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Resumo

O presente trabalho tinha como principais propésitos a implementacdo interna do
método de precipitacdo de taninos condensados por metilcelulose e a caraterizagédo
fisico-quimica de taninos para uso enoldgico. Desta forma, para o método de
precipitacdo de taninos condensados obtiveram-se a curva de -calibracdo de
(-)-epicatequina, os limiares analiticos, a repetibilidade do método e ainda as taxas de
recuperacao. Quanto a caraterizacao dos taninos, determinou-se o indice de polifendis
total e determinaram-se as atividades antioxidantes de 12 taninos diferentes a partir de
dois métodos (método ABTS, método de captura de radicais hidroxilo). Para o método
ABTS, uma vez que se expressa em equivalentes de Trolox, obteve-se uma curva de
calibragc&o do Trolox. Determinaram-se ainda as carateristicas croméaticas apresentadas
pelos vinhos tintos, aguando da adi¢éo individual de cada 1 dos 4 taninos definidos.
Esta determinacdo possibilita assim, avaliar a influéncia que os taninos apresentam
sobre a cor dos vinhos tintos. As carateristicas croméaticas foram avaliadas com base
em dois métodos, o método de Boulton e o método oficial para avaliagdo cromética dos
vinhos (CIELab). De acordo com os resultados obtidos nos trabalhos, verificou-se que
os taninos gélicos consistentemente apresentam uma atividade antioxidante superior
aos taninos eldgicos e aos taninos condensados. Resultados preliminares sobre o
impacto de diferentes taninos sobre as carateristicas crométicas de vinhos tintos
indicam que os taninos condensados afetam mais as carateristicas cromaticas dos

vinhos.

Palavras-chave: Taninos enoldgicos; atividade antioxidante;

carateristicas cromaticas; vinhos tintos.
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Abstract

The present work had as main purposes the internal implementation of the
methylcellulose precipitable condensed tannins assay and the physicochemical
characterization of tannins for oenological use. Thus, for the methylcellulose precipitable
condensed tannins assay, the calibration curve of (-)-epicatechin, the analytical
thresholds, the method repeatability, and the recovery rates were obtained. As for the
characterization of tannins, the total polyphenol index was determined and the
antioxidant activities of 12 different tannins were determined using two methods (ABTS
method, hydroxyl radical scavenging method). For the ABTS method, since it is
expressed in Trolox equivalents, a Trolox calibration curve was obtained. The chromatic
characteristics presented by the red wines, when each one of the 4 defined tannins was
added individually, were also determined. This determination makes it possible to
evaluate the influence that tannins have on the color of red wines. The chromatic
characteristics were evaluated based on two methods, the Boulton method and the
official method for the chromatic evaluation of wines (CIELab). According to the results
obtained in the work, it was found that gallic tannins consistently show higher antioxidant
activity than ellagic tannins and condensed tannins. Preliminary results on the impact of
different tannins on the chromatic characteristics of red wines indicate that condensed

tannins affect the chromatic characteristics of wines the most.

Keywords: Oenological tannins; antioxidant activity; chromatic

characteristics; red wines.
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|. Introducao

1. Vinho - breve definicao

O vinho é uma bebida alcodlica resultante da fermentacdo de sumo de uva fresco e
que apresenta uma constituicdo muito complexa e dependente, em grande parte, da
variedade das uvas e “terroir’ envolvente, processo de vinificacao e tipo de estagio e
envelhecimento. A complexidade da matriz dos vinhos reflete-se por isso na elevada
variedade aromética e de sabor e no nivel de qualidade dos mesmos. Para a
variabilidade das matrizes contribuem os constituintes base das mesmas, como alcoois,
ésteres, aldeidos, cetonas, acidos, terpenos e fenois!. Estes compostos base, para além
de conferirem diferentes carateristicas ao “bouquet” dos vinhos, sdo obtidos em
diferentes fases do processo da vinificacdo uma vez que, alguns séo obtidos a partir das
castas utilizadas na sua producdo (aromas primarios), outros a partir do processo de
fermentagdo (aromas secundarios) e por fim compostos obtidos durante o processo de

envelhecimento dos vinhos (aromas terciarios).

2. Composicéao fendlica do vinho

Os fendis apresentam como estrutura base um anel benzénico e uma ou mais
substituicdes por grupos hidroxilo, sendo estes Ultimos designados por polifendis?. Os
polifendis séo conhecidos como produtos provenientes do metabolismo secundario das
plantas®. Estes compostos representam um papel importantissimo quanto as
carateristicas organoléticas dos vinhos? e sdo por isso considerados uma classe de
compostos chave para a qualidade dos mesmos. Assim, afirma-se que a diferenca entre
0s vinhos brancos e tintos, seja na cor ou no sabor, esta associada as diferencas no
teor de compostos fendlicos nas suas matrizes*®. A concentracdo destes compostos
nas uvas e posteriormente nos vinhos sofre variagdes ao longo do tempo, seja devido
as diferencas entre castas, entre porta-enxertos ou ainda diferencas na fermentacéo
durante o processo de vinificagdo®2. Tal como é conhecido, os compostos fendlicos séo
compostos instaveis e por isso, assim que € iniciado o esmagamento, estes comegam
a reagir com os compostos de aroma influenciando o produto final'. Sabe-se ainda que
estes compostos, para além de terem influéncia sobre os aromas, a adstringéncia e o
amargor dos vinhos, apresentam carateristicas que sdo benéficas para a satde como
propriedades antioxidantes, bactericidas e vitaminicas*®. Estas carateristicas benéficas
passaram, posteriormente, a ser associadas ao consumo de vinho rico nestes

compostos, devido a aparente reducéo da incidéncia de doenca cardiovascular nestes
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consumidores, ficando assim conhecido como o “paradoxo Francés™. As propriedades

referidas anteriormente provém da capacidade que os polifenéis tém para interagir com

outros compostos tais como carboidratos, acidos organicos, metais e proteinas’#®,

2.1. Classificacao de polifendis

Os polifendis podem ser classificados e diferenciados de acordo com as estruturas
das cadeias de carbonos destes compostos. Assumindo essa classificacdo, os
polifendis podem basear-se numa estrutura quimica de um flavonoide (ex. antocianinas,
flavondis, flavan-3-6is) ou numa estrutura nao-flavonéide (ex. estilbenos, acidos

fenélicos)g'z, Figura 1.

Estrutura base
de um flavonoide

R4
OH
OH o? o
\ R2
C
Z 0—Glc OH

OH
Antocianinas Flavan-3-ol
Rj3'
Ry Q
HO
Rs \ OH
Rsg'
HO
Rq OH
Rs

Estilbenos Acido galico

Figura 1. Exemplos de compostos com estruturas quimicas flavonéides (Antocianinas, Favan-3-ol) e ndo-flavondides
(Estilbenos, Acido galico).

Um tipo de polifendis que tem especial importancia no setor dos vinhos e que

apresenta elevada variedade quanto as suas estruturas € o dos taninos. Este é um tipo
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de compostos que apresenta tanto estruturas de base flavondide (taninos condensados)

como também estruturas ndo-flavondides (taninos hidrolisaveis).

2.1.1. Flavonoides

Os polifendis que pertencem a classe dos flavonéides sdo caraterizados por ter
uma estrutura quimica flavonéide, assumindo assim um esqueleto de carbonos com a
sequéncia C6-C3-C6. Tal como é possivel verificar a partir da Figura 2, estes compostos
possuem trés anéis (A, B, C), sendo o A e B formados por seis carbonos com funcbes
fendlicas e o C formado por 3 carbonos. Este ultimo anel diferencia-se dos restantes,
uma vez que é o mesmo a potenciar a subdivisdo dos flavondides em diversos tipos de
compostos, como é o caso das antocianinas, flavonas, flavan-3-6is, flavanonas e
flavonois'®. Varios destes compostos estdo distribuidos pelas peliculas das uvas e
representam um importante papel relativamente a cor dos vinhos. Compostos como as
flavonas e flavonaéis contribuem para a pigmentacao amarela e antocianinas contribuem

para a pigmentacédo vermelha dos vinhos tintos®+.

R4 R4
OH OH
HO (0] HO
Rz R
C C
OH
OH (0] OH (0]
Flavona Flavonol
R4
OH
HO (ON
AN R,
C
/ O—Gilc
OH
Antocianinas

Figura 2. Estruturas quimicas dos flavonoides: Flavona e Flavonol (R; e R, = H, OH) e Antocianinas (R; e R, = H, OH,
OCHs).

2.1.2. Nao-flavonoides

Os compostos polifendlicos que ndo fazem parte da classe dos flavondides, ndo

apresentam uma configuragdo base flavonoide, ao contrério da seccao 2.1.1, sendo
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apenas possivel definir as suas estruturas como nao-flavondides e posteriormente

subdividi-las. Desta familia fazem parte, maioritariamente, compostos como estilbenos

e acidos fendlicos, mais concretamente acidos hidroxibenzoéicos e hidroxicinamicos?.

R3’
Ry’
R3
X Re’
R4
Rs
Estilbenos
R, COOH Rs ~__COOH
Rs R, R;
R2 R1
Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinadmicos

Figura 3. Estruturas quimicas de compostos nao-flavonéides: Acidos fendlicos e Estilbenos.

Os estilbenos e mais especificamente o resveratrol que se encontra nas
peliculas?, sédo conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes. Uma vez que estes
apresentam um conhecido e elevado teor nos vinhos tintos e as propriedades referidas,
suspeita-se que possam contribuir assim para o “paradoxo Francés”. Esta reputagcéo do
vinho tinto pode dever-se em parte ao resveratrol, estilbeno que apresenta melhores
propriedades biolégicas, uma vez que aparentemente exibe, a par com outros
compostos fendlicos, a capacidade de impedir a oxidacao das LDL (lipoproteinas de

baixa densidade)!**2,

Os acidos hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos apresentam na sua constituicdo
um anel benzénico que os carateriza, C6-C1 e C6-C3 respetivamente, diferenciando-os
também a partir das substituicGes existentes no anel®. Estes compostos provém
principalmente da polpa e estdo associados a degradacdo de antocianinas e acucares,
uma vez que, geralmente, os acidos fendlicos estdo sob a forma combinada com

glicésidos ou ésteres®.

O teor destas subclasses maioritarias, referidas anteriormente, de compostos
ndo-flavondides, difere dos vinhos tintos para os vinhos brancos. Assim, os vinhos

brancos sdo conhecidos por apresentarem um teor baixo deste tipo de compostos
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fendlicos quando comparado diretamente com a quantidade presente destes compostos

nos vinhos tintos, tal como sugere a seguinte Tabela 1134,

Tabela 1. Gama de concentragdes de estilbenos e 4cidos fendlicos nos vinhos.

Vinho Estilbenos (mg/L) Acidos fendlicos (mg/L)
Tinto [20 — 80] [100 — 200]
Branco [0,5-1] [10 — 20]
2.1.3. Taninos

Os taninos sdo uma classe de polifendis que, por definicdo, tém a capacidade
de interagir e de se combinar, de forma estavel, com alcaldides, gelatinas e outras
proteinas'*?® e ainda com outros polimeros como polissacaridos®. Estas interacdes
potenciam a precipitacdo dos taninos. Desta propriedade resultam a inibicdo enzimatica,
a colagem, a transformacéo de peles de animais em couro e ainda a adstringéncia®. Os
taninos apresentam um peso molecular compreendido entre 500 e 3000 Dalton e séo
por isso consideradas moléculas de peso molecular relativamente elevado®®. Assumindo
esta condigdo, as interagdes com as proteinas serao estaveis uma vez que apresentam

o tamanho adequado para o acesso dos taninos ao centro ativo das proteinas®.

Os taninos podem ser classificados, com base nas suas estruturas quimicas, em
guatro categorias, 0s taninos condensados, os taninos hidrolisaveis, os taninos

complexos e ainda os florotaninos?’.

Ao longo dos anos a presenca destes compostos, como metabolitos secundarios
nas plantas, tem sido alvo de muitos estudos, seja na totalidade dos taninos ou nas suas
classes individuais, com o intuito de se fazer uma caraterizagdo dos mesmos tanto
gualitativamente como quantitativamente. Assim, varios métodos tém surgido
possibilitando a sua quantificagdo!®18. Neste trabalho, o tipo de métodos aos quais se
pretende recorrer sdo métodos expeditos e rapidos. Assim, o método a destacar e que
sera utilizado no trabalho para quantificagcdo de taninos condensados € o método de
precipitacdo por metilcelulose. O principio pelo qual se fundamenta este método é o da
interacdo e combinacao dos taninos com polissacéridos, mais concretamente com a
metilcelulose, promovendo a precipitacdo dos mesmos'®. Por conseguinte, a
guantificacdo é possivel uma vez mensurada a absorvancia das amostras antes e

depois da precipitacdo provocada.
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2.1.3.1. Taninos condensados
Os taninos condensados, igualmente designados por proantocianidinas, séo
oligbmeros ou polimeros de polihidroxiflavanos. Para a constituicdo destes contribuem
uma série de monémeros, sendo 0s mais comuns a (+)-catequina, a (-)-epicatequina

entre outros discriminados de seguida na Figura 4%’.

R2 R2

OH OH

HO o HO O W

OH “Ion
OH OH

(+)-catequina R;=0OH,R,=H
(+)-afzelequina R;=H,R,=H
(-)-galocatequina  R; = OH, R, = OH

(—)-epicatequina R;=0OH,R,=H
(—)-epiafzelequina R;=H,R,=H
(+)-epigalocatequina  R; = OH, R, = OH

Figura 4. Estruturas quimicas base de taninos condensados (proantocianidinas).

Algumas das unidades monoméricas mais comuns dos taninos condensados
estao apresentadas de seguida e sdo designadas por diastereocisomeros, uma vez que

apresentam uma relacdo de isomeria entre elas.

Tabela 2. Diastereoisémeros e seus respetivos oligdmeros e polimeros.

Diastereoisomeros

Oligémeros e Polimeros

(+)-catequina / (—)-epicatequina
(+)-afzelequina / (—)-epiafzelequina

Procianidinas
Propelargonidinas

(—)-galocatequina / (+)-epigalocatequina Prodelfinidinas

As ligacg6es inter-flavondides dos taninos condensados estéo divididas em dois tipos de
ligagbes, A e B. Da mesma forma que hd uma divisdo dos tipos de ligagédo, as
proantocianidinas sédo também consideradas do tipo A e B. Frequentemente, as
proantocianidinas do tipo B estdo associadas as ligacdes C-C entre os carbonos C4 de
um dos mondémeros e o C8 de outro, podendo, porém, ocorrer mais ocasionalmente
ligacdes entre os carbonos C4 e C62%17. As proantocianidinas do tipo A, para além das
ligagbes de tipo B, aduzem uma ligacdo de funcdo éter, entre C2-O-C7 dos

monomeros?>2t, Determinadas proantocianidinas do tipo A e B, apresentadas na Figura
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5, foram identificadas como as mais usualmente presentes nos vinhos*.

OH

OH

OH
OH

OH

Procianidinas do tipo B

Procianidina do tipo A

A;: Epicatequina-(2—>0—7, 4f—8)-catequina

OH
OH

R3

R4\\\\‘ N

OH

B;: Epicatequina-(4p—8)-catequina R, =0OH,R,=H,R;=H, R;,=O0H
B,: Epicatequina-(4p—8)-epicatequina R;=0OH,R,=H,Ry;=H, R,=0OH
B;: Catequina-(40.—8)-catequina R, =H,R,=0H,R;=H, R,=O0H
B, Catequina-(4a—8)-epicatequina R;=H,R,=0H,R;=0H,R4;=H
Bs: Epicatequina-(43—6)-epicatequina R, =0OH,R,=H,R;=0H,Ry;=H
Bg: Catequina-(4a—6)-catequina R, =H,R,=0H,R;=H, R,=O0H
B Epicatequina-(43—6)-catequina R;=0OH, R,=H,R;=H, R;=OH
Bg: Catequina-(4a—6)-epicatequina R, =H,R,=0OH,R;=0H,Ry;=H

Figura 5. Estruturas quimicas de procianidinas diméricas do tipo A e do tipo B.

