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Resumo

A adstringéncia, atributo sensorial caracteristico do vinho tinto que provoca no consu-
midor uma sensacéao de constricdo e de secura, provém de um tipo especifico de com-
postos fendlicos, os taninos, os quais interagem com as proteinas salivares, precipi-
tando-as. Com o intuito de melhorar a adstringéncia excessiva de determinados vinhos,
recorre-se a aplicacao de colas proteicas, as quais sao, por norma, proteinas de origem
animal, tais como a albumina de ovo e a gelatina, que atuam por remocao de compostos
fendlicos responsaveis pela sensacéo de adstringéncia. No entanto, existe um caracter
alergénico associado a algumas destas proteinas, o0 que constitui um risco para os indi-
viduos alérgicos ou sensiveis. Assim foi objetivo deste estudo testar proteinas alternati-
vas de origem vegetal de modo a fornecer uma opc¢éo de vinhos a este tipo de consu-
midor. Foram testadas algumas proteinas de origem vegetal que, até a data, ndo de-
monstraram indicio de alergeinicidade, e por isso, também n&o requerem a sua rotula-
gem nas garrafas de vinho, tais como a patatina — proveniente de residuos de proces-
samento de batata — bem como proteinas de ervilha. Este trabalho teve como objetivo
estudar a aplicagcéo de proteinas de origem vegetal como agentes de colagem alterna-
tivos a albumina de ovo em vinhos tintos da Regido Demarcada Douro e o seu impacto
nas caracteristicas fenolicas, cromaticas e sensoriais do vinho tinto. Os resultados obti-
dos mostraram que a colagem com patatina obteve valores semelhantes aos da cola-
gem com albumina de ovo tanto ao nivel dos parametros fisico-quimico, como ao nivel
das caracteristicas sensoriais dos vinhos, podemos desta forma, ser uma possivel al-

ternativa de colagem & albumina de ovo na colagem de vinhos tintos.

Palavras-Chave: colas proteicas; vinho tinto; alergénios; compostos fendlicos; caracte-
risticas cromaticas, perfil sensorial; adstringéncia
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Abstract

The astringency, which is a red wine characteristic sensory attribute, that induces a con-
striction and dryness sensation on the consumer, comes from a specific type of phenolic
compound, the tannins, which interact with the salivary proteins, by precipitating them.
In order to improve the excessive astringency in certain wines, the industry uses the
application of fining agents which are usually animal proteins, such as egg albumin and
gelatine, which act by removing the phenolic compounds that are responsible for the
astringency sensation. However, some of these proteins have an allergenic potential,
which turns them into a health risk for allergic or intolerant individuals. For this reason,
the main goal of this study was to test alternative proteins (plant origin) in order to provide
a different option of wines to this type of consumer. Some proteins of plant origin, like
patatin — from potato processing waste — as well as pea proteins, have been tested
which, to date, have not shown any evidence of allergenicity, and, because of that, don’t
require their labelling on the wine bottles. This work had as the main goal the study of
the application of plant origin proteins as fining agents, as an alternative to egg albumin,
on Douro red wines, and its impact on the phenolic, chromatic and sensory characteris-
tics of the wine. The results obtained showed that fining with patatin obtained values
similar to those obtained by fining with egg albumine, both in terms of physicochemical
parameters and in terms of the sensory characteristics of the red wines, thus it could be

a possible alternative for egg albumine fining in red wine.

Keywords: fining agents; red wine; allergens; phenolic compounds; chromatic charac-
teristics, sensory profile; astringency



Introducao

A cultura e plantacdo da vinha tém origens ja milenares (o que é comprovado por varios
registos e descobertas arqueoldgicas). A sua difusdo no continente europeu foi maiori-
tariamente realizada pelo povo romano, o qual, por exemplo, iniciou a categorizacao e
divisdo por casta (Fortes & Pais, 2016; Jackson, 2008). O produto resultante da fermen-
tacdo do mosto das uvas, o vinho, veio a ganhar com o tempo um caracter de tradicdo
e autenticidade, o que contribui para o aumento do seu valor e importancia comercial a
escala mundial: no ano de 2015 a area de vinha cultivada mundialmente rondava os 7,5
milhdes de hectares, na qual Portugal ocupa o 9° lugar, com 217 mil hectares, no top
dos 17 paises com maior percentagem de area de vinha cultivada. No que toca a pro-
ducéo efetiva de vinho, no ano de 2015 Portugal obteve um total de, aproximadamente,
7 milhdes de hectolitros para valores de consumo que rondaram os 5 milhdes de hecto-
litros e 2,8 de milhGes de hectolitros de vinho exportado, dando ao pais o rétulo de um
dos maiores exportadores de vinho (Geana et al., 2016; OIV, 2016).

A qualidade de um vinho pode ser avaliada por varios parametros: a aceitagao por parte
do consumidor, a qual é caracterizada por uma avaliagdo subjetiva no ato do consumo,
a avaliacdo de especialistas, a qual ja é influenciada pela origem geografica e varietal e
também pela reputacéo associada ao vinho em causa. A um vinho de boa qualidade
esta associada a presenca de complementaridade entre a sensacao olfativa e de pala-
dar, ou seja, simetria, bem como a persisténcia do aroma no decorrer da prova. Fatores
como estes que indicam atributos como equilibrio, harmonia, subtileza e complexidade,
vao marcar a memoria do consumidor o que os torna determinantes de extrema rele-
vancia para a avaliacdo da qualidade do vinho (Jackson, 2008). De entre 0S processos
responsaveis por aumentar a qualidade sensorial do vinho, em particular no vinho tinto,
destaca-se a colagem proteica, processo através do qual € possivel reduzir o sabor
amargo e a sensacao de adstringéncia caso estejam presentes em excesso. No entanto,
as colas proteicas mais tradicionalmente disponiveis para a industria enolégica séo pro-
teinas de origem animal, como por exemplo a caseina/caseinato de potassio e a albu-
mina de ovo. Estas proteinas apresentam um carater alergénico, sendo até considera-
das como alergénios ocultos, isto €, sdo substancias capazes de desencadear uma re-
acao alérgica e ndo sdo esperados ou reconhecidos pelo consumidor sensivel, intole-
rante ou alérgico. Estes factos levam a que o vinho que é submetido a colagem proteica
com proteinas de origem animal com carater alergénico, partir de 2012 quer pelo OIV
quer pela comunidade europeia seja obrigatoria a rotulagem dos vinhos que estejam em

contacto com estas proteinas de origem animal desde que o residuo possa ser superior
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a 0,25 g/L (Barros & Cosme, 2013; Deckwart et al., 2014 a; 2014 b; Mills et al., 2007,
Mills & Breiteneder, 2005; Weber et al., 2007) Desta problemética surge a necessidade
de substituir as proteinas de origem animal por proteinas de origem vegetal na colagem
do vinho, dado que estas até a data, ndo demonstraram indicio de alergeinicidade, ndo
sendo assim necessario rotular o vinho e, consequentemente este vinho podera ser
consumido pelos individuos portadores de alergias ou intolerancias a proteinas de ori-
gem animal. Pelo que foi referido acima foram definidos como objetivos deste trabalho
0S seguintes pontos: verificar a viabilidade da aplicacé@o de proteinas de origem vegetal
em vinho tinto da regido demarcada do Douro como alternativa as proteinas de origem
animal; caracterizar o perfil proteico das diferentes proteinas vegetais e avaliar do seu
impacto na composigéo fendlica e cromatica bem como nas caracteristicas sensoriais
do vinho tinto comparativamente aos vinhos colados com albumina de ovo, sendo, por-
tanto, o objetivo geral deste trabalho a avaliar a possibilidade de efetuar o processo de
colagem do vinho tinto para reducdo de adstringéncia sem o recurso de proteinas de

origem animal.

1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao constituintes do vinho, responsaveis em parte pela quali-
dade sensorial do mesmo (aroma, mouth feel, intensidade e tonalidade corante), nome-
adamente no vinho tinto, onde se encontram em concentracdes superiores. Estes com-
postos tém ainda propriedades bactericidas e antioxidantes. Estes podem ter origem
tanto na uva (grainha e pelicula), extraidos durante o processo de vinificagdo, como
também da madeira onde o vinho é envelhecido e conservado (Faria, 2000; Jackson,
2008; Ribéreau-Gayon et al., 2006). A estrutura geral destes compostos é composta por
um anel de benzeno ao qual podem estar associados de forma direta um ou mais grupos

hidroxilo tal como representado na figura 1.

OH

Figura 1 — Estrutura basica do composto fendlico (Kennedy et al., 2006)
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Os compostos fendlicos totais dividem-se em compostos flavonéides e nao flavondides,
do primeiro grupo fazem parte: as antocianinas, os flavondis, as flavonas, chalconas,
catequinas e ainda as proantocianidinas. As moléculas que se distinguem por conferi-
rem ao vinho tinto seus atributos sensoriais sdo as antocianinas, as proantocianidinas
ou taninos condensados e ainda os flavondéis; ja do segundo grupo fazem parte os aci-
dos fendlicos — acidos benzdicos e cindmicos — e os estibenos (Faria, 2000; Jackson,
2008; Pdvoas, 2006; Ribéreau-Gayon et al., 2006).

1.1. Antocianinas

As antocianinas séo pigmentos de cor vermelha, azul e roxo das uvas, e que se encon-
tram em maiores concentracfes na pelicula da uva, podendo ser ainda detetadas ao
nivel da polpa das uvas no caso das castas tintuteiras, onde permanecem em simulta-
neo com outros compostos fendlicos, os quais influenciam a sua cor, em conjunto com
o pH. Séo, portanto, os compostos responsaveis pela tonalidade e intensidade corante
dos vinhos (Esau, 1969; Faria, 2000; Jackson, 2008; Pévoas, 2006; Ribéreau-Gayon et
al., 2006). A distribuicéo e proporcédo de antocianinas em cada vinho ndo depende ape-
nas da casta, mas também de fatores como o tempo de maceragao durante o processo
da vinificagdo, o perfil da evolugdo dos compostos fendlicos durante a maturacdo das
uvas e a localizagéo da vinha (Cristino et al., 2013; Mateus et al., 2002). A sua estrutura
pode ser apresentada sob duas formas: a glicosidica e a aglicona - dependendo da
posi¢cdo onde se ligam os grupos hidroxilo e metoxilo — na natureza, no caso na espécie
Vitis vinifera encontram-se as que possuem a estrutura mais estavel, isto é, a glicosi-
dica, ou seja a espécie Vitis vinifera s sintetiza antocianinas monoglicosidicas, cuja

estrutura basica esta representada na figura 2.

