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Resumo

Vinho € o produto que se obtém exclusivamente da fermentagdo alcoolica da uva e
mosto, sendo um dos produtos agricolas mais influentes na economia nacional. A
deterioracao por leveduras Dekkera bruxellensis representa um dos principais problemas
econdémicos do setor. Estas leveduras produzem fendis volateis que conduzem a uma
alteracdo das propriedades organoléticas, levando a formacdo de odores a madeira,
fumo, medicina, suor de cavalo, entre outros, impossibilitando a sua comercializacao.
Assim sendo, revela-se de extrema importancia a investigacdo/desenvolvimento de
técnicas que permitam a recuperacgéo de vinhos afetados por fendis volateis.

Neste trabalho desenvolveram-se dois polimeros molecularmente impressos (MIPs) para
duas moléculas-alvo, o 4-etilfenol e o 4-etilguaiacol, e um polimero ndo molecularmente
impresso (NIP) para servir como padrdo de comparagdo. Estes polimeros foram
aplicados em vinho tinto deteriorado por D. bruxellensis, com o intuito de avaliar a sua
capacidade de retencdo dos fendis volateis e qual o efeito a nivel de varias outras
classes de compostos volateis, compostos fendlicos corados e ndo corados.

Nas amostras de vinho analisadas foram caracterizados 3 fendis volateis, 37 compostos
volateis pertencentes a diferentes classes, 17 compostos fendlicos ndo corados e 9
compostos fendlicos corados. Dos compostos identificados, destacam-se o 4-etilfenol nos
fendis volateis, o acetato de isoamilo, o 2-feniletanol e o acido decanoico nos compostos
volateis, a catequina e o acido galhico nos compostos fendlicos ndo corados, e a
malvidina-3-O-glucésido nos compostos fendélicos corados.

Verificou-se que o tratamento com os MIPs e NIP afetou, ndo s6 o perfil de fendis
volateis, como o de todas as classes de compostos analisados. Os MIPs exibiram uma
capacidade de retencdo entre os 41-56%, sendo o MIP-4EF aquele que apresentou
maior afinidade com os fendis volateis.

Entre as outras classes de compostos volateis, os mais afetados pelo tratamento com os
polimeros foram os sesquiterpenos e 0s norisoprenoides, tendo sido retidos na ordem
dos 90%. Por outro lado, as classes de compostos fendlicos ndo corados mais afetadas
foram os flavondis, observando-se retengfes que oscilaram entre os 86-90%, seguindo-
se o0s acidos hidroxicinamicos (41-56%), os flavan-3-6is (24-43%) e os acidos
hidroxibenzoicos (22-33%). Por outro lado, os fendis corados (antocianinas)
apresentaram as retencdes que oscilaram entre 13-24% nas amostras tratadas com o0s

polimeros.
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Estes resultados demonstram uma certa falta de especificidade e seletividade para as
moléculas-alvo utilizadas na sua sintese, retendo um conjunto de compostos quimicos

fundamentais a estrutura do vinho. Estes polimeros necessitam de mais investigacao

com o intuito de melhorar a sua performance.

Palavras-chave: vinho, fendis volateis, compostos volateis, compostos fendlicos, Dekkera
bruxellensis, MIPs.
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Abstract

Wine is the product obtained exclusively by alcoholic fermentation from grape and must,
being one of the most influential agricultural products in national economy.

Wine spoilage by yeasts of the species Dekkera bruxellensis is a serious problem in wine
industry. These yeasts are the mains responsible for the production of volatile phenols
(ethylphenols and vinylphenols), which lead to a change in the organoleptic properties,
leading to sensory changes characterized as wood, tobacco, medicine, horse sweat and
others, precluding its commercialization and consequentely economical losses. Thus, it
appears extremely important the development of efficient techniques that allow the
recovery of wines affected by volatile phenols.

In this work we have synthesized two molecularly imprinted polymers (MIPs) with different
templates, namely 4-ethylphenol and 4-ethylguaiacol. As a control, non-imprinted
polymers (NIPs) were prepared for each assay. These polymers were applied in red wine
spoiled by Dekkera bruxellensis, in order to assess the recovery of volatile phenols and its
effects on several other classes of volatile compounds, colored and non-colored phenolic
compounds.

Three volatile phenols, 37 volatile compounds of other classes, 17 non-colored phenolic
compounds and 9 colored phenolic compounds. Among all of the identified compounds 4-
ethylphenol, isoamyl acetate, phenylethyl alcohol, decanoic acid, catechin, gallic acid and
malvidin-3-O-glucoside are highlighted as the major ones of each type.

Results show that MIPs treatment affected not only the profile of volatile phenols, but also
all the other classes of compounds analyzed. The recovery of volatile phenols ranged
between 41-56%, MIP-4EF revealed the highest retention capacity.

In a general way, in the wine sample treated with polymers was observed a decrease of
the amounts of other volatile compounds, mainly sesquiterpen alcohols and
norisoprenoids which showed retention of almost 90%. Regarding phenolic composition,
non-colored compounds were the most affected, being the flavonols the more retained
(86-90%), followed by hydroxycinnamic acids (41-56%), flavan-3-06is (24-43%) and
hydroxybenzoic acids (22-33%). On the other hand, colored phenolic compounds were
less affected by the treatments and showed retentions between 13-24%.

These results demonstrate a lack of specificity and selectivity for the templates used in
their synthesis, retaining a set of chemicals essential to rhe structure of the wine.
Although, it's necessary future research on MIPs with more selective matrixes for volatile

phenols, to improve their performance.
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Key-words: wine, volatile phenols, volatile compounds, phenolic compounds, Dekkera
bruxellensis, MIPs.
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INTRODUCAO

O vinho é constituido basicamente por agua e etanol, porém, as suas caracteristicas
como a cor, aroma e sabor estdo associadas a uma série de compostos bioativos que
fazem parte da mistura complexa do vinho. Entre estes podem considerar-se: hidratos de
carbono, &lcoois, &cidos organicos, aldeidos, cetonas, lactonas, terpenos, ésteres,
norisoprenoides, compostos fendlicos, entre outros (1-5).

Desde ha muitos anos que tem vindo a aumentar o interesse na composi¢cao quimica dos
vinhos, uma vez que o0s estudos epidemiolégicos demonstraram que as doencas
cardiovasculares sdo menos prevalentes em individuos que consomem quantidades
regulares e moderadas desta bebida (6-9), produtos alimentares derivados das uvas e
outros alimentos contendo importantes teores em compostos fendlicos (6). Porém, foi um
relato intitulado “Paradoxo Francés”, que despertou o interesse para estes efeitos
protetores, uma vez que evidenciou que individuos franceses apresentavam um risco
mais baixo de mortalidade cardiovascular, apesar do elevado consumo de gorduras
saturadas, comparativamente a outros individuos, por exemplo dos Estados Unidos, o
que podia ser associado com um consumo moderado de vinho (6).

Primeiramente, associava-se tal efeito benéfico ao etanol, um dos constituintes do vinho
(10, 11), mas outros estudos indicaram que 0s beneficios provenientes do consumo de
vinho, eram muito mais notérios do que os evidenciados por outras bebidas alcoolicas,
sugerindo que outros fatores nao alcoolicos poderiam desempenhar também um papel
protetor (12, 13).

Atribuem-se estes efeitos benéficos as substancias fendlicas do vinho, pelas suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (14, 15).

Recentemente estudos epidemiolégicos demonstraram que estes compostos
apresentavam atividade antioxidante contra espécies reativas envolvidas no
envelhecimento e em doengas cronicas, autoimunes, inflamatérias, coronéarias e
degenerativas (16-19).

A atividadeantioxidante pode também explicar as propriedades anticarcinogénicas destes
compostos (10, 11), ndo sendo porém suficiente para explicar todas as suas
propriedades biologicas (12, 13).

Desta forma, os compostos fendlicos constituem os principais parametros de qualidade
(20-22), uma vez que além de serem responsaveis por funcdes estruturais e protetoras
das plantas (23), influenciam a cor (um dos atributos mais importantes dos vinhos tintos),
a adstringéncia e o amargor dos vinhos (23-27). Esta influéncia pode ser exercida
diretamente ou por interagdo com proteinas, polissacarideos ou outros compostos
fendlicos (28, 29).



Por outro lado, alguns compostos volateis como &lcoois superiores, ésteres, terpenos,
norisoprenoides, tém influéncia no aroma, considerado como umas das caracteristicas

mais importantes de um vinho: o aroma (30, 31).

1.1 Perfil metabolico

1.1.1.Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios presentes nas uvas e/ou extraidos
para os vinhos durante o processo de vinificagdo (32). Estes desempenham um papel
importante na Enologia e s@o responsaveis pelas diferengas entre os vinhos brancos e
tintos (4), apresentando-se em concentragfes mais elevadas nos vinhos tintos (5).

Esta classe de compostos é frequentemente associada a diversas funcdes estruturais e
protetoras das plantas (23) por apresentarem propriedadesantioxidantes e anti-
inflamatérias (14, 15) e influenciam as propriedades organoléticas como a cor, a
adstringéncia e o amargor dos vinhos (23-26).

Os compostos fendlicos caracterizam-se do ponto de vista quimico, por possuirem pelo
menos um anel benzénico, que contém no minimo, um grupo hidoxilo (-OH) livre ou
envolvido noutra funcdo: éter, éster ou heterosido (5). Apesar de possuirem grupos
alcool, ndo possuem propriedades de um alcool (5). A reatividade que exibem esta
associada com o carater 4cido da funcéo fendlica e nucleofilico do anel benzénico (22).

A diversidade estrutural destes compostos deve-se a extensa variedade de combinacdes
presentes na natureza, estando frequentemente associados aos monossacaridos como a
glucose, arabinose, galactose, ramnose, acidos glucoronico e galacturénico, podendo
também apresentar formas di-, tri- ou tetrassacarideos (33).

De acordo com o seu esqueleto em carbono, os compostos polifendlicos podem ser

divididos em duas categorias: os flavonoides e os n&do-flavonoides.

1.1.1.1. Na&o flavonoides

Os constituintes ndo flavonoides dos vinhos podem ser divididos essencialmente em

acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinAmicos) e estilbenos (5, 21, 22).



1.1.1.1.1. Acidos fendlicos

Esta denominacéo pode ser utilizada para todos os compostos organicos que possuam
pelo menos uma funcédo carboxilica e um hidroxilo fendlico (34). Podem ser incluidos
nesta denominacao acidos hidroxibenzoicos com sete atomos de carbono (Cs-C,) € 0s

acidos hidroxicindmicos com nove atomos de carbono (Ce-C3).

Os é&cidos hidroxibenzoicos sdo componentes minoritarios nos vinhos (21),
encontrando-se em menores propor¢des relativamente aos acidos hidroxicinamicos.
Estes acidos podem ser detetados inicialmente nas uvas, ou nos vinhos, sendo
provenientes da hidrélise de taninos hidrolisaveis (ésteres de acido galhico ou elagico).

O acido galhico € sem duvida o principal acido benzoico, este destaca-se pela sua fungéo
antioxidante (35), sendo o Unico que foi formalmente identificado no seu estado nativo em
uvas, mais precisamente na parte solida do bago, quer sob a forma de éster de flavanol
ou na forma livre (36). Destacam-se também outros acidos benzoicos nos vinhos,
incluindo o p-hidroxibenzoico, protocatéquico, vanilico, siringico, salicilico e gentisico
(Figura 1) (22, 37, 38).

Acidos Hidroxibenzoicos | R1 | R, | Rs | Ry
R, COOH p-Hidroxibenzoico H H OH

Protocatéquico H | OH | OH

Vanilico H | OCH, | OH

Galhico H |l OH |OH| OH
Rs R4

Siringico H | OCH; | OH | OCH;

Re Salicilico OH| H [H | H
Gentisico OH H H OH

Figura 1. Estrutura dos principais acidos hidroxibenzoicos.



Os &cidos hidroxicindmicos constituem o maior grupo de compostos fendlicos nos
vinhos brancos, porém, também séo detetados na mesma propor¢ao nos vinhos tintos.
Estes acidos sdo derivados do &cido cindmico e 0s compostos mais comumente
encontrados nas uvas e no vinho sdo os acidos p-cumarico, cafeico e ferdlico (21, 39)
(Figura 2).

Rs \ COOH R Cidos Hidroxicinamicos R, |R,| Rs

p-cumarico H OH H

Cafeico OH |OH H

R Ferdlico OCHs; | OH| H
R, Sinépico OCHs; | OH | OCHj4

Figura 2. Estruturas dos principais acidos hidroxicindmicos.

Na natureza, estes acidos apresentam-se em baixa quantidade na forma livre,
apresentando-se normalmente esterificados com aclcares, alcoois ou acidos organicos,
destacando-se entre eles o &cido tartarico (5).

Os enologistas adotaram nomes triviais para os ésteres do acido tartarico, sendo estes o
acido cafeoil-tartarico (caftarico), p-coumaroil-tartarico (coutarico) e o feruloil tartarico
(fertarico) (Figura 3) (5, 21, 22). Devendo referir-se que o mais abundante nas uvas e no
vinho é o acido caftéarico (35).

0 Foor Esteres hidroxicinamicos R
N 0——CH Acido cafeoil-tartarico (caftarico) OH
Acido p-coumaroil-tartarico (coutarico) | H
HC——0H Acido feruloil tartarico (fertarico) OCHj3
HO COOH

Figura 3. Derivados dos acidos hidroxicindmicos e do acido tartarico.

Estes ésteres com &cido tartarico sdo encontrados na polpa da fruta e por conseguinte
em todos os sumos de frutas e em todos os vinhos (21, 22). Os niveis em que se
encontram nas uvas sao variaveis, apresentando teores médios de 170 mg/kg, 20 mg/kg
e 5 mg/kg nas uvas de Vitis vinifera em caftarico, coutérico e ferdlico, respetivamente,

mantendo-se a mesma propor¢ao nos vinhos (40, 41).



Estes compostos sdo suscetiveis a determinadas reacdes, devido ao seu pH acidico,
normalmente entre 3,0 e 3,9. Usualmente, ocorrem reacfes de hidrolise que levam a
libertacdo dos acidos hidroxicinAmicos que sdo facilmente detetados no vinho com
poucas semanas. Por sua vez, estes acidos livres podem reagir com o etanol do vinho,
formando novamente ésteres.

Estes acidos desempenham um papel importante na produgéo de vinhos, principalmente
brancos, que se caraterizam por serem facilmente oxidaveis levando ao escurecimento
dos vinhos (21, 35, 42). O escurecimento provém da acdo da enzima polifenoloxidase
que é libertada durante o esmagamento da uva. Esta enzima rapidamente oxida os
acidos hidroxicindmicos (principais substratos) em quinonas. Este efeito é rapidamente
contrabalangado pela presenca da glutationa na uva, através da sua adigdo nucleofilica
as quinonas, formando um produto incolor, o acido 2-S-glutationil cafeoiltartarico,
usualmente denominado por “produto de reacado de uva” (43, 44), que compete com as
reagcbes que levam a degradagdo do mosto, mantendo elevados os niveis de compostos
fendlicos inalterados (45, 46).

Desta forma, o potencial de um mosto para o escurecimento pode ser caracterizado por
estes apresentarem ou néo elevadas quantidades de glutationa presente.

De salientar que pequenas quantidades destes derivados oxidados dos acidos caftarico e
coutérico, sao responsaveis pela coloragdo amarelo ouro de alguns vinhos brancos (5).
Apesar de mais notérios nos vinhos brancos, os efeitos desta enzima ndo deixam

também de ser consideraveis na producédo e descoloracdo dos vinhos tintos.

1.1.1.1.2. Estilbenos

Os estilbenos constituem outra das classes minoritarias dos vinhos, séo fitoalexinas
naturalmente produzidas nas plantas, especialmente nas peliculas, folhas e raizes, como
forma de resposta a agressfes externas, nomeadamente infecBes fungicas (ex: infecéo
por Botrytis) e radiacbes UV (47, 48).

Estes possuem uma estrutura composta por dois anéis benzénicos unidos por uma
cadeia de etano ou etileno.

As uvas e os seus produtos derivados constituem a principal fonte de estilbenos (49),
sendo estes compostos transferidos para o mosto e vinho durante o processo de
vinificacao.

O estilbeno de maior relevancia é o trans-3,5,4’trihidroxi-estilbeno, comumente conhecido
como resveratrol (Figura 4) (4, 39), é produzido na pelicula das uvas, sendo transferido

para o vinho durante a fermentacdo, os seus derivados sdo encontrados em muito



maiores quantidades nos vinhos tintos, devido ao maior tempo de contacto com as

peliculas.

OH

HO \

OH

Figura 4. Estrutura quimica do resveratrol.

Podem considerar-se varias formas de resveratrol, existindo sob a forma de dois
isémeros (conformacgdes cis e trans), na sua forma livre, ou como derivado glucésido de
ambos os isbmeros (trans-resveratrol 3-O-glucdsido) (21).

A reacao de isomerizagdo da conformagéo cis a conformacao trans é desencadeada pela
presenca de luz (39, 50).

Os niveis totais de todas as formas variam entre os 7 mg/L para os vinhos tintos (51), 2
mg/L para os rosés e 0,5 mg/L para os vinhos brancos (52).

Apesar de estarem presentes em quantidades vestigiais, os estilbenos tém sido
associados a determinadas propriedades antioxidantes, anticarcinogénicas e
antimutagénicas, tendo um particular destaque no que se refere as propriedades
nutracéuticas do vinho (4, 35, 39).

De todos os derivados, o trans-resveratrol € o mais estudado, tem demonstrado
habilidade para formar complexos com ides cobre e para capturar radicais superoxido e
peroxilo, de forma a impedirem a peroxidacao lipidica. Os seus efeitos protetores tém
sido devidamente estudados tanto in vitro como in vivo, inibe e previne a formagéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), protege o material genético de oxidacdes, estando
associado a prevencdo de alguns tipos de cancro e doengas cardiovasculares (48).
Recentemente foi reportada a sua eficiéncia contra a disfuncdo neuronal e a morte
celular, podendo contribuir para a prevencdo de doencas como Huntington e Alzheimer
(35).



1.1.1.2. Flavonoides

Podem considerar-se também dentro do grupo dos compostos fendlicos, os flavonoides,
pigmentos de coloragcdo amarela mais ou menos intensa. Estes compreendem uma
classe maioritaria de compostos fendlicos no vinho tinto, constituindo mais de 85% do
conteudo fendlico (21000 mg/L), sendo encontrados principalmente nas peliculas e
sementes das uvas e extraidos para o vinho durante o processo de fermentacao (5, 21).
Estes compostos polifendlicos caracterizam-se por uma estrutura geral com quinze
atomos de carbono, C¢-C3-Cg € dois ciclos benzénicos ligados por uma cadeia de trés
atomos de carbono, podendo formar um terceiro heterociclo. Os anéis sao designados
como A, B e C comegando o sistema de numeragédo a partir do &tomo de oxigénio do
heterociclo, prosseguindo até aos carbonos envolvidos na fungédo dos anéis (Figura 5)
(21). Desta forma, apresentam um heterociclo oxigenado (anel C), que esta interligado
com outro anel aromético (anel A) ao longo de uma ligacdo, e ligado a outro anel
aromético (anel B) por uma liga¢éo simples.

Figura 5. Estrutura geral dos flavonoides.

Com base no grau de oxidacdo e substituicdo apresentado pelo heterociclo oxigenado,
podem classificar-se os varios grupos de compostos flavonoides (5, 42, 53). Os principais
grupos encontrados nas uvas e no vinho sé@o os flavonois, os flavanois (flavan-3-6is) e
as antocianinas, e em menor percentagem os flavanonéis e as flavonas (21, 22).

O padréo de substituicdo no anel B, é responsavel pelas diferencas encontradas dentro
de cada grupo, sendo que estes diferem no numero e na localizagdo do grupo hidroxilo e
metoxilo localizados neste anel (21, 22).Normalmente, os padrdes de substituicdo sdo um
grupo hidroxilo na posicao 4 com uma substituicdo adicional de um oxigénio na posic¢ao 3
e/ou 5, que pode ser um hidroxilo ou metoxilo (21).

Os flavonoides podem encontrar-se em varias formas: livres, polimerizados com outros

flavonoides, acgucares ou ndo-flavonoides, ou entdo, como uma combinacgéo destes.



No caso de se encontrarem esterificados com agucares ou compostos néo-flavonoides

séo designados glicdsidos ou derivados acilo, respetivamente (5).

1.1.1.2.1. Flavonois

Estando presentes numa vasta selecdo de fontes alimentares vegetais, os flavonois
encontram-se principalmente localizados nos vacuolos da epiderme das uvas. Esta
classe de compostos é normalmente encontrada na forma de 3-O-glucésidos de quatro
agliconas principais: a quercetina, a miricetina, o campferol e a isoramnetina (Figura 6)
(22), sendo o flavonol mais reconhecido a quercetina-3-O-glucésido (35).