Assumindo os diferentes padrées de hidroxilagdo das unidades monoméricas
como forma de categorizacdo das proantocianidinas do tipo B, torna-se possivel
(3,5,7,3',4’-Pentahidroxilacéo),
(3,5,7,3,4',5'-Hexahidroxilacéo), (3,5,7,4'-Tetrahidroxilacéo),
(3,7,3,4'-Tetrahidroxilacdo), (3,7,3,4'5-

Pentahidroxilag&o), proteracacinidinas (3,7,8,4'-Tetrahidroxilagdo), promelacacinidinas

classifica-las por procianidinas prodelfinidinas

properlagonidinas

profisetinidinas prorobinetinidinas
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(3,7,8,3',4'-Pentahidroxilagéo), procassinidinas (7,4'-Dihidroxilacdo) e probutinidinas
(7,3',4'-Trihidroxilagdo)*"%2,

Figura 6. Padrdes de hidroxilagéo das proantocianidinas do tipo B.

Os taninos condensados, por serem polimeros, apresentam, ao longo da sua
variedade, diferentes graus de polimerizagdo. Todavia, a despolimeriza¢cdo dos mesmos
pode ser provocada recorrendo a um tratamento térmico e a uma utilizagdo de um meio

acido®24,

No que diz respeito a presenca destes polimeros nas diferentes partes das uvas,
estes existem e distribuem-se pelos varios constituintes sélidos, como é o caso do
engago, das grainhas e das peliculas®. Contudo, para além dos constituintes anteriores,
vestigios foram ja encontrados na polpa das uvas®. As partes sélidas das uvas, mais
especificamente, as grainhas e as peliculas, apresentam diferencas entre os taninos
guanto aos seus graus de polimerizacdo e a presenca das subunidades de
epigalocatequina®®. As proantocianidinas presentes nas grainhas, quando comparadas
com as das peliculas, possuem um grau médio de polimerizacdo menor?%27, Quanto as
subunidades de epigalocatequina, esta descrito que estas apenas estao presentes nos
taninos das peliculas?®?°. Apés o término do processo de vinificaco, este tipo de taninos
manifesta-se em diferentes concentragcdes nos vinhos tintos e nos vinhos brancos,
respetivamente, com valores compreendidos entre 1 a 4 g/L e com valores de 100 mg/L
a 300 mg/L*.

Atualmente é conhecida uma nova subfamilia de proantocianidinas, que difere
das anteriores, do tipo A e do tipo B, por apresentar uma estrutura ciclica tendo sido
denominadas por proantocianidinas coroa®. Na seguinte figura, Figura 7, esta exibida a
primeira procianidina coroa caraterizada estruturalmente, que pertence a esta nova
classe. Aparentemente, este exemplo referido, de um tetr@mero de procianidina coroa,
esta presente apenas nas peliculas das uvas e ndo nas restantes partes soélidas tal como

as procianidinas poliméricas®..
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Figura 7. Estrutura quimica de um tetramero de procianidina coroa.

Posteriormente as descobertas supracitadas, tem predominado o interesse no
estudo destes compostos em diversas castas. Longo et al. (2019) avaliou a presenca
deste tipo de compostos ciclicos em varias castas de uvas, tintas e brancas, chegando
a conclusao da existéncia de procianidinas pentaméricas e hexaméricas ciclicas em
diversas castas®. No estudo referido, verificou ainda que os vinhos tintos menos
oxidados exibiam uma maior quantidade de procianidinas coroa comparativamente as
procianidinas néo ciclicas, sugerindo a hipotese de que sao potenciadores de qualidade
nos vinhos®*. Num outro estudo, Longo et al. (2019), identificou parcialmente em vinho

tinto, novos tetrameros e pentameros de procianidinas e prodelfinidinas coroa®:.

Com vista na quantificacdo dos taninos condensados, alguns métodos
colorimétricos tém vindo a ser utilizados. Como exemplo desses métodos sdo 0s
métodos da vanilina, do butanol-HCI*®. Um outro método relevante e que possibilita, de
forma aproximada, a determinagcdo dos taninos condensados, € o meétodo da

precipitacdo por metilcelulose!®1934,

2.1.3.2. Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sao constituintes importantes dos metabolitos
secundarios das plantas, tornando-se relevante conhecer as suas fontes. Assim,
sabendo que estes estdo presentes seja em plantas ou em arvores, este tipo de
compostos localiza-se mais concretamente na madeira, na casca, nas folhas e nos

galhos®3,

Este tipo de compostos séo ésteres de acido galico com um carboidrato central,

tipicamente a D-glucose, podendo apresentar outros acucares como frutose, xilose e
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sacarose®. Com base nas suas estruturas quimicas, os taninos hidrolisaveis estdo
subdivididos em duas classes, os galotaninos e os elagitaninos!’*. A génese do termo
“hidrolisaveis” reflete a suscetibilidade deste grupo de taninos para a sua hidrélise, o
que desencadeia a libertacdo dos respetivos acidos. Os mondmeros acidos que fazem
parte destes taninos determinam a classe dos mesmos. Assim, na condicdo do
mondmero ser o acido gélico esta-se perante o caso dos galotaninos, se for o 4cido

galico e o acido hexahidroxidifénico denominam-se elagitaninos!’=°.

)

0 OH
HO
HO OH

OH
HO OH

HO OH
OH
OH HO

Acido galico 0

Acido hexahidroxidifénico

Figura 8. Estruturas quimicas base dos taninos hidrolisaveis.

A formacéo dos taninos hidrolisaveis, tal como demonstrada na Figura 9, tem por
base uma unidade monomérica de &cido gdlico. Inicialmente, a partir de uma
transgaloilacdo enziméatica, ocorre uma esterificacdo entre o carboidrato e o monémero
de acido gélico, formando o primeiro e mais simples percursor, denominado por B-
glucogalina. Posteriormente, apds consecutivos processos de transgaloilacdo
enzimatica, ocorre a formacao do penta-O-galoil-B-D-glucose, molécula percursora quer
dos galotaninos quer dos elagitaninos®. Os precursores finais de galotaninos
(Hexagaloilglucose) sé@o obtidos apos esterificacdo de um dos fendis dos grupos galoll
por acido galico e os dos elagitaninos (Telimagrandina e Geranina) obtidos pela
desidrogenacdo oxidativa seguida de um acoplamento entre dois grupos galoil

adjacentes®>%,

Quanto a presenca desta classe de taninos nos vinhos, uma vez que ndo surgem
naturalmente, a fonte mais habitual destes é as madeiras, mais concretamente, as
barricas de carvalho onde os vinhos tintos sdo armazenados e envelhecidos®. Contudo,
a composicao volatil inerente aos varios tipos de barricas varia, de acordo com as varias
origens e espécies das mesmas. As espécies mais conhecidas e utilizadas na formagéo
das barricas sdo a Quercus alba, habitualmente denominada por carvalho branco

americano, e as duas espécies europeias Quercus robur e Quercus petraea®. De uma
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forma geral, no que diz respeito a quantidade de elagitaninos, as barricas produzidas a
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Figura 9. Descri¢édo geral da formacgéo de precursores dos taninos hidrolisaveis, adaptado a partir de de “Jourdes, M.;
Pouységu, L.; Deffieux, D.; Teissedre, P.-L.; Quideau, S. Hydrolyzable Tannins: Gallotannins and Ellagitannins. In Natural

Products: Phytochemistry, Botany and Metabolism of Alkaloids, Phenolics and Terpenes” Y,
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partir de madeira de espécies europeias apresentam um maior teor, quando
comparadas com as produzidas a partir de carvalho branco americano®. De entre 0s
varios elagitaninos extraidos e identificados durante o envelhecimento em barricas, a

vescalagina acompanhada da castalagina destacam-se por serem os principais*=°.

O teor de elagitaninos extraidos a partir de espécies de Quercus petraea e
Quercus robur pode abranger valores entre 4 e 120 mg/g de madeira seca*?. Para além
das barricas, existem outras fontes de taninos hidrolisaveis sendo autorizada a
comercializagao de taninos enolégicos como aditivos para os vinhos. Segundo o OlV,
todos os taninos exdgenos devem ser especificamente extraidos a partir de tipos de
madeira que apresentem alto teor de taninos, seja a noz de galha, carvalho, castanheiro
ou madeira exotica. Os diferentes tipos de madeira apresentam quantidades distintas
dos dois tipos de taninos hidrolisaveis. Assim, as fontes maioritarias dos galotaninos séo
a madeira de tara e a noz de galha. No que concerne aos elagitaninos, as fontes mais
representativas desta subclasse sdo as madeiras de castanheiro, carvalho e

mirobalano®®.

Atualmente, uma vez que as barricas apresentam desvantagens como 0 prego,
existem novos desenvolvimentos quanto aos modos que possibilitam a extracdo de
taninos hidrolisaveis desde as madeiras até aos vinhos. As tiras e as aparas de carvalho
sdo exemplo disso jA que mostram um tratamento dos vinhos mais rapido e a
possibilidade de ocorrer uma extracdo maior de polifendis?®. Assim, a utilizacdo de
“chips” ou aparas de carvalho, cubos, tem vindo a tornar-se numa pratica cada vez mais
usual. Contudo estas apresentam também desvantagens, pois embora apresentem um
menor custo, a complexidade do envelhecimento dos vinhos com esta metodologia
depende bastante do tamanho das tiras e das aparas e do tempo de contacto com os
vinhos*®. Uma outra metodologia que permite o tratamento com madeira em substituicdo
das barricas € a utilizagcdo de p6 de madeira, precisando ainda de muitos estudos para

gue seja possivel um tratamento adequado a este nivel*344,

Um dos métodos colorimétricos que permite a quantificacdo, embora com

limitacdes, dos taninos hidrolisaveis, recorre a utilizacéo de iodato de potassio®®.

2.1.3.3. Taninos complexos
As estruturas dos taninos presentes nesta classe exibem uma maior
complexidade, devendo-se ao facto de estarem presentes elementos estruturais de

diferentes grupos?’. Assim, para a constituicdo dos taninos complexos contribuem, uma
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unidade de um galotanino ou elagitanino, que migram das barricas, que estabelece uma
ligacao glicosidica com uma outra unidade monomérica (flavonéide), habitualmente um
mondémero de catequina presente no vinho em estagio®-4>4, Com o intuito de se avaliar
a presenca de alguns destes compostos nos vinhos apos o seu envelhecimento, varios
estudos tém vindo a ser realizados, atestando a presenca frequente de, por exemplo, a

Acutissimina A nos vinhos*"*8.

Acutissimina A

Figura 10. Estrutura quimica de um exemplo de um tanino complexo.

2.1.3.4. Florotaninos
Na classe dos florotaninos, os compostos caraterizam-se por serem oligdbmeros
ou polimeros de unidades de 1,3,5-trihidroxibenzeno, mais comumente designado por

floroglucinol“®,

HO OH

OH

Floroglucinol

Figura 11. Estrutura quimica base dos florotaninos.

Os florotaninos sao compostos polifendlicos dos quais apenas se verificou a sua
presenca em algas marinhas castanhas!’#°. Atualmente, com base na estrutura das

ligacdes que possibilitam a formagdo dos polimeros, existe uma subclassificacdo em 3
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categorias para diferenciar estes compostos, ou seja, os fucdis, os floroetodis e os

fucofloroetois*.

2.2. Propriedades quimicas dos taninos

Os compostos polifendlicos, particularizando, a classe dos taninos, apresentam
véarias propriedades quimicas com importantes impactos aquando do seu uso a nivel
enoldgico®. Apesar dos taninos apresentarem diferengas entre si quanto a sua origem,
aos graus de polimerizacdo, aos processos de extragao e purificagdo, os taninos contam
com diversas propriedades em comum®. A interacdo com proteinas, o impacto no
oxigénio/metais e ainda os efeitos bacteriostaticos representam as mais relevantes
propriedades quimicas dos taninos no universo da enologia®:. No que diz respeito ao
primeiro ponto, este reflete a capacidade que os taninos tém de interagir com as
proteinas potenciando a sua precipitacdo parcial no caso de excesso de material
proteico. Assim, demonstra que a utilizacdo dos taninos tem a finalidade de coadjuvar
na clarificacdo dos vinhos novos e na colagem nos vinhos brancos*. Quanto ao segundo
tépico, este representa, de uma forma geral, a capacidade antioxidante e a antioxidasica
dos taninos. A estas propriedades, estédo ligadas diretamente, a capacidade de capturar
os radicais superoéxido, o potencial destes compostos para formar quelatos com ferro, a
capacidade de intervencdo de forma direta no consumo de oxigénio dissolvido e ainda
a de auxiliarem na prevencdo de oxidacdo proveniente de reacdes de base Fenton®?,
Relativamente aos efeitos bacteriostaticos dos taninos, estes tém sido alvo de varios
estudos com o intuito de compreender o seu impacto sobre 0s microrganismos.
Contudo, ao longo dos anos, alguns estudos ja realizados apresentam conclusfes por
vezes contraditérias no que diz respeito a este efeito e por isso mais estudos seréo
necessarios®. Apesar destas contradicdes, projeta-se que os polifendis na sua
generalidade apresentam uma capacidade inibitéria no crescimento de determinados
microrganismos, contrastando com uma capacidade potenciadora no crescimento dos

microrganismos por parte de certos acidos galicos525354,

Tendo em conta o tipo de métodos, expeditos e de rapida execucdo, que se
pretendem utilizar, com foco nos taninos enolégicos, avaliaram-se alguns que permitiam
comparar as capacidades antioxidantes, propriedades estas que sdo das mais
relevantes para o uso enolégico. Para esta finalidade existem variados métodos,

contudo, ird ser dado apenas destaque aos de maior interesse para o trabalho.



FCUP | 27
Caraterizagdo fisico-quimica de taninos para uso enolégico — Propriedades antioxidantes e efeito na copigmentagdo

2.2.1. Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante dos taninos enolégicos € um dos atributos de maior
interesse associado a estes compostos. Esta carateristica apresenta tal relevancia, uma
vez que, 0s taninos sdo compostos usualmente utilizados com vista a impedir a oxidacéo

dos vinhos e consequentemente o seu acastanhamento®,

Atualmente, existem diversos métodos que foram desenvolvidos com o objetivo
de se determinar e comparar a capacidade antioxidante de entre os diferentes taninos.
Os métodos mais conhecidos para esta finalidade sdo o ABTS, a captura do radical
hidroxilo, o DPPH, entre outros®°>%, Uma vez que sdo varios os métodos existentes
baseados no principio de captura de radicais livres, é de interesse para o trabalho, a
realizacdo de dois dos métodos permitindo uma comparacgao entre eles. Assim, irdo ser

abordados o método ABTS e do radical hidroxilo.

