa, mostrando, mais uma vez, a variabilidade entre as cubas.
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A variabilidade é mais notdria se analisarmos a cuba 70, que no fim do 2° dia de

maceracédo atingiu a mesma relacédo a* vs b* que as cubas 68 e 69 ao fim do 1°dia.

Evolucao de L*,a*,b* - mostos / tempo maceracao

75
a
s 50 >'<:: '\(:—
% /
:I‘ 25 &
0 Ll Ll Ll Ll Ll Ll 1
68-1dia 68-2 69-1dia 69-2 70-1dia 70-2
dias dias dias

cuba e tempo de maceragdo

——L" 8.3 b*

Figura 48 - Gréfico da evolugao de cor dos mostos no sistema CIELab. (L*a*b*) por tempo de

maceragéo para cada uma das cubas de maceracao a frio

Confirma-se a relacdo do indice de cor vermelha e da luminosidade, L*, com o
tempo de maceracdo, mas s6 para as cubas 68 e 69, visto que no caso da cuba 70, 0
comportamento é exactamente ao contrario. Tal pode explicar-se pelo facto de no caso da
cuba 70, e apesar do ICV ter aumentado com o tempo de maceragdo, como 0 mostra a
Figura 44 tal ndo ser devido ao aumento de pigmentos vermelhos, mas sim da diminuicdo
significativa do teor de pigmentos amarelos que sao o Unico factor favoravel, pois o teor de
pigmentos vermelhos diminui e a luminosidade aumenta, isto €, a densidade de cor € menor
— Figura 48.
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Caracteristicas cromaticas L* vs C* - mostos
70,00 oid
. s Ia
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30,00 35,00 40,00 4500 50,00 5500 60,00 6500 70,00
C*

Figura 49 - Gréafico comparativo da cor dos mostos nas coordenadas L* vs C*

A luminosidade vai diminuindo ao longo da maceragdo, prova do aumento de
extracdo dos compostos fendlicos, tendo-se atingido a mesma cromaticidade que o mosto
de VT e s6 com 2 dias de maceragéo pré-fermentativa a frio. O comportamento diferenciado

da cuba 70 é também notado na Figura 49, L* vs C*.

A evolugdo cromética em cada cuba, ao longo da maceragdo a frio, esta

representada nas Figuras 50, 51 e 52.

Evolugido cromatica L* vs C*- mosto cuba 68

80
+ 68-1 dia
ot L m 68-2 dias
40 VT- mosto
0 T
0 40 80

Cc*

Figura 50 - Evolugdo cromatica do mosto na cuba 68
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Evolugdo cromatica L* vs C* - mosto cuba 69
80
69-1 dia
4L VT-mosto * 69-2 dias
40
0 T
0 40 80
c*
Figura 51 — Evolugdo croméatica do mosto na cuba 69
Evolugido cromatica L* vs C* - mosto cuba 70
80
+ 70-2 dias
o VT-most
40 -Mosto
70-1dia
0 T
0 40 80
c*

Figura 52 — Evolugdo croméatica do mosto na cuba 70

Pela analise das Figuras 50, 51 e 52 confirmamos que a cor do mosto das cubas 68
e 69 tém uma evolucédo semelhante durante a maceracgao a frio e comparavel ao Vinhdo. A
evolucdo do mosto da cuba 70 é completamente diferente, sem razdo aparente. Durante a
maceracgao a frio o mosto vai ficando saturado em polifendis /antocianinas, o C* aumenta e o

L* diminui pois a densidade corante aumenta. Tal evolugdo é expectavel.
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A evolucéo cromatica em L* vs C* mostra que no fim da maceracéo a frio a cor obtida
€ muito préxima da obtida no Vinh&o tradicional (VT) no fim da fermentagdo alcodlica (FA),
nas cubas 68 e 69, mas ndo na cuba 70. Nesta, a luminosidade € muito superior e a
cromaticidade obtida é quase igual & cromaticidade das outras cubas no fim de 1 dia de
maceracao.

2.2.3.  Constituicdo antocianica dos mostos

1. Antocianinas livres e totais (método de bissulfito)

Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 53.

Antocianinas livres e totais - mostos
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68-1dia 68-2 dias 69-1dia 69-2 dias 70-1dia 70-2 dias VT-mosto

antocianinas livres e totais mg/L

Figura 53 - Grafico comparativo do teor de antocianinas livres e totais nos mostos

O valor de antocianinas vai aumentando com o decorrer da maceragéo a frio (MF)
para todas as cubas, conforme Figura 53. O valor final obtido é muito aproximado entre as
véarias cubas, no entanto, muito inferior ao valor obtido para o VT, como seria de esperar,

pois este estadio do VT teve a maceragao pelicular com fermentacéo.

A comparacado da evolucdo do teor de antocianinas nos mostos de Vinh&o ao longo
do tempo de maceracao a frio e tradicional, com estudos realizados para a casta Tannat,

esta representada na Figura 54
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Figura 54— Evolu¢@o comparativa do teor de antocianinas nos mostos/ tempo de maceracéo com outros estudos

Pela andlise da Figura 54 vemos que o resultado obtido para o ensaio se encontra
entre os resultados obtidos para a casta Tannat em maceragéo a frio (5-10°C [21], 15°C
[46]) e a maceracao tradicional VT [21] [21,46].

O teor de antocianinas obtido para o0 mosto VT é muito superior ao valor obtido por Costa,
para a casta Vinh&o ao fim de 7 dias de maceracéo tradicional e 1 més de conservacgao a -
20°C (614 vs 1130 mg/L equivalente malvidina -3-glucésido). Talvez devido ao facto de a
temperatura da FA se ter mantido a 20°C durante 6 dias, no ensaio reportado por Costa ao
contrario deste ensaio em que, em média, a temperatura inicial foi de 22-25°C, permitindo
uma maior extracdo de antocianinas, provando que a extracdo de antocianinas €

dependente da temperatura, como referem alguns autores [11,23,33].

2 Quantificacdo de antocianinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLP-DAD)

As antocianidinas-3-monoglucosido e respetivos ésteres acilados foram identificados
com base no respetivo espectro UV-VIS e o tempo de retencdo e o perfil obtido é
concordante com os resultados obtidos por Dopico et al., 2008 a 500nm para as

antocianinas de maior teor [72],
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Figura 55 — Cromatograma de HPLC-DAD das antocianinas monomeéricas presentes nos mostos
Legenda:

1: delfinidina 3-glucésido

6: delfinidina 3-acetilglucosido

11: cianidina 3-cumaroilglucésido

2: cianidina 3-glucosido

7: petunidina 3-acetilglucésido

12: peonidina 3-cafeoilglucésido

3: petunidina 3-glucésido

8: peonidina 3-acetilglucésido

13: petunidina 3-cumaroilglucésido

4: peonidina 3-glucosido

9: delfinidina 3-cumaroilglucésido

14: peonidina 3-cumaroilglucésido

5: malvidina 3-glucésido

10: malvidina 3-acetilglucésido

15: malvidina 3-cumaroilglucésido

mas s6 para o mosto de Vinhdo tradicional, ndo para o mosto de MF, conforme se pode ver

nas Figuras 55, 56 e 57: a antocianina de maior teor é a malvidina-3-glucésido para ambos

0S mostos, a que se segue a delfinidina-3-glucésido e a petunidina-3-glucésido para o mosto

VT e a peonidina-3-glucésido seguida da petunidina-3-glucésido para o mosto MF.
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Antocianinas - mostos
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Figura 56 — Representagao grafica do teor das antocianinas monoméricas glicosadas identificadas nos mostos Vinhédo
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Figura 57 — Representacao gréafica do teor das antocianinas monoméricas glicosadas identificadas nos mostos Vinh&o

Houve uma alteracao do perfil antocianico resultante da maceracgéo a frio.
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Os resultados obtidos para cada cuba, representados na Figura 58 confirmam que

existe aumento do teor de antocianinas durante a maceracgéo a frio, em todas as cubas, que

talvez possa ser explicado pelas diferentes solubilidades de cada uma.
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Figura 58 - Evolugao do total de antocianinas / tempo de maceragéo em cada cuba

Numa andlise geral, representada na Figura 59, confirma-se que existe aumento do
teor de cada antocianina proporcional ao tempo de maceracdo e que existe diferenca de

perfil antocianico entre o MF e 0 VT.
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Figura 59 — Representacao gréafica do teor das antocianinas monomeéricas glicosadas identificadas
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Para melhor determinar a capacidade de extracdo considerou-se que o teor maximo
de cada uma das antocianinas é o obtido para o mosto VT. A variacdo da extracdo ao longo
do tempo, apesar de tdo curto, foi harmoniosa e homogénea como se pode ver na Figura 59
e 60.