Além de estarem presentes na forma de 3-O-glucdsidos, podem também estar presentes

na forma de 3-O-glucurénidos e di-glucésidos (46).

Flavonol R, R, | R;
Campferol H H H
Campferol-3-O-glucésido H H Glc
Ry Campferol-3-O-galactésido H H Gal
oH | Campferol-3-O-glucurénido H H Gluc
Quercetina OH H H
HO o Quercetina-3-0O-glucdsido OH H Glc
Ry Quercetina-3-O-glucurénido | OH H Gluc
Miricetina OH OH | H
ORs Miricetina-3-O-glucosido OH OH | Glc
OH 0 Miricetina-3-O-glucurénido OH OH | Gluc
Isoramnetina OCH; | H H
Isoramnetina-3-O-glucosido OCH; | H Glc
gal=galactose; glc=glucose; gluc=acido glucorénico

Figura 6. Estruturas dos principais flavonois presentes no vinho.

O perfil flavonol no vinho é diferencidvel do apresentado nas uvas pela presenca de
formas agliconas, originadas principalmente por hidrélises das formas glicosiladas
durante a vinificacdo, maturacdo e ou envelhecimento do vinho (35, 37, 54).

A quercetina, constitui o flavonol mais frequentemente encontrado na natureza,
principalmente nas uvas (55), enquanto que no vinho o principal flavonol é a

dihidroquercetina (4).



Atribuem-se a estes compostos influéncias em determinadas propriedades do vinho,
nomeadamente coloracdo por copigmentacdo (56), amargor (57), atividade antioxidante
(58) e ainda conferem ao vinho propriedades anti-inflamatérias e anticarcinogénicas (35).
A contribuicdo que estes compostos tém na copigmentacdo, deve-se essencialmente a
sua localizagc&do no bago, uma vez que se localizam maioritariamente na camada externa
das células da epiderme, e ao facto destes absorverem fortemente radiacdo UV a 360
nm, levando a que as plantas os produzam como protetores solares naturais, protegendo-
0S contra a exposicao a radiacdo UV (5, 21, 59).

Quando presentes, os glicésidos de antocianinas também se acumulam nas células
exteriores da hipoderme. Desta forma, a sintese quer dos flavonois quer das antocianinas
parece ser diretamente ativada pela exposicdo a radiagdo UV e radiagéo azul (5).

Os flavonois atuam como copigmentos das antocianinas, em diversas flores, frutos e
produtos derivados de frutos (60), pensa-se que uvas que tenham sofrido elevada
exposi¢do solar ddo origem a vinhos com conteudo flavonol mais elevado, o que podera
estar associado com uma maior extensdo na copigmentagdo flavonol-antocianina, e
consequentemente a uma maior estabiliza¢éo da coloragéo do produto final (61, 62).
Assim, os niveis destes compostos encontrados nas uvas podem constituir um Util
indicador da exposicao solar e da qualidade do vinho (21).

Porém, um nivel elevado destes compostos pode também estar relacionado com a
variedade da uva, podendo apresentar peliculas espessas e/ou uma elevada razao
pelicula/volume, assim como com a qualidade das técnicas de extracao utilizadas durante

a vinificagéo (63).

1.1.1.2.2. Flavanois (flavan-3-6is)

Os flavandis constituem o grupo de flavonoides mais abundante dentro dos compostos
fendlicos presentes nas uvas, sendo encontradas nas partes sélidas dos bagos (semente,
pelicula e tronco), no vinho e em outros alimentos, tais como magas, infusdes e chocolate
(64). Estes compostos sdo de relevante importancia no que se refere a estrutura dos
vinhos tintos, nomeadamente adstringéncia e amargor (29).

A sua designacdo mais comum € flavan-3-0is, de forma a identificar a localizacdo do

grupo alcool no anel C (Figura 7) (21, 39).



Figura 7. Estrutura quimica de um flavanol.

Estes podem ser encontrados em diversas formas, nomeadamente monomeéricas,
oligoméricas e poliméricas, podendo as duas Ultimas ser também designadas por
proantocianidinas ou taninos condensados(22).

Unidades monoméricas

As unidades monoméricas de flavanéis encontradas nas uvas de Vitis vinifera sédo a (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (+)-galhocatequina e (-)-epigalhocatequina (36, 65).

Os padrdes de substituicdo no anel B variam entre as unidades monoméricas, sendo a
(+)-catequina e a (-)-epicatequina orto-hidroxiladas nas posi¢cbes C-3’ e C-4’, enquanto
que as outras duas possuem um terceiro grupo hidroxilo na posicéo C-5’.

Além disso, uma vez que as posicdes C-2 e C-3 sao dois centros assimétricos, 0s quatro
flavanéis monoméricos podem ser agrupados em dois pares de diastereoisémeros, cujas
configuracdes sdo 2R:3S para a (+)-catequina e (+)-galhocatequina, e 2R:3R para a (-)-
epicatequina e (-)-epigalhocatequina (Figura 8) (21, 22, 66).
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Figura 8. Estruturas dos flavanois monoméricos presentes em uvas de Vitis vinifera.

Contrariamente ao que se verificava para 0s outros grupos, no vinho, os flavanéis néo
sdo normalmente encontrados na forma glicésido, por sua vez, sdo encontrados como
ésteres de &cido gélhico, que é esterificado na posi¢édo 3 das séries —epi originando: (-)-
epicatequina-3-O-galhato e epigalhocatequina-3-O-galhato (21). No vinho, encontram-se
ambas as formas monomeéricas livres (di-hidroxiladas e tri-hidroxiladas) (21, 67, 68).

O principal flavanol é a catequina, variando os niveis totais de flavanis monoméricos nos
vinhos tintos entre os 40-120 mg/L (69).

Proantocianidinas ou taninos condensados

A maioria dos compostos fendlicos presentes nos vinhos tintos sdo derivados da
condensacdo de unidades de flavandis, originando proantocianidinas (oligébmeros) e
taninos condensados (polimeros) que representam os maiores constituintes dos vinhos.
Na familia dos taninos podem considerar-se duas classes, consoante sejam baseados
em compostos flavonoides ou néo flavonoides: taninos condensados ou catéquicos e
taninos hidrolisaveis ou gélhicos, respetivamente (4, 5). No entanto, apenas a primeira
classe é representativa nos vinhos, devido a natureza das ligagbes que unem o0s
compostos fendlicos envolvidos, isto €, nos taninos condensados sao unidos por ligagdes
covalentes que ndo sdo suscetiveis ao meio acidico usualmente exibido pelo vinho.
Porem, os taninos hidrolisaveis sao sensiveis traduzindo-se através do enfraquecimento
das ligacGes entre os atomos de hidrogénio e oxigénio dos compostos envolvidos, com
consequente dissociacéo (4, 5, 21).

As proantocianidinas tém a capacidade de libertarem antocianidinas quando sujeitas a

condicbes de temperatura e acidez, como resultado da quebra de ligacdes interflavanicas
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(70), podem distinguir-se dois grupos de proantocianidinas com base na natureza das
antocianidinas libertadas: procianidinas e prodelfinidinas.

Como o proprio nome sugere, as procianidinas libertam cianidinas, e sdo constituidas por
(+)-catequina e (-)-epicatequina. Enquanto que as prodelfinidinas libertam delfinidinas e
sdo constitutidas por (+)-galhocatequina e (-)-epigalhocatequina.

Além de serem distinguidas pelo tipo de antocianidinas que libertam, as proantocianidinas
podem também ser distinguidas pelo comprimento da cadeia e pela natureza da ligagéo
interflavanica.

Pelo comprimento da cadeia, podem distinguir-se oligédmeros e polimeros. Os oligbmeros
apresentam um grau de polimerizagdo de 2 a 5 unidades. Por sua vez, polimeros dizem
respeito as moléculas com grau de polimerizagdo superior a 5 e que ndo podem ser
separadas devido ao elevado niumero de isbmeros que podem originar.

Esta classificacdo, ndo pode ser adotada como totalmente restrita, uma vez que pode
variar em fung&o do substrato e técnica utilizada (71).

No que se refere & natureza da ligagdo interflavanica, podem distinguir-se dois tipos de
proantocianidinas, tipo B e A.

As proantocianidinas do tipo B, possuem o0s seus monémeros ligados através de uma
ligacdo C-4 na unidade do topo e as posicbes C-6 ou C-8 da unidade terminal, sendo de

referir que os isdbmeros C4-C8 sdo mais comuns (Figura 9) (21).

OH

OH

OH

OH

Figura 9. Estrutura quimica de uma procianidina B1.

Por outro lado, as proantocianidinas do tipo A contém uma ligacdo éter entre a posigéo C-
2 da unidade superior e o grupo hidroxilo da posi¢cdo C-5 ou C-7 da unidade inferior (21,
22).

A quantidade de polimeros mais oligdmeros tem particular relevancia no conteudo total
de compostos fendlicos, variando entre 25 a 50% nos vinhos novos, apresentando uma
maior propor¢cdo nos vinhos mais velhos. Os niveis variam entre 0,5 g/L e 1,5 g/L

apresentando-se em menores quantidades nos vinhos brancos (21).
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As proantocianidinas séo largamente responsaveis pela adstringéncia e amargor no vinho
(39, 72, 73), estdo presentes nas reacdes quimicas de escurecimento oxidativo na
formacdo de turvagdo e em interacbes com proteinas (74), e também em indmeras

reacOes de condensacéo durante a maturacéo do vinho e envelhecimento (75).

1.1.1.2.3. Antocianinas

As antocianinas representam uma vasta classe de polifendis responsaveis pela cor de
muitos frutos, flores e outras partes das plantas. Devido a tendéncia atual para um maior
consumo de frutas e vegetais estdo amplamente incluidas na dieta humana (76).

As antocianinas séo os pigmentos vermelhos das uvas, localizados nas peliculas e nas
polpas e sado particularmente responsaveis pela cor dos vinhos tintos (21, 22).

O nome que comumente se atribui ao sistema flavonoide anelar é antocianidina, fazendo-
se a classificagédo das classes com base no padréo de substituicdo apresentado pelo anel
B, nomeadamente o niumero e posi¢éo dos grupos hidroxilo e metoxilo presentes.

No entanto, devido a sua instabilidade, esta forma de flavonoide ndo é comum,
encontrando-se normalmente em quantidades vestigiais.

Normalmente apresentam-se conjugadas com glucose, uma vez que este componente
melhora a sua estabilidade quimica e também a sua solubilidade em &agua, passando a
designar-se antocianinas (5).

As antocianinas identificadas nas uvas de Vitis vinifera sdo descritas como sendo 3-O-
monoglucésidos ou 3-O-acetilados monoglucésidos de cinco antocianidinas principais:

delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina (Figura 10) (21, 22).

R4 Antocianidina R, R,
OH Cianidina OH H
HO @) O Delfinidina OH OH
A Ro —
_ Peonidina OCH3; H
OH Petunidina OCH, | OH
OH
Malvidina OCH; | OCHs

Figura 10. Estruturas quimicas das antocianidinas.

De referir, que a Vitis vinifera constitui uma excecao no que se refere ao nimero de
componentes glucosidos, sendo que normalmente s6 se apresentam na forma mono-

glicosilada. Factoeste que se deve a caréncia do alelo dominante que regula a producao
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de antocianinas di-glicosiladas. No entanto, no caso de haver cruzamentos interespécies
com Vitis vinifera, podem ser produzidas antocianinas mono- e di-glicolisadas.

A presenca de formas diglucésidos pode ser vantajosa na perspetiva da estabilidade,
mas é desvantajosa no que toca a suscetibilidade ao escurecimento (77). A propor¢éo de
cada classe de antocianinas é variavel mediante os cultivares e as condi¢cdes de
crescimento a que estéo sujeitas (78).

Na maioria das variedades de uvas tintas, as antocianinas apesar de glucosiladas podem
também ser aciladas, ao estabelecerem ligacbes éster com 0s acidos acético, cafeico ou

p-cumarico, através da posi¢cdo C-6 do componente aclcar (Figura 11) (21, 79).

Antocianidina | R; R,
R Cianidina OH H
1
Delfinidina OH OH
OH Peonidina OCH; |H *
. Petunidina OCH; | OH
HO 0 —
Malvidina OCH; | OCH
AN Ry 3 3
7 oHo OH Rs
0 acetilo -CO-CH,4

OH

OH

p-cumaroil CO—CH:CH@OH
ORs

. OC—-CH=CH OH
cafeoil

OH

Figura 11. Estrutura quimica das antocianinas.

A intensidade de coloracdo dos vinhos tintos depende de todas as antocianinas,
destacando-se a malvina, uma vez que possui maior intensidade de coloracdo vermelha,
doando a maior parte da colorac&o aos vinhos tintos.

A base para a explicacdo do facto de algumas antocianinas poderem contribuir de forma
mais significativa para a colora¢@o do vinho do que outras, esta no padrdo de substituicdo
apresentado pelo anel B, sendo que uma coloracdo mais azulada esta associada com um
maior numero de grupos hidroxilo, enquanto que uma coloragdo mais avermelhada
associa-se com um maior namero de grupos metilo (5).

Em meio normalmente acidico (ex. vinho), as antocianinas ocorrem num equilibrio
dindmico entre cinco estados moleculares, quatro destes numa forma livre e um deles
associado com o diéxido de enxofre (Figura 12) (5, 21, 80).
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Figura 12. Equilibrio dinAmico entre as varias formas de antocianinas (5).

Considerando este equilibrio, a coloracdo das solu¢des constituidas por antocianinas
varia em funcdo da proporgédo em que as designadas formas se encontram.

Desta forma, ha que ter em consideracdo quais os fatores que tém influéncia no mesmo,
podendo considerar-se o efeito do pH, a estrutura e concentracdo dos pigmentos, 0s
copigmentos, a temperatura, os ides metalicos, o oxigénio disponivel, enzimas, acido
ascorbico, acglcares e os seus produtos de oxidacdo, o dioxido de enxofre (SO,), entre
outros (5, 21, 79).

A todos estes fatores, associam-se reacdes de oxidagdo, hidrélise e condensagédo, que

tém interferéncia na coloracao do vinho (21).
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O pH tem efetivamente efeito na coloracdo do vinho, valores mais elevados de pH
deslocam o equilibrio no sentido das formas incolores, favorecendo a diminuicdo da
coloragdo e valores inferiores de pH exercem o efeito contrario, favorecendo o catido
flavilio e a colorag&o vermelha mais intensa.

Por exemplo, o pH do vinho situa-se normalmente entre os 3,4 e 3,6, cerca de 20 a 25 %
das antocianinas encontram-se na forma de catido flavilio, enquanto que para valores de
4, apenas 10 % se encontram nesta forma (5, 21, 81).

O dioxido de enxofre é ainda mais influente no equilibrio, funcionando como um agente
eficaz mas reversivel de branqueamento das antocianinas.

As antocianinas sdo de fato as principais responsaveis pela coloragdo dos vinhos, porém
a sua contribuicdo pode também depender de outros compostos fendlicos, podendo estar
associadas a diferentes efeitos: polimerizagdo e copigmenta¢éo, que condicionam a sua
estabilidade e suscetibilidade a degradagéo (4, 5, 24, 56, 82).

A polimerizacdo ocorre essencialmente entre as antocianinas e os compostos fenolicos
incolores, nomeadamente os flavandis monoméricos e poliméricos (catequinas e
procianidinas), flavonois ou acidos fenélicos durante o envelhecimento dos vinhos.

Esta reacdo ndo € dependente do oxigénio, podendo ocorrer quer em condicdes aerdbias
ou anaerobias, sendo que durante o envelhecimento em garrafas € mais condicionada
pela temperatura do que pelo oxigénio disponivel (83).

As moléculas de antocianinas polimerizadas usufruem de prote¢éo contra a descoloracao
pelo SO,, a oxidacdo, os efeitos de um pH elevado, assim como a outras modificacdes
guimicas, e também a precipitacdo dos taninos, benificiando de uma maior estabilidade e
portanto contribuicéo para a coloracéo dos vinhos (5).

O fato de proteger contra o efeito do SO, explica-se por ser necessaria a ocorréncia da
auto-oxidacao dos fendlicos na presenca de oxigénio, levando a producéo de peréxido de
hidrogénio, que por sua vez oxida o etanol a acetaldeido, ligando-se as antocianinas
reverte o efeito branqueador do SO,

No que diz respeito a prote¢do ao pH, uma vez que a polimerizagdo contribui para uma
maior propor¢do dos estados flavilio e quinoidal, é facilmente percetivel o seu efeito
estabilizador na coloracdo, tome-se como exemplo o fato de a um pH de 3,4 cerca de
60% das antocianinas polimerizadas estarem na sua forma colorida, enquanto que
apenas 20% das antocianinas livres se encontram nessa mesma forma.

Apesar de favorecer os estados acima referidos, é de salientar que a polimerizacdo tem,
também um efeito sobre o tom das antocianinas, passando este a ser amarelo-
acastanhado (81).

Porém, no caso da polimerizacdo ndao ocorrer no momento adequado, isto é, quando as

procianidinas ndo estdo em estado para se polimerizarem com as antocianinas, e de o
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pH ser adequado, surge como alternativa ao efeito protetor da polimerizagdo, a
copigmentacao.

Os copigmentos normalmente associados a estes complexos sdo0 compostos nao
flavonoides e flavonoides, destacando-se a quercetina (21, 84).

Contrariamente a polimerizagdo, a copigmentagcdo ndo requer a presenca de oxigénio,
sendo favorecida quando as antocianinas se encontram na forma de catido flavilio (85), o
que constitui uma vantagem porque desloca o equilibrio no sentido desta forma.
Usualmente, estdo associadas a estes copigmentos mudancas na coloracdo no decorrer
do envelhecimento dos vinhos, explicadas pela instabilidade destes devido ao facto
destes estarem unidos por atracdes hidrofilicas entre os seus componentes de glucose e
repulséo hidrofébica pela agua, ao invés de ligacdes covalentes estaveis.

Por fim, deve referir-se que a concentragdo em que as cinco formas principais de
antocianinas se encontram € muito variavel, quer em fungéo da maturacéo e da natureza
das uvas, variando entre os 100 mg/L e 1500 mg/L, diminuindo drasticamente depois da

vinificacao até um valor limite de 50 mg/L (4).

1.1.2.Compostos volateis

Os compostos volateis sdo responsaveis por uma das caracteristicas mais importantes
dos vinhos: o aroma, que constitui o atributo-chave para a aceitabilidade dos
consumidores (30, 31).

De forma geral, o aroma varietal de um vinho advém de uma combinagdo entre varios
compostos aromaticos, sendo muito dificilmente atribuido a um ou a poucos compostos
volateis (5).

Atualmente j4 foram identificados mais de 1000 compostos volateis nos vinhos,
diferenciando-se na sua polaridade e volatilidade, as suas concentracdes variam entre 0s
mg/L e os ng/L, muitos encontram-se abaixo do limiar de percecdo sensorial humana.
Estes compostos pertencem a varias classes quimicas, porém apenas algumas podem
ter impacto significativo no aroma dos vinhos (31, 86, 87), entre as quais se encontram 0s
alcoois superiores, ésteres, acidos volateis(5, 88), monoterpenos e
norisoprenoides(89, 90). Além destas classes podem também considerar-se aldeidos,
cetonas, lactonas, fendis volateis (FV), compostos sulfurados e azotados, entre outros
(38, 91, 92).

A importancia de cada composto volatil para o aroma é dependente do limiar de percecao
do odor, que se refere a concentracdo mais baixa que pode ser detetada pelo olfato

humano. Usualmente, utiliza-se um parametro designado de valor da atividade odorante,
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que se refere & razdo entre a concentracdo e o valor limiar de percecdo, apenas 0s
compostos com valor superior a 1 podem ser classificados como contribuintes para o
aroma (93, 94).
De acordo com a sua importancia para 0 aroma, os compostos podem ser divididos
em(5):

i. Compostos de impacto, sdo compostos que tém um efeito significativo e

distinto na fragéncia do vinho, conferindo-lhe uma singularidade varietal.

ii. Compostos de contribuicdo, sdo aqueles compostos que contribuem para a
complexa fragancia naturalmente exibida pelos vinhos, e que participam no
desenvolvimento do bouquet que se forma ao passo que o vinho envelhece, e

pelo bouquet basico gerado por acédo de leveduras durante a fermentacgéo.
1.1.2.1. Alcoois superiores

Os alcoois superiores representam 50% dos componentes aromaticos presentes num
vinho além do etanol, denominam-se &lcoois superiores, aqueles alcoois que possuam
mais de dois atomos de carbono.
A sua presenga nas uvas € praticamente insignificante, sendo que a maior parte dos
alcoois presentes nos vinhos surgem como produtos do metabolismo de leveduras
durante a fermentacao é&lcoolica, diretamente a partir dos aglcares ou dos aminoacidos
das uvas (4, 5).
A sua formagdo durante a fermentagcdo € fortemente influenciada pelas praticas
enologicas utilizadas durante a produgdo de um vinho, sendo determinantes as condi¢cdes
gue se fazem sentir, podendo estas ter um efeito fomentador ou repressor na produgéo
destes compostos (95).
Entre as condi¢bes que favorecem a sua producédo, destacam-se (5):

i. Presenca de oxigénio;

ii. Temperaturas elevadas na fermentacao;

iii. Material em suspenséo no mosto.
Como condicdes repressoras, temos:

i. Clarificacdo pré-fermentativa;

ii. Temperaturas baixas na fermentagéo;
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Estes constituintes sdo determinantes no aroma dos vinhos, 0s mais importantes sdo os
alcoois de cadeia linear, como por exemplo: o 1-propanol; o élcool isobutilico (2-metil-1-
propanol); o &lcool isoamilico (3-metil-1-butanol); o 2-metil-1-butanol. Destaca-se também
o 2-feniletanol (&lcool fenetilico), como o derivado fendlico mais importante. A sua
influéncia no aroma € dependente das concentracdes em que se encontram, se
presentes em baixas concentragdes (=0,3 g/L) tornam ainda mais complexo o bouquet de
um vinho, por outro lado se presentes em elevadas concentracdes definitivamente
dominam o aroma de um vinho.