O método ABTS tira partido da utilizacdo do radical livre (ABTS""), uma vez que
este tem a capacidade de interagir com agentes antioxidantes, como é o caso dos
taninos. Como resultado desta interacdo, aquando da adicdo de um antioxidante
(taninos), é potenciada a inibicéo e estabilizacdo do radical e consequentemente uma
reducdo de absorvancia, possibilitando, com recurso a uma leitura espetrofotométrica a
734 nm, realizar a determinagdo da capacidade antioxidante destes compostos
polifendlicos®’. Deste modo, é possivel, por comparacdo com o Trolox, avaliar a
atividade antioxidante dos taninos. No que diz respeito ao método de captura do radical
hidroxilo, este pretende avaliar, através da atividade antioxidante de cada tanino, o grau
de inibicdo que cada tanino apresenta para com a degradacdo da desoxirribose na
presenca ou auséncia de um complexo de ferro. Esta avaliacdo € obtida a partir do
mesmo recurso que o método anterior. Assim, para a avaliagdo desse grau de inibi¢éo,
recorre-se a leituras espetrofotométricas a 532 nm, que na presenc¢a de um antioxidante,
tendem a retardar o aparecimento de cor, refletindo-se numa diminui¢cdo da absorvancia
a 532 nm®’. Comparativamente ao método do ABTS, este método, apresenta uma maior

complexidade na sua execucéo®’.

2.2.2. Capacidade antioxidasica (anti-lacase)

Aludindo aos mostos e vinhos, a capacidade antioxidasica define-se, de um
modo geral, pela aptiddo de um determinado composto para impedir o desenvolvimento

de atividade microbiolégica, mais concretamente a atividade da lacase.
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Uma vez em condi¢Bes climaticas amenas e humidas, as vinhas padecem
geralmente do desenvolvimento do fungo Botrytis cinerea associado a doenca da
podriddo nas uvas®®. Como consequéncia do desenvolvimento deste fungo, os bagos
sofrerdo uma infecdo que posteriormente passara também para o sumo de uva®. A
ocorréncia desta infecdo provoca a excrec¢do de varios tipos de compostos como
enzimas (lacases, tirosinases, pectinases e proteases) e alguns metabolitos fangicos
(glicerol, &cido glucénico e B-glucanos)®®. Aliada a secrecdo da lacase, enzima
catalisadora da oxidag¢édo de compostos polifenélicos, esta a formacéo de quinonas, que
uma vez polimerizadas, ddo origem a compostos castanhos, provocando assim a

degradacédo da cor e o acastanhamento dos vinhos®°.

Os taninos, para além da atividade antioxidante, apresentam uma capacidade
particular que é a capacidade antioxidasica. Esta classe de polifendis apresenta um
efeito inibitério sobre a atividade da enzima lacase, contudo este padece de uma
medicdo, uma vez que, diferentes tipos de taninos exibem diferentes intensidades de
capacidade antioxidasica®. Deste modo, a determinacdo desta capacidade para os
taninos é possivel com recurso a métodos colorimétricos ja conhecidos para este efeito,
tais como o criado por Dubernet (1974) e o criado por Grassin e Dubourdieu (1984)%!. O
método de Grassin e Dubourdieu é o mais conhecido para esta finalidade. Este é
baseado na utilizagdo do composto cromogénico siringaldazina, que uma vez na
presenca da lacase, se oxida e forma um composto de cor roxa®. O objeto de anélise
deste método € a medicdo da absorvancia, a 530 nm, da taxa de formagéo deste
composto que, por consequéncia, permitira avaliar a capacidade antioxidasica dos

taninos®°.

2.3. Propriedades organoléticas dos taninos

A utilizagdo de taninos nos vinhos tem também o proposito de lhes conferir
determinadas carateristicas de qualidade. Uma vez que estdo inter-relacionadas,
aliadas as propriedades quimicas deste conjunto de compostos, estédo as propriedades
organoléticas que estes conferem aos vinhos. Estes compostos polifendlicos, tém um
elevado impacto sobre o aroma/sabor dos vinhos, sobre a sensacédo na boca dos
mesmos e ainda sobre a estabilidade da sua cor, podendo assim, conferir carateristicas
valiosas para o produto final®*. Assim, a qualidade dos vinhos é fomentada, também,
mas nédo so, por um bom equilibrio entre o amargor e a adstringéncia, harmonia essa

que pode ser adquirida a partir de uma correta aplicacdo de taninos.
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2.3.1. Adstringéncia

A adstringéncia € uma sensac¢ao que é percecionada como secura, aspereza e
enrugamento na boca. Os taninos, quando associados aos vinhos, de uma forma geral
sdo conhecidos pela sensacdo téatil de adstringéncia que estes provocam. Esta
sensacdo € resultado da precipitacdo das proteinas salivares consequente da
capacidade dos taninos de interagir com as mesmas. Como resultado desta interacéo,
as proteinas salivares perdem a capacidade de lubrificar a cavidade bocal promovendo
este fendbmeno ao qual se designa por adstringéncia (a adstringéncia é uma sensacao

tatil e ndo um sabor sendo frequentemente associada ao sabor amargo) 2.

Nos vinhos tintos, onde a sensagéo equilibrada de adstringéncia € um atributo
de qualidade, os taninos condensados, seja oligdmeros ou polimeros, sdo 0s principais
impulsionadores desta sensacdo no produto final®*. Contudo, a percecdo da
adstringéncia conferida pelos taninos condensados pode variar, dado que € influenciada
pelo grau de polimerizacdo médio e a percentagem de galoilacdo destes®. Assim, os
taninos condensados que ostentam maior grau médio de polimerizacdo, conferem uma
sensacéao de adstringéncia mais forte®®. Alguns fatores externos foram ja descritos como
influenciadores da sensacéo de adstringéncia, uma vez que, condicionam a interacdo e
consequente precipitacdo dos taninos com as proteinas. Deste modo, valores maiores
de pH, de acucares (frutose) e até de etanol implicam uma menor sensacdo de

adstringéncia®’.

2.3.2. Amargor

Apesar de ser por vezes confundido com a sensacdo de adstringéncia, o
amargor representa, ndo uma sensacao, mas um dos cinco sabores elementares. O
amargor é por isso percecionado a partir dos recetores gustativos dos quais dispomos
na lingua. Atualmente, sabe-se que o amargor presente em vinhos e que € despoletado
por compostos polifendlicos, € primeiramente despoletado por polimeros de flavan-3-
ois, apesar de outros compostos como flavonodis e derivados de acidos fendlicos
também promoverem este sabor®®. Assim, aguando da presenca de compostos
polifendlicos como é o caso dos taninos, ocorre a ativagao dos recetores do sabor

especifico amargo, pertencentes a familia de genes TAS2Rs®“,
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2.3.3. Cor

Um dos atributos mais importantes nos vinhos é a cor, uma vez que é possivel
deduzir a partir dela, alguma informacdo sobre outros atributos. Com base na cor
apresentada, pode ser possivel estimar a intensidade do sabor, a idade do vinho e até
o tempo de contacto com as peliculas. Assim, € de esperar que a cor seja,
impreterivelmente, considerada um atributo de qualidade dos vinhos. No que concerne
aos vinhos tintos, a qualidade, pode ser parcialmente identificada a partir tanto da

densidade da cor como da sua tonalidade®*.

Partindo do conhecimento de que as antocianinas sao o principal pigmento dos
vinhos tintos e, sabendo que os taninos e estas se podem combinar, 0s taninos sao
detentores das carateristicas necessarias para assumirem a condi¢cao de copigmentos,
representando assim um papel importante sobre o atributo da cor. As carateristicas mais
relevantes para apresentarem esta condicéo e que, tanto os taninos condensados como
os taninos hidrolisaveis tém, sdo a presenca de sistemas conjugados e de grupos
dadores/aceitadores como € o caso dos grupos -OH e C=05°. Assim, ao fendmeno que
ocorre a partir das interacdes entre os taninos e as antocianinas, da-se o nome de
copigmentacdo. Para a ocorréncia deste fendmeno, as interacdes referidas
anteriormente sdo estabelecidas a partir de ligagcbes nao covalentes, potenciando a

formacéo dos complexos apresentados na Figura 12.

N

Pigmento

Prototipo do complexo da copigmentagio

Copigmento

Figura 12. Exemplo de prot6tipo do complexo da copigmentacgdo, adaptado a partir de Trouillas et al. (2016).

Uma vez a ocorréncia deste fendmeno, os taninos podem promover uma

melhoria e um aumento da estabilidade da cor e ainda promover a formacdo de novos
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pigmentos®®5!, H4, contudo, varios fatores que oferecem um impacto direto sobre o
fendmeno da copigmentacdo, tais como, as diferentes condi¢cdes da matriz (pH, etanol,
temperatura), a concentracdo do pigmento e do copgimento, a razao

pigmento/copigmento e ainda a natureza dos mesmos™.

A avaliacdo das carateristicas cromaticas dos vinhos pode ser obtida recorrendo a
mais do que um método, potenciando uma maior amplitude de parametros obtidos. Um
primeiro método a referir € o de Boulton que, para além de permitir uma avaliacdo da
cor total dos vinhos, pretende também possibilitar uma avaliagdo da cor promovida pelas
antocianinas, promovida pelos pigmentos resistentes ao SO, e promovida pela
copigmentacdo’t. Um segundo recurso importante, reconhecido universalmente como o
sistema de referéncia colorimétrico para a quantificacdo da cor, é o sistema CIELab.
Este sistema visa simular, sob a forma numérica, a perce¢céo da cor observada por um
analisador na vida real. A partir deste sistema € possivel avaliar varios parametros

associados a cor total dos vinhos.

Assim, com recurso a estes dois métodos, torna-se viavel avaliar as carateristicas
crométicas dos vinhos influenciadas quer pela auséncia ou pela presencga de taninos
adicionados, potenciando uma comparacao entre as diferencas dos varios parametros

da cor, relativos as varias amostras.

3. Taninos enoldgicos

Da grande variedade de compostos que a classe geral dos taninos engloba, apenas
alguns deles sdo autorizados, pelo OlV, a ser aplicados nos vinhos para além dos que
estdo presentes naturalmente. Este conjunto autorizado de taninos enoldgicos
apresenta uma grande variabilidade no que diz respeito aos varios tipos de estruturas
guimicas, as diferentes origens botanicas e aos seus processos de extragdo. Assim,
assumindo esta variabilidade existente e as varias propriedades que estes apresentam,

o0s taninos podem ser aplicados nos vinhos com diferentes finalidades.

3.1. Fontes autorizadas

De acordo com o OlV, para além dos taninos existentes de forma natural nos vinhos,
taninos exégenos podem ser adicionados, uma vez respeitadas as origens botanicas.
Desta forma, segundo o OIV (COEI-1-TANINS : 2017), as origens botanicas dos taninos
enologicos a extrair devem ser, as proprias uvas (peliculas e grainhas), a madeira

exotica, noz de galha, os carvalhos, os castanheiros, a tara e os quebrachos. Com as
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diversas aplicagbes que os taninos enologicos possuem, torna-se relevante distinguir
as diferentes origens dos taninos. Assim, sabendo que estes apresentam propriedades
tecnoldgicas distintas, € imperativo ser bem conhecida a finalidade para uma boa
aplicacdo. Um fator que contribui para o conhecimento destas origens é o controlo
efetuado com base em marcadores moleculares, como é o caso do quercitol para
madeira de carvalho, do pinitol para noz de galha, do muco-inositol para madeira de
castanheiro e do arabitol para madeira de quebracho®. Outro método para a mesma
finalidade é o método do OIV. Este baseia-se na determina¢éo da concentracao total de
flavonois e permite a discriminacdo entre as diferentes origens (Método OIV,

International Oenological Codex).

3.2. Extragcao

O processo de extragdo dos taninos tem como principio a imersdo da matéria
portadora dos taninos em agua ou alcool (solvente organico), por exemplo madeira de
carvalho desfiada para aumentar a area de contacto. Assim que fica imersa, a madeira
é deixada a macerar, de modo que haja uma migrag&o natural desde a madeira para a
agua circundante. Finda a libertacdo deste tipo de compostos, a solucdo obtida é
arrefecida a temperatura ambiente de modo a precipitar eventuais impurezas e
substancias insolluveis. Assim, esta solug@o obtida é j& um extrato natural de taninos,
disponivel a ser utilizada sobre o estado liquido. De seguida, a partir de uma
desidratacao desta solu¢do pode-se obter os taninos sob a forma de po, no sentido de
facilitar tanto o transporte como o armazenamento dos taninos e a sua posterior

aplicacao.

3.3. Aplicagbes

Devido as varias propriedades que o0s taninos enolégicos possuem, estes s&o
adicionados aos vinhos com varias finalidades. Assim, de acordo com o International
Code of Oenological Practices (OENO 613-2019), os objetivos destas adicdes sdo as
seguintes: para facilitar a estabilizagdo dos vinhos a partir da precipitagdo parcial do
excesso de material proteico; para coadjuvar a colagem dos vinhos; para promover a
protecdo dos vinhos contra oxidagcdo através das propriedades antioxidantes e
antioxidasicas dos taninos; para potenciarem a qualidade da cor dos vinhos tintos a par

de contribuirem para a sua estabilizagdo e preservagao’?.
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Il. Parte experimental

1. Materiais e métodos

a. Reagentes e instrumentacao

Na realizacdo dos varios métodos recorreu-se a multiplos reagentes. Esses
reagentes foram o sulfato de aménio (Merck), metilcelulose (Alfa Aesar, 1600cP),
epicatequina (TCI), Trolox (Merck), ABTS (Sigma-Aldrich), persulfato de potassio
(Merck), etanol (PanReac, 96%), acetato de sodio (Merck), &cido acético (Sigma-
Aldrich), desoxirribose (Sigma), cloreto de ferro (II) (Merck), acido ascorbico (Merck),
perdxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich), fosfato de sddio monidratado monobésico
(Merck), EDTA (Chem-Lab), acido tricloroacético (LabKem), acido tiobarbitdrico (Sigma-

Aldrich), acetaldeido (Fluka), solug&o de sulfuroso a 6% e bitartarato de potassio.

No que diz respeito ao equipamento, foram trés os espetrofotometros UV/VIS aos
guais se recorreram para a realizacdo dos varios métodos. Para os ensaios do método
de precipitagcdo de taninos condensados por metilcelulose e IPT utilizou-se um Thermo
Scientific™ GENESYS™ 10, para os métodos de avaliacdo da atividade antioxidante
dos taninos um Thermo Scientific™ GENESYS™ 50 e o LLG-Uni SPEC 2 para os
métodos de avaliagdo das carateristicas cromaticas (a partir do sistema CIELab e

método de Boulton).

b. Taninos enoldgicos

No que concerne aos taninos utilizados, para a totalidade do trabalho, tiveram-se
em consideragdo 12 taninos de uso enoldgico fornecidos pela empresa SAI (Seguranca

Alimentar Integrada).

Tabela 3. Lista e codificagdo dos taninos enolégicos utilizados.

Taninos Origem
T1 Condensado (uva)
T2 Galico
T4 Galico
T5 Mix (gdlico, elagico, catequinico)
T6 Elagico
T7 Elagico
T8 Condensado (quebracho)
T10 Mix (condensados, elagicos, galicos)
T11 Condensado (grainha)
T12 Condensado (pelicula)
T13 Condensado (grainha)
GT1 Galico
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2. Vinho sintético

Na realizacao de alguns dos ensaios recorreu-se a uma solu¢éo de vinho sintético
de modo a reproduzir-se algumas das condicbes que se encontram geralmente nos
vinhos. Assim, esta solucao apresentava os seguintes critérios, pH de aproximadamente
3,6, percentagem de etanol de 12% v/v e uma concentracéo de aproximadamente 5,0

g/L de acido tartérico.