Evolucdo da extracdo de antocianinas / tempo de
maceragao

160%
140%

S 120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

% de extrac

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

identificacdo de antocianinas monoméricas
e VIF €n52i0 1 clia e MF ensaio 2 dias

Figura 60 — Evolugdo da extragao das antocianinas monoméricas glicosadas

Tendo em conta a extracao ter sido harmoniosa e homogénea ao longo deste curto
periodo de tempo, poderemos pensar que sé atingiremos o mesmo perfil que o VT, logo
igual as uvas, se pudermos ter maior periodo de maceragao.... Tal teoria € comprovada no
estudo de GOmez-Miguez em 2007 para a casta Syrah com maceracdo a frio a 15°C,
durante 7 dias [24]. Como é visivel na Figura 61, a grande maioria das antocianinas s6

atinge o seu maximo de extragdo, apos 3 dias de maceragéo.
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Evolugdo da extragdo de antocianinas / tempo - Syrah
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Figura 61 — Evolugdo da extragdo das antocianinas monomeéricas glicosadas identificadas
IFT vs antocianinas (HPLC) - mostos
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Figura 62 — Correlagéo entre o IFT e o teor de antocianinas (HPLC)

Segundo Aleixandre-Tudo em 2018 existe uma correlagéo forte entre o IFT e o teor

de antocianinas [55]. Tal é vélido para a andlise de antocianinas realizada por HPLC

(R?=0,93, p< 0,05) e pelo método de bissulfito (R?>=0,90, p< 0,05), como se pode ver nas

Figuras 62 e 63. Mostra assim que qualquer um dos métodos é valido e que nesta fase, as

antocianinas séo o principal elemento responséavel pela cor.
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IFT vs antocianinas (bissulfito) - mostos
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Figura 63 — Correlagdo entre o IFT e o teor de antocianinas (método bissulfito)

Comparativamente ao método de bissulfito, os teores obtidos pelo HPLC séo
bastante inferiores mas a propor¢cdo € semelhante, isto €, no 2° dia de maceracdo temos
praticamente o dobro do existente no 1° dia e o mosto do VT tem praticamente o triplo do 2°
dia de maceracao a frio, como se pode confirmar nas Figura 62 e 63.
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Figura 64 - Evolucao do total de antocianinas / tempo de maceragéo

Na Figura 64 confirma-se, mais uma vez, que o tempo € um parametro importante da

maceragdo na extragado de antocianinas [23].
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2.2.4. Doseamento global de taninos
1. Taninos proantocianicos totais
N&o se realizou este ensaio para 0os mostos devido ao elevado teor em acgucar dos

mesmos, produzirem substancias secundarias durante o aquecimento que afetam a leitura a
520nm tornando os resultados inconclusivos.

2. Indice de diélise

Realizou-se este ensaio para 0s 7 mostos e 0s resultados encontram-se na tabela 10
e representada nas Figuras 65 e 66.

Tabela 11 - Resultados do indice de dialise para os mostos (média + desvio padr&o)

indice de didlise ~ Cuba 68 Cuba 69 Cuba 70 VT-1
1 dia 2.72+0.05 2.65+0.04 2.86+0.05
2 dias 2.65+0.08 2.54+002 2.66<0.04
5 dias 2.25 + 0.02
indice de dialise - mostos
3.0

15

HHH

68-1dia 68-2 dias 69-1dia 69-2dias 70-1dia 70-2 VT-mosto
dias

indice de dialise (%)

Figura 65 — Representacéo gréafica do indice de didlise dos mostos
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indice de diélise -mostos / tempo de maceracgio
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Figura 66 - Evolugao do indice de dialise dos mostos / tempo de maceragéo

A percentagem de taninos condensados é da mesma ordem de grandeza para todos
0s mostos, independentemente da maceracao ser a frio ou ndo e de ter ou ndo fermentacao
pelicular, pois o valor do indice de didlise do mosto do Vinhdo tradicional tem a mesma
ordem de grandeza da maceracéo a frio e ndo héa diferencas entre as vérias cubas.

Este resultado é o esperado para a MF, tendo em conta 0 pouco tempo de maceragéo e a
baixa temperatura: s6 houve extracdo de compostos fendlicos de pouca complexidade e n&do
houve condicbes para reacdes de co-pigmentacdo, associacdo ou outras ligacdes, no
entanto, o indice de dialise do mosto de VT deveria ser superior, devido ao maior periodo de

tempo de maceracao e a temperatura superior, mas néo o é.

3. Poder tanante

O indice do poder tanante mede a reatividade dos taninos na presenca da proteina
albumina de soro bovina (BSA). Este indice é proporcional a quantidade de taninos que
reagem com a proteina. Realizou-se este ensaio para os 7 mostos e os resultados

encontram-se na tabela 11 e estdo representados nas Figuras 67 e 68.

Tabela 12- Resultados do poder tanante para 0s mostos

1 dia 101+8 79+2 91+5
2 dias
5 dias

129+5 113+9 1515

235+8
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Poder tanante - mostos
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Figura 67 — Representacéo grafica do poder tanante dos mostos

Conforme esperado, o teor de compostos fendlicos aumenta com o tempo de
maceragdo para todas as cubas, sendo maximo para a vinificagdo tradicional devido ao
facto de esta amostra, ser de mosto com 5 dias de maceracao pelicular fermentativa como é
visivel nas Figuras 67 e 68.
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Figura 68 - Evolugao do poder tanante dos mostos /tempo de maceracéo
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Segundo Bouin em 2000, a vinificagdo tradicional permite maxima extracdo de
compostos fendélicos e em particular de taninos e favorece os fendmenos de polimerizagéo e
de associagfes covalentes entre os compostos fendlicos e as antocianinas com a formagéo
de estruturas maiores e mais complexas [77,81]. Para provar tal teoria, o poder tanante e o
IFT deverdo estar correlacionados. A relacdo entre este dois indices é bastante forte
(R?=0.77) e p<0,05) e encontra-se representada na Figura 69.

poder tanante vs IFT
70 ~
VT-mosto
60 1 y=0.2328x+0.2922 +
50 i R2=0.7705
~ 40 69-2dias
(79
= 30 4 68-1dia A
. -2dias
20 - 69-1dia W
X 70-2dias
10 - 70-1dia
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
turbidez (NTU/mL)

Figura 69 — Correlagdo entre o poder tanante e o IFT

Tal raciocinio explica também a correlacédo bastante forte (R>=0.71 e p<0,05) entre o
poder tanante e o indice de didlise que encontramos nos resultados obtidos, expectavel,

segundo varios autores [11,55,77]. Essa relagdo esta representada na Figura 70.
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Figura 70 — Correlagéo entre o poder tanante e o indice de dialise

Pela analise da Figura 70, apesar da correlacdo, pode-se considerar que ndo existe
relacdo entre o indice de dialise e o poder tanante, pois para o mesmo indice de dialise
ID=2.65, obtivemos 2 valores de poder tanante (PT=79 e PT=129). Assim, o poder tanante
nao esta relacionado com o indice de dialise, nesta fase do ensaio. Além  disso, por
tudo o anteriormente referido é esperado que o indice de dialise seja superior no mosto de
VT relativamente aos mostos de maceracgéo a frio, mas néo o é.