No entanto, podem também estar associados com um efeito indesejavel. O seu contetdo
€ variavel ao longo da vida de um vinho, podendo aumentar devido & acdo de
microrganismos deteriorantes, como leveduras e bactérias, conduzindo a formacgéo de
maus odores. Deve também salientar-se o facto de poderem levar ao incremento de
outros componentes aromaticos dos vinhos, por exemplo podem formar-se ésteres por

reacdo com 4cidos organicos (4, 5).

1.1.2.2. Esteres

Os ésteres constituem o grupo funcional mais comum nos vinhos, sédo produtos de uma
reacdo de condensacdo reversivel entre o grupo carboxilo de um &acido organico e o
grupo hidroxilo de um alcool ou fenol, com a eliminacdo de uma molécula de agua (Figura
13). A reacdo inversa corresponde a hidrélise de um éster, favorecida por elevadas

temperaturas e baixo pH (4, 5).

I ﬁ

R—C—OH + CH3—CH,— ope—~ R—C—0——CH,—CH, +* H,0

Figura 13. Equilibrio de esterificacdo de um alcool.

Estes sdo oriundos das uvas em baixas quantidades, podem também formar-se durante a
fermentacgédo alcoolica. Caracterizam-se por uma baixa volatilidade, ndo sdo normalmente
identificados como intervenientes na fragancia de um vinho. Estes compostos séo
dotados de aromas frutados e sdo encontrados em concentracdes acima do seu limiar de
percec¢do, intervém no bouquet dos vinhos brancos, porém para os vinhos tintos ainda
ndo estd bem definida a sua intervencgéo (4, 5).

As reacgOes de esterificacdo que levam a sua presenca nos vinhos, podem ser de duas

naturezas distintas, consoante a fase do vinho. Nomeadamente, sdo de natureza
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enzimatica nos processos fermentativos, e de natureza quimica no decorrer do
envelhecimento de um vinho. Devendo referir-se que um mesmo éster no produto final,
pode ser consequéncia das duas vias (4, 88).
A sua producdo durante a fermentacao é condicionada por uma série de fatores:

i. O grau de amadurecimento da uva, condiciona a ocorréncia de esterificagdo no
mosto, sendo esta tanto menor quanto maior for o amadurecimento.

ii. A atividade da esterase em determinadas leveduras.

iii. Atemperatura de fermentacao, sendo que baixas temperaturas favorecem ésteres
com caracteristicas frutadas (ex. acetato de isoamilo e acetato de isobutilo), e elevadas
temperaturas, promovem a producéo de ésteres de elevado peso molecular (ex. acetato
de etilo e octanoato de etilo).

iv. Niveis baixos de SO,, clarificacdo do mosto, auséncia de O,, favorecem a sua

sintese.

Os ésteres podem dividir-se em duas categorias: alifaticos (cadeia linear) e fendlicos
(ciclicos), sendo a primeira categoria a mais comumente encontrada nos vinhos.
Os ésteres alifaticos podem dividir-se em trés sub categorias: ésteres de &cidos
monocarboxilicos, ésteres de &cidos di- e tricarboxilicos e ésteres de acidos hidroxi ou
oxo (4, 5).

i. Esteres de acidos monocarboxilicos:

Podem ser baseados em etanol e acidos gordos saturados, como por exemplo:
acido hexandico, octandico e decandico, ou baseados em &cido acético e A&lcoois
superiores, tais como o alcool isoamilico e isobutilico. Sao os Unicos ésteres aos quais se
atribui relevancia na intervencdo no aroma dos vinhos, contribuindo, particularmente no
aroma dos vinhos jovens, a nivel dos aromas frutados. Porém, o tipo de contribuicdo
aromatica que tém varia com o comprimento da cadeia de carbonos, nomeadamente, o
aroma varia de frutado, a uma espécie de aroma de sabdo e posteriormente torna-se um
aroma muito forte.

ii. Esteres de acidos di- e tricarboxilicos:

Usualmente presentes em concentracdes superiores a 1 mg/L, ndo sé&o

normalmente considerados como influentes no aroma dos vinhos, salvo determinadas

excec¢Oes dependendo do acido com o qual estdo associados (ex. lactato de etilo).

iii. Esteres de acidos hidroxi ou oxo:
Os ésteres sao denominados hidroxi se possuidores de um grupo hidroxilo, ou
0X0 se possuidores de um grupo cetona. Associados a uma baixa volatilidade ndo séo

considerados como intervenientes no perfil aromatico dos vinhos (ex. acido caftarico).
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Entre todos os ésteres, 0 mais estudado foi o acetato de etilo. Encontrado nos vinhos em
concentragdes que rondam os 50 a 100 mg/L, tem influéncia efetiva no aroma dos vinhos,
sendo esta dependente da concentragéo.

Deste modo, quando presente em concentracdes mais baixas, inferiores a 50 mg/L, pode
contribuir para a complexidade dos vinhos, quando presente em concentragbes
superiores a 150 mg/L, confere-lhe um aroma a vinagre (96).

De uma forma geral, niveis elevados deste composto podem ser inerentes do mosto ou
adevir de uma contaminacdo com bactérias acéticas aerdbias (4, 5). No entanto, as
bactérias ndo tém a capacidade de o sintetizar diretamente, sendo resultantes da reacédo

nao enzimatica do acido acético proveniente da bactéria com o etanol do meio.

1.1.2.3. Terpenos

Os terpenos constituem um importante grupo de compostos aromaticos, contribuindo
para o aroma de diversas flores e frutos, sdo oriundos das uvas (97), muito Uteis para a
caracterizac@o de inimeras variedades (ex. Moscatel) (88).

Caracterizam-se pelo particular esqueleto em carbono que apresentam, que consiste
numa estrutura basica de cinco atomos de carbono, usualmente designada por unidade
isopreno  (2-metill,3-butadieno) (Figura 14). Assim, os diferentes terpenos sé&o
diferenciados pelo numero de unidades isopreno que apresentam, sendo estes
agrupados em monoterpenos (duas unidades), sesquiterpenos (trés unidades),

diterpenos (quatro unidades) e triterpenos (seis unidades) (5)(4).

F

Figura 14. Estrutura quimica do 2-metil-1,3-butadieno.

Podem coexistir diferentes formas de terpenos, consoante os grupos funcionais que
apresentam. No caso de possuirem grupos hidroxilo, existem sob a forma de alcoois, dos
guais servem de exemplo o linalol e o geraniol. Estes compostos podem, também existir

sob a forma de aldeidos, entre outros (4, 5).
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Dentro dos terpenos, destacam-se 0s monoterpenos, como sendo 0S compostos com
maior influéncia no aroma, os mais perfumados sdo encontrados na forma de alcoois,

como por exemplo o linalol e o citronelol (Figura 15) (4).

HO

X F F

HO
A B

Figura 15.Estrutura quimica do (A) linalol e do (B) citronelol.

Especialmente derivados das uvas, os terpenos podem existir em trés formas diferentes
(5, 98):

i. Alcoois monoterpénicos livres;

ii. Complexados com glicosidos;

iii. Di- ou tridis;

A forma na qual existe condiciona a sua possivel contribuicdo para o aroma, sendo que
as formas livres s@o as que tém maior impacto e estéo relacionadas com a qualidade do
vinho. As outras formas possiveis ndo tém contribuicdo para o aroma, no entanto, do
ponto de vista quantitativo, a forma glicosilada € a mais importante (5, 98).

Durante o envelhecimento dos vinhos, sucedem-se mudancas no seu contetudo, podendo
ocorrer um aumento das formas livres devido a quebras nas ligagfes glicosidicas, que
pode ser favorecida pela adicdo de preparacdes enziméticas (99), ou uma diminuicdo no
seu conteudo derivada da ocorréncia de oxida¢des ou outras transformacg6es (88). Estas
mudangas ndo sdo de grande relevancia no aroma dos vinhos tintos onde a sua
ocorréncia € minima (5).

Os terpenos podem estar relacionados com efeitos indesejaveis nos vinhos tintos, uma
vez que a libertacdo das formas livres ocorre na forma de derivados de &cidos
hidroxicindmicos, levando a formacao de fendis volateis responsaveis pelos maus odores
(100).
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1.1.2.4. Norisoprenoides

Os norisoprenoides podem ter duas origens distintas, podendo ter a mesma origem dos
terpenos resultando da degradacao quimica ou enzimética de carotenoides, ou podem ter
uma origem distinta, resultando da degradacao de moléculas de glucose (101-103).

Os carotenoides estdo presentes nas uvas em concentragdes na ordem dos 15 a 2500
Mg/Kg, sendo os mais importantes por ordem decrescente: luteina, [-caroteno,
neoxantina e luteina-5,6-epoxido (104).

Durante o processo de vinificacdo, especialmente durante a maturacdo, ha uma
tendéncia natural para uma diminuicdo do conteudo em carotenoides e por conseguinte,
um aumento dos seus derivados, tais como 0s norisoprenoides.

A sua degradacéo leva a formagéo de derivados com 9, 10, 11 ou 13 atomos de carbono,
sendo os derivados C13 aqueles que se apresentam como interessantes do ponto de
vista olfativo para os vinhos, devido aos seus baixos limiares de perce¢éo (4, 101). De
referir, que estes se apresentam nos vinhos sobretudo na forma glicosilada (104).

Os principais norisoprenoides descritos como componentes da composi¢cdo aromatica
nas uvas tintas sdo a B-damascenona e a B-ionona (Figura 16) (105, 106), ambos

presentes em maiores quantidades nos vinhos tintos (4).

F X

B-damascenona B-ionona

Figura 16. Principais norisoprenoides em uvas tintas.

A B-damascenona é um composto aromatico ativo encontrado nas uvas e nos vinhos
(104), conferindo-lhes odores a flores, frutos exoticos, doce e maca, apresentando um
limiar de percegdo muito baixo na ordem dos 0,05 ug/L (4, 104, 107).

Por sua vez, a p-ionona, pode também contribuir para o aroma dos vinhos,
proporcionando-lhes aromas a violeta, podendo ser gerado diretamente da degradacao

de B-caroteno ou pela hidrélise do seu acucar precursor (104).
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Outro derivado norisoprenoide considerado como influente no aroma dos vinhos € o
1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN). A sua presenca nos vinhos € mais comum
nos estados mais avancados das suas vidas, aparecem durante o envelhecimento em
garrafas, estando ausentes nos vinhos jovens e nas uvas, nestas Ultimas sao
encontrados como percursores ndo volateis, sendo libertados posteriormente por
hidrélise acida (4, 104).

Este composto possui um limiar de percecdo na ordem das 20 ug/L, pode afetar
negativamente a qualidade de um vinho quando presente em elevadas concentracdes,
estando descrita a formacdo de odores desagradaveis, como por exemplo o odor a

querosene (4, 108).

1.1.2.5. Acidos volateis

A variedade de acidos que fazem parte do perfil metabélico dos vinhos pode ter origens
distintas, homeadamente podem ser oriundos das uvas, da atividade de diferentes
microrganismos (leveduras, bactérias acéticas ou bactérias lacticas), de processos
quimicos naturais verificados durante a evolucdo dos mostos e vinhos, ou da acgao
tecnoldgica (como o recurso a adigdo de corretivos acidos) (109, 110).

A acidez total dos vinhos é comumente dividida em duas categorias: fixa e volatil. Apesar
de minoritaria quantitativamente, a acidez volatil distingue-se claramente em relacdo a
fixa.

Desta forma, os acidos volateis influenciam o aroma conferindo novos odores aos vinhos,
sendo considerados como desejaveis ou indesejaveis mediante a concentragdo em que
se encontrem.

O &cido acético é o principal acido volatil, se presente em concentra¢des inferiores a 300
mg/L, é favoravel para o vinho, conferindo-lhe maior complexidade no sabor e odor.
Porém, se presente no vinho em concentracdes superiores as referidas, torna-se
prejudicial, conferindo-lhe um odor desagradavel a vinagre e um gosto amargo (4, 5).

Por sua vez, os restantes acidos carboxilicos homologos tém também influéncias no
aroma, isto é, os acidos com pequenas cadeias carbonatadas (C, a Cs), como o acido
propidnico, odor a gordo e o &cido butirico, associado a um odor a rango e a manteiga.

Por sua vez os carboxilicos de Cg a Cyo conferem odores a bode (4, 5).
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1.1.2.6. Fendais volateis

Os FV constituem uma familia de compostos quimicos que contribuem para a
complexidade aromatica de inimeras bebidas fermentadas, principalmente no vinho.
Estes compostos estdo presentes em quantidades residuais nos mostos, enquanto que
nos vinhos oscilam entre algumas dezenas e muitas centenas de pg/L, sendo descritos
como componentes normais do aroma do vinho (111, 112).

Nos vinhos, os mais amplamente descritos sao os (i) vinilfenéis (VF), destacando-se o 4-
vinilfenol (4-VF) e o 4-vinilguaiacol (4-VG); e os (i) etilfendis (EF), principalmente o 4-
etilfenol (4-EF) e o 4-etilguaiacol (4-EG) (Figura 17) (112, 113).

ES /é

A B C D

Figura 17. Os principais FV dos vinhos: (A) 4-vinilfenol, (B) 4-vinilguaiacol, (C) 4-etilfenol,
(D) 4-etilguaiacol.

Os VF estéo presentes em maiores quantidades nos vinhos brancos, em contrapartida os
vinhos tintos possuem maiores quantidades de EF, onde usualmente se apresentam
numa proporgdo 4-EF:4-EG de 8:1. O limite de percecao olfativa para o 4-EF € de 600
Mg/L e para 0 4-EG é de 110 pg/L. Nestas condi¢cdes ha um efeito sinérgico entre as duas
moléculas e o limite de percecéo olfativa baixa até aos 370 pg/L (114). Os vinhos rosés
apresentam valores intermédios aos apresentados pelos vinhos brancos e tintos (4, 114).
Nesta classe de compostos, os EF sdo os que exercem maior impacto na qualidade dos
vinhos, sendo esta influenciada pelos teores em que se apresentam.

Quando presentes em concentracbes superiores a 620 ug/L, exercem um efeito
adulterante levando a perda dos aromas frutados e substituindo-os por odores
desagradaveis, usualmente descritos como fendlicos, medicinais e animais (couro, suor
de cavalo, estabulo), entre outros, além disso, conduzem a alteracdes na cor e na
estrutura (114, 115).
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No entanto, para teores inferiores a 400 ug/L, estes compostos poderao contribuir para a
complexidade aromética dos vinhos, conferindo-lhe aromas a especiarias, fumo e pele,
sendo reportado na bibliografia a existéncia de vinhos com FV que foram premiados em
concursos internacionais (116-118).

1.1.2.6.1. Origem

A origem dos FV tem sido extensamente investigada. Estes compostos tém como
precursores os acidos hidroxicindmicos (p-cumarico e ferdlico), que sé@o encontrados
naturalmente nas uvas (113, 116, 119).

A transformacé&o bioquimica que leva a producdo destes compostos envolve duas etapas
e a acdo sequencial de duas enzimas (Figura 18). A primeira etapa envolve a
descarboxilagdo dos acidos hidroxicindmicos levando a formagdo dos VF
correspondentes, sendo esta reacdo catalisada pela hidroxicinamato descarboxilase;
seguindo-se a sua reducdo aos EF correspondentes pela vinilfenol redutase (113, 114,
120).

S Ly

Cinamato
(FH descarboxilase ” redutase '
COOH CH, CHs
Acidos hidroxicinamicos Vinilfenol Etilfenol
p-Cumarico (R=H) —>  4-vinilfenol — 4-etilfenol
Ferulico (R=OCHy) — 4-vinilguaiacol — 4-etilguaiacol

Figura 18. Formacdo dos fendis volateis por descarboxilacdo dos &cidos

hidroxicinamicos.

A producéo de FV pode estar associada a bactérias e fungos, consoante a atividade que
estes microrganismos possuam a nivel das enzimas hidroxicinamato descarboxilase e
vinilfenol redutase. A enzima que fomenta a descarboxilacdo estd presente em varias

bactérias, fungos filamentosos e leveduras, mas a fase de reducdo € apenas levada a
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cabo pelas leveduras Dekkera bruxellensis, Dekkera anomala, Pichia guillermondii,
Candida versatilis, Candida hald6fila, Candida mannitofaciens; e pelas bactérias
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis (121-123).

i. Bactérias:

Inicialmente a presenca de etilfendis no vinho foi associada as bactérias laticas.
Determinadas bactérias como Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis possuem a atividade de ambas as enzimas, sendo capazes de
produzir EF. Porém, a sua atividade € limitada e a quantidade de EF produzida é baixa

gquando comparada com certas leveduras (121, 124).

ii. Leveduras:

As leveduras Saccharomyces cerevisiae, Pichia spp., Torulaspora spp. e a
Zygosaccharomyces spp. podem produzir 4-VF, mas ndo o reduzem a 4-EF, uma vez
gque apenas possuem atividade da enzima hidroxicinamato descarboxilase (113, 122).
Algumas leveduras como Dekkera bruxellensis, Dekkera anomala, Candida helophila,
Candida fermentari, Candida mannitofaciens e Candida versatilis possuem quer atividade
da hidroxicinamato descarboxilase como da vinilfenol redutase (122, 125).

Por outro lado, algumas espécies como Candida Cantarelli, C. wickerhamii,
Kluyveromyces lactis, Debaromyces hansenii e P. Guilliermondii sdo capazes de produzir
4-EF em quantidades consideraveis quando testadas em meio sintético, mas a sua agao
sob condi¢des enoldgicas ainda nao foi ainda estudada (123, 126, 127).

Entre todas as leveduras produtoras de FV destacam-se as do género
Brettanomyces/Dekkera  especialmente a  espécie  Dekkera  bruxellensis
(D.bruxellensis), que possui atividade de ambas as enzimas vinho, sendo capazes de
produzir EF em quantidades suficientes para afetar negativamente a sua qualidade.
Diversos estudos demonstraram a capacidade de D.bruxellensis em sintetizar 4-EF, 4-EG
e 4-etil-seringol a partir dos acidos fenodlicos presentes nas uvas ou da madeira de
carvalho (117, 122, 125, 128, 129). Além disso, estas leveduras destacam-se dos outros
microrganismos pela sua capacidade de utilizar o 4-VF diretamente como substrato (130).
Por estas razbes, estas leveduras sdo consideradas como um forte agente de
deterioracdo, especialmente indesejaveis nos vinhos tintos de alta qualidade (113, 118,
131).

A producéo de FV por estas leveduras € influenciada por diversos fatores:
i. Presenca dos seus percursores e proporcdo relativa a populacdo de

Brettanomyces/Dekkera(132).
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ii. Teor em alcool, temperatura: concentracbes da ordem dos 12% viv e
temperaturas de 18°C favorecem a sua produc¢éo (132, 133).

iii. Variedade das uvas, praticas de vinificacdo e maturagéo, afetam a fracao fendlica
e indiretamente a fracdo volatil. Uvas muito maduras, maceracdes longas e o uso de

enzimas pectoliticas podem favorecer a producgéo de FV (134, 135).

1.1.2.6.2. Deterioracao por leveduras Brettanomyces/Dekkera

As leveduras do género Brettanomyces/Dekkera estdo largamente distribuidas pela
natureza, sendo que diversas publica¢des reportam a sua existéncia em varios produtos
fermentados, tais como: queijos, leite e bebidas alcoolicas, tais como vinho, cerveja e
cidra (136-138).