3. Validacdo interna do método de precipitacdo de taninos

condensados por metilcelulose

O método de precipitacdo por metilcelulose, permite, de forma aproximada, a
determinagédo do teor de taninos condensados nos vinhos tintos. O fundamento deste
método sdo as interacdes que se estabelecem entre o tipo de taninos em questdo e a

metilcelulose, que, formando um complexo insollvel, provocam a sua precipitagdo.

O procedimento assumido para a realizacdo deste método foi conforme o descrito
por Mercurio et al. (2007)'°, uma adaptacdo do método de precipitacdo de taninos
condensados por metilcelulose, com vista na execucdo e validagdo interna deste

método.

Para a sua execugcdo prepararam-se as seguintes solucdes, a solucdo de
metilcelulose a 0,04% e a solucdo saturada de sulfato de aménio, preparadas de novo
sempre que necessario. O comprimento de onda utilizado para as leituras

espetrofotométricas realizadas foi o de 280 nm.

Inerente a realizagdo de cada ensaio esta a necessidade de, para cada amostra,
utilizar-se uma amostra de controlo e uma amostra tratada com metilcelulose, que
possibilita, posteriormente, estimar o teor de taninos condensados a partir da diferenca

entre ambas, equagdes (1) e (2).
AbSyg0 nm(taninos) = Abs,gynm (controlo) — Abs,ggnm (tratada) Q)

__ Abszgo nm (taninos) — a
CTaninos (eq.epicatequina, mg/L) — b X F (2)

Onde, b — declive, a — ordenada na origem, F — fator de dilui¢&o.
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a. Curva de calibracao

O modo de expressar a concentracdo de taninos condensados, tal como
apresentado na equacéao (2), € em equivalentes de epicatequina. Esta representagéo
torna-se possivel uma vez estabelecida a reta da curva de calibracdo da (-)-
epicatequina, que segue o exemplo da equagéo (3), para uma gama de concentracdes
de 10 a 100 mg/L de 6 solucbes aquosas (10, 20, 40, 60, 80, 100 mg/L).

AbSZSO nm = b Cepicatequina (mg/L) +a (3)

No que diz respeito ao método, o calculo do seu desvio padrdo (S,,) e do

coeficiente de variagéo (CV;,) realizou-se com base nas seguintes equagodes (4) e (5).

Sy
Sm = == @)
cV, = 577" x 100 (5)

Onde, b — declive, Sy/x — desvio padrao residual da curva de calibracdo, x — média dos

valores de concentracdo dos padrdes.

b. Limite de detecéo e quantificacéo
Os limites analiticos, L.D. e L.Q., limite de detecdo e limite de quantificacéo,
respetivamente, foram calculados a partir das seguintes equacgdes (6) e (7), tal como
sugerido no Guia Relacre, Guia 13, para o caso de utilizagdo de uma calibracéo linear.

L.D.= B?’XIJM (6)

L= Bl (7)

Onde, b — declive, S, ,, — desvio padréo residual da curva de calibragao.

y/x

c. Repetibilidade

A repetibilidade do método obteve-se com recurso a realizacdo de 10 ensaios
relativos a uma mesma amostra de vinho tinto e com realizagcdo do procedimento
mencionado acima. Assim, os parametros relacionados com a repetibilidade obtiveram-

se a partir das equacoes (8) e (9).

Sri
X

CV, = 2% 100 (8)
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r=28- /Srzl- 9)

Onde, CV,; — coeficiente de variacdo da repetibilidade, S,; — desvio padrdo de

repetibilidade, §2; — variancia de repetibilidade, r — limite de repetibilidade.

d. Taxas de recuperacgao

As taxas de recuperacao determinaram-se a partir da adicdo do tanino T12, em
diferentes concentragdes (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 g/L), a solucdes de vinho
sintético e também a um vinho. Para as taxas de recuperacao realizaram-se ensaios em

triplicado.

4. Determinac&o do indice de Polifendis Total (IPT)

O indice de polifendis total (IPT), relativo a solu¢cdes de taninos enoldgicos
preparadas em V.S. (2 g/L), obteve-se com recurso a uma diluicdo prévia das amostras
de 1:100. De seguida, realizaram-se leituras espetrofotométricas, a 280 nm, e
multiplicaram-se as absorvancias registadas pelo fator de diluicdo (100) de modo a obter

os valores finais de IPT>.

5. Determinacao da atividade antioxidante

A avaliagdo e determinagdo da atividade antioxidante dos varios taninos
supramencionados teve em consideracdo dois métodos, o método ABTS e o método de

captura de radicais hidroxilo.

a. Método ABTS

O método ABTS, utilizado para a quantificacdo da atividade antioxidante, teve
em consideracdo o procedimento sugerido por Machado et al. (2013)”2. Inicialmente, a
realizacdo do método requer a preparacdo da solucdo que contém o radical ABTS*™. A
formacao deste radical provém da mistura, de volumes iguais, de solu¢des aquosas de
ABTS (7 mM) e de persulfato de potassio (2,45 mM). Apos 16h de reacdo no escuro,
recorreu-se a uma solucao tampao acetato de sédio (20 mM) para a diluicdo da solucao
do radical ABTS* para obtencédo de uma absorvancia de 0,700, medida a 734 nm. Uma
vez que 0 método, tal como sugerido, implica que a atividade antioxidante seja expressa

em equivalentes de Trolox, obteve-se uma curva de calibragdo da inibicdo do radical
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ABTS* em funcdo da concentracdo de Trolox, que compreende uma gama de
concentracdes de 0 a 0,30 mM de Trolox. De modo a quantificar a atividade antioxidante
dos taninos, estes foram diluidos individualmente em vinho sintético e posteriormente
misturaram-se 200 yL dessas amostras em 2 mL da soluc¢do do radical ABTS*™. Apés

15 minutos de reagao, mediram-se as absorvancias das solugdes finais.

b. Método de captura de radicais hidroxilo

O procedimento utilizado, e que possibilita avaliar a capacidade de captura do
radical hidroxilo dos taninos, assentou no apresentado por Taghouti et al. (2018)"*. Este
método apresenta uma carateristica distinta do anterior uma vez que este tem em
consideracéo a presenca ou ndo do ferro, usando, deste modo, o EDTA como forma de
complexar o ferro. Assim, o método subdivide-se em dois tipos de condi¢bes, uma
designada por “site specific assay” na qual o EDTA nao esta presente e outra “non site
specific assay” que indica a presenga do EDTA. No que diz respeito ao procedimento,
a 0,5 mL de cada uma das solu¢gbes aquosas de taninos adicionou-se 400 pL de uma
solucdo tampéo fosfato (20 mM, pH 7,4). Posteriormente, acrescentou-se 100 pL de
cada uma das seguintes solugdes, de desoxirribose (20 mM), de cloreto de ferro (I1) (1
mM), de &cido ascérbico (1 mM), de perdxido de hidrogénio (10 mM) e de EDTA (1 mM).
De seguida, sujeitaram-se as misturas anteriores a um periodo de incubagéo de 1h a 37
°C e subsequente adicdo de 1,5 mL de uma solucéo de TBA a 0,5% (preparada em TCA
a 10%). Agueceram-se as misturas durante 15 minutos a 100 °C e mediram-se as
absorvancias a 532 nm. O procedimento € o mesmo para ambas as condic¢des referidas
acima, com a diferenga da adicdo do EDTA apenas no caso da segunda condi¢éo. De
modo a permitir a determinagdo da percentagem de inibicdo provocada pelos taninos,
usaram-se brancos de referéncia para se obter uma forma de controlo, sem a presenga

destes compostos polifendlicos.

A equacdo seguinte (10), permite o calculo da inibicdo (%) provocada pelos compostos

fendlicos em questao,

Inibigio (%) = Absbmz;;;; APSamostra 5 1) (10)

6. Carateristicas cromaticas

A avaliacao das carateristicas cromaticas dos vinhos, na auséncia e na presenca de

taninos, realizou-se com a utilizacdo dos dois recursos explorados de seguida. O
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primeiro remete ao método de Boulton, que permite avaliar diferentes pardmetros
relativos a copigmentacéo e o segundo recurso usado, com vista a avaliar as influéncias
sobre varios parametros da cor dos vinhos, na presenca de taninos, € o sistema CIELab.
Para a realizacdo destes ensaios tiveram-se em consideracdo trés vinhos tintos,
descritos na Tabela 7, € definiram-se quatro taninos. Desta forma, avaliou-se o impacto da

aplicacéo dos diferentes taninos sobre diferentes concentracoes.

a. Método de Boulton

O método de Boulton que visa principalmente avaliar a copigmentac¢éo, baseou-
se no procedimento mencionado de seguida, adaptado a partir de Versari et al. (2007)"*.
Inicialmente, para avaliar a cor total das amostras, filtrou-se os vinhos a partir de um de
um filtro Minisart® Syringe Filter de 0,45 pum da Sartorius, procedeu-se a um ajuste de
pH para aproximadamente 3,6 e realizaram-se leituras espetrofotométricas a 520 nm.
De seguida, visando a cor promovida pelas antocianinas, a 1,5 mL de amostra
adicionou-se 15 pL de uma solucéo de acetaldeido a 10% deixando em repouso e a
temperatura ambiente durante 45 min e posterior medi¢cdo das absorvancias a 520 nm.
Com vista na pigmentacao resistente ao SO, a 1,5 mL de amostra adicionou-se 120 pL
de SO, a 5% e permitiu-se um repouso a temperatura ambiente por um periodo de 10
min com subsequentes leituras espetrofotométricas a 520 nm. Finalmente, para o caso
da copigmentacao, realizou-se uma diluigdo da amostra, com uma razao de 1:20, em
solucdo tampédo de etanol a 12%, preparada em bitartarato de potassio a pH 3,6.
Seguido de um repouso de 10 min, procedeu-se a obtencdo das absorvancias a 520

nm.

Tabela 4. Férmulas de célculo relativas a cada parametro do método de Boulton.

Parametro Formula

Cor
antocianinas
Pigmentacao

resistente ao SO,

A= (AbSCopgimentagéo X 20) - AbSPigmentagéo resistente ao SO,

P = AbSPigmentagéo resistente ao SO,

Copigmenta(;éo C= AbsAntocianinas - (AbSCopigmentagéo X 20)

b. CIELab

Na designacao deste sistema esta implicito o nome da comisséo CIE, que o publicou
em 1976. O nome sugere ainda a presenca do sistema tridimensional no qual se divide

sob a forma de trés coordenadas, L*, a* e b*, cada uma assumindo a sua posi¢do num
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de trés eixos. As coordenadas L* a* e b* estdo associadas, respetivamente, a

luminosidade, a cor verde/vermelho e a cor azul/amarelo.

L*=0

Figura 13. Sistema de cor CIELab. As coordenadas, L* = preto (0) / branco (100); a* = verde (-) / vermelho (+); b* = azul
(-) / amarelo (+).

Fonte: “Sappi — Defining and Communicating Color: The CIELAB System”

Deste sistema fazem ainda parte outros pardmetros com um significado igualmente
importante, tais como, C*, h® e AE* que refletem, respetivamente, a saturacdo da cor, a
tonalidade da cor e a diferenca total entre duas cores, 0 que potencia a comparagao
entre amostras. As formulas de calculo para cada parametro estdo apresentadas na

tabela seguinte, Tabelas’®.

Tabela 5. Férmulas de célculo relativas a cada parametro do sistema CIELab.

Parametro Formula
L* L' =116 f(Y/Y,) — 16
a* a’ =500 (f(X/Xn) — f(Y/Yn))
b* b* =200 (f(Y/Y) - f(Z/Z))
c* c* =/(a? + b*?)
h° h' =tant (b*/a*)
AE* AE = J(L; —L3)? + (a] — a3)? + (b — b3)?
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No que diz respeito a todas as amostras analisadas com recurso ao sistema

CIELab, utilizou-se uma amplitude espetral desde os 380 nm até aos 780 nm.

Apesar de ndo estar diretamente relacionado com o sistema CIELab, existe um outro
método mais convencional, método descrito por Glories (1984), que permite avaliar mais
dois pardmetros que podem ser interessantes discutir e relacionar com os do sistema
CIELab. Este método, com recurso as absorvancias medidas a 420, 520 e 620 nm,
permite avaliar a intensidade da cor (IC) dos vinhos e ainda a sua tonalidade (T), a partir

das seguintes equacdes (11) e (12), respetivamente’®.

IC = AbSsz0 nm + AbSsz0nm + AbSe20 nm (11)
_ AbSiz0nm
 AbSs20nm (12)

7. Analise estatistica

A analise estatistica realizada teve como recurso o programa IBM SPSS Statistics
utilizando, para comparacdo de valores e avaliacdo das diferengas significativas, o
ANOVA de um fator, tendo em consideragédo o teste de Tukey para comparagdo de

médias, para um intervalo de confianca de 95%.
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lIl. Resultados e discussao

1. Método de precipitacdo de taninos condensados por

metilcelulose

O método utilizado, que visava a precipitacdo de taninos condensados com recurso
a metilcelulose, teve em consideracdo o uso da (-)-epicatequina como padrédo para a
obtencéo da reta de calibracdo. Assim, e considerando o procedimento ja enunciado
anteriormente, para uma gama de concentracbes de 10 a 100 mg/L, a curva de

calibracé@o obtida esta apresentada na seguinte equacgéo (11) e Figura 14.

Ab5280 nm = 0,0112 Cepicatequina (mg/L) — 0,0025 (11)

1.25- R?=0.9987
1.00-
0.75-

0.50-

Abs 280 nm

0.25-

0.00 T T T T 1 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracédo (mg/L)

Figura 14. Esquema representativo da reta de calibracdo da (-)-epicatequina.

No que diz respeito a curva de calibracéo obtida, esta apresenta um valor de R?
de 0,9987. Uma vez que apresenta um R? préximo da unidade, tal como se observa, é
uma linha de tendéncia bem ajustada que se aproxima bastante dos pontos das varias
concentracdes, podendo-se induzir que o método dos minimos quadrados realizado

apresenta uma excelente linearidade.

Com vista na avaliagdo do método, de forma geral, e conforme executado,
obtiveram-se alguns par@metros importantes, mais concretamente, parametros como o
limite de detecdo, o limite de quantificagdo, o desvio padrdo do método e ainda o

coeficiente de variagdo do mesmo. O limiar analitico obtido, correspondente ao limite
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de detecdo, é de 4,56 mg/L, representando o valor mais baixo a partir do qual se torna
possivel avaliar a presenca do analito. Quanto ao limite de quantificacdo obtido, que
visa representar o valor minimo a partir do qual é possivel quantificar o analito,
corresponde a um valor de 13,83 mg/L. Este valor do limite de quantificacdo permite
estimar o teor de taninos condensados nos vinhos tintos, uma vez que esse mesmo teor
supera frequentemente o LQ. Dois parametros de igual importancia e que auxiliam na
avaliacdo do método sdo o desvio padrdo do método e o coeficiente de variacdo do
mesmo. Deste modo, e avaliando os valores obtidos de 1,38 e de 2,68 %,
respetivamente, induz-se que este meétodo apresenta um coeficiente de variacdo
bastante bom, uma vez que, segundo a IUPAC, os valores de CV (%) ndo devem

exceder os 10%.

Com recurso a um ensaio de repetibilidade, verificou-se que o CV (%) obtido, no
valor de 15,1 %, excede o valor maximo aceite pela IUPAC. No que diz respeito ao limite
de repetibilidade obtido, este apresenta um valor 0,92 g/L. Uma possivel justificacdo
para este coeficiente de variagcdo e limite de repetibilidade apresentarem valores tao
elevados é o facto de os ensaios de repetibilidade terem sido um dos ensaios iniciais
deste método, ensaios ainda de aprendizagem e otimizacdo, promovendo

possivelmente alguns desvios originados pelo analista.