R’

R3 Rs Antocianinas
OH H Cianidina
OH OH Delfinidina
HO
OCHs OH Petudidina
OCH3s H Peonidina
OCHs OCHs3 Malvidina

OH
Figura 2 - Estrutura béasica das antocianinas mais frequentes nos vinhos tintos (Jackson, 2008; Ribéreau-Gayon et al., 2006)

As antocianinas podem ser distinguidas por 5 classes: cianidinas, peonidinas, delfinidi-
nas, petunidinas e malvidinas, sendo a Gltima a mais vermelha e em maior concentragao

em todas as castas tintas (Jackson, 2008; Ribéreau-Gayon et al., 2006).
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Na maioria das castas tintas, existe uma porcdo de antocianinas que séo acetiladas,
ligadas ao acido cafeico, acido acético e &cido p-cumarico. As antocianinas mais co-

Mmuns nas castas tintas estao representadas na tabela 1.1.:

Tabela 1 — Percentagem relativa das antocianinas monoméricas normalmente identificadas em castas tintas (Jackson, ,
2008)

Antocianinas Percentagem relativa
Delfinifina - 3 - monoglucosido 3,4%
Petunidina - 3 - monoglucdésido 5,0%
Malvidina - 3 — monoglucésido
Cianidina - 3 — monoglucésido 4.2%
Peonidina - 3 — monoglucésido 10,1%
Delfinidina - 3 — acetilglucésido
Petunidina -3 — acetilglucésido
Malvidina - 3 — acetilglucésido Desconhecida
Cianidina - 3 — acetilglucésido
Peonidina - 3 — acetilglucésido

Delfinidina - 3 — cumaroilglucésido
Petunidina - 3 — cumaroilglucésido
Malvidina - 3 — cumaroilglucésido 26,5%
Cianidina - 3 — cumaroilglucésido
Peonidina - 3 — cumaroilglucésido
Delfinidina - 3 — cafeoilglucésido
Petunidina - 3 — cafeoilglucdsido
Malvidina - 3 — cafeoilglucésido 13,6%

Cianidina - 3 — cafeoilglucésido

Peonidina - 3 — cafeoilglucésido

1.2. Taninos

Sao compostos fendlicos que resultam da polimerizagdo de monémeros (estao distribu-
idos pelas grainhas, pelicula e engago) apresentando a propriedade de formar comple-
X0s insolaveis com proteinas ou polissacarideos, precipitando-os, o que lhes confere a

sensacdo de adstringéncia. Podem ser divididos em 2 grupos: taninos hidrolisaveis e

13



FCUP
Estudo da aplicacéo de proteinas de origem vegetal como alternativa a albumina de ovo em vinhos tintos

ndo hidrolisaveis. Do primeiro grupo fazem parte os taninos que sao constituidos, nor-
malmente, por uma molécula de glucose, a qual se ligam outros compostos fendlicos
como o acido gélico ou elagico, dando origem aos taninos galicos e elagicos, respetiva-
mente. Este tipo de taninos desempenha um papel importante no envelhecimento de
vinhos tintos e brancos em barris de carvalho (os quais sdo normalmente o seu local de
origem, ndo sendo normalmente detetados nas uvas), o que é devido a sua capacidade
oxidativa e propriedades sensoriais; 0s taninos hidrolisaveis sdo legalmente autorizados
como taninos comerciais para serem adicionados aos vinhos (Esau, 1969; Faria, 2000;
Jackson, 2008; Ribéreau-Gayon et al., 2006).

O outro grupo de taninos que é constituido pelos taninos condensados ou proantociani-
dinas, sdo polimeros com a estrutura do flavan-3-ol; os polimeros podem ser classifica-
dos de acordo com o tipo de mondmero, representado na figura 3, de que séo constitu-
idos: (+) - catequina, (=) -epicatequina, designadas por procianidinas, (+) - galhocate-
quina, e (-) — epigalhocatequina, designadas por prodelfinidinas. Estes taninos podem
ser encontrados na pelicula, grainhas e engaco das uvas, variando a sua concentragdo
no vinho entre 1 e 4 g/L, dependo das castas e da tecnologia de vinificagdo (Esau, 1969;
Faria, 2000; Jackson, 2008; Ribéreau-Gayon et al., 2006).

R1 R2 Polimero

OH H (+) - catequina

H OH (-) -epicatequina
R1 R2 Polimero

OH H (+) - galhocatequina

H OH (<) - epigalhocatequina

Figura 3 - Estrutura das unidades monomeéricas de flavan-3-ol (Jackson, R. S., 2008; Ribéreau-Gayon et al., 2006)
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1.2.1. Flavonoéides e taninos condensados

Os flavonéides sao constituidos por 2 anéis aromaticos ligados através de 3 &tomos de
carbono. Podem ser divididos em 6 subcategorias: as flavonas, as chalconas, os flavo-
ndis, as antocianinas, as catequinas e as procianidinas (Faria, 2000; Jackson, 2002;
Povoas, 2006; Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Alguns estudos mostram que a composicao fendlica de vinhos tintos jovens é caracteri-
zada por um teor maior de flavonéides, nomeadamente sob a forma de dimeros e de
trimeros e que com o envelhecendo do vinho, ocorreram polimeriza¢des dos taninos,
aumentando assim o grau de polimerizacdo dos taninos, tornaram-se estes menos so-
lGveis. Este processo de polimerizacdo pode levar a que hajam grupos fenol-hidroxilo
gue nao foram combinados, algo que permite que os taninos possuam a propriedade de
ligarem a proteinas, bem como a concluir que 0s vinhos tintos mais jovens sejam con-
siderados mais adstringentes em relacdo aos vinhos tintos mais velhos (Bajec &
Pickering, 2008; Jackson, 2008; Pévoas, 2006; Ribéreau-Gayon et al., 2006; Soares et
al., 2017).

Tabela 1.1 - Composicao fendlica bruta estimada em mg de equivalentes de acido galhico/L para vinhos de mesa tipicos

com origem em castas da espécie Vitis Vinifera. (* — A = ambiente/tanoaria; U = uvas; D = decomposi¢éo do produto).
Adaptado (Jackson, 2008)

Vinho Tinto
Classe de Fenois Fonte? Jovem Envelhecido

Nao flavonodides Taninos hidrolisaveis A 235 240-500
Complexos macromolecu- “Proteinas — Taninos” U DA 5 10
lares

Catequinas U 200 150
Flavonoides totais Flavonois uU,D 50 10

Antocianinas U 200 20

2. A adstringéncia no vinho

Existem dois tipos de recetores quimicos na boca que produzem percecdes gerais. A
primeira diz respeito as sensacfes mais basicas provocadas pelos alimentos, sdo elas
o sabor doce, amargo, azedo, salgado e umami. A segunda percecdo, o mouth-feel
constitui todas as outras sensacgdes de caracter tactil: adstringéncia, viscosidade, corpo,

entre outras. A combinacgédo destas sensac¢des com as olfativas produz o chamado flavor
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(Jackson, 2002; Jackson, 2008). Ora no caso de um produto alimentar como o vinho, a
andlise da percecao destes atributos sensoriais é essencial para a avaliagdo da quali-
dade do mesmo. De todos as percec¢fes sensoriais avaliadas em vinhos tintos, como as
visuais — intensidade e tonalidade corante, turbidez, viscosidade — as olfativas, e as
relativas ao palato, destacamos a adstringéncia, a qual, apesar de ndo constituir um
atributo desejavel, a sua copresenca com outros compostos quimicos confere textura
ao vinho e, por isso, contribui para uma melhoria na complexidade e na dura¢édo do
palato de vinhos tintos, algo que esta no interesse do setor de enologia (Gawel et al.,
2001; Jackson, 2002; Jackson, 2008; Kennedy et al., 2006).

A adstringéncia é, de uma forma geral, definida como um termo sensorial caracterizado
por sensag0es tacteis de secura, constricdo e enrugamento da cavidade oral. Esta sen-
sacdo tem origem na ingestao de produtos alimentares que possuam um elevado teor
de taninos (tal como o vinho tinto), o que leva a uma perda de lubrificacdo da boca,
provocada pela precipitacdo de proteinas salivares por parte dos taninos (Jackson,
2008; Ma et al., 2014; Pévoas, 2006; Soares et al., 2017; Vidal et al., 2004).

2.1. Origem da percecéo

Atualmente os mecanismos pelos quais 0 ser humano sente a adstringéncia ndo estao
bem definidos ou conhecidos, no entanto existem ja alguns modelos nos quais ja se
consegue observar a base de acdo deste atributo sensorial. Portanto, a percecdo da
adstringéncia esta fortemente associada a uma interagdo entre compostos fendlicos e
determinada classe de proteinas salivares. Desta interacao resulta a formacdo de com-
plexos insolGveis e solUveis, 0s quais precipitam e podem causar uma diminuicdo da
lubrificagdo da cavidade oral, pela friccdo originada pelo precipitado (Hagerman &
Butler, 1981; Ma et al., 2014; Po6voas, 2006; Quijada-Morin et al., 2012). Através da
técnica de cromatografia liquida (HPLC - High Performance Liquid Chromatography),
foram analisadas amostras de proteinas salivares antes e ap0s a prova de uma solugéo
adstringente; os cromatogramas da saliva pos-prova apresentavam um novo pico o qual
se pensa ser representativo dos complexos formados entre os taninos e as proteinas
salivares. Estudos e analises tém vindo a comprovar que os compostos fendlicos mais
envolvidos na adstringéncia seréo as proantocianidinas ou taninos condensados; estes
compostos fendlicos possuem elevada especificidade de ligacdo com as proteinas sali-

vares ricas em prolina (Hagerman & Butler, 1981; Ma et al., 2014). Foi apresentado um
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modelo, por Charlton et al. (2002), representativo do tipo de ligagéo e posterior comple-
xagdo entre as proantocianidinas e as proteinas ricas em prolina; neste modelo séo
representadas ligacGes por associacdo hidrofébica entre a superficie planar dos anéis
aromaticos constituintes dos taninos e as zonas hidrofébicas das proteinas, para além
disto sdo formadas ligacdes de hidrogénio entre os grupos amina e carbonilo das prote-
inas e o grupo hidroxilo dos taninos; este tipo de ligacdes permite a formacdo de com-
plexos estaveis proteina — tanino. De seguida, os varios complexos formados agregam-
se por ligacdes de hidrogénio mais estaveis; estes agregados tomam, por fim, uma di-
mens&o passivel de formar um sedimento insoltvel. E importante referir que as afinida-
des de ligacdo entre os taninos e as proteinas séo influenciadas pela conformacgéo das
proteinas e pelo grau médio de polimerizacdo dos taninos: quanto maior for o grau mé-
dio de polimerizacéo dos taninos maior sera a afinidade com as proteinas, e, quanto
mais abertas forem as conformacgdes das proteinas salivares maior sera a facilidade
com que se irdo formar as ligagdes de hidrogénio entre estas e os taninos condensados.
Para além disto, a concentracdo de proteinas salivares vai influenciar a forma pela qual
se forma o complexo, tanino-proteina, isto €, sendo a concentracdo de proteinas baixa
os compostos fendlicos ligar-se-ao as proteinas através de um ou mais locais ativos na
superficie da proteina, formando uma camada, no entanto, se a concentracao de prote-
inas for elevada os compostos fendlicos vdo comportar-se como ligandos polidentados,
permitindo a formacao de liga¢des cruzadas entre as proteinas ricas em prolina (Figura
4) (Faria, 2000; Hagerman & Butler, 1981; Ma et al., 2014; Pévoas, 2006).

Proteina enriquecida com prolina

Adig3o de polifenol
\.\. t A
.