Estas leveduras foram referenciadas pela primeira vez em 1904, no momento em que
foram isoladas por Claussen em cervejas britanicas (139). Estas cervejas adquiriam
odores caracteristicos que estavam associados a esta levedura, classificada como
levedura da cerveja britnica, derivando dai o nome Brettanomyces. A sua primeira
referéncia em vinhos data de 1940 e surgiu quando Custers realizou um estudo
sistematico destas leveduras e as identificou em mostos Franceses (140, 141). Desde ai,
muitas referéncias foram feitas a presenca deste género de leveduras
predominantemente em vinhos tintos de diversos paises, entre 0s quais se incluem
Franca (114), Italia (142), Espanha (143), Australia (144), Nova Zelandia (145) e Estados
Unidos (146), entre outros. A taxonomia destas leveduras nos vinhos foi vastamente
reclassificada ao longo dos anos, atualmente consideram-se que elas existem em duas
formas (120, 147):

i. Forma anamorfica: corresponde a um estado imperfeito, com reproducao
assexuada e ndo esporulada, sendo classificadas como Brettanomyces;
ii. Forma teleomorfica: corresponde a um estado perfeito, com reproducao sexuada

e esporulada, sendo classificados como Dekkera.

Reconhecem-se cinco espécies individuais de Brettanomyces/Dekkera: Brettanomyces
bruxellensis (B.bruxellensis), Brettanomyces anomalus, Brettanomyces custersianus,
Brettanomyces naardenensis e Brettanomyces nanus(148). Deve referir-se que as duas
primeiras espécies apresentam formas teleomoérficas, Dekkera bruxellensis
(D.bruxellensis) e Dekkera anomalus(149).

Das cinco espécies acima referidas, as mais associadas com o setor vitivinicola sdo as B.

bruxellensis (B. bruxellensis) (Figura 19) (142, 150). Neste contexto usualmente
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considera-se irrelevante a separacdo entre Dekkera e Brettanomyces, uma vez que
determinadas técnicas de DNA nao fazem distingdo entre as formas anamorfica e
teleomoérfica (138). Por isso vamos adota-se a forma D. bruxellensispara a sua
descrigao.

Figura 19. Micrografia de varrimento de eletrdes de D. bruxellensis cultivadas num meio

de enriquecimento (150).

A sua presenga nos vinhos esté relacionada com as suas propriedades Unicas, tais como
a capacidade de sobreviver em meio abibtico extremo onde estdo presentes condi¢cbes
de anerobiose, baixo pH, pouca quantidade de acUcares fermentaveis, a presenca de
teores superiores a 10% de etanol (130, 151, 152) e ainda as concentracfes de SO,
normalmente encontradas nos vinhos (131).

De uma forma geral, as leveduras deste género sdo consideradas como uma das
principais causas de deterioracdo e consequente diminuicdo da qualidade do vinho,
podendo impossibilitar a sua comercializacdo e conduzir a elevadas perdas econdémicas
em todo o mundo (113, 118, 131). A contaminagao dos vinhos por D.bruxellensis leva a
producdo de varios metabolitos, que produzem um impacto sensorial Unico, conferindo-
Ihes um carater usualmente designado por “carater Brett”, sendo descrito como odores a

rato, medicinais, estdbulo e suor de cavalo (148).
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Entre os metabolitos secundéarios produzidos por esta levedura, destacam-se os (i) FV
(4EF, 4EG) como sendo os principais responsaveis pelo carater Brett (153); (153); (ii) as
tetrahidropirinas, responsaveis pelo “odor a rato”; (iii) acidos (succinico, piravico,
isobutirico, isovalérico, 2-metilbutirico) (estas leveduras caracterizam-se por serem
bastante acidogénicas); (iv) ésteres (acetato de etilo e decanoato de etilo); (v) aldeidos
(acetaldeido); (vi) acidos gordos (octanoico e dodecanoico); (vii) alcoois (2-feniletanal,
isoamilico); (viii) lactonas (B-damascenona); (ix) produtos de degradacdo dos lipidos
(cis-2-nonenal, trans-2-noneal) e (x) aminas biogénicas que podem, também contribuir
para o perfil dos vinhos contaminados (154).

Estas alteragBes foram reconhecidas como caracteristicas deste género, sendo muitas
vezes denominadas como “carater Brett” e, por isso podem ser usadas como critério na
sua detecdo (141). Apesar de serem usualmente conotados negativamente, deve referir-
se gue vinhos com carater Brett foram premiados em concursos internacionais (114, 131,
155).

As tetrahidropirinas (2-acetiltetrahidropirina e 2-etiltetrahidropirina) sintetizadas por
estas leveduras a partir do aminoacido lisina e do etanol, conferem um odor a rato, de
grande persisténcia e desagradavel na boca, devido a acdo neutralizadora da saliva. A 2-
acetil-tetrahidropirina parece ser mais influente neste efeito uma vez que é usualmente
encontrada nos vinhos em teores que oscilam entre 4,8-106 ug/L, sendo superiores ao
seu limiar de percecao (1,6 ug/L), enquanto que a segunda tetrahidropirina possui um
limiar de percegdo muito mais elevado (150 ug/L), encontrando-se em concentragdes
mais baixas que a anterior (144, 156). Deve referir-se que estes compostos ndo sao
muito influentes no “carater Brett” dos vinhos (128).

Estas leveduras também influenciam a acidez dos vinhos pela producédo de grandes
quantidades de acido acético que é favorecida pela presenca de oxigénio.

Este composto constitui mais de 90% da acidez volati e quando presente em
concentracdes elevadas conduz ao picado acético (157-159).

Geralmente, os vinhos contaminados por estas leveduras possuem uma coloracao
indesejavel. As leveduras deste género vém sendo associadas com uma atividade
glicosidica (B-glicosidase) que pode levar a vinhos com qualidades aprimoradas no que
diz respeito ao aroma e a complexidade. Porém, a atividade glicosidica também podem
conduzir & hidrélise das antocianinas, libertando glucose e destabilizando a forma
aglicona (antocianidina), afetando negativamente esta propriedade (82, 160, 161).

A perda de cor pode, também estar relacionada com a perda de pigmentos de
antocianinas derivados das uvas, nomeadamente vitisinas, aductos de VF, entre outros,
que podem contribuir para a estabilizacdo da cor, particularmente durante o

envelhecimento (162). A formacédo destes aductos resulta da condensacéao entre os VF e
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as antocianinas das uvas, e assim estas leveduras podem levar & perda de cor porque
tém tendéncia em reduzir os VF a EF, impedindo portanto a formacéo destes aductos
(121, 124).

As aminas biogénicas séo produzidas através da descarboxilacdo dos aminoacidos (ex.
histidina a histamina). S&o especialmente indesejaveis nos vinhos por serem associados
a diversos efeitos fisioldégicos indesejaveis em pessoas com intolerAncia a estes
compostos. No meio enologico, as leveduras do género D. bruxellensis foram
classificadas como as maiores produtoras destes compostos. Entre as aminas biogénicas
produzidas podem considerar-se: etanolamina, metilamina e putrescina. Este efeito é
especialmente preocupante, uma vez que a capacidade do corpo humano para degradar
estas aminas é fortemente afetada pelo etanol que inibe a enzima diamina oxidase
responsavel pela sua transformag@o em compostos inofensivos (154, 163).

O processo de vinificagdo engloba uma série de pontos criticos através dos quais pode
ocorrer uma contaminacao por leveduras do género D. bruxellensis. Estas leveduras séo
habitantes naturais das adegas e do equipamento utilizado na vinificagdo, sendo detetada
a sua presenca em amostras do ar e nas paredes humidas das adegas, em bombas,
prensas, drenos, linhas de transferéncia, valvulas dos tanques, linhas de engarrafamento
e outros equipamentos dificeis de esterilizar (164, 165).

As referéncias a estas leveduras na constituicdo microbiologica das uvas séo raras, facto
gue pode ser resultante do baixo nimero de células usualmente presentes e do
ecossistema microbioldgico, onde prevalecem outras leveduras e bactérias dominantes.
No entanto ja foram feitas mencfes a este género de leveduras nos mostos (119, 166).
Desta forma, ndo é surpreendente que as adegas sejam consideradas como a fonte
priméaria de contaminagéo.

D. bruxellensis sédo leveduras de crescimento lento, a sua proliferacdo é favorecida
guando estdo presentes condi¢des nutricionalmente favoraveis, assim é provavel que a
contaminacdo ocorra durante as operagfes pré-fermentativas, apos estas operacdes e
mais tardiamente na maturagédo/engarrafamento (151, 167).

A contaminagé@o é favorecida especialmente se a maturacdo decorrer em barricas de
madeira, porque a sua estrutura impossibilita uma perfeita limpeza e esterilizag&do, sendo
que muitas leveduras indesejaveis permanecem nos poros da madeira mesmo apos
estas acOes. Este facto é benéfico para as leveduras, que prevalecem de um meio com
disponibilidade em nutrientes e protecdo contra 0s agentes que possam limitar o seu
crescimento (113, 116, 168).

Além disso, estas barricas sdo o habitat de eleicdo para D. bruxellensis, isto porque tém a
capacidade de produzir a enzima B-glucosidase, que degrada a celobiose em glucose

(116, 169). Factoeste que juntamente com a tendéncia de reutilizacdo dos cascos e a
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utilizacdo da micro-oxigenacao para acelerar a maturacdo, contribui para uma alteragédo

do perfil volatil, favorecendo a proliferagéo destas leveduras (153, 157)(170).

1.1.2.6.3. Controlo de fenodis volateis nos vinhos

Os vinhos com elevados teores em FV ndo podem ser comercializados, pelo que a
degradacdo organolética dos vinhos resultante da presenca desses compostos &,
provavelmente a principal problemética do setor vitivinicola, sendo responsavel por
graves perdas econdémicas em todo o mundo, especialmente em vinhos de elevada
qualidade que requerem longos periodos de maturagéo (148).

Deste modo, e devido ao impacto que estes compostos tém na qualidade dos vinhos,
revela-se de extrema necessidade a implementacdo de metodologias que visem a
prevencdo e controlo dos vinhos relativamente a formacdo de FV, outra possibilidade
Seria 0 recurso a processos curativos com o intuito de os remover do vinho.

Atualmente, no setor vitivinicola, os métodos mais utilizados para controlar esta
probleméatica assentam em duas metodologias: (i) controlo da populagdo de D.
bruxellensis atravées de meios de cultura seletivos e diferenciais (148, 171); e (ii)
guantificacéo do teor em FV por GC/FID ou GC/MS (129, 148).

As leveduras D. bruxellensis apresentam um crescimento lento, particularmente quando
sdo isolados de vinhos. Ao contrario da maioria das leveduras dos vinhos que formam
colénias visiveis num meio de cultura adequado ao fim de 2-3 dias, estas formam
colbnias apdés 7-10 dias (148, 171).

A elucidacgéao recente do papel das D. bruxellensis na formagéao de “odor fendlico”, devido
a presenca de quantidades significativas de 4-EF e 4-EG (121, 172), renovaram 0
interesse em estudos de populacdes e concretamente na utilizacdo de meios de cultura
seletivos e diferenciais para D. bruxellensis.

O controlo destas leveduras permite ao endlogo controlar a evolugdo da populagéo,
adicionalmente com a avaliacdo do teor em FV, permite-lhe ter informac¢éo em tempo util
para atuar de forma a impedir a adulteragc&o dos vinhos.

A contaminagdo por estas leveduras tornou-se ainda mais relevante durante a ultima
década, devido as recentes tendéncias enoldgicas, tais como vinhos com elevado pH e
altos teores em acucares residuais, o desuso da filtragdo e de SO,, pouca higiene das
adegas e métodos ineficazes de limpeza e esterilizacdo das barricas; a utilizacdo de
barricas contaminadas que propiciam a dispersdo destas leveduras pelas adegas e a
importacdo de vinhos contaminados (173, 174), levaram ao aparecimento indesejavel do
“carater Brett” em vinhos produzidos em diversos paises, causando perdas econdmicas

avultadas.
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Ultimamente surgiram uma enorme variedade de técnicas para a detecao e controlo das

leveduras D. bruxellensis (Tabela 1) (113).
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Tabela 1. Metodologias para o controlo de D. bruxellensis nos vinhos (113).

Tratamento Resultado Desvantagem

Clarificacdo de proteinas (175, 176)

Gelatina

Reduz as populagdes por Perda de cor e aroma
Clara de ovo

floculagéo
Caseinato de potassio

Caseinas

Filtragdo(177, 178)

Reduz as populagdes por Perda de cor e aroma
Membranas (0.45 pm) .

separagao fisica
Ultrafiltracdo

Variaveis fisico-quimicas(132)

Baixa temperatura de maturagéo Varidveis podem ser dificeis de

) Estabelece as  condi¢des B )
Baixo Ph - . ) modificar em vinhos e
fisico-quimicas para reduzir a o
Diminui¢&o do teor em O, o incompativeis com o]
viabilidade .
Eliminag&o da micro-oxigenacéo envelhecimento

Niveis de alcool elevados

Reducéo da concentragéo dos percursores (134)

Baixa temperatura de maceracéo Previne a solubilizagéo dos Possivel perda de cor e aroma

Eliminacéo do uso de enzimas pectoliticas e acidos hidroxicinamicos

Enzimas com atividade cinamoil esterase

Aditivos (179-181)
SO,

DMDC

Quitosano

Acido sorbico
Acido benzoico
Acido fumérico
Acido ascorbico

Acido eritérbico

Inibe o crescimento e previne
as condicdes que favorecem a

producéo de etilfendis

Alguns destes produtos ainda nao
séo autorizados no setor vitivinicola
ou ainda estdo em fase de

experimentagao

Processamento de alta presséo (182)

400-500 Mpa

Destréi os microrganismos no
vinho sem provocar alterages

nas propriedades sensoriais

Elevados custos de equipamento

Técnicas biolégicas(183)

Bacteriocinas

Inibe o crescimento das

A aplicacdo destas técnicas no

Enzimas bacteriol6gicas leveduras setor vitivinicola € usualmente
Zimocinas experimental

Engenharia Genética(183)

Leveduras transgénicas Leveduras geneticamente N&o s&o correntemente permitidos

desenhadas que previnem o

crescimento

em enologia
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As solucbes “paliativas” apresentadas na Tabela 1 consistem no tratamento do vinho tinto
antes de os introduzir nas barricas de madeira. Estudos demonstraram que as
populagbes de D. bruxellensis podem ser reduzidas entre 40-2000 vezes com tratamento
a base de proteinas. Estes tratamentos ndo sdo muito bem aceites pelos end6logos, uma
vez que reduzem o aroma e a cor (175).

A filtracdo pode, também ser usada para reduzir a populagdo de leveduras
contaminantes. Este tratamento pode causar a destruicdo da estrutura coloidal do vinho,
reduzindo a intensidade e a cor (178).

A populacao de D. bruxellensis pode ser controlada através das variaveis que favorecem
0 seu crescimento, tais como a manutencdo do pH e dos niveis de oxigénio tdo baixos
quanto possivel, assegurar que a temperatura de armazenamento do vinho é
suficientemente baixa para impedir o desenvolvimento destas leveduras(13°C em vez de
18 °C), a prevencdo de maceragbes longas e intensas, evitando a extracdo dos
precursores dos etilfendis das peliculas, ajudando a prevenir a producdo de aromas
indesejaveis por estas leveduras (113).

O uso de aditivos pode inibir o crescimento de D. bruxellensis. O mais comum é o diéxido
de enxofre (SO,), sendo fundamental manter a sua concentracdo estavel durante os
longos periodos de envelhecimento em barricas de carvalho, uma vez que 0s seus teores
tendem a diminuir através de fenébmenos oxidativos e absor¢éo por parte da madeira. O
bicarbonato dimetilico (DMDC), quitosano, acidos sorbico e benzoico possuem atividade
antifingica e podem ser utilizados contra D. bruxellensis, mas o seu uso néo é seletivo,
ndo sendo autorizada a sua aplicacdo em enologia (113, 179, 180). A incorporagédo de
agentes antioxidantes, tais como os &cidos ascérbico e isoascorbico permitem reduzir a
presenca de oxigénio durante a maturacao/envelhecimento, prevenindo a formagéo de
etilfendis.

O tratamento de amostras de vinho a altas pressdes 400-500 MPa durante 5-15 min e
com temperaturas de 5-20 °C pode reduzir a populacdo de leveduras, incluindo as D.
bruxellensis, bactérias lacticas e acéticas na ordem dos 99,99% (182), sem causar efeitos
a nivel das propriedades fisico/quimicas dos vinhos, atividade enzimatica ou
propriedades sensoriais.

O controlo biolégico de leveduras e bactérias contaminantes envolve o uso de varios
agentes antimicrobianos, por exemplo bacteriocinas, zimocinas e estirpes de leveduras
com atividade antimicrobiana construidas por engenharia genética (183).

Uma outra forma de controlar a acdo destas leveduras e consequentemente prevenir a
deterioracdo que causam nos vinhos, podera passar pela implementacdo de técnicas

eficientes de sanitizacéo.
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Entre estas incluem-se a utilizacdo de ozono (184), barricas devidamente aparadas,
tratadas e queimadas (185) e a utilizacdo de ultrassons de alta eficiéncia (173), estas
metodologias demonstraram ser promissoras no que diz respeito a prevencdo da
contaminacéo e destruicdo da flora leveduriforme.

Varias metodologias podem ser utilizadas como processos curativos para reduzir o
conteudo em etilfendis no vinho: (i) filtracdo por osmose inversa e adsor¢do (186); (ii)
adsorcao com recurso a outros agentes quimicos (polivinilpolipirrolidona, carvao vegetal,
caseina, caseinato de potassio, leveduras secas ativas e celulose esterificada) (113, 176,
184, 187-190).

Uma das técnicas utilizadas para remocao dos fendis volateis dos vinhos passa pela
utilizacdo de um sistema continuo de filtragdo por osmose inversa e adsor¢cédo. Esta
técnica permitiu a obtencdo de niveis de redugédo na ordem dos 76% a 87%, no entanto
levou a perda de alguns compostos aromaticos (ex. ésteres) (186).

A remocdo dos FV dos vinhos pode, também efetuar-se através da utilizagdo de
adsorventes como polivinilpolipirrolidona (PVPP) e carvao vegetal, usualmente utilizados
na vinificagdo para reducdo do escurecimento, amargor e maus odores (113). Agentes de
clarificacdo como a caseina, caseinato de potdssio e a parede celular das leveduras
possuem propriedades de adsorcao dos FV (176, 184, 187-189).

Outras possibilidades passam pela utilizacdo de fibras de acetato de celulose (CA),
acetato propionato de celulose (CAP), acetato butirato de celulose (CAB) e propionato de
celulose (CP). Tratamentos com estes polimeros (4g/L de vinho) demonstraram
capacidade para a reducdo destes compostos, o CAP e o CP foram os compostos que
revelaram maior eficiéncia, obtendo-se valores médios na ordem dos 38 e 37%,
respetivamente.

Os efeitos da dose e do tempo de contacto foram também estudados, os resultados
obtidos demonstraram que o nivel de redugdo dos FV aumentava com a dose de
polimero utilizada, atingingo niveis na ordem das 20 g/L (190).

Todos os métodos descritos anteriormente apresentaram limitacdes, tais como preco,
eficiéncia “curativa” e dificuldades de aplicagdo a nivel industrial. Por estas razbes, o
desenvolvimento de novos métodos para uma facil e barata recuperacdo dos vinhos
afetados pelos maus odores produzidos por D. bruxellensis revela-se de extrema

importancia para o setor enolégico.
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1.1.2.6.3.1. Polimeros molecularmente impressos (MIPs)

Recentemente o0 desenho de materiais capazes de imitar o0s processos de
reconhecimento observados na natureza tornou-se uma area de pesquisa relevante, na
qual se deu particular énfase a impressdo molecular, identificando-a como uma das
técnicas com habilidade para criar esses materiais.

Os MIPs séo designados como sendo os materiais porosos funcionais produzidos por
técnicas de impressdo molecular (MIT). Estes sdo dotados de uma seletividade
predefinida para um determinado analito ou compostos estruturalmente semelhantes,
possuindo capacidades de reconhecimento semelhantes aos anticorpos e recetores
biolégicos (191-193).

1.1.2.6.3.1.1. Sintese dos MIPs

O processo de impressdo molecular consiste na associagdo de monomeros funcionais
com uma determinada molécula-alvo (template) conduzindo a um complexo de
polimerizacdo, quer por interagdes covalentes ou ndo covalentes. De seguida, este

7

complexo é submetido a uma copolimerizacdo numa solugdo contendo um agente
reticulante em excesso e um solvente apropriado, resultando numa rede de polimero
tridimensional. Por fim, o template é removido do polimero ficando este com locais de
reconhecimento especificos complementares em termos de forma, tamanho e

funcionalidade quimica para o analito utilizado na sua sintese e moléculas analogas

(Figura 20) (193-197).

i) 7 V&R

. Monémeros Funcionais
Molécula-alvo Complexo template-

(template) monémeros

Remocao do
/,.,- j template @

Matriz do polimero

Figura 20. Impressao molecular [adaptado de (195)].
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De referir que a forma pela qual o template € removido é variavel consoante as
interacdes entre o template e os mondémeros funcionais sejam de natureza covalente ou
ndo covalente. No primeiro caso, o template é removido por clivagem quimica das
ligagBes covalentes. Por sua vez, no segundo, a remogdo é conseguida simplesmente
pela extragdo com solventes (198).