Quanto as taxas de recuperacao obtidas, utilizaram-se dois tipos de matrizes,
uma de V.S. e outra de um vinho tinto (V10), com o objetivo de comparacdo da resposta
do método. Ambas as matrizes refletem a adicao de sete niveis distintos do tanino T12
e apresentam taxas de recuperacdo distintas quando comparadas, tal como

demonstrado na Figura 15.
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Figura 15. Esquema representativo das taxas de recuperacdo em V.S. e em vinho tinto (V10).
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As taxas de recuperacdo realizadas em V.S., apesar de ndo apresentarem
valores altos, demonstram uma tendéncia decrescente a medida que a concentracdo de
tanino adicionada aumenta, variagcbes aproximadamente de 60% até 47%. Com o
objetivo de avaliar se ocorreria 0 mesmo efeito na matriz de um vinho, Vinho 10, para
0S mesmos sete niveis de tanino adicionado, confirmou-se um mesmo resultado no que
diz respeito a tendéncia decrescente. Apesar deste efeito ser idéntico para as duas
matrizes, apurou-se ainda que as taxas de recuperac¢do relativas a matriz de um vinho
sao bastante mais elevadas variando desde aproximadamente 92% até 72%, tal como
sugere a Figura 15. O facto de se tratar de um método pouco especifico, e também a
dificuldade de avaliacdo da pureza dos taninos utilizados, faz com que o método
apresente taxas de recuperacdo abaixo do que seria desejavel (variagbes de 95% a
105%), apresentando, no entanto, resposta as quantidades crescentes aplicadas, sendo
um método Util para se ter uma ideia global ou aproximada do teor de taninos

condensados entre diferentes vinhos.

2. Determinac&o do indice de Polifenotis Total (IPT)

O indice de polifendis total foi determinado para todos os taninos de modo a obter-
se uma melhor caraterizagdo dos mesmos. Na Tabela 6, €StA0 expressos os valores de

IPT médios para cada tanino e os respetivos desvios padrao obtidos por duplicados.

Tabela 6. Listagem do indice de polifendis total correspondente a cada tanino.

Taninos IPT
T1 234+13 a
T2 84,1+0,8 f
T4 493+18 d
T5 56,7+2,1 e
T6 32,3+£3,0 bc
T7 234+04 a
T8 299+0,4 ab
T10 38,3+35 ¢
T11 255+2,1 ab
T12 259+0,2 ab
T13 255+0,6 ab
GT1 875+18 f

Taninos com a mesma letra indicam que ndo ha diferengas significativas entre eles, letras diferentes ha diferengas
significativas (p < 0,05).
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A partir da tabela acima apresentada, constata-se que 0s varios taninos exibem
valores de IPT com uma grande variedade desde os 23,4% até aos 87,5%. Os taninos
gue apresentaram os valores mais elevados, sem diferencas significativas, foram os
taninos T2 e GT1 (taninos hidrolisaveis galicos). De seguida, ainda fazendo parte dos
gue apresentam um maior valor de IPT, foi o tanino T5 (mix), contudo, apresentando
diferencas significativas relativamente aos dois anteriores. Imediatamente apds, surgem
o tanino T4 (tanino hidrolisavel géalico) e o tanino T10 (mix), ambos com diferencas
significativas entre eles e com valores superiores aos restantes taninos T6 e T7 (taninos
hidrolisaveis elagicos) e T1, T8, T11, T12 e T13 (taninos condensados). Destes ultimos,
tal como se pode inferir a partir da tabela acima, apenas os hidrolisaveis elagicos
apresentam diferencas entre si. Assim, é possivel concluir-se que existem diferencas
significativas entre as diferentes familias, sendo que os taninos hidrolisaveis galicos
superam os taninos mix, seguidos, por ordem decrescente, dos taninos hidrolisaveis

elagicos e dos taninos condensados.

3. Determinacao da atividade antioxidante

a. Método ABTS

As atividades antioxidantes dos varios taninos utilizados, representativos de
varias origens, condensados, hidrolisaveis (géalicos e elagicos) e dois mix, descritos na
Tabela 3, apresentam diferencas entre si. Desta forma, verifica-se que estes tém

diferentes capacidades de estabiliza¢do do radical ABTS™.

o 15= B Mix
© d d
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(0] a a acC a C ac
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Figura 16. Gréafico representativo da atividade antioxidante de cada tanino pelo método ABTS. Taninos com a mesma
letra indicam que nédo ha diferencas significativas entre eles, letras diferentes ha diferengas significativas (p < 0,05).
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A partir dos resultados obtidos, descritos na Figura 16, de uma forma geral,
verificou-se que os diferentes taninos utilizados, embora representem varios niveis
distintos de atividade antioxidante, apresentam todos alguma atividade, no que diz
respeito a capacidade direta de estabilizar o radical ABTS. Visando de uma forma mais
concreta cada uma das familias de taninos, verifica-se que os efeitos medidos a partir
deste método, apresentam pequenas diferencas, contudo algumas diferencas

significativas.

Os taninos condensados apresentam de certa forma, uma atividade antioxidante
constante entre eles, uma vez que, os dois seguintes grupos de taninos condensados
ndo apresentam diferencas significativas intra grupo, (T1, T12) e (T8, T11, T13); inter
grupo apresentam diferencas significativas, contudo pequenas variagdes. Ja no caso
dos taninos hidrolisaveis e dividindo-os sob 2 grupos, galicos (T2, T4 e GT1) e elagicos
(T6 e T7), apesar do T4 e T6 ndo apresentarem diferencas significativas, verificou-se
gue, de uma forma geral, os gélicos em comparagdo com os elagicos, apresentam uma
maior atividade antioxidante. No que diz respeito ao caso dos dois mix estudados, estes
apresentam uma atividade antioxidante interessante. O mix T10 (condensados, elagicos
e galicos), de uma forma geral, apresenta uma atividade antioxidante bastante similar a
dos condensados. Ja o T5, mix (gdlico, elagico, catequinico), esta a par do T2 e do GT1
(taninos hidrolisaveis galicos), uma vez que ndo apresentam diferencas significativas.
Assim, o T2 (gélico), o T5 (mix) e o GT1 (gélico) foram os taninos que exibiram as

maiores atividades antioxidantes pelo método ABTS.

Com base nos dados obtidos e nos taninos utilizados, conclui-se entédo que, os
taninos hidrolisaveis (galicos) dispdem de uma atividade antioxidante superior quando
comparados com os taninos condensados. Esta concluséo é importante, ja que esta de
acordo com outros estudos efetuados também neste ambito®*°. Contudo, esses
estudos, no que diz respeito as atividades antioxidantes estudadas, dependendo do
método usado para as avaliar, apresentam por vezes resultados contraditérios nos quais

a atividade antioxidante dos condensados supera a dos hidrolisaveis.

Um possivel fator que pode ter influéncia sobre os dados obtidos é o facto dos
taninos apresentarem diferentes IPT. Nesta circunstancia, embora se aplique uma
mesma quantidade de taninos, devido a possiveis impurezas, as quantidades reais
aplicadas destes compostos polifendlicos sédo diferentes, potenciando diferencas nas
atividades antioxidantes. Assim, pode haver uma relacdo entre os IPT e as atividades
antioxidantes medidas, uma vez que 0s taninos que apresentaram um IPT superior

foram também os taninos que verificaram as atividades antioxidantes maiores.
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Com vista a verificar a existéncia desta relacdo, também ja evidenciada noutros

estudos’®’’, estabeleceu-se, na Figura 17, a relacdo entre o IPT dos taninos e as suas

respetivas atividades antioxidantes.

Y =7,763X - 21,54
R?=0,8144

100+

o
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ABTS (mM TE / g de amostra)

Figura 17. Grafico representativo da relagéo entre IPT e atividade antioxidante dos taninos.

Tal como nos estudos mencionados acima, a partir da Figura 17, verifica-se
também que a relacdo entre as duas variaveis € uma relagdo positiva e significante,
para uma confianga de 95% (gl=10; 0=0,05), na qual, um IPT maior esta associado,

geralmente, a uma maior atividade antioxidante.

Num cenério ideal, utilizar-se-iam taninos das diferentes familias com valores de
IPT significativamente iguais, de modo que esta variavel ndo pudesse eventualmente

ter influéncia sob as medicdes das atividades antioxidantes.

b. Método de captura de radicais hidroxilo

O método de captura de radicais hidroxilo teve em consideracdo as duas
diferentes condic¢des, “non site specific assay”’ e “site specific assay” apresentando

variagles interessantes aquando da presenca ou auséncia de EDTA.

Na primeira condi¢éo representada, Figura 18, de “non site specific assay”, ou seja,
na presenca de EDTA, € potenciada a formagéo de quelatos entre o EDTA e os ides de
Fe?*, sendo formados em solucéo, por consequéncia, os radicais hidroxilo’. Neste caso,
a inibicdo apresentada pelos taninos representa a eficiéncia destes em competir com a

desoxirribose pelos radicais hidroxilo.
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Figura 18. Gréfico representativo da capacidade de inibicdo, em percentagem, de cada tanino pelo método de captura
de radicais hidroxilo. Tratamento com EDTA. Taninos com a mesma letra indicam que néo héa diferencas significativas
entre eles, letras diferentes ha diferencas significativas (p < 0,05).

A partir da andlise dos resultados, verifica-se que tendenciosamente os taninos
hidrolisaveis gélicos T2 e GT1 e o mix T5 apresentam uma capacidade inibitoria
bastante superior a dos taninos hidrolisaveis elagicos, condensados e do mix T10. Ao
contrario dos taninos T2, GT1 e T5, os restantes apresentam uma tendéncia de
atividade pro-oxidante bastante acentuada, contrastando com o que se esperaria a nivel
de atividade antioxidante por parte dos taninos de uma forma geral. Para além disso,
dado que a inibicdo obtida representa a competicdo destes com a desoxirribose pela
captura dos radicais hidroxilo, pode-se inferir que a razdo pela qual os taninos
hidrolisaveis galicos (T2 e GT1) apresentam uma inibicdo bastante superior quando
comparada com os restantes hidrolisaveis, condensados e mix, deve-se a eficacia que
estes apresentam nessa competicdo, sendo os Unicos em estudo, aparentemente,
capazes de o fazer.

Apesar de se constatar a tendéncia ja referida, relacionada com as familias de
taninos, mesmo entre elas ha evidéncia de diferencas significativas. No que diz respeito
aos taninos hidrolisaveis e contando com a sua subdivisdo em galicos e elagicos,
evidencia-se que ha diferencas significativas entre hidrolisaveis galicos (T2 e GT1) e 0s
restantes hidrolisaveis (T4, T6 e T7). Assim, os taninos T2 e GT1 representam a familia
de taninos hidrolisiveis galicos como sendo a que tem maior capacidade inibitoria no
estudo. No caso dos hidrolisaveis T4, T6 e T7, embora estes apresentem atividade pro-
oxidante, apresentam também alguma neutralidade, ndo tendo nem capacidade para

competir com a desoxirribose, nem grande atividade pro-oxidante.
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Aludindo aos taninos condensados e ao tanino mix T10, estes apresentam
também diferencas significativas entre eles, contudo, de acordo com o estudo, todos
evidenciam uma atividade pro-oxidante bastante elevada.

Agora, para a condicdo de “site specific assay”, ou seja, na auséncia de EDTA,
a producéo dos radicais hidroxilo é potenciada pela ligacdo de Fe®*" a desoxirribose’®.
No caso desta condicéo, a inibicdo associada a cada tanino pode ser representativa de
dois panoramas. Primeiramente, pode estar relacionada com a capacidade dos taninos
para formar quelatos com os i6es ferro, o que provocaria a inibicdo da formacéo dos

radicais hidroxilo, ou pode apresentar uma relacdo com a captura de radicais hidroxilo.
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Figura 19. Gréfico representativo da capacidade de inibicdo, em percentagem, de cada tanino pelo método de captura
de radicais hidroxilo. Tratamento sem EDTA. Taninos com a mesma letra indicam que nédo ha diferencas significativas
entre eles, letras diferentes ha diferencas significativas (p < 0,05).

Tal como registada anteriormente, a tendéncia da capacidade inibitéria ser
superior nos taninos hidrolisaveis comparativamente as outras familias repete-se,

contudo, com variag@es distintas, agora com a auséncia do EDTA.

Com base nos resultados apresentados na Figura 19, Verifica-se que os taninos
hidrolisaveis, os taninos mix e ainda o tanino condensado (T8) possuem uma
determinada atividade antioxidante/capacidade inibitéria. Esta atividade/capacidade
apresentada por eles pode dever-se principalmente as suas capacidades quelantes,
uma vez que, ndo ha evidéncia a excecao do T2, do GT1 e do T5, de que os restantes
apresentem qualquer tipo de capacidade para capturar radicais hidroxilo, tendo em
consideracdo o ensaio tratado com EDTA. Contrastando com os anteriores, 0s taninos

da familia dos condensados (T11, T12 e T13) foram os Unicos que apresentaram uma
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atividade pro-oxidante em ambas as condi¢cdes do método e, portanto, sdo 0s que
apresentam uma pior performance a nivel antioxidante. Estes ultimos, contrariamente a
todos os outros, aparentemente ndo apresentaram nem capacidade de formar quelatos

com os ides ferro, nem de capturarem os radicais hidroxilo.

Quanto as diferencas significativas, verificou-se que os taninos hidrolisaveis
gdlicos (T2, GT1) evidenciam diferencas significativas entre os restantes hidrolisaveis
(T4, T6) e (T7). A par com as inibic6es obtidas pelos taninos hidrolisaveis (T4, T6) estdo
os dois taninos mix (T5, T10) que n&o tém diferencas significativas entre si. Os taninos
condensados (T1, T8) e o tanino hidrolisavel elagico (T7) ndo apresentam diferencas

entre si, tal como se sucede com o0s taninos condensados (T11, T12, T13).

Tendo em consideracgdo os dados obtidos para ambas as condicdes, relativos a
todos os taninos utilizados, conclui-se entdo que, os taninos hidrolisaveis galicos, de
uma forma geral, dispdem de uma atividade antioxidante superior quando comparados
com os taninos hidrolisaveis elagicos e condensados, dado que, os primeiros aparentam
capacidades quelantes e ainda capacidade de competir com a desoxirribose pela
captura dos radicais hidroxilo. Estes resultados, tal como no caso dos obtidos no método

ABTS, estdo de acordo com a bibliografia®!*°.

4. Carateristicas cromaticas

A avaliacdo das carateristicas cromaticas realizou-se com base nos dois recursos
seguintes, no método de Boulton e no sistema CIELab. Para tal, e como referido
anteriormente, utilizaram-se trés vinhos tintos de modo a poder avaliar as variagdes, a
nivel das carateristicas cromaticas, provocadas pelos taninos. Os parametros fisico-
quimicos de cada vinho utilizado estédo indicados na Tabela 7. NO que diz respeito aos
taninos utilizados, para avaliar os seus impactos a nivel cromatico, definiram-se quatro
taninos com base nas diferentes familias, dois taninos hidrolisaveis e dois taninos

condensados, T2 e GT1, T1l e T12, respetivamente.
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Tabela 7. Parametros fisico-quimicos carateristicos dos vinhos tintos utilizados.