Algumas raz6es podem ser delineadas:

- apesar da quantidade de taninos e antocianinas extraidos durante a maceracgéo
pelicular fermentativa, ndo houve condi¢des para a polimerizagéo e aformacdo de
taninos condensados e estruturas complexas, logo, o VT tem poucos taninos complexos

(ID baixo) mas tem muitas estruturas pequenas e intermédias;

- houve condi¢cbes, nomeadamente mais tempo a temperatura mais elevada, (se se
comparar com a maceracao a frio) para a formagéo de estruturas complexas
mas estas apresentam menos flexibilidade, e por sua vez, mais dificuldade em se

ligar a BSA, embora sejam capazes de estabelecer algumas ligacdes [77];

- houve formacao de taninos complexos que precipitaram e sO existem em

solucdo as estruturas pequenas e intermédias;

- existe mistura de taninos de varios tamanhos e existe um factor sinergético que
ndo devemos descurar: o tanino maior liga-se a proteina e permite que 0s

pequenos ocupem pontos de ligacdo desocupados ou a ligagdo do tanino
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complexo leva a uma nova configuracdo da proteina que expbe pontos de

ligacdo a que os pequenos se podem ligar fracamente [79];

- 0s mostos foram previamente filtrados com filtros Chromafil Xtra Pet de 0.45
micron e o mosto do VT foi o mais prejudicado.

Tendo em conta que o IFT inclui todos os compostos fendlicos, isto é, corados e ndo
corados, antocianinas e taninos entre 0s seus grupos principais, € de esperar que se existe
correlacdo do poder tanante com o IFT e deveria haver com o indice de didlise, poderéa
existir correlagdo com o teor de antocianinas. Tal relagdo mostrou ser forte (R?=0.93, p<
0,05 e R?=0,95 e p< 0,05) para os 2 métodos de determinacdo das antocianinas (HPLC e
bissulfito) respetivamente e esta representada nas Figuras 71 e 72.

poder tanante vs antocianinas (HPLC)
250 -
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Figura 71 — Correlagdo entre o poder tanante e o total de antocianinas (HPLC)
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poder tanante vs antocianinas (bissulfito)
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Figura 72 — Correlagéo entre o poder tanante e o total de antocianinas (bissulfito)

Relagcbes semelhantes foram encontradas por Aleixandre-Tudo,2018 aquando da
compilacdo de dados de 130 amostras de uvas de varias cultivares na Africa do Sul:
proporcionalidade linear entre precipitado de taninos usando metil celulose (MCP taninos) vs

teor de antocianinas determinado por HPLC e este vs IFT [55], que ja confirmamos nas
Figuras 62 e 63.

2.3. Anélise sensorial

N&o foi realizada andlise sensorial aos mostos em questao.
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3. Os vinhos

3.1. Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no laboratério da CVRVV.
Os resultados nos varios parametros para os vinhos em garrafao estéo registados na
tabela 12.

Tabela 13 — Resultados das andlises fisico-quimicas dos vinhos em garrafdo na forma de média + incerteza

Parametros /unidades

Acidez fixa g/L (acido

tartarico) 57+£0,4 56+£04 56+04 52+0,3
Acidez total g/L(acido

tartarico) 6,1+04 6,0+04 6,3+04 57+0,3
Qgé?iii)vo'a“' g/l (&cido 451006 0334006 055+008 044+ 0,06
Acido L- méalico gl <0,3(LQ) <0,3(LQ) <0,3(LQ) <0,3(LQ)
Acido tartarico g/L 3,2 2,8 2,9 3,2
Acucares totais g/L <1,5(LQ) <1,5(LQ) <1,5(LQ) <1,5(LQ)
Dioxido de enxofre livre mg/L <8 (LQ) <8 (LQ) <8 (LQ) <8 (LQ)
Dioxido de enxofre total mg/L 17 +10 15+10 20+10 22+10
gfl_"am nao redutor. 5, 7427 200+25  246+29 22026
Extracto seco total g/L 242+13 224+12 26,1+14 235+12
Massa volimica 0,9928 0,9916 0,9929 0,9923
g/mL + 0,0009 + 0,0009 + 0,0009 = 0,0009
pH 3,52+ 0,07 3,50 + 0,07 3,56 + 0,07 3,59 +£0,07
Tulo _ alcoomeétrico volimico 4, ;.05  136:02  11,6£02  11,3:02
adquirido % vol

Titulo alcoométrico volumico total 112402 117403 117403 114403

% vol

Mais uma vez, os resultados relativos & maceracao a frio, ocorrida nas cubas 68 e 69
sdo muito semelhantes entre si e significativamente diferentes da maceracdo ocorrida na
cuba 70. Nesta ultima, o valor de acidez volatil é cerca de 60% superior ao das anteriores e
cerca de 25% mais elevado que o do ensaio em garrafdo, mostrando a variabilidade no
ensaio.

Se se considerar que a vinificacdo realizada em garrafdes € um processo de
vinificacdo composto por maceracdo pré-fermentativa a frio e vinificagdo a 23-25°C,
podemos considerar o vinho dos garrafées como tendo um processo de vinificag&do igual ao
vinho MF mas a temperatura superior. Deste modo, seréo consideradas as médias + desvio

padrao das médias, dos resultados obtidos nas analises aos vinhos dos garrafées para cada
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parametro de analise. O vinho passa a ser designado por MFG ou MFG média. O resultado

encontra-se na Tabela 13, conjuntamente com os resultados obtidos para o vinho MF e VT.

Tabela 14 — Resultados das analises fisico-quimicas dos vinhos

(média + desvio padrédo para MFG e média + incerteza para MF e VT)

Parédmetros /unidades
Acidez fixa g/L (acido tartarico)
Acidez total g/L(acido tartéarico)

Acidez volatil g/L (acido acético)

Acido L- malico g/L
Acido tartarico g/L
Acucares totais g/L
Dioxido de enxofre livre mg/L
Dioxido de enxofre total mg/L
Extrato ndo redutor g/L
Extracto seco total g/L
Massa volumica g/mL

pH

Titulo alcoométrico volumico adquirido
% vol

Titulo alcoométrico volimico total

% vol

MF G média
55+0,2
6,0+0,3
0,4+0,1

<0,3
3,0
<1,5
<8
18+3
226+1,6
241+1,6
0,9924
+ 0,0006
3,54+0,04

11,4+0,2

115+0,2

MF
52+0,3
55+0,3

0,24 £ 0,06
<0,3
2,3
<1,5
<8
16 + 10
20,7+25
222+1.2
0,9911
+ 0,0009
3,44 £ 0,07

11,9+0,2

12,0+ 0,3

VT
6,8+0,4
7,3+0,4

0,39 £ 0,06
<0,3
4,2
<1,5
<8
17+£10
28,7+34
30,2£1,6
0,9946
+ 0,0009
3,55 £ 0,07

11,6+0,2

11,7+ 0,3

Pela andlise dos dados da Tabela 14, vemos que:

- a média dos resultados das analises fisico-quimicas aos garrafdes encontra-se

entre os resultados do vinho MF e do VT exceto grau alcodlico (11,5 vs 12 vs 11,7 % vol) e

acidez volatil (0.4, vs 0.24 vs 0.39 g/L (4cido acético));

- a acidez volatil (AV) é superior para 0s ensaios realizados a temperaturas mais

elevada (MFG e VT);

- 0s valores de pH e de acidez total para o vinho de VT sdo comparaveis aos

resultados obtidos por Araljo,2004 para a mesma sub-regido do Lima (pH=3,45 e acidez

total=8) [73], a acidez volatil € metade (AV= 0,39 vs AV=0,78) e o titulo alcoométrico
volumico é superior (TAV= 11,7 % vs TAV=9,2%).