Para averiguar a sua especificidade e seletividade, os MIPs sdo comparados a polimeros
ndo impresso (NIPs). Estes NIPs sdo sintetizados exatamente com as mesmas
guantidades de agente reticulante e mondémeros funcionais, mas sem template, ndo
apresentando as propriedades especificas dos MIPs (199).

Durante o processo de impressdo molecular ha que ter em consideragdo diversos
parametros que tém influéncia considerdvel na morfologia, propriedades e na
performance dos polimeros. Entre estes fatores podem considerar-se: (i) a escolha dos
reagentes quimicos, (ii) a escolha do monémero, (iii) a escolha do agente reticulante e

(iv) a natureza e volume do solvente (195, 200).

i. A escolha dos reagentes quimicos utilizados na MIT € de relevante importancia no
que diz respeito a eficiéncia dos polimeros obtidos. Até entéo ja foi utilizada uma enorme
variedade de moléculas-alvo na sintese de MIPs, estas vdo desde farmacos,
aminodcidos, hidratos de carbono, proteinas, bases nucleotidicas, hormonas, pesticidas,
e coenzimas (201-203).

ii. O tipo de mondmero funcional escolhido para a complexagdo com a molécula-
alvo é de extrema importancia na formacao de locais de ligacdo especificos. Desta forma,
os mondémeros devem ser escolhidos de acordo com a sua habilidade para interagir com
os grupos funcionais da molécula-alvo. Além disso, a associa¢céo entre estes é regulada
por um equilibrio, pelo que os mondémeros funcionais devem ser adicionados em excesso
para favorecer a polimerizacao (195, 200).

iii. O agente reticulante também desempenha funcdes importantes na MIT. Este
tem uma forte influéncia nas caracteristicas fisicas dos MIPs, controlando a sua
morfologia, conferindo estabilidade dos locais de ligagéo e estabilidade mecénica & matriz
do polimero mantendo as suas propriedades de reconhecimento molecular. Além disso,
0s agentes reticulantes séo frequentemente adicionados em elevadas proporgdes para a
obtencdo se materiais suficientemente porosos e com as caracteristicas pretendidas
(204, 205).

iv. A natureza e volume do solvente desempenham também um papel relevante na
MIT. O solvente é responsavel por colocar todos os intervenientes na mesma fase

permitindo o rearranjo do complexo mondémero funcional-template, ao mesmo tempo que
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favorece a criagdo dos poros de diferentes tamanhos e volumes nos MIPs resultantes.

Devido a esta fungcdo que tém, sdo usualmente designados como “porogens” (195, 200).

1.1.2.6.3.2. AplicacBes dos MIPs

Até a presente data os MIPs demonstraram ser Uteis nas mais diversas areas:
i. Técnicas de separacéo e purificacao:

Em cromatografia de impressdo molecular (195), separacdes quirais (206),
extracao liquido-liquido (207, 208), extracdo em fase solida (SPE) (195, 207, 208). Sendo
que nesta ultima, podem funcionar tanto como adsoventes para pré-concentracdo e
limpeza, como para extragdo de analitos de matrizes complexas (biol6gicas, ambientais e
alimentares), combinando as vantagens do reconhecimento molecular e das técnicas de
separacao tradicionais, isto é, a elevada especificidade e seletividade do mecanismo de
reconhecimento molecular com o elevado poder de resolugdo dos métodos de
separacao, consequentemente proporcionando uma eluicdo dos analitos quase livres dos
compostos coextraidos (196, 209).

No entanto deve ter-se em consideracdo que os MIPs além de possuirem locais de
ligagdo molecularmente impressos com afinidade para um determinado template,
também possuem funcionalidade polar e lipofilica a nivel superficial. Sendo que a
retencdo alcancada nas técnicas de separacdo, deve-se a um mecanismo misto entre as
duas funcionalidades apresentadas pelos polimeros, isto é, uma retencdo especifica e
uma ndo especifica.

Deste modo, a otimizacdo de uma técnica de separacdo utilizando MIPs deve ter em
atencgdo estas duas variaveis, assim como a sua variacdo em fungéo do tipo de solvente
utilizado.

ii. Sensores e biosensores(210, 211).

Recentemente demonstrou-se a sua habilidade para simularem anticorpos
naturais, pelo que podem ser usados em ensaios imunologicos. Além disso também se
revelaram como potenciais transdutores.

iii. Catélises(212).

Os MIPs possuidores de propriedades cataliticas podem ser utilizados em
diversos ensaios de catélise enzimatica.

iv.  Administracdo de medicamentos(195).

A seletividade e especificidade apresentada pelos MIPs que os habilita para se
ligarem a moléculas bioativas, torna-os de relevante interesse nas areas da terapia
médica, sendo que a MIT se revela como uma técnica potencial para criar doses

convenientes.
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Na bibliografia consultada constatou-se a existéncia de varios trabalhos que reportam a
utiizacdo de MIPs em vinhos. Nomeadamente, a prepacdo de um MIP para o
reconhecimento seletivo do resveratrol em vinhos (213), no qual se alcancaram taxas de
retencdo entre os 79,3 % e os 90,6 %, demonstrando que o MIP poderia ser utilizado
para a pré-concentracdo seletiva e determinacao do resveratrol em amostras de vinho.
Outros autores (214) reportaram a utilizacdo de MIPs para a remoc¢ao da ocratoxina A de
vinhos tintos, tendo alcangado reten¢des na ordem dos 90%, porém revelou-se alguma
falta de especificidade tendo-se obtido resultados similares com o NIP.

Noutro trabalho foram utilizados MIPs para a remocao do 2,4,6-tricloroanisolo e dos
etilfen6is em vinhos tintos envelhecidos (199) verificando-se em simultaneo a influéncia
em outros compostos volateis. Observou-se que para os EF a retengdo era maior com 0s
MIPs do que com os NIPs, rondando os 92,3 e 89,4 %. De igual modo se verificaram
valores de retengéo elevados para os restantes compostos volateis.

Foi também reportado por outros autores a utilizagdo de MIPs para a determinacdo da
guercetina em vinhos tintos (197), tendo sido verificadas retencdes na ordem dos 98,2 %.
Todo o potencial demonstrado pelos MIPs deve-se as inUmeras vantagens que estes
apresentam, destacando-se a elevada seletividade e afinidade para a molécula-alvo (195,
196), mas também a maior robustez fisica (195, 197, 199); forca (195); resisténcia a
elevadas temperaturas e pressdes (195, 199); inércia a acidos, bases, ibes metdlicos e
soventes organicos (195); e sobretudo a sua sintese € menos dispendiosa e ainda podem
ser armazenados por longos periodos de tempo a temperatura ambiente sem correrem o
risco de perderem a sua capacidade de reconhecimento (195).

A MIT e consequentes produtos (MIPs) demonstram-se uma técnica promissora por
serem capazes de identificar moléculas quimicas e biolégicas nas quais se incluem
aminodcidos e proteinas (201), derivados de nucleétidos (215), contaminantes (215, 216),

medicamentos e alimentos (196, 197, 217).

1.1.2.6.3.3.Limitacbes

N&o obstante de todas as potencialidades dos MIPs, estes também sdo possuidores de
alguns aspetos criticos que devem ser melhorados de forma a poder benificiar-se da
poderosa ferramenta que constituem.

Nomeadamente, a criacdo de um novo MIP é um processo moroso e no qual séo
necessarios varios aperfeicoamentos, pelo controlo das variaveis que afetam a sua

performance até que sejam alcancadas as condi¢cOes ideais (195). Desta forma, o
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desenvolvimento de um MIP requer elevada dedicagéo e trabalho para sintese, lavagem
e testes com os diferentes MIPs.

Estas dificuldades podem ser ultrapassadas pela utilizagdo bibliotecas combinatérias,
sistemas de sintese e rastreio de elevada eficiéncia (HTS), entre outros (218, 219).

Além disto, outro dos aspetos que deve ser aprimorado nos MIPs deve ser a criagdo de
polimeros solGveis em agua, isto porque quando presentes em solu¢cdes aquosas, as
moléculas de agua competem com a molécula alvo levando ao enfraquecimento das
interacbes entre essa e 0s mondémeros funcionais (195). Tém sido feitos alguns
progressos na tentativa de resolucao deste problema, que passam por exemplo (i) pela
utilizacdo de ciclodextrinas polimerizaveis como parte hidrofébica e protegendo as
interagbes entre os mondémeros e a molécula-alvo (220), (i) pela introducdo de
propriedades hidrofilicas nos MIPs atravées da utilizacdo de solventes polares,
monomeros hidrofilicos, agentes reticulantes e/ou mondmeros capazes de reagir

estequiometricamente com o template(221-223).
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OBJETIVOS
O trabalho desenvolvido nesta dissertacdo teve como principais objetivos:
1. A caracterizagdo dos compostos fendlicos e volateis presentes em vinho tinto da
regido do Alentejo produzido a partir das castas Alicante Bouschet (84%) e Aragonés
(16%).

2. Desenvolvimento e otimizacdo de MIPs para retencdo de FV em vinhos tintos.

3. Estudo do efeito da aplicagdo dos MIPs e NIP no perfil metabdlico de vinho

afetado por FV, relativamente a compostos fendlicos e compostos volateis.

4, Avaliagédo da taxa de retencdo dos MIPs e NIP a nivel dos compostos volateis e

compostos fendlicos em vinho tinto afetado com FV.
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Substancias de referéncia e reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho tinham grau analitico adequado. As
susbstancias de referéncia foram adquiridas a diversos fornecedores: os acidos vanilico,
cafeico, siringico, ferudlico, p-cumérico, cindmico, hexandico, octanoico, decanoico e
palmitico, o B-linalol, nerol, nerolidol, eugenol, acetato de isoamilo, hexanoato de etilo, 2-
feniletanol, 4-EG, 4-EF, trans-cafeoil tartarico (t-CAFTA) foram adquiridos a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A malvidina-3,5-O-diglucésido, cianidina-3-O-glucésido,
cianidina-3-O-rutindsido, peonidina-3-O-glucésido, malvidina-3-O-glucésido, delfinidina,
petunidina, pelargonidina, malvidina, catequina, epicatequina, epigalhocatequina-3-O-
galhato, epicatequina-3-O-galhato, miricetina, isoramnetina-3-O-glucésido e a quercetina
foram fornecidos pela Extrasynthése (Genay, Franca). O butanoato de etilo, acetato de
hexilo, succinato de dietilo e o cloroférmio foram obtidos da Merk (Darmstadt, Alemanha).
Uma mistura de hidrocarbonetos C6-C20, foi adquirida a Fluka (Buchs, Suica). O metanol
e 0 acetonitrilo foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A Prolabo
(Fontenay-Sous Bois, Franca) forneceu o acido acético. A agua foi desionizada num
sistema Mili-Q de purificacéo de dgua (Milipore, Bedford, MA).

Os reagentes utilizados para a sintese dos MIPs foram o 2,20-azobis-(2-metilpropionitrilo)
(AIBN) e o dimetacrilato de etilenoglicol (EDMA) foram obridos da Fulka e Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha) e a 4-vinilpiridina da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

3.2. Sintese dos MIPs

Neste trabalho, desenvolveram-se dois MIPs para duas moléculas alvo (template), o 4-EF
e 0 4-EG, respetivamente. O processo de sintese foi adaptado de trabalhos prévios (199,
224), ocorrendo de forma néo covalente (Figura 20).

Deste modo, 1 mmol de template foi adicionado a uma mistura que continha o monémero
(4-vinilpiridina, 4 mmol), agente reticulante (EDMA, 20 mmol) e o iniciador (AIBN, 0,5
mmol) em 40 mL de porogen. O porogen consistiu numa solugdo com 40 mL de
acetonitrilo:cloroférmio (na proporcao de 3:1), previamente desgaseificada em atmosfera
de azoto durante pelo menos 15 minutos. A mistura foi levada a um ultrassons durante 10
minutos, colocada num banho de gelo (para que a temperatura do iniciador ndo se
elevasse), desgaseificada durante 5 minutos em atmosfera de azoto e selada sob vacuo.

A polimerizacdo decorreu num banho quente a 60°C durante cerca de 24 horas.
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Apos polimerizagdo, os MIPs foram secos em estufa. De seguida, procedeu-se a
remocado do template através de lavagens com uma mistura metanol:acido acético (4:1).

Os NIPs foram preparados nas mesmas condi¢cbes experimentais que os MIPs,com
excec¢do do template, que nédo foi adicionado. Consequentemente, também o processo de
lavagem é diferente, pois neste caso ndo ha template a remover, sendo necessario

menos lavagens.

3.3. Estudos de seletividade e especificidade

Os estudos de seletividade e especificidade efetuados neste trabalho foram baseados em
dois trabalhos prévios (224, 225).Com a finalidade de aferir as capacidades dos MIPs no
que diz respeito a sua seletividade e especificidade, foram levados a cabo alguns ensaios
prévios, com o intuito de verificar quais seriam as condi¢des 6timas para a sua aplicagéo.
Para verificar a capacidade de reconhecimento molecular dos FV pelos MIPs, realizaram-
se alguns ensaios nivel do volume de amostra, tipo de extragcdo e tempo de contacto.

As condigfes testadas foram as seguintes:

Ensaio 1 (volume): 200 mg de MIP foram colocadas em cartuchos de polipropileno de 6
mL, usados para SPE (Supelco, Bellefonte, PA, EUA), previamente empacotados com
discos PTFE na parte inferior dos cartuchos. De seguida, as pontas de saida foram
ligadas a uma bomba de vacuo (VISIPREP). A coluna foi pré-condicionada com 5 mL de
vinho sintético [solu¢do aquosa com 15% em etanol (v/v) e 3 g/L de &cido tartarico a um
pH de 3]. Seguidamente passaram-se 25 mL e 100 mL de uma solu¢gdo com 0s quatro
fendis volateis a uma concentracdo de 10 mg/L, em vinho sintético. Esta operacao foi

realizada em triplicado para ambos MIPs e NIP.

Ensaio 2 (método de extracdo): 3 mL de uma solucéo de vinho sintético com os quatro
fendis volateis a uma concentracdo de 10 mg/L foram colocados num goblé em contacto
com 24 mg de MIP, durante 1 h em agitagdo (85 U/min), seguida de um periodo de
repouso de 2 h. No final, os resultados obtidos foram comparados com os registados
previamente no ensaio 1 em SPE. Este ensaio foi realizado em triplicado para ambos
MIPs e NIP.

Ensaio 3 (tempo de contacto): colocaram-se 100 mL da amostra de vinho contendo FV,
em contacto com 800 mg de MIP durante 12 h em agitagcdo (250 rpm), seguindo-se um

periodo de repouso de 2h a temperatura ambiente. Paralelamente, efetuou-se outro
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ensaio nas mesmas condi¢cdes, com exceg¢do do tempo de agitagao (2 h). Ambos foram
realizados para os MIPs em estudo e para o NIP. Este ensaio foi realizado em triplicado
A quantificac&o dos FV foi efetuada por GC-FID.

Em funcdo dos pré-ensaios, as condi¢des selecionadas para a aplicacdo dos MIPs e NIP
foram as seguintes: um volume total de 100 mL de amostra e 800 mg do respetivo
polimero foram colocados em contacto durante 2 h com agitagdo magnética (250 rpm),

seguidamente as amostras foram submetidas a um periodo de 2 h de repouso.

3.4. Amostragem

A amostra de vinho tinto comercial usada neste estudo era composta pelas castas
Alicante Bouschet (84%) e Aragonés (16%), sendo proveniente da regido do Alentejo, da
colheita de 2011. Este vinho foi envelhecido em barricas de carvalho Francés, sendo alvo
de alteragcdo microbiologica por leveduras D. bruxellensis com consequente producéo de

FV. A caracterizacdo da amostra utilizada neste trabalho est4 apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Caraterizagcdo quimica da amostra de vinho testada.

Parametros Teores
SO, livre (mg/L) 22,0
Acidez total (g/L) 3,40
Ph 3,69
Acidez volatil (g/L) 0,68
Acucares reduzidos (g/L) 2,80

Neste trabalho foram utilizados 10 L desta amostra de vinho, filtrados com filtro de 0,45
pum (Millipore, EUA) e distribuido por frascos individuais de 100 mL, repetindo-se este
processo trés vezes de forma independente.

O vinho foi submetido a um tratamento com os MIPs (MIP-4EF, MIP-4EG) e NIP nas
condicBes selecionadas nos ensaios prévios. Paralelamente, uma amostra controlo, sem
qualquer tratamento foi, também submetida as mesmas condi¢des (Figura 21).

100 mL de vinho foram colocados num goblé em contacto com 800 mg de MIP, sob
agitacdo a 250 rpm durante 2 h, seguindo-se um periodo de repouso de 2 h a
temperatura ambiente.

Apo6s tratamento, as amostras foram filtradas com filtros de 0,22 ym e analisadas ao nivel

dos compostos volateis e compostos fendlicos.
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Polimeros

Vinho com fendis volateis

|
MIP-4EF MIP-4EG

Figura 21. Esquema geral do trabalho.
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3.5. Andlise dos compostos volateis

3.5.1.Analise dos fenois Volateis

Extracdo dos FV: a extracdo dos FV foi efetuada de acordo com o método previamente
descrito por Silva et al. (226). Num baldo de 100 mL foram colocados 50 mL da amostra
de vinho e 50 pL de 4-decanol (1 g/L em 60% de etanol) (padrdo interno) sob agitacdo
em placa. Seguidamente, esta solucdo foi extraida com 4 mL de éter.n-hexano (1:1)
durante 5 minutos. Transferiu-se a solucdo para a uma ampola de extracao,
permanecendo em repouso para ocorrer uma perfeita separacdo das fases, passando-se
a fase organica para um vial e a fase aquosa novamente para o baléo.

Seguiram-me mais duas extragbes com 2 mL de éter etilico:n-hexano. As trés fases
organicas foram misturadas num vial,sendo analisados 2 uL de cada um dos extratos por
GCI/FID.

Andlise por GC-FID: a quantificagdo dos FV foi realizada de acordo com a metodologia
previamente descrita por Silva et al. (226). A analise foi efetuada num cromatografo
Focus GC ThermoFinnigan Model, equipado com detetor de ionizagdo de chama (FID). A
coluna usada foi uma CP-Wax 57 (WCOT Fused Silica) (25 m x 0,25 mm x 0.20 ym) da
varian (Palo Alto, CA). O injetor foi aquecido a uma temperatura de 200 °C e as injecdes
foram efetuadas em modo split-splitless, durante 0,5 minutos, a uma razéo split 30:1. A
fase movel usada foi o hidrogénio com um fluxo de 2,8 mL/min. O gradiente de
temperatura utilizado foi o seguinte: iniciou com 40°C durante 5 minutos, aumentando
posteriormente 3°C/min até 200°C (20 min) e a temperatura do detetor foi programada
para 250°C. Os sinais do detetor foram registrados e processados por um software
Chrom-Card para Windows (Fisions, USA).

Os compostos foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo dos picos
cromatogréficos com os dos padrdes injetados nas mesmas condi¢des. A quantificagdo

dos FV foi efetuada recorrendo ao método do padréo externo.

Calibracdo dos fendis volateis: as retas de calibracdo para cada um dos FV (4-VF, 4-
VG, 4-EF, 4-EG) foram obtidas a partir de uma soluc&o stock com os quatro FV em etanol
(60%) a uma concentracdo de 100 mg/L, estes foram diluidos com vinho sintético de
modo a apresentarem concentracdes entre 62,5 e 1000 pg/L. Estas solugdes foram
submetidas a extracdo de acordo com o método descrito anteriormente, e com adi¢ao

prévia do padrdo interno, tal como foi efetuado com as amostras.
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3.5.2.Analise de outros compostos volateis

A gquantificacdo de todos os outros compostos volateis foi realizada de acordo com o
método descrito por Barros et al (91).

Fibras de microextracdo em fase sdélida (SPME): A escolha da fibra para as extracbes
efetuadas neste estudo baseou-se nas recomendacbes do fornecedor (Supelco,
Bellefonte, PA, EUA) e no conhecimento prévio da sua eficacia (91), sendo utilizada uma
fibra revestida com divinilbenzeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), com 50/30 um
de espessura.

Este procedimento foi realizado com o auxilio de um amostrador automatico Combi-PAL
(Varian Pal Autosampler, Suica) e com o software Cycle Composer (CTC Analysis
System Software, Suica).