Figura 4 - Esquema representativo das etapas que ocorrem na agregacao e precipitagio de polifendis pelas proteinas sali-
vares ricas em prolina: A) formacédo de uma ligacao irreversivel entre o composto fendlico e a proteina salivar, sendo o
complexo formado ainda solavel; B) pela continua adigdo de compostos fendlicos, dois péptidos ligam-se de forma cruzada
e o complexo torna-se insoltvel; C) a agregagao adicional dos complexos insollveis é determinada pela carga da superficie.
Adaptado de Jackson, 2008; Ribéreau-Gayon et al., 2006.
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Existem fatores externos que condicionam a percecdo de adstringéncia no vinho tinto
tais como o grau médio de polimeriza¢do dos taninos, o envelhecimento do vinho, o pH,

o teor em &lcool, e a temperatura.
2.1.1. Grau médio de polimeriza¢cdo dos taninos

A medida que o bago de uva vai amadurecendo, o grau de polimerizacio dos taninos
aumenta, fazendo com que haja uma menor solubilidade dos polimeros com uma con-
sequente precipitacdo dos mesmos, diminuindo a adstringéncia (Bajec & Pickering,
2008; Pdvoas, 2006).

2.1.2. Envelhecimento do vinho

Reacdes de oxidacdo, agregacao e polimerizacdo que ocorrem durante o processo de
envelhecimento do vinho levam a que se formem compostos fenélicos com uma estru-
tura mais complexa e com pouca solubilidade, precipitando mais facilmente, diminuindo
a adstringéncia do vinho. Quanto ao processo de envelhecimento do vinho, este pode
ocorrer em garrafa, chamando-se de envelhecimento redutor, neste tipo de envelheci-
mento da-se uma menor polimerizagdo dos compostos fendlicos do que no envelheci-
mento oxidativo que ocorre nas barricas de madeira, afetando diretamente a adstringén-
cia do vinho (Bajec & Pickering, 2008; Pdvoas, 2006).

2.1.3. pH

A concentracéo de H* afeta a hidratagédo da proteina, bem como a ioniza¢éo da proteina
e dos compostos fendlicos, por exemplo, em vinhos mais acidos, isto é, com valores de
pH baixos podem induzir uma maior precipitacdo das proteinas salivares, aumentando
a sensacao de adstringéncia. O pH do vinho encontra-se entre 2 e 4, nesta gama de pH
h& um aumento na rapidez de formacé&o e precipitacdo dos complexos tanino — proteina;
no caso dos vinhos tintos isto acontece principalmente para valores de pH compreendi-
dos entre 3,4 e 3.9 (Jackson, 2002; Ribéreau-Gayon et al., 2006).

2.2. Andlise sensorial da percecao da adstringéncia
A adstringéncia é uma sensac¢do algo complexa, uma vez que envolve diversas sensa-
¢bes em simultdneo e é percecionada de forma lenta chegando mesmo a ser a ultima

das sensac0Oes sapidas a ser notada. Desta forma, a caracterizacdo e avaliagdo da ads-

tringéncia dos vinhos é feita recorrendo a analise sensorial descritiva, onde todas as
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amostras sao sujeitas a testes sensoriais de prova por um painel de provadores treina-
dos. Por isto surgiu a necessidade de se reunir um vocabulério estandardizado, nao
redundante nem ambiguo, o que facilita a comunicac¢éo entre técnicos e provadores, de
forma a realizarem uma andlise sensorial mais exata, evitando alguma subjetividade
associada (Gawel et al., 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2006; Vidal. et al., 2015). O
“Mouth-Feel Wheel” (Gawel et al., 2000) é uma representacdo hierarquica de termos
descritores dos atributos de “mouth-feel” do vinho tinto; englobando de 50 termos para
descrever as caracteristicas sensoriais relativas ao mouth-feel do vinho tinto, onde 33
se destinam apenas a sensacao de adstringéncia e que tém como objetivo atingir um
melhor entendimento ao nivel da descri¢do e analise sensorial dos vinhos tintos (Gawel
et al., 2000; Vidal. et al., 2015)

Tabela 2.1 - Definicdes suplementares dos termos descritores da adstringéncia no vinho tinto — Adaptado de Gawel,
1998)

Descritor Definigcao

Pucker Uma acdao reflexa das superficies da boca para se juntarem e liberta-
rem com a finalidade de tentar lubrificar a superficie bucal inteira.

Chewy Da a sensacéo de que os movimentos da boca (mastigagdo) podem
deslocar a sensagédo de adstringéncia

Grippy Distinta falta de lubrificacdo entre as superficies bucais resultando na
inabilidade de mover as superficies bucais entre si

Adesivo A sensacao de que as superficies bucais se colam ou aderem uma na
outra, no entanto podem ser separadas se for aplicada alguma pressao

Aspero Efeito combinado do sabor amargo e da adstringéncia

Agressivo Termo de equilibrio que indica a adstringéncia excessiva.

Abrasivo Excessiva adstringéncia de uma natureza fortemente aspera.

Macio Uma adstringéncia leve e finamente texturizada.

Flexivel Termo de equilibrio que indica baixa a moderada adstringéncia com o
nivel apropriado de acidez e concentragéo de flavour

Rico Concentracao elevada de flavour com adstringéncia equilibrada

Carnudo Concentracéo alta de sabor com flexibilidade

Mouthcoat Da a impressao da adesdo de um filme de revestimento as superficies
bucais, e que sai das mesmas com o passar do tempo

Parching Secura com um fundo de calor do alcool

Verde Efeito combinado de elevada acide e adstringéncia

Vigoso Adstringéncia com elevado caracter acido e algo amargo. Faz lembrar
0 mastigar de um caule verde.

Resinoso Adstringéncia descrita como se mastigasse um pedaco de madeira.

Por exemplo, um vinho com elevado teor em taninos e acidos fendélicos em relacéo ao

teor de acgucar, levam a que o vinho se torne mais adstringente, o qual sensorialmente,
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e de acordo com a Red Wine Mouth Feel Wheel pode ser considerado como “aspero”,

“ndo maduro” ou “unripe” (Pévoas, 2006).

A descricdo e analise sensorial critica do vinho tem de ser caracterizada pelo uso de
uma linguagem clara e precisa. E observada uma tendéncia na preferéncia do uso de
determinados termos na analise sensorial de um vinho quando estamos perante uma
comparagéao entre os descritores utilizados por provadores ou consumidores experien-
tes de vinho e provadores ou consumidores nao habituais de qualquer bebida alcodlica.
No caso da percecédo da adstringéncia foi efetuado um estudo que permitiu verificara a
existéncia da diferenca entre os termos usados por provadores experientes e 0s prova-
dores que ndo tém por habito o consumo de élcool, e, através dele pode-se concluir
que: termos como “amargo” ou “pungente” sao normalmente utilizados pelos provadores
nao experientes, enquanto que os provadores mais experientes tendem a usar descri-
tores como “gosto posterior perdurante” ou “vinho com caracter” (Jackson, 2002;
Lesschaeve & Noble, 2005). A percecdo da adstringéncia pelo consumidor inexperiente
esta, portanto, bastante associada as suas preferéncias e a uma vertente psicoldgica,
no entanto, o seu entendimento e estudo pode trazer bastantes vantagens ao setor de
enologia no dmbito de novas estratégias de marketing, o que se prova ter influéncia

positiva na expectativa da intencdo de compra por exemplo (Vidal et al., 2015)

3. Colas proteicas

A colagem proteica € um processo que consiste na adicdo de substancias (proteinas)
ao vinho que floculam e sedimentam de forma a induzir ou a acelerar a sua estabiliza-
¢do. A colagem permite também conferir o equilibrio das caracteristicas sensoriais do
vinho, nomeadamente a reducdo da adstringéncia, aumentando assim, a qualidade e
consequentemente a aceitacdo do vinho produzido por parte dos consumidores
(Jackson, 2008; Noriega-DomiNguez et al., 2010; Ribéreau-Gayon et al., 2006). As co-
las proteicas existentes no mercado séo frequentemente constituidas por proteinas de
origem animal, nao modificadas ou extraidas a partir de tecido animal. As proteinas mais
utilizadas séo a caseina (sob a forma de caseinato de potassio) proveniente de produtos
lacteos, a gelatina e a albumina de ovo. Ensaios de aplicacdo de colas proteicas em
vinho tinto, revelaram que as caracteristicas fisico-quimicas destas proteinas como o
peso molecular, o ponto isoelétrico e a densidade de carga superficial, bem como o perfil
dos compostos fendlicos do vinho influenciam o resultado da colagem do vinho (Cosme
et al., 2007; Karamanidou et al., 2011). O desempenho destas proteinas baseia-se na

interacdo com os compostos fendlicos do vinho, reacao idéntica a que os compostos
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fendlicos tém com as proteinas salivares (responsavel pela adstringéncia conferida pelo
vinho) melhorando a limpidez e as carateristicas sensoriais ao produzir um efeito de
diminuicéo do caracter adstringente em excesso no vinho (Cosme et al., 2007; Deckwart
et al., 2014 a; 2014 b; Jauregi et al., 2016; Karamanidou et al., 2011). No que toca ao
vinho tinto as trés dltimas colas anteriormente mencionadas sdo as mais adequadas
para este procedimento. A albumina de ovo é o agente de colagem mais antigo e reco-
mendado no que toca a colagem de vinhos tintos de elevada qualidade e elevado teor
em taninos, providenciando uma maior “suavidade” a bebida sem que sejam alteradas
as suas restantes caracteristicas sensoriais, pois recorre a adsorcdo para remover com-
postos fendlicos (Deckwart et al., 2014 a; 2014 b; Jackson, 2008; Karamanidou et al.,
2011; Uberti et al., 2014) e estéa disponivel na sua forma pura e soluvel. A albumina de
ovo estabelece ligages de hidrogénio com os grupos hidroxilo dos taninos, possui um
peso molecular de 45kDa, um ponto isoelétrico de 4.6, 0 seu teor em azoto é aproxi-
madamente 13,5%; sendo a sua carga elétrica superficial ao pH do vinho positiva, logo
a albumina de ovo vai interagir com as moléculas carregadas negativamente ao pH do
vinho, como os taninos, formando agregados que posteriormente se depositam (Cosme
et al., 2007; Deckwart et al., 2014 a, 2014 b; Jackson, 2008; Restani et al., 2014,
Ribéreau-Gayon et al., 2006; Uberti et al., 2014). A gelatina, é outro agente de colagem
proteico, que € basicamente uma proteina solGvel resultante de uma fervura prolongada
de tecidos animais como, pele, 0ssos e tenddes e pode ser dividida por 3 categorias de
acordo com o seu peso molecular e densidade de carga elétrica: as gelatinas solGveis
no quente - até 50% da sua totalidade tem peso molecular elevado com uma ordem de
grandeza superior a 10° e carga elétrica elevada; as gelatinas liquidas, as quais tém
pesos moleculares médios, e alguns péptidos com carga elétrica elevada; e, por fim, as
gelatinas sollveis no frio, as quais possuem pesos moleculares baixos, de uma ordem
de grandeza inferior a 10° (Ribéreau-Gayon et al., 2006). No geral, possui um ponto
isoelétrico que varia entre 4,7 e 9,5. Para vinhos com um contetdo fendlico mais pobre,
ou seja para vinhos menos robustos, € mais adequada a colagem com gelatinas com
uma carga elétrica baixa a média, pois desta forma so vai reagir com o0s taninos mais

carregados e reativos (Cosme et al., 2007; Jackson, 2008; Ribéreau-Gayon et al., 2006)