- 0 acido tartérico é o acido mais abundante da uva e € o mais importante acido dos

vinhos -

pelos teores em que se encontra e pelas suas carateristicas

guimicas e

organoléticas; € o acido orgéanico presente mais forte e mais dissociado (pK1(25°C)=3.12),
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comandando decisivamente os valores da acidez fixa e do pH, como se confirma na Figura
73.

Acidez, icido tartdrico e pH

8,0
I

o f

60 —

9

€ 4,0 __m

820

o

E 0,0 B : il : = .
2 MFG média MF VT

[1+]

processo de vinificagdo

= cidez fixa —acidez total =—M=—acidez volatil

—fll—dacidotartdrico pH

Figura 73 — Gréfico comparativo de acidez, acido tartarico e pH para os 3 tipos de vinificagcdo

A acidez fixa e o teor de acido tartarico sdo inferiores para 0s ensaios de maceracao
a frio quando comparados com o processo tradicional, mesmo ndo havendo praticamente
alteragdo no pH. O teor alcodlico dos vinhos é muito semelhante, o que prova que ha

aproveitamento praticamente igual dos acglcares das uvas nos processos de vinificacao.

3.2.Anélise de cor

3.2.1. Determinacao de polifendis totais

Para a determinacgéo de polifendis totais usa-se vulgarmente o indice de fenqis totais.

Os resultados obtidos para as amostras estéo representados na Figura 74.

O IFT para os vinhos dos processos de vinificagdo com maceracdo a frio (MF) é
inferior ao IFT do vinho no processo tradicional, em cerca de 60%, conforme representado
na Figura 74. O resultado obtido de IFT para o vinho de VT é da mesma ordem de grandeza
gue o resultado obtido por Fernandes em 2009 e Araujo, 2015 para vinho tradicional de
Touriga Nacional (TN) (IFT+n=59 e IFT=70) respetivamente [17,69].
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indice de fendis totais - vinhos

80.0 71.1
60.0 -
£ 40.0 -
26.6
20.0 -
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MFG media MF

processos de vinificagdo

Figura 74- Grafico comparativo do indice de fendis totais dos vinhos / processo de vinificagcéo

O facto de IFT ser inferior para os vinhos MF era expectavel, tendo em conta o curto
periodo de tempo de maceragédo (2 dias) a baixa temperatura (10°C) e a FA ter ocorrido sem
a presenca das peliculas. Estas condi¢des favorecem a extracdo de antocianinas por serem
moléculas hidrossoluveis, protegem-nas de reacdes de degradacdo e permitem menor

extracao de outros polifendis [24,46].

3.2.2. Caracteristicas cromaticas dos vinhos

As caracteristicas crométicas analisadas estdo representadas nas Figuras 75, 76 e
77.
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Intensidade de cor - vinhos
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Figura 75 - Grafico comparativo da intensidade de cor dos vinhos /processo de vinificagdo

A intensidade de cor para o vinho VT, Figura 75, é superior aos valores obtidos por
Costa em 1999 (ICyt=20) e Arauljo,2004 (ICyr=18) para vinho da mesma casta, ha mesma
regido [11,73].

A intensidade de cor dos vinhos de MF é cerca de 20% da intensidade de cor do
vinho de VT, como se pode ver na Figura 75, resultado de acordo com os IFT. O vinho MFG
vinificado a temperatura superior tem IC superior a da vinificagdo a temperatura mais baixa.
Tal podera estar de acordo com o trabalho de Amerine,1955 que para a casta Pinot Noir
concluiu que fermentagbes a 10°C produzem vinho com menor intensidade de cor que
fermentacBes a 21°C [82]. O resultado de IC obtido para o vinho VT é muito superior ao
obtido por Fernandes em 2009 para vinho tradicional de Touriga Nacional (ICtn=10,0 [69].

Os resultados obtidos para o indice de cor vermelha (ICV) estédo representados na

Figura 76.
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Indice de cor vermelha - vinhos
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Figura 76 - Grafico comparativo do indice de cor vermelha dos vinhos segundo os processos de vinificagdo

A diferenca no indice de fendis totais entre os processos de vinificagcao é corroborada
no parametro intensidade de cor e no indice de cor vermelha, Figura 76, confirmando que a
extracdo de antocianinas € maior no processo tradicional que no processo de MF. O ICV
dos vinhos MF é cerca de 20% do do vinho VT, resultado de acordo com a diferenca
encontrada nas intensidades de cor dos vinhos. A percentagem de vermelho na intensidade
da cor é a mesma entre os vinhos MF e VT, 55%, um pouco inferior ao valor obtido por
Araujo, 2004, %vermelho=58% e um pouco superior ao valor obtido para o MF em garrafao
(%vermelho= 52 %) [73]. A percentagem de amarelo na intensidade da cor € superior nos
vinhos de MF (%amarelo ve = 32-35 vs % amareloyr =30) relativamente ao vinho VT. A
percentagem de azul na intensidade de cor dos vinhos fermentados em garrafao (% azul wrc
= 17) é superior a percentagem de azul do vinho MF (% azul wr = 10) e do vinho VT (% azul
vt = 14). O vinho de MF fermentado a baixa temperatura tem a menor percentagem de azul.
Os resultados obtidos para o vinho VT estdo de acordo com os resultados obtidos por
Araujo, 2004 para o vinho da mesma casta na mesma sub-regido do Lima (% amarelo r =30
e % azul v = 12) [73]. A percentagem de amarelo e azul na intensidade da cor é nos

garrafdes mais préxima do vinho VT (% amarelo ¢ =30-32 e % azul ¢ = 14-18).

Para o parametro tonalidade, os resultados obtidos encontram-se representados na

Figura 77.
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Figura 77 — Gréfico comparativo da tonalidade dos vinhos / processo de vinificagéo

O resultado obtido para a tonalidade do vinho VT é semelhante ao obtido por
Aradjo em 2004 para o vinho de maceragédo tradicional, proveniente da mesma casta, da
mesma regido e com o mesmo processo de vinificacdo (Tvr = 0,52), [73] e muito diferente
do valor obtido por Fernandes em 2009 para vinho tradicional de Touriga Nacional
(Ttn=0,77) [69]. Segundo Araudjo em 2004, a tonalidade esta correlacionada positivamente
com a % de amarelo para a casta Vinhao, [73] que se conseguiu provar, pois 0s vinhos com

maior % de amarelo tém tonalidade mais alta, como se pode confirmar na Figura 77.

Realizou-se a analise espetrofotométrica dos vinhos de modo a apresentar o

resultado no sistema CIELab. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 15.