Amostras (Vinhos tintos) 20 21 10
Teor alcodlico (% viv) 12,28 14,78 12,83
Massa volumica (g/cm?) 0,9942 0,9921 0,9932
Ac. total (g/dm? de acido tartarico) 6,72 5,98 5,82
Ac. volatil (g/dm? de acido acético) 0,54 0,47 0,61
pH 3,39 3,54 3,59
SO; livre (mg SO2/dm?) 29 33 20
Aclcares redutores (g/dm?) 3,0 1,5 3,6
Acido malico (g/dm3) 0,00 0,00 0,00

a. Método de Boulton

Um dos importantes pontos a ter em consideracao, quando se fala da adi¢cao de
taninos aos vinhos, é o impacto que estes podem representar sobre as carateristicas
crométicas dos mesmos. Com base nisso, o objetivo da aplicacdo deste método é o de
avaliar as possiveis alteragdes provocadas pelos taninos sobre a cor total dos vinhos,
as cores provenientes das antocianinas e avaliar ainda o fendmeno da copigmentacao.
Os registos que se obtiveram para os varios ensaios de adi¢éo dos diferentes taninos,
estdo representados de seguida na Tabela 8. Nesta, com base em ensaios duplicados,
estdo apresentados os valores médios, os desvios padrfes e ainda as diferencas
significativas entre os taninos, quando comparados entre eles e com 0 ensaio que serve

de controlo de cada vinho (sem adig&o de taninos, concentragéo igual a 0).

A partir dos resultados obtidos, verifica-se imediatamente que de todos os
parametros avaliados, o primeiro, referente a cor total, € o que assinala maioritariamente

diferencas significativas.



FCUP | 51
Caraterizagao fisico-quimica de taninos para uso enolégico — Propriedades antioxidantes e efeito na copigmentagao
Tabela 8. Listagem dos parametros do método de Boulton relativos as diferentes adi¢gdes de taninos aos vinhos.
. Concen Pigmentacéo :
Tr?gl tracdo Cor total antoc(::igginas registentegao Cotgggﬁrgen
/L) SO,

- - 14,54 +£ 0,66 abc 8,31+£0,85 3,94 £ 0,09 2,24 £ 0,37
0,10 14,09 £ 0,49 ab 7,44 + 0,81 3,97 £ 0,01 3,51+0,87
T2 0,20 14,44 £ 0,17 a 8,71+ 0,59 3,97 £ 0,07 2,53+0,76
0,40 14,68 + 0,07 abcd 9,42 +1,76 3,92 £ 0,07 191+1,65
0,10 15,04 £ 0,19 abcd 8,65+ 1,29 3,88 £ 0,04 2,88 £ 1,26
8 GT1 0,20 15,17 £ 0,08 abcd 9,56 + 0,38 3,91 £ 0,05 2,01 £0,25
g 0,40 15,44 + 0,07 bcd 8,54 £ 0,13 3,96 + 0,03 3,17 £ 0,02
'; 0,10 15,17 £ 0,18 abcd 8,59+0,94 3,88 £ 0,15 2,84 £ 0,93
T11 0,20 15,22 + 0,08 bcd 10,01 £0,11 3,91 +£0,03 1,49 + 0,04
0,40 14,76 + 0,04 abcd 9,86 + 0,91 3,94 + 0,08 1,57 £ 0,77
0,10 15,33+ 0,43 bcd 8,21+ 0,58 3,86 + 0,05 2,93+1,13
T12 0,20 15,63 + 0,06 cd 8,94 + 0,06 3,90 + 0,03 2,53+ 0,07
0,40 15,66 £ 0,06 d 8,56 £ 1,73 3,96 £ 0,01 3,02+£1,73
- - 8,20+0,32a 5,47 £ 0,12 ab 3,00+£0,02a 1,01£0,13
0,10 8,76 £ 0,09 bc 4,04+037a 3,07+x0,03bc 2,74+0,35
T2 0,20 8,62+0,03b 496 +0,14ab 3,08+0,01bc 1,96+0,13
0,40 8,69 £ 0,01 bc 553+0,70ab 3,10+0,01bc 1,50%0,78
0,10 8,73+ 0,05 bc 4,60 + 0,54 ab 3,06 £0,00b 2,35+ 0,36
J GT1 0,20 8,89 £ 0,03 bc 6,09+£047ab 3,11 +£0,00 bc 1,03+ 0,49
E 0,40 8,99 £ 0,01 bc 6,08 £ 0,19 ab 3,11 +£0,00 c 1,11 £ 0,19
'§ 0,10 8,77 £ 0,11 bc 5,63+0,12ab 3,07 +£0,01 bc 1,30 £ 0,02
T11 0,20 8,92 + 0,06 bc 6,17+131b 3,11+0,01c 0,82+1,34
0,40 8,68 £ 0,03 bc 508+0,32ab 3,10+£0,00bc 1,96 +0,26
0,10 8,97 £ 0,10 bc 536 £ 0,57 ab 3,07+, 0,03bc 1,73+0,53
T12 0,20 9,08 +0,04 c 586+0,13ab 3,12+0,01c 1,27 + 0,13
0,40 8,99 £ 0,03 bc 5,54 £ 0,48 ab 3,12+ 0,00 c 1,65+ 0,50
- - 12,20+ 0,19 a 560+£046a 344+0,02ab 3,24%+0,47a
0,10 12,69 +0,04 def 5,90+0,47ab 3,45+0,01ab 3,08+0,46a
T2 0,20 12,16 £ 0,03 a 6,19+0,10ab 3,43+0,0lab 2,63+0,09ab
0,40 12,14+ 0,05 a 725+060b 3,42+0,00ab 1,50%0,63b
0,10 1253+0,14bcd 5,79+£0,00ab 3,35+0,08a 3,25+ 0,04 a
g G611 0,20 12,33+ 0,00abc 6,29+0,27ab 3,39+0,01ab 2,50+0,29 ab
E 0,40 12,67 +£0,08def 6,56+0,68ab 3,45+0,0lab 242+0,71ab
'E 0,10 12,64 + 0,04 cde 6,21+0,14ab 3,42+0,04ab 2,63+0,24ab
T11 0,20 12,75+ 0,06 defg 6,40+0,47ab 3,46+0,01b 252+0,44ab
0,40 12,28+0,02ab 6,40+0,03ab 3,46+0,00ab 2,51+0,02ab
0,10 12,97 + 0,05 fg 6,95+0,09ab 3,43+0,0lab 2,03+0,10ab
T12 0,20 12,88 +0,07efg 6,63+£0,0lab 3,48+0,03b 2,383+0,04ab
0,40 13,05+ 0,06 g 6,04+£050ab 3,48+0,00b 3,09+0,51a

Valores com a mesma letra indicam que ndo ha diferencas significativas entre eles, letras diferentes ha diferencas

significativas (p < 0,05). Valores sem presenga de letras indicam a ndo existéncia de diferencgas significativas entre o

grupo analisado.
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No geral, uma vez que ha evidéncia de varias diferencas significativas na cor
total aquando da adicdo dos taninos, é possivel concluir-se que existe um impacto
destes sobre este parametro.

No que diz respeito aos restantes parametros avaliados, seria de esperar que a
possivel ocorréncia do fendmeno da copigmentagcdo, potenciasse a existéncia de
maiores diferengas significativas, entre os vinhos com adi¢cdo de taninos e o controlo.
Apesar dessa possibilidade, n&o se verificaram maioritariamente diferengas
significativas nesse ambito. Uma possivel razao para a nao evidéncia deste fenémeno,
podera ser uma questdo de tempo insuficiente para que a reagao, entre os taninos e as
antocianinas, ocorresse na totalidade, uma vez que os ensaios foram analisados no
préprio dia em que foram preparados.

Desta forma, focando essencialmente no parametro da cor total e refletindo
sobre os efeitos dos taninos neste parametro, verificaram-se variagdes interessantes,

visualizaveis a partir dos graficos seguintes, Figura 20.
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Figura 20. Gréaficos representativos da influéncia da aplicagdo dos taninos na cor total dos vinhos, V20, V21, V10.

A partir destes graficos, € possivel inferir que ha taninos que apresentam
diferentes niveis de impacto sobre a cor total. Para os trés casos (V20, V21, V10),
verifica-se a possibilidade de uma tendéncia nos impactos causados por alguns taninos.
Tendo em consideracdo os graficos acima, é possivel identificar uma relagéo entre a
concentracdo de taninos aplicada e a variacdo verificada. Na generalidade, embora em

alguns casos ocorra alguma excecao, o impacto dos taninos GT1 e T12 sobre a cor total



FCUP | 53
Caraterizagdo fisico-quimica de taninos para uso enolégico — Propriedades antioxidantes e efeito na copigmentagdo

parece ser dependente da concentracdo adicionada. Quanto ao tanino que
frequentemente exibe um impacto superior sobre a cor total, € o tanino T12
(condensado). De seguida, o tanino GT1 (hidrolisavel) e T11 (condensado) apresentam
valores médios semelhantes quanto as variagcBes provocadas pela aplicacdo dos
mesmos, contudo o GT1 apresenta uma ligeira superioridade nesse ambito. De uma
forma geral, o tanino T2 (hidrolisavel) € o que representa o menor impacto de entre os
quatro analisados. Assim, focando nos taninos T12 e no T2, embora se possa afirmar
que, nestes casos, o tanino condensado (T12) influencia mais a cor total que o tanino
hidrolisavel (T2), torna-se dificil de especificar e/ou prever o papel das familias dos
taninos sobre o impacto que estes podem provocar, considerando que os efeitos dos

restantes taninos, hidrolisavel (GT1) e condensado (T11), aparentam ser semelhantes.

b. CIElab

O efeito direto que a aplicacdo dos taninos teve sobre as variacbes das
absorvancias também foi avaliado. Para esse efeito, realizou-se uma comparagao entre
elas, Figura 21, para o comprimento de onda ao qual ocorre o pico maximo das
absorvancias. Na figura seguinte estdo apresentados os dados para os trés vinhos
analisados. No caso dos vinhos V20 e V21, o comprimento de onda é aos 530 nm e

para o V10 é aos 535 nm, correspondentes ao pico maximo de absorvancia exibido.
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Figura 21. Graficos representativos da influéncia da aplicagdo dos diferentes taninos no pico maximo das absorvancias
obtidas para os vinhos, V20, V21, V10.
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Tendo em conta os taninos e as concentracdes estudadas, aguando da adigédo
dos mesmos, na maioria dos casos, verificaram-se aumentos das absorvancias. A partir
dos resultados exibidos, infere-se que o tanino T12 é o que provoca, ha generalidade,
0 maior aumento das absorvancias, apesar de nao variar de forma totalmente uniforme
para o aumento das concentracdes. O tanino GT1 € o que aparenta responder melhor,
com um aumento mais homogéneo da absorvancia aquando do aumento da sua
concentracdo, apresentando apenas uma quebra nesta tendéncia para o caso da
concentracao 0,20 g/L no V10. Quanto aos restantes dois taninos, o T11, aparenta exibir
esta dependéncia da concentracdo apenas para as concentracdes 0,1 e 0,2 g/L, e 0
tanino T2 apresenta diferentes variacfes entre as varias concentra¢des, ndo ocorrendo

necessariamente uma ordem em fungéo da concentragéo.

Desta forma, assumindo os ensaios dos trés vinhos, parte dos resultados
apresentaram uma relacdo de dependéncia, embora, nao totalmente uniforme, entre o
aumento da concentragdo de taninos e o aumento das absorvancias. Esta observacao
esta parcialmente a par com os resultados obtidos por Vignault et al. (2019)"°. Nesse
estudo, os resultados mostram um aumento uniforme das absorvancias advindo do
aumento da concentragcdo de taninos. Uma das possiveis razdes para a ocorréncia
destas diferencas entre os dois estudos, pode estar relacionada com o timing das
analises, pelo facto dos resultados de Vignault et al. (2019) serem relativos a analises
efetuadas uma semana ap0s a aplicagdo dos taninos. Outra possivel razédo, sera a
matriz na qual foram realizados os ensaios, uma vez que no estudo de Vignault et al.
(2019), a matriz utilizada foi uma solug&o de vinho sintético com a presenca da principal
antocianina dos vinhos (malvidina-3-O-glucosido), contrastando com a matriz utilizada

para este documento, que foram amostras de vinho as quais foram adicionadas taninos.

A partir das variacdes observadas acima, € de esperar que ocorram diferencas
a nivel das carateristicas cromaticas das amostras. Assim, a partir do sistema CIELab
e de todos os parametros que este representa, pretende-se avaliar de uma forma mais
clara qual o impacto da adi¢cdo dos taninos sobre os parametros em questdo. Na tabela
seguinte, Tabela 9, com base em ensaios duplicados, estdo apresentados os valores
médios, os desvios padrdes e as diferencas significativas entre os ensaios. Na Tabela 9,
os dados apresentados séo relativos a todos os parametros do sistema CIELab e dois

parametros do método de Glories (IC e T).
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Tabela 9. Listagem dos varios parametros obtidos pelo sistema CIELab e pelo método de Glories relativos as diferentes adi¢cdes de taninos aos diferentes vinhos.

Tanino Conc. (g/L) L* ax b* C* h* AE IC T
i ) 1,59+0,61 28,96+0,92 2995+094 41,66+1,32 0.8021 +0,0002 2,49+0,12 0.521+0,001
ac ac ac ac ab " ab abcd
0.10 202+0,39 2964+059 3062+058 42,62+0,83 0.8017 +0,0004 1,05+053 2,42 +0,08 0.521 +0,001
c c c c b b abcd
T2 0,20 2,01+0,11 29,64+0,15 30,65+0,15 42,63+0,21 0.8022 +0,0001 1,06+ 1,21 2,47 +£0,03 0.517 +0,001
c c c c abc ab b
0,40 1,77+£0,05 29,28+0,08 30,30+0,08 42,14+0,11 0.8025+ 0,0000 111 40,72 252+0,01 0.524 +0,002
ac ac ac ac acd abc ade
0,10 1,84+0,14 29,43+0,22 30,46+0,22 42,35+0,31 0.8026 + 0,0001 0,80 £ 1,02 2,57+0,04 0.520+ 0,002
c c c c acd abc abcd
GT1 0,20 145+0,16 28,80+0,26 29,80+0,27 41,44+0,37 0.8025+0,0001 1,31 + 0,37 2,60+0,01 0.522 +0,002
< abc abc abc abc acd abc abcd
o 1,14+0,12 28,30+0,19 2929+0,20 40,73+0,28 0.8026 + 00,0000 2,64+0,01 0.518 +0,001
< 0,40 1,04 +£1,15
c abc abc abc abc acd ac bc
>
0,10 1,70+£0,31 29,20+050 30,23+0,52 42,02+0,72 0.8027 +0,0000 0,48 £ 051 2,59+0,03 0.520+0,001
ac ac ac ac d abc abc
T11 0,20 1,58 +0,08 29,01+0,13 30,03+0,13 41,76+0,18 0.8026 + 0,0000 0,89+012 2,61+0,01 0.523+0,001
ac ac ac ac cd ac acd
0,40 1,81+0,10 29,37+0,16 30,40+0,17 42,27+0,23 0.8026 + 0,0000 0,85+ 0091 254+0,01 0.529+0,001
ac ac c c acd abc e
0,10 1,00+ 0,48 28,09+0,75 29,06+0,78 40,42+1,08 0.8023 +0,0001 1,38 + 0,27 2,63+0,07 0.525+0,001
abc abc abc abc acd ac de
T12 0,20 0,74+0,08 27,68+0,13 2864+0,14 39,83+0,19 0.8024 + 0,0000 202+ 1,24 2,68+0,01 0.524 +0,001
ab ab ab ab acd c ade
0,40 0,44 ;)_r 0,23 27,17bi 0,37 28,12b1r 0,38 39,10bi 0,53 0.8026;;;(10,0000 2.81+087 2,69 JEr 0,01 0.528 ;_r 0,001

L* = preto(0) / branco(100); a* = verde(-) / vermelho(+); b* = azul(-) / amarelo(+); C* = saturac¢do da cor; h° = tonalidade da cor; AE* = diferenca total entre duas cores. Valores com a mesma letra
indicam que ndo ha diferencas significativas entre eles, letras diferentes ha diferencas significativas (p < 0,05). Valores sem presenca de letras indicam a ndo existéncia de diferencas significativas
entre o grupo analisado.
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Tabela 9. (Cont.)
Tanino Conc. (g/L) L* a* b* C* h° AE IC T
i 9,05+0,6 39,84 +0,79 40,25+0,57 56,63+0,96 0.7904 + 0,0028 1,50+ 0,06 0.628 + 0,001
a a a a a " a abcd
0.10 755+0,14 37,73+0,20 38,40+0,17 53,83+0,26 0.7942 + 00,0004 319+ 0,84 1,61+0,01 0.628 + 0,001
bc bc bc bc bc bc abcde
T2 0.20 7,76 + 0,07 38,03+0,11 38,66+0,09 54,23+0,14 0.7936 + 0,0002 2744097 1,59+0,01 0.633+0,001
bc bc bc bc ab b ef
0.40 7,69+004 3793+0,07 38,60+0,08 54,11+0,11 0.7941 +0,0001 287+1.25 1,60+ 0,00 0.632+0,001
bc bc bc bc bc bc def
0.10 7,84+0,06 38,18+0,08 38,86+0,06 5448+0,10 0.7942 +0,0003 248+ 1,02 1,60+ 0,01 0.629 + 0,000
b b b b bc bc abcde
GT1 0.20 751+0,15 37,72+0,22 38,47+0,20 53,87+0,30 0.7952 +0,0003 3174081 1,63+0,01 0.627 + 0,002
< bc bc bc bc bc bc abc
° 0.40 729+003 37,38+0,05 38,15+0,06 53,40%+0,07 0.7956 +0,0001 369+ 121 1,65+0,00 0.624 + 0,000
c bc bc bc bc bc bc a
£
0.10 7,71+0,18 38,00+0,24 38,71+0,19 5424+0,31 0.7947 £ 0,0007 2754078 1,61+0,02 0.630 + 0,000
bc bc b bc bc bc cde
T11 0.20 756+0,11 37,81+0,16 38,59+0,14 54,03+0,21 0.7957 +0,0003 3,01+ 0,90 1,64+0,01 0.629 + 0,001
bc bc bc bc bc bc bcde
0.40 7,81+0,03 38,15+0,04 38,86+0,03 5445+0,05 0.7946 +0,0001 252+1,07 1,60+0,01 0.636 0,001
b b b b bc bc fg
746 +0,26 37,64+0,38 38,42+0,33 53,78+0,50 0.7956 + 0,0007 1,64+0,02 0.625+ 0,001
0.10 bc bc bc bc bc 3:28+0,57 bc ab
T12 0.20 7,16 +0,09 37,20+0,13 38,06+0,12 53,22+0,17 0.7968 + 00,0002 3.92+ 0,94 1,67+0,01 0.630 + 0,000
bc bc bc bc bc c cde
0.40 6,99 ;_L 0,15 36,92Ci 0,24 37,79Ci 0,23 52,83: 0,33 0.7970 wC_L 0,0001 434+ 0,77 1,66bico,01 0.639 ; 0,000

L* = preto(0) / branco(100); a* = verde(-) / vermelho(+); b* = azul(-) / amarelo(+); C* = saturac¢do da cor; h° = tonalidade da cor; AE* = diferenca total entre duas cores. Valores com a mesma letra
indicam que néo ha diferencas significativas entre eles, letras diferentes ha diferengas significativas (p < 0,05). Valores sem presenca de letras indicam a ndo existéncia de diferencas significativas
entre o grupo analisado.
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Tabela 9. (Cont.)
Tanino Conc. (g/L) L* a* b* C* h° AE IC T
i i 246+0,16 30,35+0,24 31,10+0,24 43,45%+0,34 0.7977 £ 0,0002 2,17 +0,03 0.558 + 0,003
ae ae ae ae ac " a a
226+0,02 30,05+0,03 30,83+0,02 43,05+0,04 0.7983+0,0001 0,45+0,33 | 2,24+0,01 0.547 +£0,000
0,10
acd acd acde acd de a bcde b
T2 0.20 254+0,03 3048+0,04 31,21+0,04 43,63+0,05 0.7972+0,0001 0,23+0,27 | 2,16+0,01 0.555+ 0,000
! e e e e ab a a ad
0.40 236+0,05 30,19+0,07 30,90+0,07 43,20+0,10 0.7969+0,0001 0,28+0,26 | 2,16 +0,01 0.558 + 0,000
! ade ade acde acde b a a a
010 248+0,12 30,39+0,18 31,16+0,17 43,53+0,25 0.7980+0,0003 0,08+0,09 | 2,21 +£0,02 0.547 +0,001
! ae ae e ae cd a abc b
225+0,01 30,05+0,02 30,76+0,02 43,000,022 0.7972+0,0000 0,50+0,35 | 2,19+0,00 0.554+0,000
GT1 0,20
S acd acd acd acd ab a ab ad
o 0.40 2,09+0,00 29,79+0,00 30,54+0,01 42,66+0,00 0.7979+0,0001 0,88+0,38 | 2,24+0,01 0.549+0,001
= : c c c C cd ab bcde bc
> 010 247+001 3040+0,01 31,19+0,00 43,56+0,01 0.7983+0,0001 0,26+0,14 | 2,23+0,01 0.548 +0,001
! ae ae e ae def a bcd bc
2,38+0,01 30,27+0,02 31,07+0,01 43,38%+0,02 0.7985+0,0002 0,26+0,14 | 2,25+0,01 0.548 +£ 0,000
T11 0,20
ade ade ade ade efg a cde bc
0.40 2,84+0,03 3097+0,05 31,76+0,04 44,35+0,06 0.7980+0,0001 0,98+0,30 | 2,17+0,00 0.555+0,001
! f f f f cde ab a ad
2,13+0,07 29,88+0,12 30,69+0,12 42,84+0,17 0.7988+0,0001 0,70+0,56 | 2,28+0,01 0.547 +£0,002
0,10
cd cd cd cd fg ab ef b
2,07+0,07 29,77+0,10 30,58+0,10 42,68+0,14 0.7989+0,0001 0,87+0,22 | 2,28+0,01 0.553+0,001
T12 0,20
c c C C gh ab def cd
1,72+0,05 28,21+0,08 30,04+0,07 41,90+0,11 0.7994+0,0001 1,72+0,26 | 2,31+0,01 0.557 +0,000
0,40 b b b b h b f ad

L* = preto(0) / branco(100); a* = verde(-) / vermelho(+); b* = azul(-) / amarelo(+); C* = saturac¢do da cor; h° = tonalidade da cor; AE* = diferenca total entre duas cores. Valores com a mesma letra
indicam que néo ha diferencas significativas entre eles, letras diferentes ha diferencas significativas (p < 0,05). Valores sem presenca de letras indicam a ndo existéncia de diferengas significativas
entre o grupo analisado.
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Partindo de uma analise mais generalista dos dados, é possivel verificar, que a
aplicacdo dos varios taninos influencia de forma significativa os diferentes parametros.
Assim, a partir da Tabela 9, de uma forma geral, € possivel constatar que entre o0s varios
ensaios ocorrem variagdes tanto nos parametros qualitativos relativos a luminosidade,
aos vermelhos e aos amarelos como nos parametros quantitativos relativos a saturacao
da cor e a tonalidade. Contudo, a utilizacao de diferentes taninos confere diferentes tipos
de variactes. De seguida, de modo a auxiliar a discussao sobre os dados, estes serdo

apresentados também sob a forma de graficos.

e Luminosidade, L*

No parametro da luminosidade, L*, quando comparados 0s ensaios de controlo
(vinhos sem adicao de taninos, C = 0,0 g/L) com os ensaios com adicao de taninos nas
varias concentracdes, verificaram-se algumas variagbes que promoveram nuns casos,

0 aumento da luminosidade e noutros a diminuigdo da mesma.

V20 V21
3.0 95
2.5 9.0
2.0 85
515 5 8.0
1.0 75
0.5 7.0
0.0 6.5
00010204 00010204 00010204 00010204 00010204 00010204 00010204 00010204
Concentracéo (g/L) Concentracdo (g/L)
V10
35
%0 = T2
25 W GT1
520 O 111
15 W T12

0.0 0.1 02 0.4 0.0 0.1 0.2 04 0.0 0.1 02 04 0.0 0.1 02 04

Concentragéo (g/L)

Figura 22. Gréficos representativos da influéncia da aplicacéo dos diferentes taninos no parametro da luminosidade,
L*, nos vinhos V20, V21 e V10.

Recorrendo aos graficos presentes na Figura 22, verifica-se que apés a adicao dos
taninos, a luminosidade dos trés vinhos é afetada de maneira distinta, dependendo de

qual o tanino e concentracoes aplicadas.

Em andlise dos dados, para os vinhos V20 e V10, constata-se que a adi¢édo de
diferentes taninos nas varias concentragdes provoca diferentes varia¢cdes. Conforme se

evidencia pelos graficos, o impacto da adi¢cdo dos taninos T12 e GT1, aparenta ser



FCUP | 59
Caraterizagdo fisico-quimica de taninos para uso enolégico — Propriedades antioxidantes e efeito na copigmentagdo
dependente e proporcional a concentracdo adicionada, resultando num maior impacto
guanto maior a sua concentracdo. Na maioria dos casos, estes dois taninos promovem
a diminuicdo da luminosidade. Ja os taninos T2 e T11, apresentam impactos com
menores variagdes e ndo apresentam nenhuma dependéncia relativamente as
concentracdes. Destes dois Ultimos, o T2, apresenta em alguns dos casos, um aumento
da luminosidade, contudo ocorrendo excecdes verificAveis a partir do grafico. O T11,

geralmente, promove também um ligeiro aumento da luminosidade.

Frequentemente, dos quatro taninos em estudo, o tanino que impde uma maior
variacdo da luminosidade é o tanino T12. Os taninos que aparentam promover menores
variacbes da luminosidade aquando da sua adicdo sdo o tanino T2 e o T11l. As
diferencas significativas registadas na Tabela 9, estdo a par destas afirmacdes, uma vez
que o T12 é, geralmente, o que apresenta maiores diferencas significativas,

contrastando com os outros dois, T2 e T11, taninos em que acontece 0 oposto.

Contudo, para o vinho V21, os taninos representam um diferente papel
comparativamente aos vinhos V20 e V10, uma vez que promovem, em qualquer uma
das situagfes, a diminuicdo significativa da luminosidade. Apesar disso, o tipo de
comportamento das variacbes provocadas pela adicdo de taninos (serem ou nao
dependentes da concentragdo) mantém-se. Uma possivel justificacéo para a diferenca
de resposta ap0ds a adi¢cao dos taninos pode estar relacionada com o L* inicial de cada
vinho. Assim, tendo em consideragdo que o vinho V21 apresenta uma luminosidade
muito superior ao V20 e V10, parece haver evidéncia de que a aplicacédo de taninos em
vinhos mais luminosos pode representar um maior impacto e uma maior diminuigéo da

luminosidade.

Uma relagéo interessante de mencionar, ja referenciada por Alamela et al.
(2010)%°, é a relacdo negativa apresentada entre os parametros L* e IC, obtidos,
respetivamente, pelo CIELab e pelo método de Glories. A relagao negativa significa que,
perante um aumento do parametro da intensidade da cor (IC), ocorrera uma diminui¢éo
da luminosidade (L*). Esta relacédo evidenciou-se também para os dados obtidos neste

trabalho.
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De seguida, estdo apresentados dois graficos com o objetivo de demonstrar a

ocorréncia desta relacdo, usando como exemplo, os dados relativos ao vinho V21.

1.70+ 9.5+

1.65+ 9.0

8.5+

1.60-

Q *, 8.0+
1.55 —
7.54 T

1.504 7.04
1.45 1 1 L) ) 6.5 T L) L) 1
0.0 0.1 0.2 0.4 0.0 0.1 0.2 0.4

Concentragédo (g/L) Concentragdo (g/L)
T2 — GT1 — N — T12

Figura 23. Graficos representativos da relagéo entre L* e IC para o vinho V21.

Como é possivel constatar pelos graficos acima, para os mesmos dados, a par
do aumento da intensidade da cor, ocorre a diminuicdo da luminosidade. Esta evidéncia
€ bastante relevante, uma vez que, a partir de um método mais simples como é o método

de Glories, é possivel estimar-se e retirar-se algumas conclusdes relativas a

luminosidade das amostras.

e Cor verde/vermelho, a*

Quanto ao parametro da cor verde/vermelho, a*, aquando da adi¢&o dos taninos,
a intensidade e o tipo de variagfes que ocorrem, refletem-se tanto em aumentos como

diminui¢des da cor vermelha, dependendo dos casos.
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Figura 24. Gréficos representativos da influéncia da aplicacdo dos diferentes taninos na cor verde(-) / vermelho(+), a*,
nos vinhos V20, V21 e V10.
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Primeiramente, a partir dos graficos figurados acima, infere-se que o efeito da

adicdo dos taninos sobre a cor vermelha, é dependente do tanino utilizado.

Nos casos dos vinhos V20 e V10, constata-se que, os taninos T12 e GT1,
provocam maioritariamente a diminuicdo da cor vermelha, a partir de impactos
uniformes e dependentes da concentracdo aplicada. Os taninos T2 e T11, no panorama
geral, impdem variacdes menos agressivas e frequentemente ndo dependentes da
concentracdo. No caso do T2, embora com excecdes, este aparenta ter tendéncia a
promover o aumento da cor vermelha. O tanino T11, maioritariamente, promove

variacfes positivas resultando também num aumento da cor vermelha.

Em termos de varia¢des da cor vermelha, tal como para o pardmetro anterior L*,
0 tanino que contribui com maiores impactos, em comparagédo com o ensaio controlo, é
o tanino T12. Ja os taninos que apresentam o resultado oposto e nos quais a sua
utilizacdo promove variagfes diminutas em relacdo aos restantes, séo o T2 e 0 T11. A
estatistica associada a estes resultados permite corroborar estas avaliagdes, uma vez
gue o T12 apresenta o maior numero de diferengas significativas e o T2 a par com o

T11 o menor.

No caso do vinho V21, embora os taninos adicionados provoquem o mesmo tipo
de comportamento que para os vinhos V20 e V10, neste vinho, as variacfes

representam, frequentemente, uma perda significativa da cor vermelha.

e Cor azul/amarelo, b*

Relativamente ao parametro b*, cor azul/amarelo, a intensidade e o tipo de
variagdes que ocorrem, aguando da adicdo dos taninos, sdo bastante semelhantes as

registadas no parametro anterior, a*.

V20 V21

00010204 00010204 00010204 00010204 00010204 00010204 00010204 00010204

Concentracéo (g/L) Concentracao (g/L)
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Figura 25. Gréficos representativos da influéncia da aplicacé@o dos diferentes taninos na cor azul(-) / amarelo(+), b*, nos
vinhos V20, V21 e V10.

Tal como para o parametro anterior, aquando da adigéo dos taninos, verifica-se

exatamente o0 mesmo tipo de variacdes, contudo, aplicados desta vez a cor amarela.

Nos vinhos V20 e V10, evidencia-se nhovamente a mesma tendéncia dos taninos
T12 e GT1 provocarem maioritariamente a diminui¢cdo da cor do parametro em questéo,
mais concretamente da cor amarela. Verifica-se também, que estes dois taninos
apresentam um comportamento uniforme e dependente da concentragdo aplicada. De
uma forma geral, conforme figurado nos graficos acima, constata-se que os taninos T2
e T11, promovem variacbes menos agressivas e geralmente ndo apresentam nenhuma
dependéncia da concentragdo. Quanto ao tanino T2, aparentemente, este tem uma
tendéncia para potenciar o aumento da cor amarela, sendo, contudo, encontradas
excecdes. No caso do tanino T11, de uma forma geral, os impactos existentes aguando

da sua adigdo representam um aumento da cor amarela.

Na analise dos dados relativos ao parametro b*, constatou-se que o tanino que
impde um maior numero de diferencas, sendo estas significativas em comparacdo com
0 ensaio controlo, é o tanino T12. Ao contrario do tanino anterior, os taninos T2 e T11,
impdem variacdes inferiores sobre 0s ensaios tratados com taninos, refletindo-se assim,

de um modo geral, num menor nimero de diferengas significativas.

Para qualquer um dos ensaios relativos ao vinho V21, apesar de ser possivel
diferenciar-se os tipos de variacdes provocadas pelos taninos, e destes manterem as
suas tendéncias anteriores, verificaram-se frequentemente diminuicdes e diferencas

significativas na cor amarela.

e Saturacéao, C*
No parédmetro C*, de uma forma geral, os taninos adicionados assumiram
diferentes posi¢des, no que diz respeito ao aumento ou diminuicdo da saturacdo da cor

das amostras.
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Figura 26. Gréficos representativos da influéncia da aplicacéo dos diferentes taninos na saturagéo da cor, C*, nos vinhos
V20, V21 e V10.

7

A saturagdo da cor, C*, € um parametro quantitativo calculado a partir dos
parametros a* e b*. Quando comparadas as varia¢des obtidas nesses dois parametros
anteriores com o C*, verifica-se imediatamente, que os tipos de variacdes ocorrentes

neste parametro sdo em tudo similares as verificadas anteriormente.

Desta forma, a avaliacdo dos dados indica que para os vinhos V20 e V10, os
taninos identificados como promotores de maiores variagbes e de consequentes
diminui¢des da saturacdo, sédo 0 T12 e 0 GT1. Ambos os taninos continuam a apresentar
0 mesmo comportamento dependente da concentragdo, visualizavel ja em parametros
anteriores. Da mesma forma, o T2 e o T11l, mantém as suas carateristicas ja
demonstradas anteriormente e dai resultam variagfes nao uniformes nem dependentes
das concentracdes. O tanino T2, representa maioritariamente, embora com excec¢des
evidentes nos graficos acima, um papel positivo, tal como o tanino T11 promovendo o

aumento da saturacéo da cor.

Quanto aos taninos causadores de maior e de menor impacto sobre a saturacéo
das amostras, verificou-se que o T12 é 0 que provoca maiores alteracdes e 0s que
provocam menores impactos sobre as amostras iniciais sdo o T2 a par do T11. Este
resultado é corroborado a partir da estatistica exposta na Tabela 9, considerando que o
T12 é o0 que apresenta maior numero de diferengas significativas ao contrario dos outros
dois taninos, T2 e T11.
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Tendo em consideragao o caso do vinho V21, qualquer um dos taninos potencia
uma diminuicdo acentuada da saturacdo. Os taninos T12 e GT1 demonstraram uma vez
mais o seu comportamento uniforme, verificando-se um aumento do impacto conforme

0 aumento da concentragao.

e Tonalidade, h°

Na Tabela 9, podem ser observados dois parametros relativos a tonalidade, o
parametro h° obtido pelo sistema CIELab e o parametro T obtido a partir do método de
Glories. A relagdo entre ambos os resultados, permite inferir por vezes, conclusdes
aproximadas quanto ao tipo de resposta obtida, embora seja por métodos distintos e
ndo sendo totalmente coincidentes. Contudo, os dados relativos a tonalidade que irdo
ser discutidos, serdo os obtidos pelo sistema CIELab. Este é um parametro quantitativo

baseado e dependente dos parametros de cor a* e b*.

De seqguida, estdo exibidos os dados relativos ao pardmetro h° e que

demonstram a influéncia da adicéo de taninos sobre a tonalidade.

V20 V21

0.8028:

0.8025:

2 08022

0.8019:

0.8016¢

00010204 00010204

Concentracéo (g/L)

<

0.798
0795
€ 0792
0789

0.786

00 01 02 04 00 01 0.2 04 00010204 00010204 00010204 00010204

Concentragéo (g/L)

V10

0.801
0 12

H GT1
O 111
W T12

0.798

0.795

0.792

0.0 0.1 02 04 00 0.1 0.2 04 00 0.1 0.2 04 0.0 0.1 0.2 04

Concentragéo (g/L)

Figura 27. Gréficos representativos da influéncia da aplicagao dos diferentes taninos na tonalidade da cor, h°, nos vinhos
V20, V21 e V10.

Com base nos dados acima, é possivel verificar, que a aplicacdo de taninos
sobre as amostras de vinho V20, V21 e V10, implicam, em todos os casos, diferencas

na tonalidade da cor desses vinhos.
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Na generalidade, as diferencas de tonalidade impostas pela adicdo dos taninos,
refletem-se de forma positiva uma vez que promovem o aumento da tonalidade das
amostras. Contudo, verificaram-se pequenas excec¢des no vinho V10 e uma no vinho

V20, ensaios que potenciaram uma diminuig&do da tonalidade.

Na maioria dos casos, ndo ocorre nenhuma relagdo entre a concentragdo dos
taninos e o impacto sobre a tonalidade. Este € o caso dos taninos T2, GT1 e T11, que,
a partir dos gréaficos, subentende-se que apresentam um impacto incerto e nédo
dependente da concentracdo. Contudo, o tanino T12, neste ambito, tende a contrastar
com os restantes e tem em consideracao este fator. Nos trés vinhos, h& evidéncia do
tanino T12 apresentar um impacto dependente da sua concentragdo, impondo uma

maior variagdo aquando do aumento da dose aplicada.

Frequentemente, o tanino que potencia uma maior diferenca significativa entre o
ensaio controlo e o ensaio no qual este é aplicado, a par com outros parametros, é

novamente o T12.

e Diferenca total entre duas cores, AE

O parametro em questéao, possibilita avaliar de forma numérica, a diferenca entre
duas cores, baseando-se em trés parametros ja analisados anteriormente, L*, a* e b*.
De uma forma geral, uma vez que este tem em consideracdo 0s parametros
supramencionados, este aparenta ser o parametro que melhor representa as variacoes
provocadas pelos taninos. Isto torna-se relevante, uma vez que, embora nos parametros
L*, a* e b* se tenham verificado variadas diferencas significativas entre os ensaios, estas

nao significam obrigatoriamente que sejam percetiveis ao olho humano.

Assim, Martinez et al. (2001)%!, estimou que um valor de AE igual ou superior a
3, seja o valor indicativo de que ja ha uma tolerancia aceitavel, por parte de um painel
de observadores, para que seja possivel distinguir a cor entre duas amostras de vinhos

tintos, mostrando assim a importancia deste parametro no &mbito geral.

Relativamente as diferencas de cor apresentadas nos graficos, € possivel

verificar-se a existéncia de diferentes niveis de impacto provocados pelos taninos.
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Figura 28. Gréficos representativos da influéncia da aplicagcao dos diferentes taninos na diferenga total entre duas cores
dos vinhos sem e com taninos, AE, nos vinhos V20, V21 e V10.

Primeiramente, na generalidade, tal como visualizavel a partir dos gréficos
acima, é de referir que o impacto provocado pelos taninos varia conforme o vinho no

qual é aplicado.

Para as trés amostras, V20, V21 e V10, no que diz respeito ao tanino T12,
verifica-se que este é o Unico que, frequentemente, imp8e diferencas de cor
proporcionais ao aumento da concentracdo. Quanto maior a concentragdo aplicada
maior o impacto que este impde. Ja o tanino GT1 apresentou também uma tendéncia
semelhante, mas apenas para dois dos casos, para o V21 e V10. Em contraste, 0s
restantes taninos T2 e T11, para o0s trés vinhos, apresentaram um comportamento, de
certa forma, classificavel como dubio, uma vez que, ndo se tornam previsiveis 0s seus

efeitos aquando do aumento da concentragdo dos mesmaos.

Quanto ao tanino que apresenta uma maior influéncia aguando da sua adicéo,
€ o tanino T12. O tanino que representa a menor influéncia, é o tanino T2 a par com o
T11.

Nesta fase de andlise dos dados, como ponto de partida, ter-se-a em
consideracdo o valor de AE igual a 3, para se identificarem as diferengas visualmente
detetaveis entre as cores das varias amostras®!. Assim, apesar de se terem registado
tantas diferencas ao longo dos varios parametros aquando da adicdo dos taninos, é
possivel verificar, que apenas alguns dos ensaios apresentam realmente diferengas

detetéveis pelo olho humano. Deste grupo, fazem parte a maioria dos ensaios relativos
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ao vinho V21, com os taninos T12 e GT1 em destaque sobre os restantes. Um outro

ensaio que possivelmente abrange este grupo, podera ser o do tanino T12 na sua maior

concentracdo para o vinho V20, uma vez que este apresenta um AE proximo de 3.
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V. Conclusodes

Relativamente a breve implementagéo interna do método de precipitacdo de taninos
condensados por metilcelulose, a reta de calibracdo obtida apresenta uma excelente
linearidade para uma gama de trabalho de 10 a 100 mg/L. Os valores determinados
relativamente aos limiares analiticos e que correspondem ao LD e LQ, foram,
respetivamente, de 4,56 mg/L e 13,83 mg/L. Relativamente aos parametros que auxiliam
na avaliacdo do método, o seu desvio padrdo e o seu coeficiente de variacao,
apresentaram valores de 1,38 e de 2,68%, respetivamente, inferindo que apresenta um
bom coeficiente de variagdo do método, uma vez que estad abaixo dos 10%, valor
definido como aceitavel pela IUPAC. Contudo, em termos do ensaio de repetibilidade
realizado, o coeficiente de variacéo da repetibilidade e o limite de repetibilidade obtidos
apresentaram valores demasiado altos de 15,1% e 0,92 g/L, respetivamente. Estes
valores podem dever-se ao facto de terem sido dos primeiros ensaios realizados neste
método, ensaios esses ainda inseridos na janela de aprendizagem e otimizagdo da
realizacdo do método por parte do analista. No que concerne as taxas de recuperacao
realizadas, estas foram obtidas para duas matrizes, vinho sintético e vinho tinto, para
evidenciar se as tendéncias seriam as mesmas. Nas taxas de recuperacgéo realizadas
em vinho sintético obtiveram-se tendéncias decrescentes a variar desde os 60% até aos
47%, e no caso das realizadas em vinho tinto obteve-se uma mesma tendéncia

decrescente, mas de valores mais elevados a variar desde os 92% até aos 72%.

No estudo de algumas propriedades dos taninos, determinaram-se 0s seguintes
parametros: o indice de polifendis total (IPT); atividades antioxidantes por dois métodos
(ABTS e método de captura de radicais hidroxilo); e verificou-se ainda a influéncia dos
taninos sobre as carateristicas cromaticas de diferentes vinhos tintos (método de

Boulton e sistema CIELab).

Com a determinacao do IPT, verificou-se que os valores de todos os taninos variam
desde 23,4% até 87,5%. De entre todos os taninos, concluiu-se que 0s taninos
hidrolisaveis galicos, T2 e GT1, foram identificados como sendo os que apresentam
maiores valores de IPT. Em contraste com o0s anteriores, os taninos condensados, T1,
T8, T11, T12, T13, e o hidrolisavel eladgico T7, foram os que, de um modo geral,
apresentaram os menores valores de IPT. Os taninos, quando organizados por familia
e por ordem decrescente de IPT, assumem a seguinte ordem, taninos hidrolisaveis

galicos, taninos mix, taninos hidrolisaveis elagicos, taninos condensados.
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Na atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS, constatou-se que 0s taninos
que apresentam uma maior atividade antioxidante, sdo os taninos hidrolisaveis gélicos,
T2 e GT1 e o tanino mix (galico, elagico, catequinico) T5. Os que apresentam menor
atividade antioxidante sdo o tanino hidrolisavel elagico T7 e os taninos condensados,
T1l e T12. A ordem decrescente da atividade antioxidante dos taninos € a seguinte,
taninos hidrolisaveis galicos, taninos mix, taninos hidrolisaveis elagicos e taninos
condensados. Um possivel fator influente sobre o facto da atividade antioxidante dos

taninos ser diferente, pode dizer respeito a diferenca de IPT dos proprios taninos.

A atividade antioxidante avaliada pelo método de captura de radicais hidroxilo,
evidenciou, que na presenca de EDTA (“non site specific assay”), os unicos taninos a
apresentar atividade antioxidante, foram os taninos hidrolisaveis galicos, T2 e GT1 e o
tanino mix (galico, elagico, catequinico), T5, sendo esta uma consequéncia das suas
capacidades de capturar radicais hidroxilo. Quanto aos restantes taninos, ou
apresentam uma espécie de neutralidade ou uma atividade pro-oxidante bastante

elevada.

A atividade antioxidante, aquando da auséncia de EDTA nos ensaios (“site specific
assay”), permite também avaliar a capacidade quelante dos taninos. Nesta situacgéo,
verificou-se que os taninos hidrolisaveis galicos, GT1 e T2, continuam detentores da
maior capacidade antioxidante quando comparados com os restantes. Contudo, neste
ensaio, constatou-se que 0s restantes taninos passaram a demonstrar alguma atividade
antioxidante, podendo esta dever-se a capacidade quelante dos mesmos. Em contraste,
0s taninos condensados T11, T12 e T13, quer na presenga ou na auséncia de EDTA,

apresentam atividade pro-oxidante elevada.

Na avaliacdo da influéncia dos taninos sobre as carateristicas cromaticas dos
vinhos, estudou-se o efeito de apenas quatro dos taninos iniciais, os hidrolisaveis T2 e
GT1 e os condensados T11 e T12.

No método de Boulton, verificou-se que ocorrem apenas diferencas significativas
entre as cores totais dos ensaios, nao se refletindo nos outros parametros. Quanto ao
tanino que apresenta maior influéncia sobre a cor total dos vinhos € o tanino
condensado, T12. O que apresenta menor impacto sobre a cor total € o tanino
hidrolisavel, T2. Relativamente ao tanino condensado, T11, e hidrolisavel, GT1,

apresentam impactos medianos e semelhantes.
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Na avaliacéo feita a partir do sistema CIELab, verificaram-se imensas diferencas
significativas provenientes dos varios taninos sobre os varios parametros. Contudo, no
panorama geral, consistentemente, o tanino condensado, T12, é 0 que provoca maiores
variacfes sobre os parametros avaliados, apresentando também uma dependéncia do
impacto em funcdo da sua concentracdo. Os taninos que geralmente apresentam
menores impactos sao o tanino hidrolisavel, T2 e o tanino condensado, T11. Na maioria
dos ensaios, aquando da adi¢do dos taninos T12 e GT1, os parametros L*, a*, b* e C*
tendem a diminuir e o parametro h° tende a aumentar. Para a maioria dos ensaios,
aguando da adicdo dos taninos T2 e T11, os parametros L*, a*, b*, C* e h° tendem a

aumentar.
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