3.1. Alergeinicidade dos produtos de colagem do vinho

As proteinas mencionadas anteriormente, utilizadas como colas proteicas no tratamento
de vinhos, possuem um carécter alergénico podendo mesmo ser consideradas alergé-

nios ocultos, ou seja, sdo substancias que tém a capacidade de desencadear uma rea-
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cdo alérgica e que ndo sdo esperadas ou reconhecidas pelo consumidor sensivel, into-
lerante ou alérgico (Barros & Cosme, 2013; Deckwart et al., 2014 a, 2014 b; Mills. et al.,
2007; Mills. & Breiteneder, 2005; Weber et al., 2007). A boa pratica do uso de colas
proteicas inclui que se utilize a quantidade minima de proteinas e que o processo de
decantacao, centrifugacao e filtracdo sejam eficazes ao ponto de ndo serem detetados
residuos das mesmas, pois caso contrario, € necessaria a declara¢do da sua presenca
no rétulo da garrafa do vinho em questéo (diretiva europeia); porém através de estudos
e ensaios levados a cabo a auséncia destes residuos ndo pode ser assegurada com
uma certeza absoluta, isto porque se tem verificado que os alergénios, por exemplo, do
ovo, mantém a sua estabilidade e potencial alergénico durante os processos enologicos
realizados apds a colagem. A partir daqui surge a necessidade de serem criados ou
utilizados métodos de detecdo e/ou quantificacéo de alergénios que possuem uma sen-
sibilidade e precisédo bastante elevadas, bem como reprodutibilidade, fiabilidade e ainda
viabilidade comercial. Até agora tem sido mais frequente o recurso aos ensaios tipo
ELISA (enzyme — linked immunosorbent assay) — método criado para detetar e quanti-
ficar substancias tais como péptidos, hormonas, anticorpos e proteinas, o qual possui
elevada sensibilidade uma vez que a detecao de substancias é feita através da interacao
antigénio — anticorpo - no entanto, varios estudos apontam uma desvantagem conside-
ravel na utilizacdo desta técnica pois é suscetivel a uma interferéncia de outros com-
postos presentes na amostra. Por este motivo, outras técnicas tém sido utilizadas no
ambito de executar uma analise e detecdo de alergénios em produtos alimentares (neste
caso, do vinho) com uma minima taxa de interferéncia dos outros constituintes da amos-
tra: como o western blotting (WB) — técnica que consiste em identificar e separar prote-
inas através de uma eletroforese em gel, na qual uma mistura de proteinas é separada
pelo seu peso molecular, e consequentemente pelo seu tipo — e também como a espec-
trometria de massa (EM) — método que tem como objetivo a identificagéo e quantificagéo
de moléculas em misturas simples ou complexas, atraves da medi¢éo da relacdo entre
a massa e carga de ibes — a qual se tem revelado como a técnica mais adequada para
a detecao de alergénios em produtos alimentares como o vinho, uma vez que possui a
maior sensibilidade e representa o método de detecao mais direto. Trabalhos feitos ao
nivel da detegéo e quantificacao de alergénios em vinhos que sofreram tratamento de
colagem proteica, utilizaram a técnica de EM em simultdneo com os métodos ELISA e
WB demonstraram que havia uma diferenca na detecéo de alergénios, nomeadamente
da albumina de ovo (aplicada na sua dose minima — 5g/hL), sendo o método ELISA o
Unico a revelar essa mesma presenca. Outros estudos foram levados a cabo na inves-

tigacdo da presenca de residuos alergénicos provenientes do tratamento de colagem
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proteica em vinhos, utilizando cada um dos métodos referidos e revelam resultados con-
flituantes, deixando percetivel a ndo excluséo de risco de saude para os consumidores
alérgicos e sensiveis (Barros & Cosme, 2013; Deckwart et al., 2014 a; 2014 b; Kirschner
et al., 2009; Koestel et al., 2016; Mahmood & Yang, 2012; Meyer & Zanetti, 2015;
Restani et al., 2014; Tolin et al., 2012a; Tolin et al., 2012b; Uberti et al., 2014; Weber et
al., 2007). Para que fosse garantida a protecdo de consumidores alérgicos e intoleran-
tes, o parlamento europeu desenvolveu através da implementacdo de normas -
2000/13/EC e 2003/89/EC - que regulamentavam a mencao obrigatdria de alergénios
presentes, como ingredientes de produtos alimentares, as quais continham uma lista de
substancias alergénicas onde estavam incluidas a albumina de ovo e proteinas lacteas;
no entanto até ao dia 31 de Junho de 2012, a rotulagem de vinhos estava fora do alcance
desta norma, sendo que a partir desta data foi obrigatéria a mencao de alergénios em
rétulos de vinhos, com o objetivo de se realizarem mais estudos acerca do impacto e da
seguranca dos consumidores alérgicos de vinho, o que veio causar um determinado tipo
de polémica entre os produtores de vinho pelo facto de a indicacao de ingredientes de
origem animal e de caracter alérgico produzir uma incerteza entre 0s consumidores
(alérgicos ou nao), bem como de alguma influéncia na imagem do produto (Deckwart et
al., 2014 a; 2014 b; Uberti et al., 2014).

3.2. Colas proteicas de origem vegetal

Dado o risco alérgico que as proteinas de origem animal das colas utilizadas no trata-
mento de vinhos proporcionam aos consumidores alérgicos e sensiveis, e devido a de-
tecdo de produtos provenientes de bovinos também utilizados como agentes de cola-
gem — como a gelatina de origem bovina - contaminados pela doenca de Creutzfeld —
Jacob (Encefalopatia Espongiforme), levou a uma crescente procura de alternativas as
colagens proteicas de origem animal, tornando o foco da investigacao para as proteinas
de origem vegetal, as quais jA marcam presenca na composicao de alguns bens alimen-
tares de categorias diversas com objetivos variados como 0 aumento do teor em prote-
ina, por exemplo. Os primeiros trabalhos e estudos relativos a investigacao e validagao
de proteinas vegetais consistiram numa primeira seriacao de proteinas de acordo com
algumas normas: a proteina tem que ser apresentada sob a forma de pd, tem que pos-
suir teor de proteina de acordo com os limites estipulados e, por fim, estar em conformi-
dade com o codex dos Organismos Geneticamente Modificados. A sele¢éo de proteinas

resultante destas normas e de ensaios em vinhos foi apresentada ao OIV (Organizagao
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Internacional do Vinho e da Vinha), no qual foi avaliada a viabilidade e interesse da
aplicacao de colas proteicas vegetais no tratamento dos vinhos. Os principais pontos de
avaliacdo para validar as proteinas vegetais consistiram no seguinte: comparac¢ao da
eficacia deste tipo de proteinas com as proteinas de origem animal no decurso do pro-
cesso de colagem; comparacdo da aplicacdo de proteinas de origem vegetal com as
técnicas de clarificacao, filtracdo ou centrifugacéo; analise do efeito das proteinas vege-
tais nos componentes analiticos basicos e propriedades sensoriais e ainda a verificacao
da suscetibilidade das proteinas vegetais poderem produzir substancias que possam
alterar a qualidade do produto e a seguranca para o consumidor (Cosme et al., 2012;
Lefebvre S. et al., 2005).

A maioria de resultados primeiramente obtidos para as colas vegetais foi favoravel em
relacéo as proteinas do trigo, da soja, do tremoco, entre outras. No entanto, verificaram-
se duas desvantagens de importancia consideravel na sua aplicacdo: a transferéncia de
sabores que diminuiram a qualidade geral do vinho e a sua ligagdo com a doenca celi-
aca (pela presenca de gluten) e riscos alérgicos. Por estas razdes, a investigagao pelas
melhores alternativas as colagens de origem animal prosseguiu, encontrando resultados
cada vez mais satisfatérios na proteina da batata, a patatina — proveniente de residuos
de processamento de batata, e nas proteinas de ervilha, uma vez que eram das poucas
a demonstrar auséncia de risco alérgico para os consumidores (Gambuti et al., 2012;
Schmidt et al., 2018; Tschiersch et al., 2010). A patatina é uma glicoproteina, a que
possui maior peso molecular na batata — aproximadamente entre 35 — 45 kDa — que
constitui uma boa alternativa as proteinas de origem animal por varios fatores: possui
uma massa molecular da mesma ordem de grandeza da albumina de ovo, bem como
uma baixa solubilidade em meio acido (pH <5, caracteristico de vinho); a técnica de
eletroforese permitiu verificar que uma das banda de peso molecular da patatina (15
kDa) também era observada no padrao das proteinas salivares, o que significa que, tal
como as proteinas salivares que reagem com os taninos do vinho, é altamente provavel
gue a patatina possua um elevado teor em prolina, o que lhe permite ter uma boa afini-
dade com os polifendis presentes no vinho e portanto, reduzir a adstringéncia do vinho
de forma muito eficaz; Ensaios realizados demonstraram uma diminui¢do na concentra-
cdo de fendis totais e antocianinas apés a aplicagdo de patatina, sem serem detetadas
deplecdes das caracteristicas cromaticas do vinho (Gambuti et al., 2012). No que toca
as proteinas de ervilha, elas constituem entre 23,1% a 39,9% do teor proteico deste
alimento, o qual é considerado um organismo que n&o é geneticamente modificado. Dos

varios ensaios de colagem realizados com estas proteinas verificou-se que estas dimi-
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nuem a percentagem total de polifendis totais, flavonéides e néo flavonéides, e em com-
paracdo com as colas de origem animal tém um desempenho geral considerado superior
(Boye et al., 2010; Reinkensmeier et al., 2015; Tschiersch et al., 2010). Para além destas
proteinas vegetais, recentemente tem-se vindo a considerar e a testar as proteinas de
arroz, uma vez que tém caracter hipoalergénico. Estas proteinas estdo classificadas
segundo a sua solubilidade: sollveis em agua, sal, meio acido e alcalino e ainda solu-
veis em &alcool; dependendo da sua solubilidade varia o seu peso molecular. Embora
sejam necessarios estudos mais detalhados e em maior nimero para avaliar o impacto
e viabilidade destas proteinas vegetais como colas proteicas para tratamento de vinhos
tintos, conseguiu-se estabelecer que as quantidades recomendadas das colas vegetais
mencionadas sdo equivalentes as colas proteicas tradicionais (origem animal) — entre 2
e 5 g/hL. Foi também possivel concluir que estas colas vegetais permitem uma baixa
turbidez do vinho durante o processo de vinificagcao; nao afetam a estabilizacao tartérica,
nem a estabilidade proteica; a partir da sua aplicagcdo resultam percentagens muito bai-
xas de residuos; ndo produzem efeitos sensoriais desagradaveis, tendo também a ca-
pacidade de melhorar os atributos sensoriais do sabor do vinho; respeitam a intensidade
e tonalidade corantes aceitaveis, e por vezes melhoram-na; o teor em azoto destas pro-
teinas ndo vai aumentar o teor de azoto total do vinho apds a colagem, isto €, ndo vao

aumentar o teor proteico da bebida (Amagliani et al., 2017; Lefebvre S. et al., 2005).
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Objetivo