Tabela 15 - Parametros cromaticos no sistema CIELab para os vinhos/processo de vinificacéo

MFG 36,05 28,60 29,42 59,95 33,38 1,87 33,44 3,20
MF 35,86 27,26 26,16 59,21 37,41 4,74 37,71 7,22

VT 7,18 3,15 1,15 20,65 53,56 19,07 56,85 19,59
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L*a* b*- vinhos

b* a*

MFGmedia =———=MF =——V\T

Figura 78 - Gréfico comparativo da cor dos vinhos no sistema CIELab (L*a*b*)

Os vinhos MF estdo perfeitamente sobrepostos como se pode ver na Figura 78,
mostrando perfeita relacéo entre si e grande diferengca quando comparado com o vinho VT.

O vinho VT tem maior valor de a* e de b* do que os vinhos MF, logo o vinho VT é
mais vermelho e mais amarelo do que os vinhos MF, conforme se pode ver na Figura 79 e
80.

MFG média

L*a*b* - vinhos

VT “

——| ¥ il * b*

Figura 79 - Grafico comparativo da cor dos vinhos em garrafdo no sistema CIELab. (L*a*b*)

Tal facto pode explicar-se do seguinte modo: no processo de vinificagc&o tradicional, a
extracdo € muito violenta e por isso, retira maior quantidade de pigmentos amarelos e
vermelhos que nos processos de MF. Os pigmentos amarelos, no entanto, ndo serao

notados devido a massiva quantidade de pigmentos vermelhos presentes, as antocianinas.
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Figura 80 - Gréfico comparativo da cor dos vinhos no sistema CIELab. (a*b*)

Na Figura 80, é possivel confirmar a existéncia de uma pequena diferenca entre os
vinhos MF, definindo um grupo distinto quando comparado com o vinho VT. Os valores
obtidos para o vinho VT sao um pouco diferentes dos obtidos por Aradjo em 2004 para a
casta Vinhdo na mesma sub-regido do Lima. Nesse caso, 0 vinho apresenta 0 mesmo valor
para a* (teor de cor vermelha) e teor em azul superior, (b<0) [73], mas ndo est4 bem
definido quanto tempo mediou entre a vinificagdo e a analise de cor. No ensaio em estudo, 0

periodo € de cerca de 5-6 meses.

Pela andlise da Figura 81, caracteristicas cromaticas L* vs C*, podemos confirmar
gue os vinhos de maceracao a frio tém caracteristicas cromaticas muito diferentes do vinho

VT, nomeadamente maior luminosidade e menor cromaticidade.
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Caracteristicas cromaticas L* vs C* - vinhos
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Figura 81- Grafico comparativo da cor dos vinhos nas coordenadas L* vs C*

Segundo Almela, [83] os valores de C* = 50, sao sindnimo de cores vivas, logo o
vinho de VT tem uma cor viva. Para determinar com maior preciséo a diferenca de cor entre

as amostras, calcula-se a diferenca total de cor, AE, definida pela seguinte formula.

AE= [(L*wme- L*VT)Z + (a*MF'a*VT)Z + (b*MF'b*VT)2]1/2

AE (MFG média-VT) =47,4 (unidades CIELab)
AE (MF-VT) = 44,2 (unidades CIELab)

A diferenca de cor entre os vinhos de maceracdo pré-fermentativa a frio é
praticamente nula, pois estima-se que 3.0 unidades CIELab é a tolerancia do olho humano
para distingir diferenca de cor entre vinhos, para painel de provadores qualificados [24].

A diferenca de cor dos vinhos MF e VT esta representada na Figura 82.
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delta L* vs delta C* - vinhos
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Figura 82 -. Representagéo grafica de AL* vs AC* para diferenciar os vinhos

Com a representacao grafica de AL* vs AC* , Figura 82 , os parametros CIELab sdo
reduzidos a um espaco de cor de 2 dimensdes que revela a diferenga de cor entre 0s
vinhos [83]: a cor dos vinhos MF é menos profunda que a cor do vinho VT e cromaticidade
ligeiramente diferente, resultado de acordo, com os resultados obtidos para os parametros

intensidade de cor, intensidade de cor vermelha e IFT.

3.2.3. Constituicédo antocianica dos vinhos

1. Antocianinas livres e totais (método de bissulfito)

Em vinhos jovens a maioria dos pigmentos vermelhos existentes sdo antocianinas
livres que facilmente reagem com o bissulfito, dando origem a adutos incolores. A medida
gue os vinhos envelhecem, as antocianinas evoluem, levando a formag¢do de novos
pigmentos mais polimerizados e mais resistentes a descoloracao pelo bissulfito.

Os resultados obtidos para o parédmetro antocianinas livres e totais estdo

representados na Figura 83.
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Antocianinas livres e totais (bissulfito) - vinhos
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Figura 83 - Grafico comparativo do teor de antocianinas livres e totais nos vinhos

O teor de antocianinas do vinho MF é 38% do teor obtido para o vinho VT, resultado
de acordo com a relacdo de TA existente entre os mostos (TAwr/TAvr =36%). O teor de
antocianinas dos vinhos MF em garrafao sdo em média 16% do teor obtido para o vinho VT
e cerca de 42% do vinho MF — ver Figura 83.

O teor de antocianinas (TA) do vinho VT é superior ao obtido por Aradjo em 2004
para o vinho tradicional (307 mg/L equiv.malv-3-glu), semelhante ao valor obtido por Costa
em 1999 (450 mg/L equiv.malv-3-glu), mas muito inferior ao obtido por Castillo-Sanchez

(TA= 756 g/L equiv.malv-3-glu) [11,73, 84] para a mesma casta, na mesma regiao.

O valor obtido é semelhante ao obtido por Fernandes em 2009 (TAwn=450) e
bastante inferior ao obtido por Aradjo em 2015 para o vinho de Touriga Nacional (TN) (TAmw
= 700) [17,69].

Os resultados obtidos para o parametro antocianinas totais estdo de acordo com os
resultados obtidos de IFT, IC, ICV para os vinhos MF e VT mas néo para os vinhos MF em
garraféo.

2.Quantificacao de antocianinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLP-DAD)

As antocianidinas-3-monoglucésido e respectivos ésteres acilados foram
identificados com base no respectivo espectro UV-VIS e o tempo de retencdo e o perfil
obtido é concordante com os resultados obtidos por Dopico et al. em 2008 a 500nm para as

antocianinas de maior teor para o vinho VT mas nao para o vinho MF [72]. Foram analisados
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os vinhos de vinificacdo em garrafdo, mas os resultados sdo inconclusivos. Os

cromatogramas obtidos para os vinhos MF e VT estéo representados na Figura 84.

120
10 — MF
100
0

80

o0

Absorvéncia 520 nm (mAU)

Tempo de retencdo (min)

Figura 84 — Cromatograma de HPLC-DAD das antocianinas monoméricas presentes nos vinhos VT e MF

Legenda:
1: delfinidina 3-glucdsido 6: delfinidina 3-acetilglucésido 11: cianidina 3-cumaroilglucésido
2: cianidina 3-glucosido 7: petunidina 3-acetilglucésido 12: peonidina 3-cafeoilglucésido
3: petunidina 3-glucésido 8: peonidina 3-acetilglucésido 13: petunidina 3-cumaroilglucésido
4: peonidina 3-glucosido 9: delfinidina 3-cumaroilglucésido 14: peonidina 3-cumaroilglucésido
5: malvidina 3-glucésido 10: malvidina 3-acetilglucésido 15: malvidina 3-cumaroilglucésido
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Figura 85 — Representacao gréafica do teor das antocianinas monoméricas glicosadas identificadas nos vinhos
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A Figura 85 mostra que o teor de antocianinas no vinho de VT é superior ao da
maceracédo a frio. Algumas antocianinas existem no vinho de MF num teor de cerca de 75%
do existente no vinho VT (caso da malvidina-3-glucésido), outras sO6 2.5% (caso da
petunidina -3 -glucésido) e outras ndo foram detetadas comprovando alteracdo de perfil
antocianico para o vinho MF, ja se tinha encontrado na andlise aos mostos, ainda que néo
mantendo o perfil dos mostos: no vinho MF a segunda antocianina mais importante é a
petunidina-3-glucosido a que se segue a delfinidina-3-glucésido enquanto que para o vinho
VT se mantém a ordem de importancia encontrada nas uvas: malvidina-3-glucésido,
delfinidina-3-glucésido e petunidina -3-glucdsido. Ver Figura 86.