Assim, mediram-se 5 mL de vinho para um vial de vidro de 20 mL com capsula PTFE e
adicionaram-se 0,5 g de NaCl. Em seguida as amostras foram agitadas (250 rpm) a uma
temperatura de 45 °C, durante 5 minutos. A fibora DVB/CAR/PDMS foi exposta ao
headspace do vial, com agitacdo constante (250 rpm) a uma temperatura de 45 °C,
durante 20 minutos. Posto isto, a fibra foi recolhida e o dispositivo de SPME foi removido
do frasco e inserido no injetor do cromatégrafo para dessorcao térmica dos compostos,

durante 2 minutos.

Andlise por GC-MS: a analise foi efetuada num cromatdgrafo gasoso Varian CP-3800
(EUA) acoplado a um detetor de massa Varian Saturn 4000 (EUA) e com um software
Saturn GC-MS verséo 6.8. A coluna usada foi a VF-5 ms (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym)
(Varian, Santa Clara, Califérnia, EUA). O injetor foi aquecido a uma temperatura de 220 °
C e as injecdes foram efetuadas em modo splitless. A fase mével utilizada foi hélio C-60
(Gasin, Portugal), com um fluxo constante de 1 mL/min. O gradiente de temperatura
utilizado foi o seguinte: 40 °C duante 1 minuto, aumentando posteriormente 5 °C/min até
250 °C, seguida por um aumento de 5°C/min até 300 °C.

Todos os espetros de massa foram adquiridos no modo de impacto eletrénico (El). A
ionizacdo permaneceu inativa durante o primeiro minuto. O detetor lon Trap foi
programado do seguinte modo: as temperaturas de transfer line, manifold, e trap de 280,
50 e 180 °C, respetivamente. O método abrangeu valores de massa situados entre 35-
600 m/z, com uma frequéncia de 6 scan/segundo. A emissao de corrente foi de 50 yA e o
multiplicador de ides foi programado em modos de autocalibracdo. O tempo maximo de

ionizacédo foi de 25 000 ps, com um nivel de armazenamento de 35 m/z.
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Os compostos foram identificados por comparacédo dos tempos de retencdo e do espetro
de massa dos picos cromatograficos com os de padrdes injetados nas mesmas
condicdes, por comparacdo com a base de dados NIST MS 05 (correspondéncia superior
a 80 %) e por comparacdo dos indices de retencdo (indices de Kovats) com dados da
literatura. As areas dos picos foram obtidas a partir da andlise do cromatograma (modo
full scan) e com o auxilio dos ibes de quantificacdo especificos de cada composto. Desta
forma, alguns picos que coeluiam em full scan (valor de resolugéo inferior a 1) foram
integrados com um valor de resolucdo superior a 1. Os iBes selecionados para analise

gualitativa estdo representados na tabela 6.

3.6. Andélise dos compostos fendlicos

3.6.1.Analise dos compostos fendlicos ndo-corados

Extracdo dos compostos fendlicos ndo-corados: os extratos foram preparados de
acordo com um método previamente descrito por Silva et al. (129). 20 mL de cada
amostra de vinho foram extraidos trés vezes com 30 mL de éter dietilico durante 5
minutos. A fracao éter foi separada e concentrada até a secura através de evaporador
rotativo. O residuo resultante foi redissolvido com 1 mL de etanol, sendo mantido no

frigorifico até a sua utilizagao.

Andlise por HPLC/DAD: para analise dos compostos fendlicos foi utilizado o método
previamente descrito por Silva et al. (129). 20 yL de cada um dos extratos redissolvidos
foram analisados num sistema de HPLC (Gilson), usando uma coluna de fase reversa
ODS-Hypersil (20 m x 0.21 cm x 5 ym de tamanho de particula).

O sistema eluente usado foi uma mistura de agua:acido férmico (19:1) (A) e metanol (B).
A eluicdo iniciou com 2% de metanol (B), atingindo os 62% aos 60 minutos. O fluxo
utilizado foi de 0,3 mL/min. A detecdo foi efetuada com um detetor de diodos (DAD)
(Gilson).

Os dados espetrais dos picos foram recolhidos no intervalo de 200-400 nm. Os
cromatogramas foram registados a 280, 320 e 350 nm e analisados com o software
Unipoint (Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Franca).

A identificacdo dos compostos fendlicos de cada extrato foi realizada por comparacéo do
tempo de retencdo e do espectro UV-Vis de cada composto com os de substancias de
referéncia. Os acidos galhico, vanilico, siringico e cindmico foram determinados a 280
nm, assim como a catequina, epicatequina, epigalhocatequina-3-O-galhato e a

epicatequina-3-O-galhato.
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Por sua vez, os acidos cafeico, p-cumérico, ferdlico, cafeoil-tartérico (caftarico) e o p-
coumaroil-tartarico (coutérico) foram determinados a 320 nm. Por fim a determinacdo do
acido elagico, e dos flavonois quercetina, miricetina e isoramnetina-3-O-glucésido foi a
350 nm. A quantificagdo dos compostos foi obtida através da absorvancia registada nos
cromatogramas em relacéo aos padrdes externos. O t-COUTA foi identificado como é&cido

p-cumarico.

3.6.2.Analise das antocianinas

Para o estudo das antocianinas existentes nas amostras de vinho adotou-se o método

previamente descrito por Valentao et al. (226).

Preparacdo das amostras: 5 mL de vinho com 20 uL de &cido cloridrico (HCI

concentrado).

Analise por HPLC/DAD: 20 pL de cada um dos extratos foram analisados num sistema
de HPLC (Gilson), usando uma coluna Spherisorb ODS2 (25.0 x 0.46 cm, 5 ym tamanho
de particula) (Waters, Milford, MA). O sistema de eluente usado foi uma mistura de
agua:acido formico (19:1) (A) e metanol (B). A eluicao iniciou com 5 % de metanol (B),
instalando um gradiente para atingir os 15 % aos 3 min, 25 % aos 13 min, 30 % aos 25
min, 35 % aos 35 min, 45 % aos 39 min, 45 % aos 42 min, 50 % aos 44 min, 55 % aos 47
min, 70 % aos 50 min, 75 % aos 56 min e 100 % aos 60 min. O fluxo utilizado foi de 0,9
mL/min. A detecao foi efetuada com um detetor de diodos (DAD) (Gilson). A identificacéo
das antocianinas de cada extrato foi realizada por comparacéo do tempo de retencéo e
do espectro UV-Vis no intervalo entre os 200-600 nm.

Os cromatogramas foram registados a 500 nm e analisados com o software Unipoint
(Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Franga). A quantificacdo foi obtida através da

absorvancia a 500 nm registada nos cromatogramas em relacéo aos padrdes externos.

3.7. Andlise estatistica

Todos os dados obtidos apresentam-se sob forma de média + desvio-padréo de ensaios
efetuados em triplicado. Os valores médios foram comparados pelo teste t (Wilcoxon
testes pareados) (Graph Pad Prism versdo 5.0 GraphPad Software, Inc, Sdo Diego,

CA).Valores de p<0,05 foram considerados significativamente diferentes.
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Foi também feita uma analise de componentes principais (PCA) utilizando o software
XLSTAT 2009.6.
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V.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O vinho é um produto alimentar consumido em todo o mundo. Em Portugal é considerado
como um dos principais produtos agricolas, possuindo uma importancia economica
consideravel.

A sua qualidade é fortemente influenciada pela flora microbiana presente. O
desenvolvimento de determinados microrganismos durante o processo de vinificacdo
podera levar a alteracdes nas suas caracteristicas organoléticas, tais como estrutura,
aroma e odor. Um dos principais microrganismos adulterantes do vinho é a levedura D.
bruxellensis. Atualmente & considerada como uma das principais preocupacdes para o
setor vitivinicola, devido as adulteragbes organoléticas resultantes da producédo de FV,
ocorrendo especialmente em vinhos tintos de elevada qualidade e submetido a longos
periodos de maturacdo em barricas de carvalho.

Uma vez que esta adulteragdo leva a perdas econdmicas consideraveis no setor
vitivinicola, é de todo importante o desenvolvimento de métodos eficazes que permitam
controlar esta probleméatica. Diversas metodologias tém sido propostas, recorrendo a
varios processos preventivos e curativos, como por exemplo, através do controlo da
populacdo destas leveduras ou através da remocao dos FV No entanto, nenhum deles
revelou ser totalmente eficaz no combate a esta problematica, sendo fundamental a
continuidade de investigacdo de novas metodologias para recuperar os vinhos atacados
por FV.

Face ao exposto, e na tentativa de desenvolver um MIP para recuperar este tipo de
vinho, procedeu-se a sintese de MIPs utilizando duas moléculas-alvo diferentes (4-EF e
4-EG) e um NIP. Com o intuito de estudar a performance dos MIPs e NIP a nivel da
remocao dos FV (4-VF, 4-VG, 4-EF, 4-EG), efetuaram-se alguns estudos preliminares a
nivel do volume de amostra, tipo de extracdo e tempo de contacto.

Posteriormente, as amostras de vinho foram tratadas com os MIPs e NIP para avaliar os

efeitos a nivel de compostos volateis e compostos fendlicos (corados e n&o corados).
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4.1. Estudos da seletividade e especificidade

Ensaio 1 (volume): este ensaio teve como objetivo verificar qual a influéncia do aumento
do volume da solucéo eluida, através dos MIPs ou NIP, mantendo a quantidade de FV e
de polimero. Assim em colunas de SPE testaram-se dois volumes diferentes (25 e 100
mL) de uma solugéo de vinho sintético, contendo os quatro FV a uma concentragéo de 10
mg/L. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Influéncia do volume na capacidade de retencdo dos MIPs e NIP.

Retencdo (%)*

Fenobis
o MIP-4EG MIP-4EF NIP
volateis
V=25mL V=100mL V=25mL V=100mL V=25mL V=100 mL
4-Vinilfenol 58,3+15,84 58,3+0,26 60,5+17,86 48,3+6,44 65,0+3,62

4-Vinilguaiacol 57,4+14,98 54,8+0,34 59,4+1591 45,4+7,50 63,8+2,97
4-Etilfenol 54,6+14,29 54,9+0,57 55,5+£16,24 47,6+5,16 61,3+4,24
4-Etilguaiacol 50,7+13,07 34,5+0,40 50,9+14,78 28,6+6,08 58,1+5,90

Valores expressos em média + desvio padrio de trés ensaios.

Da andlise dos resultados obtidos verificou-se que o aumento do volume de amonstra
eluido contribuiu negativamente para a capacidade de retencdo dos polimeros. De uma
forma geral, verificaram-se reducdes dos teores em todos os FV, sendo essa reducgéo
mais acentuada na amostra tratada com o MIP-4EF, oscilando entre os 51-61% (v=25
mL) e os 29-48% (v=100mL).

Por sua vez, o MIP-4EG apresentou taxas de retencdo que variaram entre 51-53% e 35-
58% para volumes de 25 e 100 mL, respetivamente.

Relativamente ao NIP, ndo foi possivel verificar a influéncia do volume, uma vez que a

solucao de vinho sintético ndo eluiu através do NIP.

No entanto, em ambas as condi¢cOes testadas verificou-se que todos os polimeros,
apresentaram capacidade de reconhecimento molecular para as moléculas-alvo,
destacando-se o NIP com a maior taxa de retencdo. O facto de o NIP se apresentar mais
seletivo, estd de certa forma em desacordo com o0 que seria de esperar, ou seja, a
obtencao de maior capacidade de reconhecimento da molécula-alvo por parte dos MIPs

comparativamente ao NIP. A Unica diferenca do processo de sintese dos NIPs e dos
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MIPs, estd na auséncia de molécula-alvo na sua sintese e consequentemente menor
capacidade de reconhecimento por falta de locais de ligacao especificos.

Como se sabe, a retencdo de uma determinada molécula pelos polimeros ndo se deve
somente a esses locais de ligagdo, mas também a intera¢cdes ndo especificas a nivel
superficial. Por esta razdo, os NIPs sdo frequentemente utilizados como termo de
comparacgédo dessas interacbes ndo especificas.

Apesar disso, como a principal finalidade deste trabalho era a aplicacdo de MIPs para

remocao dos FV, ambos demonstraram ser eficientes.

Ensaio 2 (método de extragao):

Neste ensaio foram avaliadas as condi¢des de tratamento com os MIPs, sendo que ao
invés de se tratar de uma coluna SPE, efetuou-se uma extragdo num goble com agitagéo
magnética, com o intuito de aumentar a superficie de contacto entre a amostra e o

polimero. Os resultados obtidos neste ensaio estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Influéncia do método de extracdo na capacidade de retengéo dos MIPs e NIP.

Retencéo (%)

. o MIP-4EG MIP-4EF NIP
Fenadis volateis L L L
SPE Agitacao SPE Agitacéo SPE Agitacéo
4-Vinilfenol 58,3+15,84 73,9+2,24 60,5+17,86 70,3+1,32 65,0+3,62 62,8+1,82

4-Vinilguaiacol 57,4+14,98 71,4+2,61 59,4+1591 67,3+1,44 63,8+2,97 60,1+2,10
4-Etilfenol 54,6+14,29 69,5+2,11 55,5+16,24 66,3+1,39 61,3+4,24 58,1+2,09
4-Etilguaiacol 50,7+13,07 64,5+2,08 50,9+14,78 61,5£1,34 58,1+590 52,9+2,27

Valores expressos em média + desvio padr&o de trés ensaios.

Da analise dos resultados obtidos verificou-se que a extracdo com agitacdo conduziu a
uma melhor retengéo dos FV nos MIP-4EF e MIP-4EG. Em contrapartida, o NIP diminuiu

a sua capacidade de retengdo comparativamente a extragdo em SPE (Tabela 4).

Os aumentos mais significativos foram obtidos com o MIP-4EG, apresentando retengdes
que oscilaram entre 51-58% em SPE e 65-74% quando submetido a extragcdo com
agitacdo. Por sua vez, o MIP-4EF apresentou taxas de retencdo que oscilaram entre 51-
61% e 62-70% para SPE e agitacdo, respetivamente. Relativamente ao NIP verificou-se

gue a sua capacidade de reten¢éo diminuiu em condi¢des de agitacdo (Tabela 4).
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Assim sendo, podemos constatar que os MIPs melhoraram a sua seletividade e
especificidade quando submetidos a agitacéo.

Ensaio 3 (tempo de contacto): neste ensaio foram testados dois tempos de contacto
diferentes entre a amostra e o polimero respetivo. As condi¢Bes ensaiadas foram: (i) 2h
de contacto com agitacdo (250 rpm) e 2 h de repouso (T2), (ii) 12 h de contacto com
agitacdo (250 rpm) e 2 h de repouso (T12). Os resultados obtidos neste ensaio estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5.Influéncia do tempo de contacto na capacidade de retencdo dos dos MIPs e
NIP.

Retencdo (%)*

Fenois
_ MIP-4EG MIP-4EF NIP
volateis
T2 T12 T2 T12 T2 T12
4-Vinilfenol 48,1+1,69 41,3+0,90 42,3+4,78 24,1+0,63 44,0+12,57 29,1+8,66
4-Etilfenol 55,1+7,19 52,6+5,65 55,6+1,64 54,1+2,65 46,4+6,31 46,2+2,41

4-Etilguaiacol 40,3+0,89 36,5+1,05 54,3+0,59 52,1+0,63 43,0+1,00 40,8+0,88

%Valores expressos em média + desvio padréo de trés ensaios.

Os resultados obtidos demonstraram maior capacidade de retengdo nas condigbes T2
para os trés polimeros (Tabela 5). Nestas condigbes obtiveram-se incrementos de 4%
para o MIP-4EG, 7% para o MIP-4EF e 6% para o NIP, relativamente as condi¢cbes T12
(Tabela 5).

Neste ensaio foi evidente uma nitida reducdo da capacidade de retencédo dos FV pelos
polimeros quando aplicados em vinho. Provavelmente, a presenca de compostos
presentes nesta matriz tdo complexa interfiram com a sua capacidade de retencdo
através de um aumento das intera¢des nao especificas.

De acordo com os resultados obtidos nos pré-ensaios, as condi¢cdes selecionadas para
prosseguir este estudo foram: 800 mg de polimero (MIP-4EF, MIP-4EG e NIP), 100 mL
de vinho, 2 h de tempo de contacto com agitacdo a 250 rpm e 2 h de repouso.
Seguidamente, as amostras foram filtradas com filtros de 0,22 um e analisadas a nivel de

compostos volateis, compostos fendlicos corados e nao corados.
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4.2. Efeito na composicdo quimica

4.2.1.Compostos volateis

O aroma € uma das caracteristicas mais apreciadas pelos consumidores, sendo um
parametro fundamental a nivel da avaliacdo da qualidade dos vinhos. Este atributo
advém de uma combinacdo entre varias classes de compostos, nomeadamente &lcoois
superiores, terpenos, ésteres, acidos volateis, norisoprenoides, aldeidos, cetonas,
lactonas, éteres, fendis volateis, compostos sulfurados e azotados, entre outros (38, 91,
92). O perfil usualmente exibido pelos vinhos é dependente de uma série de fatores,
entre os quais podemos considerar a natureza da matéria-prima, os fatores ambientais, o
processo de vinificagdo e fatores biologicos (129, 226).

A analise da fragdo volatil das amostras de vinho tinto por HS-SPME/GC-MS permitiu a
identificacdo de 40 compostos volateis. Os compostos identificados foram distribuidos por
nove classes quimicas distintas: 3 FV, 22 ésteres, 5 alcoois superiores, 1 composto
sulfurado, 4 &cidos volateis, 1 aldeido, 2 terpenos, 1 norisoprenoide e 1 sesquiterpeno
(Figura 22, Tabelas 6 e 7).

De acordo com a pesquisa bibliografica efetuada, todos os compostos identificados ja
haviam sido descritos previamente em vinhos (91, 227-230).

Todas as amostras analisadas apresentaram um perfil idéntico, observando-se, no
entanto algumas diferencas a nivel quantitativo entre a amostra controlo e as amostras

tratadas (Tabelas 6 e 7).
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Nas amostras analisadas foram identificados 3 FV: o 4-EF [24], 0 4-EG [29] e o eugenol
[31] (Figura 22, Tabelas 6 e 7). A amostra controlo apresentou teores de 149 e 1659 ug/L
para o 4-EG e 4-EF, respetivamente. Enquanto que nas amostras tratadas, os teores
oscilaram ente 68-89 ug/L e 737-887 ug/L para o 4-EG e 4-EF, respetivamente. Estes
resultados estdo de acordo com trabalhos prévios, que referem que 0s vinhos tintos
contém teores mais elevados em EF que VF (4, 114, 226).

O 4-EF e o 4-EG séo reconhecidos como 0s principais compostos resultantes do
metabolismo das leveduras D. bruxellensis, sendo os principais responsaveis por maus
odores, causando elevadas perdas econémicas em vinhos de elevada qualidade, uma
vez que ndo existe nenhuma forma de recuperar este tipo de vinhos, bem como as
barricas de madeira onde envelheceram.

Estes compostos sdo usualmente conotados negativamente pela influéncia que tém na
qualidade dos vinhos. No entanto, a sua influéncia é dependente dos teores em que se
encontram, por exemplo, para teores de FV superiores a 620 pg/L sdo considerados
como adulterantes, substituindo os aromas frutados por aromas desagradaveis descritos
como fendlicos, medicinais e animais (couro, suor de cavalo, estabulo), entre outros,
além disso conduzem a altera¢des na cor e na estrutura dos vinhos (114, 115). Por sua
vez, se presentes em teores inferiores a 400 pg/L contribuem para a sua complexidade
aromatica, conferindo-lhe aromas a especiarias, fumo, pele, entre outros, sendo que
alguns vinhos com FV foram premiados em concursos internacionais (116-118).

Desta forma, é de todo relevante o desenvolvimento de um método eficaz para a sua
remocado, que na eventualidade de ndo os remover na totalidade, os possa pelo menos
reduzir quantitativamente para valores aceitaveis que permitam a sua comercializacao.
Analisando o efeito dos tratamentos com os polimeros, podemos constatar que os MIPs
apresentaram uma maior capacidade de retencdo comparativamente ao NIP. As
melhores taxas de adsorcdo foram obtidas com o MIP-4EF, apresentando retengfes de
56 e 54% para o0 4-EF e 4-EG, respetivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Fendis volateis e taxas de retencdo obtidos nas amostras de vinho Controlo, MIP-4EF, MIP-4EG e NIP.

Amostras®
. o Controlo MIP-4EF MIP-4EG NIP
Fendis volateis
Tratado Retencao Tratado . Tratado Retencéao
Retencao(%)
(ng/L) (ng/L) (%) (ng/L) (nglL) (%)
24 A-Etilfenol 1658,9+55,06  737,0#41,04° 55,6+1,64  744,8,0+116,46° 55,1+7,19 887,0£75,50"  46,4%6,31
29 4-Etilguaiacol 149,4+0,94° 68,3+0,77° 54,3+0,59 89,2+0,86" 40,3+0,89 85,1+1,77° 43,0+1,00
Total 1808,3 805,3 834,0 972,1

Valores expressos em média + desvio-padréo de trés ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a diferencas significativas

em relagdo ao respetivo controlo (p<0.05).