O processo de colagem com colas proteicas de origem animal no vinho tinto é reconhe-
cido como podendo ter um caracter alergénico derivado de algumas colas proteinas com
alergeinicidade, pelo que o uso deste tipo de colas obriga que no rétulo da garrafa de
vinho seja mencionado 0 uso da cola proteica de origem animal (albumina de ovo e
caseinal/caseinato de potassio). Desta forma, foi definido como objetivo principal deste
trabalho avaliar a eficiéncia das colas de proteinas de origem vegetal comparativamente
a eficiéncia das proteinas de origem animal, nomeadamente da albumina de ovo, pro-
teina de origem animal tradicionalmente utilizada no processo de colagem de vinho tinto.
Tém sido levados a cabo, pela comunidade cientifica, estudos com o objetivo de se
averiguar, de uma forma mais exata, o risco alergénico associado ao tratamento enolo-
gico da colagem proteica com proteinas de origem animal ; estes estudos revelam que
a quantidade utilizada, por estar em quantidades quase vestigiais apds o processo de
colagem, € pouco provavel o desencadear de uma reacao alérgica grave e intensa nos
consumidores, no entanto, ndo é descartada a hipétese de os consumidores desenvol-
verem reacgOes alérgicas de escala ligeira ou grave. Neste ambito surge a necessidade
da substituicdo dos tradicionais agentes de colagem por outros com um caracter aler-
génico minimo ou até nulo. Foram realizados ensaios de colagem num vinho tinto da
Regido Demarcada do Douro com proteinas de origem vegetal, destacando-se a pata-
tina e a proteina de ervilha e uma de origem animal (albumina), — a mais utilizada em
vinho tinto. Com o intuito de avaliar a a¢do das colas vegetais comparativamente a al-
bumina de ovo na qualidade do vinho tinto foram efetuadas analises fisico-quimicas,
nomeadamente aos compostos fendlicos totais, flavonéides, ndo flavonéides, antociani-
nas totais, perfil dos acidos fendlicos e das antocianinas monoméricas e caracterizagao

cromatica dos vinhos e ainda a avaliagdo das caracteristicas sensoriais do vinho.
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4. Material e Métodos

41.1. Vinho

Neste estudo foi utilizado um vinho tinto da colheita de 2017 de lote, produzido com
mistura de castas da Regido Demarcada do Douro, tais como: Tinta Barroca, Tinta Roriz
(Aragonez), Touriga Nacional, Tinto Cao, Touriga Franca.

4.1.2. Colas proteicas
As colas proteicas utilizadas neste trabalho foram as apresentadas na Tabela 4.1: duas
patatinas, trés proteinas de ervilha, uma de albumina de ovo. Cada uma destas colas

foi aplicada ao vinho na concentracdo méaxima permitida, 50 g/hL, de acordo com
OENO7/04 do International Code of Oenological Practices (2018).

Tabela 4 - Colas proteicas, e respetivos codigos, utilizadas neste estudo.

Cola Proteica Cadigo
Patatina PA
Patatina PB

Proteina de ervilha PPA
Proteina de ervilha PPB
Proteina de ervilha PPC

Albumina de ovo PAL

4.1.3. Determinacé&o do perfil das colas por SDS — PAGE

Com o objetivo de caracterizar o peso molecular das proteinas das colas proteicas de
origem vegetal e da albumina de ovo, foi realizada uma eletroforese em gel de poliacri-
lamida dodecil sulfato de sodio (SDS — PAGE). Todas as proteinas utilizadas no estudo
foram extraidas com solucdo tampao Tris-HCI (pH=8.0) a 0,01 mol/L, a qual continha
SDS a 1% (m/v) e 1% (m/v) de DTT (ditiotreitol). O sobrenadante foi diluido para uma

amostra tampao com SDS a 1% (m/v), glicerol a 20% (v/v), azul de bromofenol a 0,01%
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(m/v) e solucédo tampéo Tris-HCI (pH=8.0) a 40% (v/v). Posteriormente as proteinas fo-
ram separadas num gel de poliacrilamida de resolugéo a 12%. Os géis foram corados

com azul de Comassie R-250 durante 24h e lavados com agua no final desse periodo.

4.2. Delineamento experimental do ensaio de colagem

O ensaio de colagem envolveu a adicao das sete colas proteicas selecionadas para o
efeito ao vinho tinto, numa concentracdo de 50g/L, dose maxima permitida pelo OIV
(2018) para as colas proteicas de origem vegetal. A albumina de ovo foi adicionada na
dose maxima recomendada pelo fabricante, 50g/L. O vinho foi colocado em provetas de
500mL, ao qual se adicionaram as diferentes colas proteicas, foram misturadas com o
vinho de forma vigorosa, de forma a atuar de forma uniforma. A um ensaio n&o lhe foi
adicionado cola sendo considerado o ensaio controlo. O ensaio de colagem permane-
ceu durante 7 dias, a uma temperatura aproximadamente de 20°C. Todas as amostras
de vinho pés-colagem foram decantadas, centrifugadas e sujeitas as andlises fisico-
quimicas e sensoriais. Todos estes procedimentos foram executados em duplicado e as
andlises também foram efetuadas em duplicado de cada um dos ensaios.

4.3. Intensidade e tonalidade corante

A intensidade corante do vinho foi efetuada pela soma de absorvancias aos 420 nm,
520 nm e 620 nm. A medicao foi feita numa célula de percurso 6tico com uma espessura
de 1 mm de acordo com o OIV (2013). Todas as medi¢des foram executadas em dupli-
cado. Os valores da intensidade corante foram calculados a partir da seguinte expres-

séo:
IC = [ABS (420nm) + ABS (520 nm) + ABS (620nm)] *10

A tonalidade corante foi realizada pela determinacao das absorvéncias das amostras de
vinho nos comprimentos de 420 nm e 520 nm, recorrendo a uma célula de percurso
otico de 1 mm. Todas as determinac6es foram realizadas em duplicado. Os valores da
tonalidade corante foram calculados a partir da seguinte féormula:

_ Abs (420 nm)

TC= Abs (520 nm)
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4.4. Determinacdo das caracteristicas cromaticas pelo método
ClElab

Para a caracterizacdo cromética dos vinhos foi registado o espectro de absorcédo de
cada uma das amostras utilizando um espectrofotdmetro num intervalo de comprimento
de onda compreendido entre 380 nm e 780nm, utilizando uma célula de quartzo de per-
curso 6tico de 1 mm de espessura. Os dados recolhidos foram utilizados para calcular
as coordenadas de L* — luminosidade —, a* — componente vermelha/verde — e b* —
componente azul/amarelo, coordenadas referentes ao método CIElab, de acordo com a
OlIV (2017). Foi ainda determinado o Chroma, C* ([C* = [(a*)? + (b*)?] %) e 0 angulo da
tonalidade, h° (h° = tan*(b*/a*)).

De forma a determinar a diferenca de cor das amostras de vinho tinto relativamente ao

vinho sem tratamento recorreu-se a expressao que calcula a diferenca de cor:
AE=[(AL)+(Aa)?+ (Ab)?] *

A percecdo visual média das diferencas de cores entre duas solugdes, pelo olho humano
vai ser assumida como um valor de AE superior a 1 (Gonnet, 1998). Todas as medicfes

foram feitas em duplicado.

4.5. indice de polifendis totais

Para a determinacdo do indice de polifendis totais, de acordo com o método descrito
em Harbertson e Spayd, 2006, as amostras de vinho tinto foram diluidas de 1:100. Foi
efetuada a leitura a 280 nm das amostras, recorrendo a uma célula de quartzo de per-
curso 6tico de 1 cm. As analises foram efetuadas em duplicado. O célculo deste indice

foi feito através da seguinte expressao:

IPT = Abs (280 nm) x fator de diluicdo
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4.6. Antocianinas totais e coradas, pigmentos totais e poliméri-
cos

As antocianinas totais e coradas, pigmentos totais e poliméricos foram efetuados pelo
método de Somers e Evans (1977). Este método baseia-se na capacidade de as anto-
cianinas reagirem de forma facil com o anido bissulfito criando um aduto (resultado da
unido direta de duas moléculas sem sofrer alteragfes estruturais) incolor. Todas as ana-

lises foram executadas em duplicado.

4.7. Fendis totais, flavonodides e nao-flavonodides

A quantificacdo destes compostos foi efetuada de acordo com o método descrito por
Kramling e Singleton (1969). Os resultados sédo apresentados em equivalentes de acido
galico, através de uma curva de calibracdo standard do &cido galico. Todas as medicdes

foram realizadas em duplicado.

4.8. Antocianinas monoméricas e acidos fenélicos determinados
por HPLC

A andlise das antocianinas monoméricas e dos acidos fendlicos foi efetuada por HPLC
(Dionex UltiMate 3000) equipado com um detetor UV-Vis por injec&o direta de 50uL de
amostra, numa coluna de fase reversa C18 (250 x 4,5 mm de diametro). O eluente foi
constituido por 5% de acido férmico aquoso (solvente A) e por metanol (solvente B). O
fluxo foi de ImL/min. Os cromatogramas foram obtidos num comprimento de onda com-
preendido entre os 200 e os 650 nm. A identificacdo dos compostos foi feita conside-
rando 0s seus tempos de retencéo e espetro UV. Os cromatogramas foram recolhidos
aos 280, 325 e 525 nm (Guise et al. 2014). A quantificacdo das antocianinas monomé-
ricas identificadas foi realizada através das curvas de calibracdo dos monoglucosidos
de delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina; para as antocianinas acetil
e coumarilglucésidos a quantificacéo dos seus resultados foi realizada a partir dos seus
equivalentes monoglucésidos. No caso dos acidos fendlicos e flavonoéides a quantifica-
cao foi feita utilizando curvas de calibracdo dos padrbes de acido galico, catequina, (-)
galhocatequina, (-) epigalhocatequina, acido p-coutarico, acido cafeico e acido feralico.

O Aacido trans-caftarico, éter etilico do acido cafeico e o éter etilico do acido cumarico
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foram expressos como equivalentes de &cido cafeico e equivalente do acido p-coutérico

(Filipe-Ribeiro et al., 2017). Todas as analises foram efetuadas em duplicado.

4.9. Iindice de HCI

O indice de HCI relaciona-se diretamente com a instabilidade das procianidinas, em
meio concentrado de HCI, no qual a velocidade de precipitacdo das mesmas depende
do seu grau de polimerizacéo (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Este parametro de analise
traduz o grau de polimerizagéo dos taninos, o que por sua vez esta dependente do es-
tado de envelhecimento do vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Foi efetuado de acordo
com o método descrito por (Ribéreau-Gayon et al., 2006) e todas as analises foram

efetuadas em duplicado.

4.10. indice de etanol

O indice de etanol foi efetuado de acordo com o método descrito por (Ribéreau-Gayon
et al., 2006) e todas as andlises foram efetuadas em duplicado.

4.11. Anédlise sensorial

A andlise sensorial dos vinhos colados com as diferentes colas proteicas que estiveram
armazenados em condi¢cbes de luz e de temperatura (20°C) adequadas, foi realizada
por um painel de 7 provadores que ndo foram submetidos a treino no ambito deste es-
tudo (ISO 6658, 1985). Para a prova foram utilizados copos de prova normalizados (ISO
3591, 1977) e a analise sensorial decorreu das 10h as 12 horas, de acordo com a norma
(ISO 8589, 2007), como é possivel verificar pela figura 5 abaixo. Para a avaliagdo das
amostras foram selecionados 21 atributos, recorrendo a uma ficha de prova adaptada
baseada no que é recomendado pelo OIV: no descritor do aspeto visual foram selecio-
nados 2 atributos (cor e limpidez), em relacdo aos descritores do aroma foram selecio-
nados 9 atributos (intensidade, floral, frutado, frutos secos, frutos citrinos, especiarias,
madeira, oxidado e vegetal) e por fim no descritor do sabor e flavor foram selecionados
10 atributos (dogura, amargor, acidez, adstringéncia, corpo, intensidade, floral, frutado,

vegetal e persisténcia). Estes atributos foram quantificados utilizando uma escala de
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intensidade que variou entre 1 e 5 (ISO 4121, 2003), tendo como extremos 0s termos
“menos intenso” e “mais intenso”, respetivamente, podendo os provadores soé utilizar
valores inteiros. As amostras foram apresentadas aos provadores de forma aleatéria e
codificadas por algarismos de 3 numeros (ISO 6658, 1985), e constituidas por volumes
de 50 mL, de forma a que pudessem ser provados 2 vezes 25 mL da mesma amostra
(ISO 3591, 1977).

Figura 5 — Prova sensorial no laboratério de andlise sensorial da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro

4.12. Andlise estatistica

Os dados relativos aos resultados deste estudo foram expressos em médias aritméticas
* desvio padrdo. As diferencas estatisticas dos dados fisico quimicos e sensoriais foram
avaliadas através da andlise de variancia a um fator, ANOVA (diferencas significativas
para p-values < 0,05), seguida do teste de Tukey e o de Duncan, respetivamente, o qual
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foi aplicado para comparacao de médias de nivel do fator, isto €, comparacdo das mé-
dias das véarias amostras de vinho por tipo de colagem aplicada. Para se analisar o perfil
sensorial de cada amostra recorreu-se ao grafico de aranha. Todas as analises estatis-
ticas foram realizaram utilizando os softwares Excel 2016 (Microsoft Office 365 Pro Plus)
e IBM SPSS Statistics 24 (IBM Corp).

5. Resultados e Discusséao

5.1. Caracterizacéo das colas proteicas

Os resultados da eletroforese revelaram que a distribuicdo dos pesos moleculares das
duas patatinas (PA, PB) ndo apresentam diferencas (Figura 7). Ambas sdo caracteriza-
das por duas bandas individuais, uma compreendida no intervalo entre os 100 e 150
kDa, e outra entre os 75 e 100 kDa, uma banda maior individual na zona dos 37 kDa, e
também na zona dos 20 kDa. Os resultados obtidos no presente estudo estdo em parte
de acordo com a distribuicdo do peso molecular da patatina apresentada por Gambuti
et al. (2012): uma banda maior aos 40 kDa, outras ao nivel dos 120 kDa, bandas no
intervalo compreendido entre os 66,20 kDa e 97,40 kDa e entre os 20 kDa e 30 kDa e,
finalmente ao nivel dos 15 kDa. No que diz respeito as proteinas de ervilha (PPA, PPB,
PPC) também néo foram observadas diferengas em relagéo a distribuicdo do seu peso
molecular; todas elas séo caracterizadas por bandas situadas entre os 25 e 37 kDa, e
entre os 37 e 50 kDa, aos 50kDa, entre os 50 e 75 kDa e finalmente entre os 75 e 0s
100 kDa.
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12 3 4 5 6 7

Figura 6 — Eletroforese das colas proteicas de patatina A e B (bandas 1 e 2 respetivamente), proteina de ervilha A, B e C (bandas 3,4 e
5 respetivamente) e albumina de ovo (banda 7). O padrdo do peso molecular é dado na banda do meio onde estédo assinalados os pe-
sos moleculares. Do lado esquerdo a concentragao é de 100ug e do lado direito é de 200ug.

Em relacdo a albumina de ovo utilizada (AL) observou-se uma banda entre os 25 e os

75 kDa.
5.2. Influéncia da colagem com proteinas de origem vegetal e animal na cor
dos vinhos - intensidade e tonalidade corante, antocianinas coradas e
totais

Os resultados relativos a intensidade e tonalidade corante estdo apresentados na Ta-
bela 5.1 e na Fig.8. Em comparagdo com a amostra controlo sem tratamento observou-
se uma diminuig¢&o significativa da intensidade corante apenas nas amostras de vinho
submetidas a colagem com uma das patatinas (PB -13,5%) e com a albumina de ovo
(AL -11,9%). O menor decréscimo da intensidade corante foi observado na amostra que
foi colada com patatina (PA-9,6%). Os resultados obtidos estdo de acordo com os de
Gambuti et al. (2012), onde os ensaios de colagem mostraram que a patatina provoca
alteracBes pouco significativas na intensidade corante do vinho. Karamanidou et al.
(2011) também sustenta estes resultados na medida em que nos seus trabalhos se ve-
rifica que a colagem com albumina de ovo demonstrava uma fraca diminuicdo dos valo-
res da intensidade corante em relagdo as amostras de vinho controlo. Na tonalidade
corante observou-se em todas as amostras de vinho coladas em relacao a amostra de
vinho de controlo uma diminuicéo que foi maior para as amostras de vinhos coladas com

patatina (PA) e com proteinas de ervilha (PPA), como esta representado na tabela 5.1,
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contudo estas diferencas ndo foram estatisticamente diferentes relativamente ao vinho

controlo.

Tabela 5 - Tonalidade e intensidade corante, antocianinas totais e coradas do vinho controlo e dos vinhos apds colagem
com colas proteicas (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B; PPC —
proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo), u.a — unidades de absorvancia.

Amostras Tonalidade Intensidade co-  Antociani- Antocianinas
corante rante (u.a.) nas totais coradas (u.a.)

(mg/L)
Controlo 0,849+0,012 6,20 +1,12° 72 +6° 1,36 £ 0,552
PA 0,818 +0,002 5,60 + 0,592 64 +5° 1,12 +0,012
PB 0,807 £0,002 5,36 + 0,112 60 +22 1,07 £ 0,092
PPA 0,827 +0,012 5,26 + 0,012 63 +52 1,11 £ 0,042
PPB 0,822 + 0,012 5,39 + 0,09% 75+ 1° 0,90 + 0,392
PPC 0,827 + 0,012 5,42 + 0,08% 63 +4° 1,14+ 0,122
AL 0,806 + 0,002 5,46 + 0,06 73+ 7° 1,10 £ 0,022

No que diz respeito as antocianinas totais e, tal como representado na Fig.8, as amos-
tras de vinho que foram submetidas a colagem sofreram, na sua maioria, um decréscimo
nao significativo relativamente ao vinho controlo, resultados que estdo em concordancia
com a diminui¢cdo nédo significativa da intensidade corante, a cor dos vinhos tintos esta
dependente da quantidade de antocianinas bem como dos pigmentos resultantes do
fendmeno da co-pigmentagéo (Somers, 1977; Stankovic, 2004). As amostras coladas
com albumina de ovo ndo apresentaram diferengas significativa relativamente ao vinho
controlo, sendo que na amostra correspondente a colagem com uma das colas de pa-
tatina (PB) apresentou um decréscimo mais acentuado, contudo também nao significa-
tivo relativamente ao vinho controlo; estes resultados estdo de acordo com os trabalhos
de Ghanem et al. (2017). Algumas diferencas observadas entre os diferentes trabalhos
podem estar na origem do uso de diferentes concentragfes das colas vegetais, uma vez
que no presente estudo foi utilizada a dose maxima permitida pelo OIV para as colas de
origem vegetal — 50g/hL — e nos ensaios realizados por Ghanem et al. (2017) a concen-

tracdo maxima utilizada foi a de 15g/hL.
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Figura 7 — Antocianinas totais do vinho controlo e dos vinhos apés colagem com colas com proteinas. (média + desvio
padrao); (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B; PPC — proteina de
ervilha C; AL — albumina de ovo)
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Figura 8 — Intensidade e tonalidade corante do vinho controlo e dos vinhos ap6s colagem com proteinas. (média + des-
vio padrédo); (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B; PPC — prote-
ina de ervilha C; AL — albumina de ovo)
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Relativamente aos valores das antocianinas coradas houve diminuicdo em todas as
amostras que foram submetidas a colagem, contudo as diminuigbes observadas ndo

sao significativamente diferentes relativamente ao vinho controlo.

5.3. Influéncia da colagem com proteinas de origem vegetal e animal nas
caracteristicas cromaticas, pigmentos totais e poliméricos

A colagem do vinho deve realizar-se com 0s menores efeitos possiveis nas caracteris-
ticas crométicas do vinho, principalmente no vinho tinto, para o qual a cor € um atributo
que afeta a percecdo de qualidade por parte dos consumidores (Jackson, 2002).Para
verificar o efeito da colagem com proteinas de origem vegetal e animal nas caracteristi-
cas do vinho tinto foram analisados 0s parametros cromaticos e 0s pigmentos totais e
poliméricos, dando estes ultimos informacédo da quantidade de antocianinas combina-
das com taninos presentes no vinho (Braga, 2007; Gambuti et al., 2012). Em relag&o
aos valores dos pigmentos poliméricos, todas as amostras referentes as colagens de-
monstraram uma diminuicAo em comparagdo com os valores da amostra controlo,
sendo que as amostras que apresentam uma diminuigcdo significativa relativamente ao
vinho controlo foram as amostras coladas com uma das patatinas, uma das colas de
proteina de ervilha, e também com a albumina de ovo. Relativamente aos pigmentos
totais, ndo se verificaram diferencas significativas relativamente ao vinho controlo. Estes
resultados estéo diretamente ligados aos valores da analise dos parametros cromaticos
(método CIElab), na medida em que para a luminosidade, L*, ndo sdo observaveis dife-
rengas significativas relativamente ao vinho controlo. A componente da cor vermelha,
a*, na qual se observou um decréscimo dos seus valores em todas as amostras, mas,
novamente, com maior expressao nas amostras as quais foram aplicadas a albumina
de ovo (AL) e as patatinas (PA e PB), mas de forma néo significativa relativamente ao
vinho controlo. Todas estes resultados vao ao encontro do que foi observado por Cosme
et al. (2007). O parametro b* decresceu de forma significativa nas amostras de vinho
gue sofreram colagem com as duas patatinas (PA, PB), e na amostra que foi colada
com albumina de ovo (AL); este decréscimo significa uma perda ao nivel do tom ama-
relado do vinho. No que toca a componente C*, o qual mede o contributo relativo tanto
da componente a* como da b* para a cor do vinho, verificou-se que para a maioria das
amostras de vinho que foram submetidas a colagem houve uma diminuicdo dos seus
valores em relagdo a amostra de controlo, mais esse decréscimo so foi significativo no
vinho colado com albumina de ovo (AL). A ligeira diminuicdo dos valores do croma, C*,
estdo de acordo como o observado por Kang et al. (2017). No parametro, H*, a diminu-

icao foi significativa nos vinhos colados, com patatina (PA, PB) e albumina de ovo (AL).
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Por fim, observou-se que os valores de diferen¢a de cor (AE) das amostras as quais
foram aplicadas colas relativamente ao vinho controlo, € visivel que todo eles s&o pro-
ximas de 1, significando que as diferencas de cor presentes ndo sao detetaveis ao olho
humano (Gonnet, 1998).

Tabela 5.1 — Pigmentos totais e pigmentos poliméricos do vinho controlo e dos vinhos apés colagem com colas proteicas
(média + desvio padrao) (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B;
PPC - proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo), u.a — unidades de absorvancia.

Pigmentos Totais Pigmentos Poliméricos

Amostras
u.a u.a

Controlo 9,04 £ 0,292 1,69 +0,00"
PA 9,568+1,012 1,59 +0,00"
PB 9,08 + 0,222 1,36 £ 0,002
PPA 9,24 + 1,462 1,34 £ 0,002
PPB 7,98 +0,702 1,54 + 0,002
PPC 9,48 + 0,342 1,61 +0,00"
AL 9,563+0,66% 1,34 £ 0,002

Tabela 5.2 — Caracteristicas cromaticas do vinho controlo e dos vinhos apés colagem com colas proteicas (média +
desvio padrédo) (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B; PPC —
proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo)

Amostras L* a* b* C* H* AE
Controlo 69,8+ 0,742 40,40+ 0,80% 1,12+ 0,41°¢ 40,41 +0,80° 0,03+0,01°¢
PA 715+0,652 39,39+0,46% 0,47+0,162 39,39+0,46% 0,01+ 0,002 1,72 +0,33
PB 71,4+0,302 39,34+0,22% 0,24+0,122 39,34+0,22% 0,01+0,002 1,62 +0,46
PPA 70,8 +£0,44¢2 40,11 + 0,402 0,66 + 0,163 40,12+ 0,40 0,02 + 0,003° 1,00 £ 0,32
PPB 70,2 +0,94¢2 40,21 +0,80%  0,85+0,24" 40,21+0,80%* 0,02+ 0,01°° 0,42 + 0,28
PPC 69,8 + 0,582 40,43 +0,38° 0,86 + 0,19 40,44 +0,38° 0,02 +0,00°¢ 0,25 + 0,07
AL 70,7 +0,812 38,88 + 0,682 0,48+0,19% 38,88+0,682 0,01+0,012 1,36 £ 0,94

5.4. Efeito da colagem proteica na composicao fendlica do vinho tinto

5.4.1. Compostos fendlicos totais, ndo flavonoides e flavondides

Os compostos fendlicos totais diminuiram em todas as amostras relativamente ao vinho
controlo, sendo a amostra de vinho colada com proteina ervilha (PPA) a que obteve
valores mais baixos, contudo a diminuicao observada nao é significativamente diferente

relativamente ao vinho controlo. Os trabalhos de Gambuti et al. (2012) suportam esta
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diminuicdo da aplicacao de colas de proteinas vegetais, nomeadamente com patatina.
Kang et al. (2017) obtiveram resultados nos quais outras proteinas vegetais, como a de
arroz e da soja se mostraram mais eficazes na reducdo dos compostos fendis totais em
comparacao com a patatina e proteina de ervilha. A quantificacdo dos nao flavondides
demonstrou que estes compostos diminuiram em todas as amostras submetidas a co-
lagem, sendo as amostras que apresentaram valores mais baixos as coladas com uma
da proteina de ervilha (PPA) e com uma das patatinas (PA); as amostras que foram
coladas com albumina de ovo demonstraram, no entanto, uma subida significativa dos
seus valores. Em relacdo a quantificacdo dos flavondides, tal como se pode observar
na Tabela 5.4, os resultados demonstraram uma diminui¢cdo destes valores na maioria
das amostras, sendo que as que se submeteram a colagem com albumina de ovo (AL)
demonstraram os valores mais baixos, tendo uma reducdo de 5%, aproximadamente,

mas nao significativas relativamente ao vinho controlo.

Tabela 5.3 — Compostos fendlicos totais, ndo flavonoéides e flavondides do vinho controlo e dos vinhos ap6s colagem
com colas proteicas (Média + Desvio padrdo); (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB —
proteina de ervilha B; PPC — proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo)

Amostras Compostos Eenélico§ _Totais N&o Fla}vqnéidgs_ Flavqnc_')ides N
(mg/L eq. Acido Galico) (mg/L eq. Acido Galico) (mg/L eqg. Acido Galico)

Controlo 390 +10¢% 117+ 62 273 +152

PA 386 +8¢2 111 £ 22 275+ 72

PB 386 +11° 114+1° 272 £10?

PPA 378+0¢° 110+1¢@ 269 +1¢@

PPB 387 £52 112 + 3@ 275+ 72

PPC 384+62 114+ 0° 270+ 62

AL 396 + 92 137 +12° 259 £ 202
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Figura 9 — Nao — flavonéides, flavonéides e compostos fendis totais (CFT*) do vinho controlo e dos vinhos apds colagem
com colas proteinas (média + desvio padrédo); (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — prote-
ina de ervilha B; PPC — proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo)

5.4.2. Perfil das antocianinas monoméricas

As antocianinas monoméricas que foram separadas e detetadas por HPLC foram: delfi-
nifina-3-monoglucosido, cianidina — 3 — monoglucésido, petunidina — 3 — monoglucésido,
peonidina — 3 — monoglucosido, malvidina — 3 — monoglucdésido e malvidina — 3 — aceti-
Iglucésido. Os tempos de retencdo médios de cada uma das antocianinas esta repre-

sentados na tabela 5.4.

Tabela 5.4 — Antocianinas monoméricas detetadas no vinho controlo e nos vinhos ap6s colagem com colas proteicas e
respetivos tempo de retencéo padréo (tempo de retengéo + desvio padrao);

Antocianinas Tempos de Retencédo + DP
delfinifina-3-monoglucdsido 17,98 £ 0,21
cianidina — 3 — monoglucdsido 22,59+ 0,22
petunidina — 3 — monoglucésido 27,75 10,22
peonidina — 3 — monoglucosido 30,31 +£0,19
malvidina — 3 — monoglucésido 31,68 +£0,19
malvidina — 3 — acetilglucosido 43,26 + 0,21

Na analise realizada é possivel observar que a malvidina — 3 — monoglucésido € a an-
tocianina monomérica com maior concentra¢do nas amostras em estudo; por outro lado
a peonidina — 3 — monoglucésido e delfinidina — 3 — monoglucosido séo as antocianinas
gue tém menor concentracao no vinho em estudo.
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De uma forma geral, todas as antocianinas sofreram um decréscimo em relagdo a sua

concentra¢do na amostra de vinho controlo, tal como demonstrado na Figura 10 e Ta-

bela 5.5, contudo essa diminuigdo n&o foi significativa relativamente ao vinho controlo.

As antocianinas que tiveram uma diminuicdo maior mesmo que nao tenha sido signifi-

cativa, foram a peonidina — 3 — monoglucésido e a malvidina — 3 — monoglucdsido. Estes

resultados estdo em concordancia com Gambuti et al. (2012), uma vez que também

observaram decréscimos da concentragdo das antocianinas monomeéricas menciona-

das, nas amostras que foram submetidas a colagens com albumina de ovo (AL) e pata-
tina (PA).
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Figura 10 — Concentragdo relativa das antocianinas monoméricas detetadas e quantificadas no controlo e nos vinhos ap6s colagem
com colas proteicas; (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B; PPC — proteina de
ervilha C; AL — albumina de ovo)
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Tabela 5.5 — Antocianinas monoméricas detectadas, identificadas e quantificadas no vinho controlo e nos vinhos apds colagem com colas proteicas (média + desvio padrao); (PA — patatina A; PB —
patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B; PPC — proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo)

Controlo

AL

PA

PB

PPA

PPB

PPC

delfinidina-3-
monoglucésido
(mgl/L)

0,84 + 0,152

0,58 + 0,152

0,61+0,052

0,71+0,092

0,69+0,012

0,60 +£ 0,092

0,71+0,102

cianidina-3-mo-
noglucésido
(mg/L)

3,65+1,27¢%

3,08 +0,782

2,57 +0,022

3,89+0,58¢%

3,24 +0,32%

2,79+0,582

2,88 +0,572

petunidina-3-
monoglucésido
(mg/L)

5,43 +1,562

3,46 +2,012

3,33+0,992

4,72 +0,27%

4,33+0,98%

3,36 £ 0,062

3,01+0,98%

peonidina-3-
monoglucésido
(mg/L)

1,58 + 0,422

0,90 + 3,682

0,97 £0,34%

1,52 +0,11°

1,36 +0,91°

0,96 +0,00%

1,25+0,91°

malvidina-3-
monoglucésido
(mg/L)

60,75 + 11,652

41,45+ 9,832

43,90 + 10,692

60,19 + 3,212

54,33 £ 7,192

43,69 + 0,552

51,72 £ 7,192

malvidina-3-
acetilglucésido
(mg/L)

11,63 +0,21%

11,61+ 0,992

11,25+ 0,182

10,96 + 0,582

10,40 £ 0,50%

10,57 £ 0,542

10,97 £ 0,502

Totais (mg/L)

83,78

61,08

62,63

81,99

74,35

61,97

74,54
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5.4.3. Perfil dos acidos fenolicos e flavonoéides

Os éacidos fendlicos e flavonoides que foram detetados por HPLC foram: acido gélico,

catequina, (-) — galhocatequina, acido trans-caftarico, acido p-coutérico, 4cido cafeico,

acido hidroxicumarico e acido ferulico. Os tempos de retengdo médios de cada um dos

acidos e flavonoides estéo representados na tabela 5.6.

Tabela 5.6 — Acidos fendlicos e flavonéides detetados no vinho controlo e nos vinhos apés colagem com colas protei-
cas e respetivo tempo de retengéo (tempo de retengéo + desvio padrao); (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - pro-
teina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B; PPC — proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo)

Acidos fenélicos/Flavonéides

Tempos de Retencéo + DP

Acido Gélico 4,86+ 0,16
Catequina 12,92 £ 0,50

(-) Galhocatequina 4,09 £ 0,28
Acido trans-caftarico 10,59 + 0,07
Acido p-coutarico 12,69 + 0,05
Acido Cafeico 17,14 + 0,28
Acido Hidroxicumarico 23,94 +0,21
Acido Ferulico 27,80 + 0,22

Analisando os resultados obtidos é possivel verificar que os &cidos fendlicos que tém

maior expressdo nas amostras sao o acido trans — caftarico, o acido galico e o acido p-

coutarico. De forma oposta, a catequina e o acido ferulico séo os compostos que estao

em menor percentagem na constituicdo do vinho analisado.