Quantitativamente, as antocianinas glicosiladas sdo as predominantes para ambos
0s processos de vinificacdo (88-91%) seguem-se as acetiladas (6-8%) e por fim as
coumariladas (3-4%)

A andlise mostra que em ambos o0s processos de vinificagdo, entre as antocianinas,
os derivados de malvidina estdo em maioria (71% no vinho MF e 58% no vinho VT), sendo a
malvidina -3-monoglucosido a que tem maior teor em ambos. E por isso a mais importante,
resultado de acordo com a analise anteriormente realizada as uvas e aos mostos. No seu
estudo com uvas da casta Vinhdo, Araljo em 2004 obteve para vinho dois perfis
antocianicos, nenhum deles igual as uvas, mas de ordem de grandeza semelhante ao obtido
para o vinho MF [73].

Os resultados obtidos para as antocianinas monoméricas por HPLC, sdo novamente
muito inferiores aos resultados obtidos pelo método de bissulfito, com uma variacao de 1:10
mas a propor¢do é semelhante, isto é, o teor de antocianinas no vinho MF é cerca de 55%

do teor de antocianinas no vinho VT.

Perfil antocianico - uvas vs vinhos (MF e VT)
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Figura 86 — Representacdo comparativa do perfil antocianico entre uvas e vinhos da casta Vinh&o
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O perfil antocianico do vinho MF é diferente do encontrado para as uvas,
comprovado na Figura 86, e de acordo com um dos vinhos obtidos por Aratdjo em 20041 [73].

Essa diferenca é também notada segundo o processo de vinificacdo: em ambos 0s
vinhos a malvidina —3-glucésido é a que tem maior teor mas no vinho MF o teor € de 75%
das antocianinas presentes, e no vinho VT é 52%, apesar de na uva esta antocianina estar
presente em cerca de 50%. Tal pode ser justificado segundo Revilla et al em 2001, pelas
diferencas na razdo da extracdo das antocianinas, pelas degradacdes ou polimerizagbes
durante a fermentagdo alcodlica ou ainda pela diferente capacidade de adsorcao de cada
antocianina pelas paredes da levedura: as antocianinas acetiladas tém maior capacidade de
adsorc¢do a parede da levedura relativamente as ndo acetiladas [30,85].

Vimos anteriormente que € possivel identificar a casta pelo perfil antocianico na uva,
mas parece mais dificil identificar a casta a partir do perfil antocianico do vinho, pois além da
elevada quantidade relativa de malvidina-3-O-glucésido, a relagdo das outras antocianinas é
inferior no vinho quando comparado com o teor nas uvas. Por sua vez, e como mostram as
Figuras 86 e 87 o processo de vinificagdo tem também a sua influéncia, sendo necessario
avaliar a relagdo que cada processo tem em cada antocianina de modo a conseguir

determinar a casta de origem através do perfil antocianico do vinho [85].

Evolucdo do perfil antocianico ao longo da vinificacdo
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Figura 87 — Representacéo gréafica do teor das antocianinas monoméricas glicosadas identificadas nos vinhos Vinhao
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Figura 88 — Representacdo gréafica da relagdo entre o Indice de fendis total (IFT) e o teor de
antocianinas nos vinhos determinado pelo método de bissulfito

Segundo Aleixandre-Tudo em 2018 [55] existe uma correlacéo forte entre o IFT e o
teor de antocianinas (pelo método de bissulfito R?=0,97) representado na Figura 88, mas
sem significancia, (p>0,05) provavelmente devido ao numero reduzido de amostras. Os
vinhos de MF apresentam-se como um grupo diferente do vinho VT. Segundo Blouin em
2000 e confirmada por Pina et al em 2015, a relagéo entre o IFT e as antocianinas é fraca

porque a cor do vinho ndo é somente func¢éo do teor de antocianinas livres [81, 86].

3.2.4. Doseamento global de taninos

1. Taninos proantocianicos totais

O doseamento dos taninos proantocianicos totais (TPA) baseia-se na reacdo de
decomposicdo destes compostos em meio acido e por acdo do calor (reacdo Bate-Smith),
medindo-se a absorvancia das solugfes resultantes a 520 nm. Os valores meédios obtidos

para cada amostra estdo representados na Figura 89.
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Figura 89 — Gréfico comparativo do teor de taninos proantocianicos totais nos vinhos por processo de vinificagao

O teor de taninos proantocianicos é superior no vinho VT quando comparado com o
teor nos vinhos de MF, como seria de esperar, tendo em conta que 0 processo de
vinificacdo tradicional permite uma maior extragdo destes compostos e de taninos
monoméricos quando comparado com o0 processo de maceracao a frio, ver Figura 89. Por
sua vez, tendo em conta a elevada concentracdo de taninos monoméricos € possivel a
formacdo de taninos proantocianicos durante a fermentacdo alcodlica. O teor de TPA do
vinho VT é semelhante ao teor para vinho de Touriga Nacional (TPA =3.5) [17].

A relacdo do teor de TPA entre os vinhos de MF e o vinho VT é superior a 1:3, isto €,

o teor de taninos proantocianicos no vinho VT é o triplo do existente nos vinho MF.

2. Indice de dialise

O indice de dialise (ID) permite avaliar a complexidade estrutural dos compostos
fendlicos presentes num vinho. Realizou-se este ensaio para os vinhos e o0s resultados

encontram-se representados na Figura 90.
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Figura 90 — Representacgao grafica do indice de dialise dos vinhos / processo de vinificagao

O vinho VT apresenta a maior percentagem de taninos condensados, Figura 90,
relativamente aos existentes nos vinhos MF e MFG. Tal est4 de acordo com os resultados
obtidos na analise para a determinacdo de taninos proantocianicos totais. No entanto a
relagdo entre os indices de dialise ndo € a mesma que para os TPA (a relacdo entre os
indices de diélise é 1:1.7, para o vinho MF e 1:1.4 para o MFG média mostrando que
existem muitos taninos proantocianicos no vinho VT mas de baixa complexidade, ao
contrario dos presentes nos vinhos de MF que sdo em menor concentragdo mas mais
estruturados.

Outro facto curioso, é que o vinho MFG (fermentado a temperatura ambiente) tem um
teor de taninos estruturados superior ao da vinificagdo a uma temperatura mais baixa,

mostrando o papel da temperatura nas reacdes de associacao/ pigmentacao.

3. Poder tanante

Este indice é baseado na capacidade dos taninos para formar agregados insolGveis
com as proteinas, nomeadamente com a albumina sérica bovina (BSA) que tem sido
utilizada como modelo para estudar a capacidade tanante dos taninos em matrizes
alimentares. Realizou-se este ensaio para 0s vinhos e 0s resultados encontram-se

representados na figura 91.
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Figura 91 — Gréfico comparativo do poder tanante dos vinhos / processo de vinificagcdo

O poder tanante dos vinhos MF é significativamente inferior ao poder tanante do
vinho VT conforme se pode ver na Figura 91. O do vinho VT tem um valor semelhante ao
resultado obtido por Fernandes em 2009 para vinho de Touriga Nacional PTwn= 493
NTU/mL [69].