Os valores obtidos com os MIPs foram superiores aos previamente reportados em vinhos
tintos tratados com celulose esterificada, em que os autores obtiveram retencdes na
ordem dos 38 % para o 4-EF e 4-EG (190). Apesar disso, o tratamento n&do alterou
significativamente a composicao fendlica e a cor dos vinhos tintos e contribuiu para uma
melhoria das propriedades sensoriais.

Por sua vez, estes resultados séo inferiores aos previamente reportados em vinhos tintos
tratados com MIPs, no qual os autores conseguiram retengdes a rondar os 90 % para 0s
EF (199).

No entanto, os resultados obtidos neste trabalho ndo podem ser considerados como
negativos, uma vez que alguns enologistas sugeriram que concentracdes moderadas de
4-EF e 4-EG podem adicionar complexidade aromatica aos vinhos (186). A reducao
significativa do teor em FV obtida com os polimeros possibilita 0 seu loteamento com
outros vinhos e a sua comercializagdo. Assim sendo, esta metodologia pode apresentar-
se como uma mais-valia para os enologistas, permitindo a comercializagédo de vinhos que
a partida ndo o poderiam ser.

O Eugenol [31] foi outro FV identificado nas amostras de vinho tinto. Este composto é
mais abundante na madeira de carvalho, contribuindo para o vinho com as suas notas
aromaticas a cravinho (231). O eugenol é tipicamente associado com a maturacdo em
barricas de carvalho, sendo predominantemente derivado da degradacao térmica da
lenhina da madeira durante o processo de queima, porém, foram reportados niveis
significantes de eugenol em madeira que né&o foi submetida a esse processo (231, 232).
Geralmente, os aromas derivados da presenca de eugenol ndo sado considerados
indesejaveis, com excec¢do dos casos em que surjam em vinhos que ndo tenham estado
em contacto com madeira (233).

Este composto apresentou redugdes significativas nas amostras tratadas, observando-se
retencdes de 66 e 70 % para o MIP-4EF e MIP-4EG, respetivamente (Tabela 7), estes
valores sdo bastante semelhantes aos observados anteriormente para o 4-EF e 4-EG
(Tabela 6).

No entanto, as retengfes observadas para este composto sdo inferiores as reportadas na
bibliografia por outros autores, cuja taxa de retencdo rondou os 83%, em amostras de

vinho tinto tratadas com polimeros (199).
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Tabela 7. Compostos volateis e taxas de retencéo obtidos nas amostras de vinho Controlo, MIP-4EF, MIP-4EG e NIP.

A/1000 (S.D)"

A B C
Compostos Rl Rl D Q Controlo MIP-4EF MIP-4EG NIP
Esteres
1 Isobutirato de etilo 741 751 MS (73/79) 43/71/161 146,3(4,11) 59,0(0,76)° 85,5(0,30)° 45,6(0,33)°
2 Acetato de isobutilo 757 763 MS (76/81)  43/56/73/101 153,4(1,57) 39,6(0,19)" 65,2(0,16)° 56,4(0,49)°
3 Butanoato de etilo 784 778 S,MS (85/87)  43/71/88/116 494,6(45,59) 172,1(1,19)" 194,6(15,91)° 205,4(3,17)"
4  Butirato de metilo 837 820 MS (79/80) 57/102 33,7(0,72) 9,5(0,05)" 10,1(0,12)" 7,8(0,03)°
5 Isovalerato de etilo 842 854 MS (78/80) 55/88 45,9(0,78) 5,3(0,04)" 7,5(0,12)° 6,1(0,02)°
7 Acetato de isoamilo 865 876 S,MS (84/85) 43/70 1644,0(37,51) 568,9(13,90)" 625,1(13,92)" 730,7(49,77)"
11  Hexanoato de etilo 982 998 S,MS (83/84) 43/88 598,4(6,28) 297,6(0,29)" 303,2(19,05)" 419,2(0,83)°
12 Acetato de hexilo 994 1007 S,MS (74/80) 43/55/56 38,3(1,67) 10,7(0,19)° 11,7(0,37)" 11,7(0,22)"
15 Hexanoato de 2-etilo 1030 1043 MS (76/79) 97/55/99 29,6(0,34) 6,7(0,02)" 7,4(0,09)° 10,9(0,02)"
16  Furoato de 2-etilo 1039 1047 MS (77/87) 95/112/140 24,4(0,20) 9,5(0,50)" 20,7(0,09)° 24,2(0,10)
17  Lactato de isoamilo 1054 1047 MS (74/82) 43/45/70 101,6(0,87) 116,5(0,79)" 138,1(1,12)" 159,6(0,57)"
19 Heptanoato de etilo 1081 1096 MS (70/84) 88/113 39,3(1,28) 2,6(0,00)" 2,6(0,01)° 4,3(0,04)"
22 Octanoato de metilo 1105 1128 MS (82/87) 74787/158 123,2(3,52) 5,6(0,02)" 7,3(0,01)° 10,5(0,02)"
23 Butirato de linalilo 1149 1168 MS (72/75) 93/121 21,4(1,15) 3,1(0,07)° 3,7(0,08)° 4,5(0,05)"
26  Hexanoato de isopentilo 1202 1244 MS (76/79) 43/70/99 76,7(1,86) 4,0(0,03)" 6,5(0,05)" 4,5(0,07)"
28  Acetato de 2-feniletilo 1226 1255 MS (87/90) 43/104 433,6(20,26) 192,8(12,59)° 194,3(3,99)" 246,0(4,23)"
30 Decanoato de metilo 1269 1300 MS (70/83) 74/87 104,1(3,22) 11,5(0,30)° 10,9(0,17)" 14,6(0,22)"
34  Etil-trans-4-decanoato 1358 1296 MS (80/80) 88/110/69 278,4(1,51) 16,4(0,32)° 17,3(0,16)" 20,7(0,03)°
35 Decanoato de etilo 1367 1394 MS (77/78) 88/157 1535,7(64,17) 178,6(8,21)" 242,1(24,98)° 220,7(16,21)"
37 Dodecanoato de etilo 1567 1592 MS (77/77) 88/101/ 546,9(54,64) 97,7(0,13)" 113,6(2,71)" 90,2(0,11)°
38 Tetradecanoato de etilo 1762 1792 MS (80/82) 88/101 27,2(7,77) 172,7(7,84)° 258,4(29,69)° 236,8(19,81)°
40 Hexadecanoato de etilo 1957 1990 MS (80/80) 88/157/384 50,8(11,03) 454,7(27,19)° 515,3(0,53)" 573,9(5,04)"
Total 6547,1 24353 2841,1 3104,3
Retencao (%) 62,8 56,6 52,6
Alcoois
6 1-Hexanol 858 865 MS (78/80) 56/69 478,4(12,29) 425,0(3,87)° 442,3(18,81)° 455,0(3,41)°
9  1-Heptanol 957 962 S,MS (85/87)  41/56/70/116 162,2(3,48) 112,3(0,27)" 110,9(0,60)" 137,6(0,22)"
14  Benzil alcool 1023 1031 MS (86/89) 79/108 142,3(13,72) 91,5(7,30)" 125,3(2,62) 143,0(4,39)
18  1-Octanol 1057 1068 S,MS (82/85) 41/84 226,0(6,57) 70,9(0,42)° 69,0(0,41)° 88,7(0,38)°
21 2-Feniletanol 1097 1111 S,MS (90/92) 91/122 8194,7(751,12)  8199,7(716,05)*  7787,7(191,45)*  8666,5(311,83)"
Total 9203,6 8899,3 8535,3 9490,9
33 7.3 -3,1

Retencéo (%)
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Tabela 7. Compostos volateis e taxas de retencéo obtidos nas amostras de vinho Controlo, MIP-4EF, MIP-4EG e NIP (cont.)

A B C
Compostos R R D @ Controlo MIP-4EF MIP-4EG NIP
Compostos de enxofre
8  2-Furfuriltioll 885 905 MS (76/85) 53/81 63,7(1,38) 49,4(0,40)° 52,1(2,34)° 57,6(3,78)°
Total 63,7 49,4 52,1 57,6
Retencéo (%) 22,4 18,2 9,6
Acidos
10  Acido hexanoico 972 984 S,MS (75/81) 60/73 473,3(7,30) 261,8(1,10)° 290,4(1,07)° 294,5(3,83)"
25 Acido octanoico 1171 1201 S,MS (76/80) 60/73 576,3(2,66) 247,5(2,06)" 215,2(0,57)" 142,6(0,40)"
33 Acido decanoico 1336 1347 S,MS (86/88) 60/73 1924,5(2,12) 204,4(4,65)" 224,7(4,63)° 274,3(11,77)°
39  Acido palmitico 1925 1951 S,MS (72/78) 60/73 101,8(1,88) 125,5(2,46)" 134,9(1,32)° 166,6(0,63)"
Total 3075,9 839,2 865,2 3945
Retencdao (%) 72,2 71,9 87,2
Aldeidos
13 (E)-2-Octanal 1014 1034 S,MS (67/77) 57/70/83 18,3(0,38) 32,5(0,16)° 26,4(0,18)° 29,4(0,10)°
Total 18,3 32,5 26,4 29,4
Retencao (%) -77,6 -44.3 60,7
Terpenos
20 B-Linalol 1084 1097 S,MS (82/87)  73/91/121 50,9(0,68) 27,6(0,41)° 25,6(1,73)" 31,3(0,03)"
27  Nerol 1223 1234 S,MS (74/78) 69/93 77,8(1,29) 28,1(1,88)° 28,1(0,05)° 37,7(0,07)°
Total 128,6 55,7 53,7 69,0
Retencao (%) 56,7 58,2 46,3
Fenois
31 Eugenol S,MS (85/93) 38,4(0,46) 13,1(0,58)" 11,5(0,31)° 16,6(0,12)"
Total 38,4 13,1 11,5 16,6
Retencéo (%) 65,9 70,1 56,8
Norisoprenoides
32 TDNF 1288 1333 MS (74/85)  142/157/172 62,1(2,80) 5,3(0,04)° 5,7(0,45)° 7,6(0,09)°
Total 62,1 53 5,7 7,6
Retencéao (%) 91,5 90,8 87,8
Sesquiterpenos
36  Nerolidol 1536 1537 S,MS (82/86) 69/93 285,4(7,17) 22,4(0,30)° 26,5(0,28)° 26,3(0,26)°
Total 285,4 22,4 26,5 26,3
Retencéo (%) 7,8 9,3 9,2
Total 19423,1 12352,2 124175 13196,2
Retencéo (%) 92,2 90,7 90,7

RI, indice de retencao. ARI, indice de retencdo reportado na literatura para uma coluna VF-5 ms capilar ou equivalente. ®ID, método de identificacéo; S,
identificado por comparagcdo com composto de referéncia; MS, tentativamente identificado pela NISTO5. QI ides de guantificacéo. PA, area expressa em
unidades arbitrarias; S.D, desvio-padréo do triplicado. *TDN, 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a
diferencas significativas relativamente ao controlo (p<0,05).



Os ésteres sdo uma classe de compostos aromaticos presentes em inUmeros produtos
alimentares, seguidamente a 4gua, etanol e alcoois superiores, estes representam o
maior grupo de constituintes nos vinhos, além disso, consideram-se como sendo a
principal fonte de aromas frutados, principalmente os ésteres etilicos (234). Esta classe
apresentou a maior diversidade de compostos identificados nas amostras de vinho tinto,
com um total de 22 compostos, destacando-se o0 acetato de isoamilo [7] pela sua
abundancia em todas as amostras analisadas (Tabela 7). De uma forma geral, o
tratamento com os MIPs provocou uma reducdo consideravel nos niveis de ésteres,
obtendo-se taxas de retencdo na ordem dos 63 e 57 % para o MIP-4EF e MIP-4EG,
respetivamente. No entanto, da pesquisa bibliografica efetuada, Garde-Cérdan et al.
(199) obtiveram taxas de retencdo de 84% para o acetato de 2-feniletilo em vinhos tintos
envelhecidos e tratados com MIPs.

Os alcoois sdo compostos organicos que contém um ou mais grupos hidroxilo, além do
etanol, eles representam 50 % dos componentes aromaticos de um vinho. Se presentes
em baixas concentragfes, contribuem para a complexidade aromatica. Porém, quando
presentes em elevadas concentracdes podem marcarar determinados aromas e sabores
dos vinhos. Por outro lado, contribuem claramente para um aumento da sensacdo de
calor, resultante da prova de um vinho (57). Nas amostras analisadas foram identificados
cinco alcoois, destacando-se o 2-feniletanol [21] como 0 mais representativo em todas as
amostras analisadas. O perfil destes compostos néo foi influenciado pelos tratamentos
com os MIPs e NIP (Tabela 7), revelando a inexisténcia de afinidade dos polimeros
usados com esta classe de compostos.

Os compostos de enxofre, podem ser divididos em varias sub-classes com base na
natureza dos grupos funcionais respetivos: tidis, sulfuretos, polisulfuretos, tioésteres,
tiodlcoois e compostos de enxofre heterociclicos (235). Estes compostos sédo
caracterizados por uma alta volatilidade e reatividade, de uma forma geral sao
considerados como compostos odorantes poderosos, mesmo quando presentes em
baixas concentracdes (236).

No entanto, sdo usualmente conotados negativamente por dar origem a aromas proximos
do &cido sulfidrico, assemelhando-se a cheiro a ovos podres. No entanto, deve ter-se em
atencdo que o seu aparecimento nos vinhos é controlado pelas praticas enoldgicas, que
sdo usualmente suficientes para manter as quantidades abaixo do limiar de percecéo
(235).

O unico composto de enxofre identificado foi o 2-furfuriltiol [8], obtendo-se taxas de
retencdo na ordem dos 22, 18 e 10 % para os tratamentos com MIP-4EF, MIP-4EG e
NIP, respetivamente (Tabela 7). Os resultados sugerem a existéncia de baixa afinidade

do polimero para este tipo de compostos.
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Os acidos gordos sao formados durante a fermentacdo alcoolica e podém também ser
oriundos de alteragbes microbiolégicas, estes compostos influenciam direta ou
indiretamente o aroma dos vinhos. Esta classe de compostos exerce uma influéncia
direta quando estdo presentes como acidos gordos volateis e ésteres etilicos frutados.
Porém, quando os &cidos gordos séo percursores de aldeidos e alcoois de seis carbonos
com sabores herbaceos, a influéncia é exercida de forma indireta (237). Além disso,
estes compostos influenciam a formacdo de espuma e estabilidade dos vinhos, e alguns
deles (acidos gordos de cadeia média) estdo descritos como sendo tdxicos para as
leveduras e para as bactérias malolacticas (237).

Nas amostras de vinho tinto analisadas foram identificados 4 compostos, destacando-se
0 &cido decanoico [33] como o principal composto presente em todas as amostras
(Tabela 7).

Este acido caracteriza-se por apresentar aromas associados a gordura, rango e sab&o.
Outros acidos presentes sdo descritos como possuidores de maus odores, por exemplo,
0 acido hexanoico [10] apresenta odores a ranco, queijo, bode e a dleo vegetal, enquanto
que o acido octanoico [24] emana um odor a gordura, laticinios e ranco (227, 238, 239).
A sua presenca nos vinhos pode ser considerada indesejavel sempre que estejam
presentes acima dos limiares de percecdo sensorial, 6,70; 2,20 e 1,40 mg/L para o0s
acidos hexanoico, octanoico e decanoico, respetivamente.

Os resultados obtidos revelaram que os polimeros possuem afinidade para esta classe
de compostos, uma vez que se observaram retencfes na ordem dos 72 % para as
amostras tratadas com MIP-4EF e MIP-4EG, e 87 % para o NIP (Tabela 7). Os polimeros
testados neste trabalho apresentaram uma grande afinidade com os &cidos gordos
presentes nos vinhos.

Os aldeidos foram outra das classes identificadas nas amostras, estes caracterizam-se
por apresentarem propriedades notérias a nivel do odor, além disso sdo formados a partir
de &lcoois e outros percursores por oxidacdo, estando as alteracbes no aroma
diretamente relacionadas com a oxidacdo (240). Estes compostos sdo usualmente
classificados como constituintes naturais da fragdo volatil dos vinhos, sendo relevantes
no aroma, sabor e na sua deterioracdo (fendmenos oxidativos) (241).

O (E)-2-octenal[13] foi o unico aldeido identificado, os resultados obtidos revelaram que
os tratamentos com os polimeros conduziram a um incremento da sua concentracdo de
77, 44, 61 % para o MIP-4EF, MIP-4EG e NIP, respetivamente (Tabela 7). Este facto
pode explicar-se possivelmente pelo tratamento com os polimeros e conduzir a uma
concentracdo destes compostos nas amostras. Efeito que se pode justificar por uma das
aplicacBes dos polimeros que é o facto de poderem contribuir para a pré-concentracao de

alguns compostos em determinadas matrizes.
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A classe dos terpenos desempenha um papel importante no aroma de diversas flores e
frutos. Nos vinhos, estes compostos sao usualmente derivados das uvas, sendo Uteis
para a caraterizacdo de inimeras variedades (ex. Moscatel) (88, 97).

Os terpenos podem diferenciar-se em vérias sub-classes, consoante o numero de
unidades isopreno que apresentem, sendo divididos em monoterpenos (duas unidades),
sesquiterpenos (trés unidades), diterpenos (quatro unidades) e triterpenos (seis
unidades).

Nos vinhos podem ser detetados terpenos em trés formas diferentes: (i) alcoois
monoterpénicos livres, (ii) complexados com glicésidos e (iii) di- ou tridis, sendo as
formas livres aquelas que tém maior contribuicdo para o aroma e consequentemente um
maior impacto na qualidade dos vinhos.

As suas propriedades podem alterar-se durante a vinificagéo, uma vez que eles sdo parte
integrante de inUmeras reagfes durante a produc¢do do vinho, induzidas pelo periodo de
armazenamento (envelhecimento), pH relativamente baixo e a presenga de compostos
gque possam interagir com eles (98, 242).

A sua relevancia nos vinhos tintos ndo possui grande significado, excetuando-se o facto
de que a sua participacdo nas reacdes supracitadas possa levar & libertacao das formas
livres, como os derivados de acidos hidroxicinamicos, podendo funcionar como
percursores de FV (100).

Nas amostras de vinho analisadas foram identificados dois compostos pertencentes a
esta classe: o B-linalol [20] e o nerol [27] (Figura 22, Tabela 7). Através dos resultados
obtidos podemos observar que o tratamento com o0s polimeros conduziu a reducdes
significativas destes compostos, na ordem dos 57, 58 e 46 % para o MIP-4EF, MIP-4EG
e NIP, respetivamente.

Uma vez que estes compostos podem estar implicados na libertacao de derivados de
acidos hidroxicindmicos, que séo percursores de FV, a sua retencdo pode ser util para
prevenir a sua formagdo e consequente depreciagcdo da qualidade organolética dos
vinhos tintos.

Os sesquiterpendides representam uma sub-classe de terpenos, com extrema
importancia em Vitis vinifera, devido as suas propriedades aromaticas e também as
propriedades bioativas que apresentam, destacando-se a sua atividade antibacteriana
(243), que ocorre pelo aumento da permeabilidade da parede celular bacteriana e a
suscetibilidade a compostos antimicrobianos exdgenos (244).

Nas amostras analisadas identificou-se apenas o nerolidol [36], obtendo-se uma taxa de
retencdo na ordem dos 90%, revelando uma elevada afinidade dos polimeros para este

composto (Tabela 7).
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Estes resultados sugerem que estes materiais possam eventualmente ter utilizagdo
noutras areas, permitindo a sua extracdo de matrizes mais ou menos complexas e a
obtenc&o de extratos enriquecidos em sesquiterpenos, por forma a tirar proveito das suas
atividades biologicas, como por exemplo, da sua atividade antibacteriana, uma vez que
sdo reportados na bibliografia dados que demonstram o seu potencial sinérgico,
aumentando a suscetibilidade bacteriana aos antibiéticos (245, 246).

Alguns derivados norisoprenoides séo frequentemente reportados nos vinhos e também
classificados como importantes contribuidores para o seu aroma, devido aos seus
agradaveis descritores aroméaticos, caracterizados normalmente por possuirem um baixo
limiar de percegéo. Estes compostos sdo derivados da degradagéo de carotenoides como
0 B-caroteno, a luteina, a neoxantina e a violaxantina ou da hidrélise de moléculas de
glucose durante o processo de vinificagdo ou envelhecimento (247).

O TDN [32] é um norisoprendide, proveniente da degradacédo direta do B-caroteno (248),
foi o Unico composto desta classe identificado nas amostras analisadas. O TDN
apresenta um baixo limiar de percecdo, na ordem dos 20 ug/L, quando presente em
concentragcbes mais elevadas leva a formacdo de odores desagradaveis, afetando
negativamente a qualidade de um vinho (108).

Os resultados obtidos revelaram uma elevada afinidade entre os polimeros e este
composto, obtendo-se reten¢gdes na ordem dos 92, 91 e 88 % para o MIP-4EF, MIP-4EG
e NIP, respetivamente. A diminuigdo dos teores em TDN nos vinhos pode ser benéfica a

nivel sensorial.
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4.2.2.Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo reconhecidos pelas suas fungdes estruturais e protetoras
nas plantas. Nos vinhos sdo considerados como compostos determinantes por
constituirem um dos parametros de qualidade mais importante, uma vez que contribuem
para as propriedades organoléticas: cor, sabor, amargura e adstringéncia do produto final
(27). Nos ultimos anos, o interesse destes compostos nos vinhos incrementou devido aos
efeitos benéficos na salde humana (249), associado as suas propriedades antioxidantes
e anti-inflamatérias (14, 15). Nomeadamente, estudos epidemioldgicos recentes
demonstraram a sua atividade antioxidante contra espécies reativas envolvidas no
envelhecimento e também em doencas cronicas autoimunes, inflamatoérias, coronérias e

degenerativas (16-19).

4.2.2.1. Compostos fenélicos ndo corados

Os compostos fendlicos ndo corados presentes nas amostras de vinho foram
caracterizados por HPLC/DAD, tendo-se identificado 17 compostos: acidos gélhico, trans-
cafeoil tartarico, trans-p-cumaroil-tartarico, vanilico, cafeico, siringico, p-cumarico,
ferdlico, elagico e cinamico, catequina, epicatequina, epigalhocatequina-3-O-galhato,
epicatequina-3-O-galhato, miricetina, isorhamnetina-3-O-glucésido e quercetina (Figura

23). Todos estes compostos fendlicos foram previamente descritos em vinhos (129, 250).
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Figura 23. Perfil cromatografico dos compostos fendlicos ndo corados identificados no
vinho controlo obtido por HPLC/DAD. Detecéo a (A) 280 nm e (B) 350 nm. Compostos:
(1) acido galhico, (2) acido trans-cafeoil tartarico, (3) acido trans-p-cumaroil-tartarico, (4)
catequina, (5) acido vanilico, (6) acido cafeico, (7) acido siringico, (8) epicatequina, (9)
epigalhocatequina-3-O-galhato, (10) acido p-cumarico, (11) &cido ferdlico, (12)
epicatequina-3-O-galhato, (13) acido elagico, (14) acido cinamico, (15) miricetina, (16)

isoramnetina-3-O-glucésido, (17) quercetina.
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Os compostos fendlicos ndo corados identificados integram varias classes: &cidos
hidroxibenzoicos [1], [5], [7]e[13]; acidos hidroxicindmicos [2], [3], [6], [10], [11]e[14];
flavonadis [15]-[17] e flavan-3-6is [4], [8], [9] e [12].

Os acidos hidroxibenzoicos pertencem aos acidos fendlicos. Estes sdo normalmente
compostos minoritarios nos vinhos, encontrando-se por norma em menores propor¢oes,
comparativamente aos acidos hidroxicinAmicos. Estes compostos podem ser detetados
inicialmente nas uvas, ou nos vinhos, sendo provenientes da hidrolise de taninos
hidrolisaveis (ésteres de acido galhico ou elagico).

Nas amostras de vinho analisadas foram identificados 4 4cidos hidroxibenzoicos: géalhico
[1], vanilico [5], siringico [7] e elagico [13].

O acido galhico [1] foi o composto maioritario desta classe de compostos nas amostras
analisadas, caracterizando-se como o principal acido hidroxibenzoico, este composto
destaca-se pelas suas propriedadesantioxidantes(35).

O conteldo total em acidos hidroxibenzoicos variou entre os 6,5-22,4 mg/L na amostra
controlo e os 0,8-20,5 mg/L nas amostras tratadas (Tabela 8). A quantificacdo destes
compostos revelou diferengas significativas entre as amostras tratadas e o controlo
(p<0.05), constatando-se que o tratamento com os polimeros conduziu a redugbes
significativas a nivel desta sub-classe, obtendo-se retencdes na ordem dos 31, 32 € 22 %
para o MIP-4EF, MIP-4EG e NIP, respetivamente (Tabela 8).

Os acidos hidroxicindmicos sdo uma sub-classe de compostos ndo flavonoides e
consituem o maior grupo de compostos fendlicos nos vinhos brancos, existindo no
entanto em quantidades comparaveis nos vinhos tintos. Por serem facilmente oxidaveis,
estes compostos sao frequentemente associados ao escurecimento dos vinhos brancos
(21, 35), mas também exercem um efeito consideravel a nivel da descoloracdo nos
vinhos tintos.

Nas amostras de vinho foram identificados 6 &cidos hidroxicinAmicos: trans-cafeoil
tartarico [2], trans-p-cumaroil-tartarico [3], cafeico [6], p-cumarico [10], ferulico [11] e
cinamico [14].

O conteudo total em acidos hidroxicindmicos variou entre os 0,4-9,2 mg/L na amostra
controlo e os 0,1-5,9 mg/L nas amostras tratadas (Tabela 8). A quantificacdo dos acidos
hidroxicindmicos revelou reducgdes significativas (p<0.05) entre as amostras tratadas e o
controlo, obtendo-se retengcdes na ordem dos 56, 52 e 41% para o MIP-4EF, MIP-4EG e
NIP, respetivamente. Os valores obtidos, evidenciaram a capacidade dos MIPs para a

retencao deste tipo de compostos.
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Tabela 8. Compostos fendlicos ndo corados e taxas de retencdo das amostras
de vinho Controlo, MIP-4EF, MIP-4EG e NIP

Amostras®
Compostos fendlicos* Controlo MIP-4EF MIP-4EG NIP
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Acidos hidroxibenzoicos
1 22,4+0,03* 19,1+0,01° 19,0+0,00° 20,5+0,02"
5 8,1£0,01° 5,9+0,02° 5,1#0,12°  7,020,04°
7 7,0£0,21°  4,4+0,00° 4,4+0,03° 5,520,02°
13 6,5£0,04°> 0,8+0,03° 1,0+0,00°  1,3x0,00°
Total 44 30,2 29,5 34,3
Retencéo (%) 31,4 33,0 22,1
Acidos hidroxicinamicos
2 8,6+0,03* 4,8+0,01° 5,1#0,01° 5,9+0,02°
3 3,5#0,04* 1,6£0,04° 1,9+0,00° 2,3+0,00
6 9,2+40,05* 4,2#0,03°  4,4+0,00° 5,5+0,05"
10 7,5¢0,07°  2,5¢0,01° 2,74#0,00°  3,7%0,02°
11 0,4£0,00°  0,1#0,00  0,1#0,01°  0,2+0,00"
14 0,6+0,01° nq 0,1+0,00°  0,1+0,00°
Total 29,8 13,2 14,3 17,7
Retencéo (%) 55,7 52,0 40,6
Flavonoéis
15 2,1#0,01*> 0,2+0,00° 0,3+0,00°  0,3x0,00"
16 0,2+0,00% nd nd nd
17 3,3+0,04% nd nd nd
Total 5,6 0,2 0,3 0,3
Retencao (%) 90,5 85,7 85,7
Flavan-3-4is
4 45,8+1,45% 27,3+0,5° 25,52+0,52° 35,8+0,09"
8 36,1+0,23% 20,2+0,78" 21,7+0,28° 27,2+0,46"
9 1,1+0,01* 0,6+0,00° 0,7+0,00°  0,9+0,01°
12 3,1#0,05° 1,0£0,02° 1,3+0,00°  1,5+0,02"
Total 86,1 49,1 49,2 65,4
Retencdo (%) 43,0 41,9 24,0
Total 165,5 92,7 93,3 117,7

'Compostos identificados de acordo com a Figura 23. *Valores expressos em média + desvio
padrdo de trés ensaios. nd, ndo detetado. ng, ndo quantificado. Na mesma linha, letras
diferentes correspondem a diferengas significativas relativamente ao controlo (p <0.05).
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Os flavonois sdo um grande grupo dos compostos flavonoides, estdo presentes em
diversas fontes alimentares vegetais, sendo normalmente encontrados na forma de 3-O-
glucésidos de quatro agliconas principais: a quercetina, a miricetina, o campferol e a
isoramnetina (22). No entanto, além de estarem presentes nesta forma podem também
estar presentes na forma de 3-O-glucurénidos e di-glucdsidos(46).

Estes compostos estdo associados a determinadas propriedades no vinho,
nomeadamente coloracdo por copigmentacdo (56), amargor (57), atividade antioxidante
(58) e sdo também reconhecidos pelas suas propriedades anti-inflamatérias e
anticarcinogénicas (35).

Nas amostras de vinho analisadas foram identificados 3 flavondis: a miricetina [15], a
isoramnetina-3-O-glucésido [16] e a quercetina [17] (Tabela 8). A quercetina [17] foi o
composto maioritario nas amostras analisadas, caracterizando-se como o flavonol mais
frequentemente encontrado na natureza, principalmente nas uvas (55), no vinho é
encontrado com maior frequéncia na forma de dihidroquercetina (4).

A quantificacdo dos flavonais, revelou diferengas significativas (p<0.05) entre as amostras
tratadas com polimeros e a amostra controlo. Os teores em flavonéis oscilaram entre 0,2-
3,3 mg/L na amostra controlo, enquanto que nas amostras tratadas apenas de detetou a
miricetina [15], cujos teores oscilaram entre 0,2-0,3 mg/L.

Desta forma, o facto dos outros flavondis ndo terem sido detetados nas amostras de
vinho, pode sugerir que o tratamento tenha conduzido a uma retencdo total desses
compostos. A nivel da miricetina [15], obteve-se uma retengédo na ordem dos 90% para o
MIP-4EF e 86% para o MIP-4EG e NIP, evidenciando uma elevada especificidade dos
polimeros para este tipo de composto. Estes resultados revelam uma elevada afinidade
para os compostos flavonoéis, sendo que parte deles deixam de ser detetados ap6s o
tratamento (Tabela 8).

Os flavan-3-6is sdo compostos flavonoides e constituem o grupo mais abundante dos
compostos fendlicos presentes nas uvas, no vinho e em outros alimentos (macas,
infusBes e chocolate) (64). Além disso, séo influentes na estrutura dos vinhos tintos, mais
especificamente, influenciam as suas propriedades organoléticas a nivel da adstringéncia
e amargor (29).

Nas amostras de vinho analisadas foram identificados 4 compostos flavan-3-6is: a
catequina [4], a epicatequina [8], a epigalhocatequina-3-O-galhato [9] e a epicatequina-3-
O-galhato [12]. A catequina e a epicatequina foram os compostos maioritarios (Tabela 8).
Ambos os compostos estdo habitualmente presentes nos vinhos tintos em concentracdes
significativas, sdo importantes componentes do ponto de vista antioxidante e podem atuar

como inibidores da oxida¢éo das lipoproteinas de baixo peso molecular (129, 251, 252).

71



A quantificacdo dos flavan-3-0is apresentou variagGes totais entre 1,1-45,8 mg/L na
amostra controlo e 0,6-35,8 mg/L nas amostras tratadas.

Os resultados obtidos revelaram que o tratamento com polimeros conduziu a reducdes
significativas (p<0,05) nos teores dos flavan-3-6is (Tabela 8) revelando diferencas
significativas entre as amostras tratadas e o controlo, tendo-se observado redugdes na
ordem dos 43% para o MIP-4EF e MIP-4EG, 24 % para o NIP, respetivamente.

A analise comparativa entre os resultados obtidos para as varias classes de compostos
nado corados revelaram algumas diferencas a nivel da taxa de retencédo. Os MIPs e o NIP
revelaram maior especificidade e seletividade para os flavondis (86-91%), seguindo-se 0s
acidos hidroxicinamicos (41-56%), os flavan-3-6is (24-43%) e por fim os &cidos
hidroxibenzoicos (22-33%).

Os MIPs foram sintetizados com os FV como moléculas alvo e deveriam ser mais
especificos e seletivos para esses compostos, e eventualmente para moléculas
estruturalmente semelhantes. Desta forma, no caso de reterem outros compostos,
esperava-se que retivessem em maior propor¢do os acidos hidroxicindmicos, uma vez
gue s&o 0s seus percursores, do que 0S outros compostos presentes.

No entanto, os MIPs demonstraram maiores afinidades com os flavonéis (Tabela 8).

A capacidade de retencdo dos compostos fendlicos por parte dos MIPS podera ser
aproveitada no futuro para utilizagcdo noutras areas, por exemplo a nivel da pré-
concentracdo de matrizes complexas, ou beneficiar de extratos ricos neste tipo de
compostos bioativos.

A influéncia dos MIPs a nivel do perfil de compostos fendlicos ndo corados no vinho, foi
reportada previamente, alguns autores publicaram estudos cientificos sobre o efeito da
aplicacdo dos MIPs a nivel da especificidade e seletividade de determinados compostos
flavonoides (197) e n&o flavonoides nos vinhos (213) e em matrizes alimentares (224).
Molinelli et al. (197), desenharam um MIP para servir como material de adsorcdo em SPE
para a quercetina presente numa amostra de vinho tinto, obtendo-se taxas de retencéo
na ordem dos 98%.

Num outro estudo, Chen et al. (213), desenvolveram um MIP para o reconhecimento
seletivo do resveratrol em vinhos, obtendo-se taxas de retencdo que oscilaram entre os
79-91%.

Castro-Lépez e et al. (224) reportaram retencdes na ordem dos 90 a 100% com a
aplicacdo de MIPs para adsorcdo de catequinas de chd branco. A capacidade de
retencdo diminuiu para valores que rondavam os 50% em amostras de cha vermelho,

verde, preto e cacau.
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4.2.2.2. Antocianinas

A cor dos vinhos tintos é o primeiro atributo a ser analisado pelos consumidores
representando uma das mais importantes caracteristicas sensoriais. As antocianinas sdo
0S compostos responsaveis pela cor vermelhal/violeta dos vinhos tintos, especialmente
nos vinhos jovens (253).

As antocianinas presentes nas amostras de vinho foram caracterizadas por HPLC/DAD,
permitindo a identificacdo de 9 compostos: malvidina-3,5-O-diglucésido [1]; cianidina-3-
O-glucésido [2]; cianidina-3-O-rutindsido [3]; peonidina-3-O-glucésido [4]; malvidina-3-O-
glucésido [5]; delfinidina [6]; petunidina [7]; pelargonidina [8]; malvidina [9] (Figura 24).
Todas as antocianinas identificadas neste trabalho ja haviam sido previamente descritas
em vinhos tintos (226)(254, 255).
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Figura 24. Perfil cromatogréafico das antocianinas da amostra de vinho controlo obtido por
HPLC/DAD. Detecdo a 500 nm. Compostos: (1) malvidina-3,5-O-diglucésido; (2)
cianidina-3-O-glucosido; (3) cianidina-3-O-rutinésido; (4) peonidina-3-O-glucésido; (5)
malvidina-3-O-glucésido; (6) delfinidina; (7) petunidina; (8) pelargonidina; (9) malvidina.

A analise dos resultados obtidos permitiu concluir que todas as amostras apresentavam
um perfil semelhante (Tabela 9).

Do ponto de vista quantitativo, a amostra controlo destacou-se pelo maior conteido em
antocianinas com um teor total de 170 mg/L. Os conteldos totais obtidos para as
amostras tratadas foram inferiores, obtendo-se 128,6; 129,1 e 139,4 mg/L nas amostras
tratadas com MIP-4EF, MIP-4EG e NIP, respetivamente.
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Todas as amostras apresentaram a malvidina-3-O-glucésido [5] como o composto
maioritario, repesentando 69 a 77% do conteudo total nas amostras analisadas. Este
resultado vai de encontro ao obtido em trabalhos anteriores que haviam reportado, este
composto como sendo 0 marioritario em uvas e vintos tintos (226, 256).

Tabela 9. Antocianinas e taxas de retencdo das amostras de vinho Controlo, MIP-4-EF,
MIP-4EG e NIP.

Amostras®
Antocianinas’ ~ Controlo MIP-4EF MIP-4EG NIP
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 6,3+0,02° 5,1+0,03" 5,3+0,01° 5,7+0,05"
2 0,6+0,01? 0,8+0,00° 0,6+0,00? 0,4+0,00°
3 6,4+0,02° 5,7+0,01° 5,5+0,01° 5,8+0,02°
4 15,1%0,05° 11,5+0,02 11,6%0,07° 12,620,00°
5 118,1+0,42° 97,8+1,33" 99,3+1,04° 106,9+0,03"
6 0,3+0,00? 0,1+0,00° 0,1+0,00° 0,1%0,23°
7 5,1+0,02° 3,5+0,01° 3,7+0,04° 3,9+0,03"
8 2,3+1,3% 0,3+0,00° 0,5+0,00% 0,7+0,00°
9 16,2+0,33% 3,8+0,02° 2,5+0,02° 3,3%0,00°
Total 170,4 128,6 129,1 139,4
Retencéo (%) 245 24,2 18,2

'Compostos identificados de acordo com a Figura 24. ?Valores expressos em média *
desvio padrdo de trés ensaios. Na mesma linha,letras diferentes correspondem a

diferencas significativas relativamente ao controlo (p <0.05).

A quantificagdo das antocianinas revelou diferencas significativas entre as amostras
tratadas e o controlo (p<0.05), verificando-se que o tratamento com 0s polimeros
conduziu a reduges significativas a nivel das antocianinas identificadas, com taxas de
retencdo que rondam os 24% para o MIP-4EF e MIP-4EG, e os 13 % para o NIP (Tabela
9).

Os resultados obtidos evidenciam a existéncia de alguma afinidade dos MIPs para este
tipo de compostos. No entanto, quando comparados com as retencdes obtidas para os

compostos fendlicos ndo corados, estes valores foram consideravelmente inferiores.
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4.3. Andlise de componentes principais

Os resultados obtidos para as classes de compostos analisados foram tratados através
de andlise de componentes principais (PCA) de forma a avaliar a influéncia do tratamento
com os polimeros no perfil metabdlico do vinho tinto analisado. A Figura 25 apresenta a
projecdo das varidveis, agrupadas por classes quimicas obtidas para as 4 amostras
(Controlo, MIP-4EF, MIP-4EG e NIP) no plano composto pelos eixos principais F1 e F2,

contendo 98,02% da variancia total.

Variaveis (eixos F1 e F2: 98,02 %)

I
>
2 NIP @
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Figura 25. Diagrama dos componentes principais do perfil metabdlico das amostras

analisadas. As componentes 1 e 2 representaram 98,02 % da variancia total.

A amostra controlo esta projetada no plano formado pelo eixo F1 positivo e F2 negativo,
devido & maior presenca de FV, compostos fendlicos corados e ndo corados, ésteres,
norisoprenoides, compostos de enxofre, terpenos, sesquiterpenos e acidos gordos.

As amostras tratadas com MIP-4EF e MIP-4EG, surgem projetadas no plano formado
pelo eixo F1 negativo e F2 negativo, devido ao seu maior conteido em aldeidos e menor
conteudo em FV, compostos fendlicos corados e ndo corados, ésteres, norisoprenoides,
compostos de enxofre, terpenos e acidos gordos.

Por ultimo, a amostra tratada com NIP surge no plano formado pelos eixos F1 negativo e
F2 positivo, de um modo geral esta amostra apresentou teores intermédios entre a

amostra controlo e os MIPs.
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As amostras tratadas com polimeros exibiram aumentos significativos nos teores de
aldeidos e uma diminuigdo muito significativa nos teores em FV, ésteres,
norisoprenoides, terpenos, sesquiterpenos e acidos volateis (Tabelas 6 e 7). No entanto,
também contribuiram para uma diminuicdo dos teores em alcoois, antocianinas,
compostos fendlicos ndo corados e compostos de enxofre (Tabelas 7, 8 e 9).
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no ambito desta dissertacdo permitiram retirar as seguintes
conclusodes:
» Nas amostras de vinho tinto analisadas foram identificados 40 compostos volateis,
17 compostos fendlicos ndo corados e 9 compostos fendlicos corados.

= A amostra controlo apresentou teores mais elevados em todas as classes

guimicas de compostos estudados, exceto para os aldeidos.

= Os tratamentos com os polimeros provocaram altera¢des consideraveis no perfil

metabdlico do vinho tinto analisado.

* O MIP-4EF demonstrou maior capacidade de retencdo dos FV, considerando-se

como o mais eficiente para o efeito pretendido.

= (Os polimeros ndo apresentaram especificidade apenas para os FV, retendo

também outros compostos volateis, compostos fendlicos corados e nao corados.

» Os polimeros apresentaram taxas de retencdo superiores a 80% para 0S

sesquiterpenos, norisoprenoides e flavonais.
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