100,000
90,000
80,000
70,000
60,000
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

0,000

Controlo

AL

PA

PB

PPA

PPB

PPC

m Acido Ferulico

m Acido 4-hidroxicumarico
Acido Cafeico

m Acido p-coutérico

m Acido Trans Caftarico

= (-) Galhocatequina

m Catequina

m Acido Galico

Figura 11 — Concentragéo relativa dos acidos fendlicos e flavondides detetados e quantificados no vinho controlo e
nos vinhos ap6s colagem com as colas proteicas; (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB
— proteina de ervilha B; PPC — proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo)
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Os resultados obtidos revelam uma diminui¢do geral do contetdo de acidos fendlicos.
As colas proteicas que mais se evidenciaram na diminuicao dos acidos fendlicos foram
as patatinas (PB) e a proteina de ervilha (PPB), o que estd em concordancia com a
diminuicdo dos compostos néao flavondides, também verificada pela determinacao pelos
métodos espetrofotométricos. Ghanem et al. (2017) obtiveram resultados nos quais o
efeito das proteinas vegetais na colagem de vinho tinto € bastante fraco ou quase nulo,

0 gue esta de acordo com o efeito verificado neste trabalho
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Tabela 5.7 - Acidos Fendlicos e flavonoides, detetados, identificados e quantificadas no vinho controlo e nos vinhos apés colagem com colas proteicas (média + desvio padréo); (PA — patatina A;
PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB — proteina de ervilha B; PPC — proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo)

Controlo

AL

PA

PB

PPA

PPB

PPC

Acido Galico

25,319 + 0,07

24,495 + 0,182

25,808 + 0,391

24,261+ 0,18 %

23,857 +0,05%

23,524 +0,18%

25,261 + 0,22 bcd

Catequina

11,805+ 2,172

8,761 +1,83%

9,852 +0,23%

13,659 + 1,05

10,135+ 0,262

8,885 + 1,05

9,125+ 0,747

(-) Galhocatequina

0,247 +0,01°

0,231+ 0,00%

0,206 + 0,012

0,192 +0,01°

0,209 + 0,00 %

0,209 + 0,01 %

0,228 + 0,02%

Acido Trans Caftarico

31,507 +1,39°

29,221 +0,72"

29,652 +0,18"

28,928 + 0,53"

24,533 £ 0,192

28,202 + 0,53°

28,586 + 0,16°

Acido p-coutarico 9,775+ 0,18° 9,378 £ 0,02 9,252 +0,12% 8,990+ 0,09% 8,971+0,07%* 8,785+ 0,092 9,335+ 0,05
Acido Cafeico 5,863 £ 0,452 5,459+ 0,122 5316 +0,132 5308+0,15% 5241+0,01* 5,209+0,15¢% 5,550+ 0,042
Acido 4-hidroxicumarico 2,402 + 0,137 2,561 + 0,242 2,239+0,05% 2,190+0,12® 2,236 +0,03* 2,229+0,12°% 2,520+0,16%
Acido Ferdlico 0,878 + 0,202 0,652 +0,00° 0,676 + 0,022 0,638+0,05% 0,643+0,02% 0,615+0,05°% 0,691+0,012
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5.5. Efeito da colagem proteica na caracterizacdo sensorial do vinho tinto

5.5.1. Perfil sensorial do vinho tinto

O perfil sensorial de cada amostra de vinho esta representado pela Fig.12 onde a soma
dos valores médios concedidos pelos membros do painel de prova para cada atributo
estd assinalada no eixo correspondente, desta forma o perfil sensorial da amostra re-
vela-se quando os pontos se ligam. O centro do grafico representa o valor mais baixo
da escala utilizada no processo de avaliagdo, para além disso, a intensidade de cada
atributo aumenta do centro do grafico para a sua periferia. A partir da analise dos resul-
tados de analise sensorial, através da aplicacdo da analise de variancia (ANOVA) e do
teste de Duncan com um nivel de significancia de 5%, para se compararem os valores
médios de classificagcdo para cada atributo verificou-se que nao existem diferencas
significativas ao nivel sensorial de entre as amostras estudadas, isto é, as amostras

possuem um perfil sensorial semelhante, também representado na Tabela 5.9.

Persisténcia
Sabor Vegetal

Limpidez
Intensidade

Frutado Aroma Floral

e Controlo

Floral Aroma Frutado
e P A
) PB
Intensidade Frutos Secos
e PPA
PPB
Corpo Frutos Citrinos
PPC
== AL

Adstringéncia Especiarias

Madeira

Oxidado
Docura Aroma Vegetal

Amargor

Figura 12 —Perfil sensorial dos 7 vinhos colados com diferentes colas proteicas e comparados com o vinho sem trata-
mento (vinho controlo). Vinho Controlo (Controlo); patatina (PA, PB); proteina de ervilha (PPA, PPB, PPC) e albumina
de ovo (AL)
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proteina de ervilha B; PPC — proteina de ervilha C; AL — albumina de ovo)

Tabela 5.8 — Avaliagcao sensorial do vinho controlo e nos vinhos apés colagem com colas proteicas (média + desvio padréo); (PA — patatina A; PB — patatina B; PPA - proteina de ervilha A; PPB —

Amostras Controlo PA PB PPA PPB PPC AL

Aspeto Cor 4,63+0,708 4,50+0,708 4,63+0,87% 4,63+0,87% 4,63+0,708 450+0,872 4,50+0,872
Limpidez 438+1,092 4,13+1,05% 4,25+1,05% 4,13+1,05% 4,13+1,05% 4,13+1,052 4,25+1,092

Aroma Intensidade 3,25+0,99¢ 3,63+0,66% 3,38x0,70* 3,25+0,78% 3,25+0,66% 3,25+0,66% 3,13+0,782
Floral 3,00+1,002 2,88+087% 2,380,432 2,38+0,662% 238+0,86% 2,38+0,482 2,88+0,782

Frutado 3,00+0,83% 2,88+0,87% 2,38=+1,17* 2,75+087% 2,75+0,43% 3,25+1,208 2,75+0,83?

Frutos Secos 1,88+0,862 2,00+0,83* 150+0,832 1,75+0,992 1,75+0,832 1,75+0,832 1,50+1,00°

Frutos Citrinos 1,38+0,70* 1,38+0,43* 1,50+0,708 143+0,35% 1,25+0,43% 1,38+0,70® 1,38+0,70°

Especiarias 2,38+0,71* 188+0,71*% 238+1,22% 2,00+0,50% 2,13+0,78% 2,38+1,22%8 1,88+0,60°

Madeira 1,88+0,97¢ 1,38+0,87*% 150+0,972 1,75+0,70* 150%+0,872 1,75+097% 1,63+0,70°

Oxidado 1,25+0,332 150+0432 163+0,708 1,25+1,00® 1,38+0,70*% 1,13+0,33% 1,63+0,99°

Vegetal 163+1,30* 188+1,30* 213+£0,872 2,13+0,70® 2,001,322 1,75+0,832 1,75+0,66°

Sabor/Flavor Docura 1,88+0,872 1,88+0,78% 1,88+0,832 200+0,71* 2,13+0,78% 1,63+0,708 2,000,712
Amargor 225+0,78% 2,38+1,392 225+0,932 1,88+1,27% 225+1,39% 200+1,008 200+1,22¢2

Acidez 2,63+0,78% 2,38+0,60* 2,13+0,60* 188+0,66% 2,13+0,60% 2,13+0,60% 2,25+0,662
Adstringéncia 3,00+0482 3,00+1,00* 3,13+0,71* 250+0,66% 2,63+0992 288+0,782 3,00+0,712

Corpo 250+087% 2,63+0482% 250+0,782 2,63+0,70® 2,63+0482% 2,75+0,832 2,75+0,662

Intensidade 250+0662% 3,00+£050% 2,38%+1,20% 288+1,05% 3,00+£050% 2,75+1,208 2,75+1,092

Floral 225+0482% 250+0,832 2,25+0,662 250+0,87% 2,25+0,832 225+0,66% 2,00+0,872

Frutado 2,38+0,992 2,75+1,09*% 2,38+1,00® 288+0,86% 263+0992 250+1,008 250%+0,872

Vegetal 2,14+099% 1,75+1,32*% 2,13+0,93* 188+0,832 200+1,32% 2,13+0,93® 1,75+0,83?

Persisténcia 250+0972 3,00+1,05% 2,71+0,932 2,75+1,092% 3,00+1,002 288+0,932 2,75+1,092
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Conclusao

A colagem dos vinhos tintos com colas proteicas quer de origem vegetal quer de origem
animal tem como objetivo a estabiliza¢cdo do vinho, com consequente melhoria sensorial
do mesmo. No ambito de se oferecer uma alternativa para as colas tradicionais, de ori-
gem animal, face a alergeinicidade e/ou intolerancia apresentada por alguns consumi-
dores, foram testadas colas de origem vegetal relativamente ao seu nivel de eficiéncia
comparativamente uma cola de origem animal tradicionalmente utilizada. Em relacdo a
avaliacdo do impacto ao nivel da composicdo fendlica e cromética comparativamente a
albumina foi possivel verificar que a patatina foi a proteina de origem vegetal que ao
nivel da tonalidade corante, antocianinas totais e monoméricas, pigmentos totais e po-
liméricos mostrou uma diminuigdo, mas néo significativa, seguindo-se da albumina de
ovo. Por consequéncia da diminui¢cdo destes parametros, os vinhos colados com pata-
tina obtiveram o maior aumento de luminosidade, L*, e maior decréscimo da compo-
nente da cor vermelha (a*) como resultado da maior remocé&o de antocianinas e pigmen-
tos do vinho. Contudo os valores de AE séo proximos de 1, o que faz com que o efeito
das colas nas caracteristicas crométicas do vinho néo foi detetavel a olho nu. No &mbito
do impacto ao nivel da andlise sensorial comparativamente a albumina, ndo foram iden-
tificadas diferencgas significativas entre as amostras de vinho. No que toca a quantifica-
cdo dos acidos fendlicos e flavonéides a diminuicao mais significativa foi detetada nas
amostras de vinhos coladas com patatina e com proteina de ervilha, resultados que se
encontram em concordancia com os valores dos compostos nao flavondides e flavonéi-
des (4cido galhico e catequina) das amostras de vinho onde foram aplicadas estas mes-
mas colas, contudo as diferengas ndo foram significativas. A andlise sensorial das amos-
tras de vinho submetidas as varias colas aplicadas néo revelou diferengas significativas

em quaisquer dos atributos em relagdo & amostra de vinho controlo.

A partir do presente trabalho é possivel reter a informacédo de que a colagem com pata-
tina é uma alternativa adequada a colagem com a albumina de ovo, a cola mais fre-
guentemente aplicada em vinhos tintos, uma vez que ao nivel fisico-quimico apresenta
valores bastante idénticos sem serem detetados efeitos indesejaveis a nivel sensorial,
sendo possivel, portanto, verificar a viabilidade de aplicacdo de proteinas de origem

vegetal como tratamento de colagem em vinhos tintos.

Futuramente teria bastante interesse a repeticdo deste mesmo estudo em vinhos com
matrizes fendlicas ou até mesmo resultantes de métodos de vinificacdo diferentes, de

forma a verificar a consisténcia de resultados e aplicabilidade de colas de patatina. Para
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além disto, seria de todo o interesse da comunidade cientifica o aprofundar do estudo

de novas colas de proteinas vegetais, bem como da sua caracterizagdo, por exemplo,

ao nivel do peso molecular e estado de pureza.
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