O poder tanante do vinho MF vinificado a temperatura ambiente é superior ao poder
tanante do vinho MF vinificado a temperatura inferior, provando o papel determinante da
temperatura na realizacdo das reacdes de co-pigmentacdo e e/ou associagdes covalentes
entre os compostos fendlicos com a formagédo de estruturas maiores e mais complexas [77].

O poder tanante é fungéo da quantidade de taninos, logo se o poder tanante do vinho
VT é muito superior ao do vinho MF, prova a existéncia de cerca de 10 vezes mais taninos
gue os existentes no vinho MF e 3 vezes mais do vinho MF em garrafdo. Este resultado esta

de acordo com os outros parametros anteriormente analisados, nomeadamente:

- ovinho VT tem cerca de 10 vezes mais taninos que o vinho MF

- 0s taninos proantocianicos no vinho VT s&o o triplo dos presentes nos vinhos MF

- 0s taninos mais polimerizados no vinho VT sdo 1.4-1.8 superiores aos presentes
nos vinhos MF

Logo, a grande maioria dos taninos presentes no vinho VT sdo de baixa
complexidade.
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Trata-se de vinhos jovens e por isso ndo houve reacgfes significativas de co-
pigmentacdo e/ou associa¢des covalentes entre os compostos fenolicos com a formagéo de

estruturas maiores e mais complexas.

Existe um aumento de pigmentos poliméricos com a temperatura de fermentacao
(indice de didlise ligeiramente superior na MFG relativamente ao vinho MF), assim como é
maior o teor de taninos, pequenos e grandes pigmentos poliméricos (poder tanante superior
para o vinho MFG relativamente ao vinho MF) [23]. O aumento de pigmentos poliméricos
parece ser devido mais ao aumento de extracdo de taninos do que as antocianinas, pois o
teor de antocianinas do vinho MF é muito superior (ALT mre=76 vs ALTwr=176) ao do vinho
MFG mas o seu poder tanante é cerca de um ter¢o (PTwr=45 vs PTwrc=134).

Se os taninos adequados ndo estdo presentes no principio da FA para reagir com as
antocianinas, haverd menos pigmentos poliméricos no vinho [23].

Se considerarmos esta observagdo poderemos explicar porque o vinho de garraféo
tem menos antocianinas: porque ja tem compostos polimerizados, que se confirmam no
poder tanante, no indice de didlise, e no TPA mais elevados, que o vinho MF, assim como

pelo facto de ndo se ter detectado antocianinas monoméricas no HPLC.

Como sabemos, o poder tanante € proporcional & quantidade de taninos.
Se se considerar o valor do poder tanante como sendo a quantidade de taninos, para
determinar, ainda que, aproximadamente a relacdo entre os taninos e as antocianinas nos

vinhos em estudo, obtivemos os seguintes valores:

Taninos/antocianinas vr = 45/176 = 0.26

Taninos/antocianinas vt = 426/464 = 0.91

A relacao taninos/antocianinas do vinho MF é cerca de 30% da relacao para o vinho
VT.

Segundo Blouin em 2000 existe uma relagéo forte entre o poder tanante e o IFT em
vinhos. Essa correlacdo é forte R?=0,93 e estd representada na Figura 92 mas sem

significancia p>0,05 provavelmente devido ao pequeno nimero de amostras [81].
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Figura 92 — Representagao gréafica da relagéo entre poder tanante vs IFT

3.3.Andlise sensorial

Para complementar as analises ja realizadas e porgue se trata de um dos objetivos
deste trabalho, criar um vinho diferente a partir da casta Vinhao, para o consumidor comum,
realizamos a andlise sensorial ao vinho MF e VT. A analise foi realizada na Sala de Provas
da CVRVV por um painel composto por 9 provadores qualificados. As amostras foram
analisadas cerca de 1 més apdés terem sido recolhidas, (ver anexo 1), tendo os vinhos estado
conservados a temperatura ambiente (+20°C), ao abrigo da luz, em garrafas de vidro
fechadas.

A analise sensorial foi composta por 3 provas: visual, olfativo e gustativo as 2
amostras de vinho e o registo das apreciacdes na Ficha de Prova, (anexo IllI), com uma

escala de 0-10 (0 para o menos intenso e 10 para 0 mais intenso) para cada atributo.

3.3.1. Avaliacéo Visual

Os parametros de andlise foram a cor (qualidade e intensidade) e a limpidez. Os

resultados obtidos encontram-se representados na Figura 93.
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Figura 93 — Resultados obtidos para os parametros cor e limpidez na andlise sensorial

Pela analise da Figura 93 concluimos que ambos os vinhos tém intensidade e
qualidade de cor boa, acima de 5 valores. Destaca-se, ho entanto, que a intensidade da cor
do vinho VT é superior a do vinho MF em cerca de 50% e a sua qualidade de cor € de cerca
de 40% superior a do vinho de MF. A limpidez das duas amostras é igual.

3.3.2.  Avaliacao olfativa

Os resultados da avaliacéo olfativa dos 2 vinhos estéo representados na Figura 94 e
95.
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Figura 94 — Resultados obtidos na avaliacéo olfativa aos vinhos por processo de vinificagdo

Os vinhos tém a mesma qualidade olfativa, mas em termos de parametros

aromaticos sdo muito diferentes, como se pode ver na Figura 94.

Avaliagdo olfativa - vinhos  frutobaga (verm)
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/
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——MF

—\/T

balsimicos = ~“vegetalfresco
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Figura 95 — Resultados obtidos na avaliagéo olfativa- aromética aos vinhos por processo de vinificagdo

O vinho de MF apresenta aromas — balsamicos, especiarias e vegetal seco — mais
pronunciados do que o vinho VT. Este por sua vez, apresenta maior aroma a fruto vermelho,
vegetal fresco e madeira relativamente ao vinho MF. O aroma do vinho MF é mais
harmonioso, mais equilibrado que o do vinho VT, conforme Figura 95.
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3.3.3. Avaliagéo gustativa

Os resultados da avaliacdo gustativa dos 2 vinhos estéo representados na 96 e 97.

Avaliacao gustativa - vinhos

10,0

mMFmédia mVT média

Figura 96 — Resultados obtidos na avaliagdo gustativa aos vinhos por processo de vinificagdo

Pela andlise da Figura 96 concluimos que existe uma pequena diferenca na
gualidade gustativa dos 2 vinhos, com uma ligeira vantagem para o vinho MF relativamente

ao vinho VT. Analisando os parametros gustativos, a diferenca € mais visivel na Figura 97.

Avaliacdo gustativa - vinhos

. acidez

——MF

= \/T

\\\\ / \

estrutura’ adstringéncia

Figura 97 — Resultados obtidos na avaliagdo gustativa aos vinhos por processo de vinificagdo
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Na Figura 97 nota-se que a docura e o equilibrio sdo superiores no vinho MF
relativamente ao vinho VT e que a acidez, a adstringéncia, 0 amargor e a estrutura sao
inferiores. Mais uma vez, o vinho MF é mais equilibrado, harmonioso ao paladar que o vinho

VT e provavelmente por isso , é o preferido pelos provadores.
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IV. ConclusoOes

O estudo apresentado é referente a uma s6 vindima e todas as conclusées que a

seguir se expdem devem ter tal facto em consideracéo.

A cor dos vinhos tintos € um dos atributos mais importantes na avaliacdo das suas
caracteristicas organoléticas, constituindo um parametro de qualidade. O vinho tinto
proveniente da casta Vinhao pelo processo tradicional € um vinho de cor intensa, na gama
do vermelho vivo segundo Glories em 1974, fortemente acidulo, adstringente, adaptado a
gastronomia da regido, e com pouco capacidade de envelhecimento [73,87].

Verificou-se que a amostragem de uvas € dificil de ser representativa, mas apesar
disso foi possivel confirmar o elevado teor de polifendis, IC, e ICV na casta Vinhao, o que
mostrou a necessidade de escolha de um método de vinificacdo que ndo extraia todo o
potencial de antocianinas e taninos existente, tendo em conta o objetivo do trabalho.

O objetivo do trabalho foi conseguir um vinho tinto de cor intensa, do agrado do
consumidor, menos acidulo, menos adstringente, mais aromatico e com capacidade de
envelhecimento que permita alargar o mercado além-fronteiras. Para tal, selecionamos a
maceragcdo pré-fermentativa a frio para, desta forma, conseguirmos extrair um maior
contetudo de compostos fendlicos das uvas, favorecendo a extragdo de taninos da pelicula
(taninos nobres), relativamente aos taninos rusticos das grainhas das uvas, melhorar a
relagdo taninos/antocianinas, obtendo cor, sem acidez o que poderé originar vinhos com
marcado aroma varietal, cor intensa, boa estrutura tanica e “maciez” em boca, além de
estabilidade de cor [88].

Os resultados indicam que a maceracao pré-fermentativa a frio, proporcionou aos

vinhos da casta Vinhao:

- igual teor alcodlico (11,5-12.0% vs 11.7%),

- menor contelido de extrato seco (22,2-24.1 vs 30.2 g/L),

- menor acidez fixa (5.2-5.5 vs 6.8 g/L (acido tartarico))

- menor a igual acidez volatil (0.24-0.4 vs 0.39 g/L (acido acético)),
- menor teor de 4cido tartérico (2.3-3.0 vs 4.2 g/L),

- menor a igual pH (3.44-3.54 vs 3.55)

- menor indice de fendis totais (29 vs 71)

- menor teor de antocianinas (75-176 vs 464 mg/L equiv. malvidina-3-O-glucésido)
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- menor teor de taninos proantocianicos (0.90-1.1 vs 3.18 g/L)

- menor teor de taninos polimerizados (indice de didlise 2.72-3.39 vs 4.73)

- menor adstringéncia (poder tanante 45-134 vs 426)

- menor intensidade de cor (Intensidade de cor 6.6-7.3 vs 31.0) mas com a mesma %
de cor vermelha (55%)

- maior tonalidade (0.63-.61 vs 0.54)

guando comparado com o vinho de vinificacéo tradicional.
Estes resultados estdo de acordo com a analise sensorial, nomeadamente nos

parametros cor, acidez e adstringéncia:

- A intensidade de cor dos vinhos MF é inferior ao do vinho VT (6.6 vs 31), assim
como a diferenca de IFT e do teor de antocianinas, corroborado com o resultado de 5.9 vs
8.6 no parametro intensidade de cor e de 5.7 vs 7.9 no parametro qualidade de cor na prova

de avaliagéo visual.

- A menor acidez, fixa e volatii do vinho MF é corroborada na avaliacdo dos

parametros acidez (5.0 vs 6.1) e dogura (5.0 vs 3.6) na prova de avaliagdo gustativa.

- O menor teor em taninos do vinho MF é corroborado na avaliagdo dos parametros

amargor (4.5 vs 5.3) e adstringéncia (4.9 vs 6.5) na prova de avaliagdo gustativa.

A maceracdo pré-fermentativa a frio com uvas da casta Vinhao permite, sem duavida,
a producdo de um vinho diferente de avaliacdo global positiva, mais equilibrado e mais
aromatico. No entanto, considero que se deveria:

- ensaiar a maceracao pré-fermentativa a frio por maior periodo de tempo, 3-4 dias a
10°C, para melhor avaliar as caracteristicas resultantes deste método, para minimizar as
variacles inter e intra cubas, para maior extracao de antocianinas e taninos das peliculas,
de modo a encontrar a relacdo ideal taninos/antocianinas, que promova a estabilidade da
cor;

- aumentar o niumero de remontagens durante a maceracao a frio

- adicionar o mosto resultante da prensagem das massas vinicas no fim da
maceracgao a frio, ao mosto de lagrima, antes da fermentacdo alcodlica, com o objetivo de

melhorar a estrutura (corpo e aroma).
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V1. Anexos

Anexo |

Esquema de Vinificagdo Tradicional Esquema de Vinificagdo ensaiado
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Anexo |l

Andlises fisico-quimicas ao longo do processo de vinificacdo

Tabela A.1 — Analises fisico-quimicas durante a maceragao

Cuba Analise
Fisico - Quimicas
1 dia 2 dias
pH 3,01 3.15
68 Acidez
Total 13,3 72
S0O2
Total 24 26
1 1 dia 2 dias
pH 3,11 3.17
69
Acidez.
Total 8.9 6,5
S02
Total 24 27
1 dia 2 dias
pH 3,28 3,12
Acidez.
70 | Total 9.6 7,3
S02
Total 30 25

Temperatura na maceragao

19

17

15

3 N

11

=@=Ccuba 68

== cuba 69

Temperatura (2C)

==cuba 70

Dias

Figura A.1 — Evolugéo da temperatura ao longo da maceracao a frio
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Evolucdao da Temperatura e Densidade
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23/set
24/set
25/set
26/set
27/set
28/set
29/set
30/set
1/out
2/out
3/out
4/out
5/out
6/out
7/out
8/out
9/out
10/out
11/out

e densidade e==temperatura

Figura A.2 — Evolugéo da temperatura e da densidade ao longo da FA e FML

Tabela A.2 — Anélises fisico-quimicas ao longo da FA e FML

inicio 11

Parametros / unidades da FA dias 12dias 17 dias Desencuba
Acidez fixa g/L (acido tartarico) 9,3 7,70 6,2 6,2
Acidez total g/L(acido tartarico) 9,4 9,0 9,0 7,9 6,4 6,4
Acidez volatil g/L (acido acético) 0,09 0,14 0,18 0,17
Acido L- malico g/L 4,82 3,39 3,35 2,34 sem malico sem malico
Acido tartarico g/L 1,8 0 1,7 1,6
Acido lactico g/L 0,02 0,39 1,58 2,94 2,56
Acgucares totais g/L 3,64 0,02 0,03
Didxido de enxofre livre mg/L 7 9 29
Dioxido de enxofre total mg/L 23 29 52
densidade 1082 998 994 993
pH 3,25 3,30 3,43 3,48
Grau provavel % vol 11,0
Titulo alcoométrico volumico total
% vol 12,0
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VINHO VERDE &5

oMl Aul St o iing

Anexo Il

Ficha de Prova

Provador
Data
| MNotagio de 0a 10
Avaliacdo Visual
Amostra Amaostra
Limpidez 1 z 3 4 g Cor 1 2 3
Intenzidade intenzidade da cor
gualidade da cor
Branco
0 - turvo Rosado
10 - Cristaling Tinto
Avaliacdo Olfativa Avaliacdo Gustativa
Amostra Amastra
parametras 1 2 3 4 c parametroz 1 2 3
Frutos citrinos| dogura
Fruta baga ([vermelhos) acidez
fruto de arvores) aMErgar
fruto tropical
frutos secos adstringancia I l I J
vegetal seco
vegetal fresco) estrutura
eLpeciarias equilibric
floral
balsdmicos persisténcia | | | |
empireumaticos
madeira
CQualidade olfativa Qualidade gustatival | | |

Obs:




