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RESUMO

O setor vitivinicola apresenta um papel de elevada importancia na economia nacional,
sendo um dos principais setores da agricultura portuguesa. Os vinhos produzidos em
Portugal séo de excelente qualidade e conhecidos em todo o mundo, os fatores que mais
contribuem para esse reconhecimento sdo as castas e as condi¢des edafoclimaticas.

As uvas sao um dos frutos mais cultivados em todo o mundo. Do ponto de vista quimico,
elas sdo ricas em agucares, compostos volateis, acidos organicos e compostos fendlicos.
Estes ultimos sdo importantes devido a influéncia que exercem na qualidade dos vinhos e
as suas propriedades benéficas para a saude humana, tais como propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, além disso, desempenham func¢des no crescimento,
fertilidade e reproducéo da planta.

Os principais compostos fendlicos encontrados nas uvas caracterizam-se como 4cidos
fenolicos, flavonoides e estilbenos. Dentro dos flavonoides, destacam-se os flavonois
(quercetina-3-O-galactésido e o canferol-3-O-glucésido), flavanois (epicatequina e a
catequina) e antocianinas (malvidina-3-O-glucésidos e a peonidina-3-O-glucosido).
Portugal € um pais com uma vasta gama de castas autéctones, porém grande parte delas
€ pouco utilizada na producdo de vinho, ndo se conhecendo as suas caracteristicas
quimicas e qualidades sensoriais. Assim sendo, revela-se de extrema importancia a
avaliacdo do perfil fendlico das uvas tendo em vista a sua utilizagdo e valorizagdo
enoldgica.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho consistiu na avaliagdo do perfil fendlico por
HPLC/DAD de 11 castas tintas e 3 brancas, colhidas na regido demarcada do D&o ao longo
do seu periodo de maturacao.

Nas castas estudadas foram identificados um total de 22 compostos fendlicos, repartidos
por 14 ndo corados e 8 corados. O acido caftarico e a epicatequina foram os compostos
nao corados encontrados em maior quantidade nas castas brancas e tintas. Relativamente
aos compostos corados, a malvidina-3-O-glucésido e a peonidina-3-O-glucésido foram as
antocianinas maioritarias nas 11 castas tintas estudadas. A casta Trincadeira foi a que
apresentou um maior contedo em fendis ndo corados e antocianinas. A casta Terrantez
foi a casta branca que apresentou maior conteddo em compostos fendlicos.

De um modo geral, as castas tintas estudadas apresentaram um aumento dos compostos
fendlicos corados ao longo da maturacéo, e uma diminuicdo dos compostos ndo corados.
As castas brancas apresentaram um aumento do teor de compostos fendélicos ao longo da
maturacao.

As castas estudadas apresentaram teores elevados em compostos fendlicos, sugerindo

potencial enoldgico, necessitando de mais investigacdo a nivel da sua composicéao



quimica, propriedades sensoriais e capacidade produtiva, de modo a potenciar a sua

valorizagdo enoldgica.

Palavras- Chave: uvas, castas inexploradas, regido do D&o, antocianinas, compostos

fendlicos ndo corados.



ABSTRAT

The Portuguese oenological sector is very important for the economy being of the main
sectors of the national agriculture. The wines produced in Portugal have excellent quality
and are known worldwide. The most important factors for this evaluation are the varieties
and edapho-climatic conditions.

The grape is one of the best known and cultivated fruits in the world. Grapes are rich in
sugars, volatile compounds, organic acids and phenolic compounds. The latter are
important due their influence on wine quality and health benefit effects, like antioxidant and
anti-inflammatory capacities, furthermore, they play an important role in plant growth, fertility
and reproduction of the plant, in addition their influence on wine quality.

The main phenolic compounds found in grapes are distributed among phenolic acids,
stilbenes and flavonoids. Among flavonoids highlight the flavanols (quercetin-3-O-
galactoside and Kaempferol-3-O-glucoside), flavonols (epicatechin and catechin) and
anthocyanins (malvidin-3-O-glucoside and peonidin-3-O-glucoside).

Portugal is a country with several autochthonous grape varieties, but many of them are not
used in winemaking, due to lack of knowledge on their chemical characteristics and
sensorial qualities. Therefore, it is extremely important to evaluate the phenolic profile of
grapes in order to enhance their oenological value.

In this context, the aim of this study was to evaluate the phenolic profile by HPLC/DAD of
11 red grape varieties and 3 white grape varieties collected from D&o region, throughout
the ripening.

In the studied grapes were identified a total of 22 phenolic compounds, distributed by 14
non-coloured and 8 coloured phenolic compounds. The caftaric acid and epicatechin were
the main non-coloured phenolic compounds. In relation to coloured compounds, malvidin-
3-0O-glucoside and peonidin-3-O-glucoside were found in higher amounts in the 11 red
grape varieties studied herein. Trincadeira was the red grape variety with higher contents
in non-coloured and coloured phenolic compounds. On the other hand, Terrantez was the
richest white grape variety in non-coloured phenolic.

In a general way, the red grapes, showed an increase in coloured and a decrease in the
non-coloured phenolic compounds during the ripening. The with grapes studied showed an
increase in phenolic compounds during ripening.

The studied varieties showed higher levels of phenolics suggesting, oenological potential,
requiring more research concerning chemical composition, sensorial properties and

capacity of production, in order to enhance their oenological appreciation.



Key-words: grape, underexplored grapes, D&o region, anthocyanins, non-coloured phenolic

compounds.
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INTRODUCAO TEORICA

1.1. INTRODUCAO

A uva é um dos frutos mais produzidos a nivel mundial, principalmente devido a sua
utilizagcéo para a producéo de vinho. Ela € definida como o fruto produzido pela videira Vitis
vinifera, sendo originaria do Caucaso, e posteriormente difundida por toda a costa
mediterranea. Em termos fisicos as uvas sao compostas pelo engaco, bago, pelicula, polpa
e grainhas (Garcia, 2004; Guerra et al., 2009; Xu et al., 2010; Llobera et al., 2007). Apés o
esmagamento e prensagem, as uvas dao origem ao mosto, que serd transformado em
vinho ap6s a fermentacgéo alcodlica (Garcia, 2004).

Ao longo dos séculos foram selecionadas milhares de variedades de V. vinifera,
especialmente variedades destinadas a producdo de vinhos (Guerra et al., 2009).
Atualmente, as uvas cultivadas em todo o mundo, pertencem essencialmente a quatro
tipos, europeu (Vitis vinifera L.), americano (V. labrusca e V. vinifera L.), muscadino (V.
rotundifélia michx) e amurensis (V. amurensis). A V. vinifera é a Unica espécie utilizada a
nivel mundial na indastria do vinho, representando 71% da producao total de uvas (Garcia,
2004; Yang et al., 2009).

Portugal € um dos paises com maior nimero de castas autoctones, cerca de 250, estando
esta diversidade centrada especialmente no norte do pais. Contudo, verifica-se uma
tendéncia de abandono de muitas castas por parte dos viticultores, optando apenas pelo
cultivo de uma parte das castas existentes, o que representa uma verdadeira ameaga ao
patriménio varietal do pais (Costa, 2015; Carneiro et al., 2015).

Este fruto € muito apreciado devido a sua elevada composicdo fendlica. Sendo que a maior
parte dos polifendis constituintes das uvas sédo encontrados nas sementes, e na pelicula.
A sua composicdo fendlica é influenciada por diversos fatores, nomeadamente as
condigbes ambientais e o grau de maturacdo, sendo por iSso aspetos a ter em conta na
producdo de vinhos (Pérez-Magarino et al., 2004). Desta forma o conhecimento da
composicao das uvas em termos quimicos é importante para a valorizacao deste produto,
e pela influéncia que exercem nas propriedades sensoriais dos vinhos (Shrikhande, 2000).
A existéncia de um perfeito conhecimento deste fruto aliado as tecnologias de vinificacéo,
permite a elaboracao de vinhos de qualidade excecional (Guedes et al., 1997). Contudo, a
qualidade dos vinhos produzidos a partir de determinada casta ndo depende apenas do
seu potencial enoldgico e composicao quimica, mas também da sua adaptacdo a regiao

vitivinicola em que esté inserida (Pereira, 2010).



Assim sendo, com o presente trabalho pretendeu-se estudar um conjunto de castas que
tém pouca expressdo na producado de vinho do Dao, existindo fundamentalmente nas
vinhas mais antigas, este desinteresse por algumas castas ocorreu de forma empirica sem
qualquer evidéncia cientifica documentada. O estudo da composicdo fendlica das 14
castas provenientes da regido do D&o tem como objetivo de aumentar o conhecimento
sobre castas e tentar promover a sua valorizacéo para a producdo de vinhos, uma vez que
este tipo de compostos sdo extremamente importantes para a obtencdo de vinhos de

gualidade superior.

1.2. PRODUCAO DE VINHO EM PORTUGAL

Nos ultimos anos, a produgéo anual de vinho no mundo rondou cerca de 267 a 300 milhdes
de hectolitros (Mhl). A Unido Europeia (EU) foi responséavel pela producéo total de 60%,
sendo a ltalia, Franca e Espanha os maiores produtores. Contudo, em paises como 0s
EUA, Argentina, China e Austrélia a produgdo de vinho tem vindo a aumentar nos ultimos
anos, correspondendo a cerca de 64 Mhl por ano (Spanghero et al., 2009; Kammerer et
al., 2004; Prozil et al., 2012).

A Europa é a regido do mundo com maior producdo de vinho devido as condi¢des
edafoclimaticas tipicas e mais favoraveis para o cultivo de uvas. A precipitagdo € também
um fator atmosférico central visto que regula a humidade do solo e o potencial hidrico da
videira. Para o crescimento/aparecimento do fruto é necessaria uma temperatura cerca de
10° C sendo precedida preferencialmente por um periodo de frio moderado, condi¢cdes
tipicas de alguns paises europeus (Fraga et al., 2014).

A vitivinicultura é um dos setores mais importantes da agricultura nacional e Portugal
apresenta uma producdo de vinho anual de cerca de 7 milhBes de hectolitros, ocupando
assim o 10° e o 5° lugar no ranking mundial e Europeu, respetivamente (Prozil et al., 2012).
Em Portugal o consumo de vinho esta ligado as refeigcbes, sendo o acompanhamento
predileto de muitos portugueses para a degustagdo das iguarias nacionais. Segundo
estatisticas recentes, Portugal encontra-se entre o0s paises que apresentam maior
consumo de vinho, com um consumo anual cerca de 4.600 Mhl de vinho e um consumo
per capita que ronda os 42 litros (OlV, 2014).

O consumo de vinho a nivel mundial situa-se entre os 234,4 e 243,1 Mhl. A Europa continua

a ser o continente com maior consumo, cerca de 155,8 Mhl (O1V, 2014).



1.2.1. Principais castas portuguesas

As castas sao distinguiveis entre si pela morfologia dos seus 6rgéos, das folhas novas, das
folhas adultas e dos seus cachos. Cada regido vitivinicola contribui para a personalidade
de cada casta, gracas as suas caracteristicas edafoclimaticas, apresentando variacdes
consideraveis de regido para regido (Pereira, 2010).

A nivel nacional existem diversas castas brancas e tintas utilizadas para a producédo de
vinho, estando divididas em castas autorizadas e recomendadas conforme a regido (Tabela
1). As castas recomendadas sdo as mais importantes na regido e por isso as mais
utilizadas. As castas autorizadas tém vindo a desaparecer na regido, praticamente so
existem nas vinhas mais antigas. Estas foram perdendo preponderéancia, mas podem ser
utilizadas para a produc¢éo de vinho numa determinada regido (Portaria n.° 413/2001; Silva
et al., 2007).

Tabela 1. Principais castas produzidas nas diferentes regides vitivinicolas portuguesas (Infovini,
2014).

Castas Brancas

Castas tintas

Vinhos Alvarinho; Avesso; Azal; Borracal; Espadeiro; Vinh&o
Verdes Loureiro; Trajadura ' ’

. Ferndo Pires; Malvasia fina; Rabo de ) . .
Tras-os- ovelha Aragonez; Touriga franca;
Montes Siria; Verdelho; Viosinho Turiga nacional; Trincadeira

Cercical; Malva3|aof\|lr;?r;];\/loscatel; Rabo de Aragonez; Rufete; Tinta barroca; Tinto cdo
Doro Siria; Verdelho; Viosinho Touriga nacional; Touriga franca;
Tincadeira; Vinhao

. Arinto; Bical; Cercial; Ferndo Pires; Rabo Alfrocheiro; Baga; Jaen; Rufte;

Bairrada . .
de ovelha Touriga nacional
Dao Bical; Cercial; Encruzado; Malvasia fina Cercial; Aragonez; Jaen; Rufete; Tinto cdo;

Beira interior

Lisboa

Tejo

Peninsula de

Arinto; Bical; Cercial; Fernao Pires; Fonte
cal;
Malvasia fina; Rabo de ovelha; Siria

Arinto; Fernao Pires; Malvasia fina;

Rabo de ovelha
Arinto; Ferndo Pires; Rabo de ovelha

Arinto; Ferndo Pires; Moscatel; Siria

Touriga nacional
Aragonez; Rufete; Touriga franca;

Touriga nacional
Aragonez; Rufete; Touriga franca; Touriga
nacional

Alfrocheiro; Aragonez; Baga; Castelao;

Touriga nacional; Trincadeira
Casteldo; Moscatel Galego roxo;

Setubal Trincadeira
Alfrocheiro; Aragonez; Moreto; Tinta
Alentejo Antdo Vaz; Rabo de ovelha; Siria caiada;
Tincadeira; vinhao
Algarve Arinto; Malvasia fina; Siria Casteldo; Tinta negra
Madeira Cercial; Malvasia fina; Terrantez; Verdelho Tinta negra
Arinto; Fernao Pires; Malvasia fina;
Acores Terrantez,

Verdelho




Dentro da categoria de autorizadas, podemos destacar algumas das castas que sao mais
comuns em Portugal por se distribuirem um pouco por todo o pais.

A Touriga nacional é considerada uma das principais castas tintas, gra¢cas ao seu elevado
valor enoldgico em zonas quentes. Esta casta possui uma elevada intensidade de cor e um
aroma bastante complexo. Sendo considerada uma “casta-piloto” conduzindo a producao
de vinhos de elevada qualidade. Ela caracteriza-se por apresentar pouca producao, bagos
pequenos, arredondados e pouco uniformes, a pelicula é grossa e rica em compostos
corados, dando aos vinhos cores intensas. A polpa por sua vez é rija, ndo corada, muito
suculenta, apresentando um sabor muito peculiar.

O vinho produzido a partir desta casta é caracterizado pelo seu aroma macio, a lembrar
frutos silvestres com elevada capacidade de envelhecimento. Quimicamente, no que
respeita ao aroma, a Touriga nacional possui concentragdes mais elevadas de terpenos
livres (150 pg/L), apresentando maior teor em f-damascona e norisoprenoides,
comparativamente a outras castas. A acidez natural do mosto é conferida essencialmente
pelos &cidos malico e tartarico, apresentando valores altos (4,5 — 6,0 g/L) (Béhm, 2007;
Borges, 2012). Todas estas caracteristicas permitem produzir vinhos equilibrados, com boa
graduagéo alcodlica, aroma e sabor inconfundiveis (Béhm, 2007).

A Touriga Franca tem como particularidade a resisténcia do cacho ao calor permitindo a
maturacdo da uva sem grandes danos, e possui elevada intensidade corante. O vinho
produzido a partir dela apresenta aroma intenso com toque floral, contudo em condi¢bes
edafoclimaticas menos favoraveis verifica-se uma acentuada queda da qualidade do vinho.
Do ponto de vista quimico, esta casta caracteriza-se por uma acidez mediana
essencialmente devida ao acido tartarico. Relativamente aos precursores de aroma, € uma
casta rica em terpenos livres, sendo equivalente a Touriga nacional no que respeita ao teor
em norisoprendides (Béhm, 2007).

Trincadeira é uma das castas com maior distribuicdo pelas zonas vitivinicolas
portuguesas, caracteriza-se por apresentar um cacho fechado, sendo a Ultima casta a
perder as folhas, tem também o perigo de excesso de produgdo. Os seus cachos tém fraca
capacidade de se conservarem sdos até atingirem a maturagdo. A qualidade dos vinhos
produzidos a partir de trincadeira depende muito do seu ambiente, uma vez que esta é uma
casta utilizada em muitas regides vitivinicolas, podendo produzir uvas de elevada qualidade
para a produgao de vinho (Béhm, 2007; Santos, 2007). No que respeita a caracterizagéo
guimica, esta casta possui uma acidez média, derivada essencialmente do acido tartérico,
apresenta cor granada intensa gragas aos seus teores em antocianinas. Em termos
aromaticos € constituida por um elevado numero de terpenos, tais como linalol e G-

damascenona, mas também por norisoprenoides (Béhm, 2007).



O Alfrocheiro esta distribuido por diferentes regides vitivinicolas, sobretudo no Alentejo e
Dao. Esta é uma planta com sensibilidade ao escalddo, devendo evitar-se o excesso de
producdo nos primeiros anos de vida, pois pode comprometer o desempenho da planta ao
longo da sua vida util. Morfologicamente caracteriza-se por apresentar um cacho pequeno
e compacto. O vinho produzido com uvas Alfrocheiro é de elevado potencial, equilibrado
em termos de acidez, evoluindo rapidamente com a idade. A sua qualidade depende
sempre da regido, os vinhos produzidos com uvas da regido do Dao apresentam uma boa
capacidade de envelhecimento. Do ponto de vista aroméatico, apresentam valores elevados
de terpenos, sendo que as castas produzidas no Alentejo apresentam valores mais
elevados comparativamente a outras regides. Esta casta apresenta uma acidez média
(Béhm, 2007; Borges, 2012).

A casta Aragonez encontra-se também distribuida por diversas regides vitivinicolas de
norte a sul de Portugal. Esta casta possui uma grande variabilidade de qualidade enolégica
e intensidade de cor conforme a regido de produgdo. Os seus vinhos séo bastante corados
e aromaticamente intensos, apresentam um elevado potencial de envelhecimento. Esta
casta apresenta uma acidez média, € também uma casta rica em terpenos e
norisoprenoides (Béhm, 2007).

A casta Arinto é considerada uma das castas brancas de maior valor enoldégico,
morfologicamente é facilmente reconhecivel pela desorganizacdo da vegetacdo, possuli
folhas e cachos grandes, e caracteriza-se por ser a ultima casta a abrolhar (Béhm, 2007;
Genisheva, 2007). Os seus vinhos sédo de elevada qualidade e com boa capacidade de
envelhecimento. Do ponto de vista quimico, apresenta um mosto de acidez elevada. A sua

cor € pouco intensa e apresenta niveis elevados de terpenos livres (B6hm, 2007).

1.2.2. DESIGNACOES OFICIAIS

Com a entrada de Portugal na Unido Europeia (EU), surgiu a obrigagdo de algumas
alteracdes na designacao dos vinhos produzidos (Climaco et al., 2007).

A denominacgdo de origem (DO) esté relacionada com a originalidade e individualidade
dos vinhos, estando associada a uma determinada regido. Ou seja, denominagédo de
origem é o nome de uma regido ou de um determinado local que serve para designar um
produto, cuja qualidade e caracteristicas se devem essencialmente ou exclusivamente ao
meio geografico em que estéo inseridos. Para a obter esta designacao exige-se que o vinho
seja produzido com uvas pertencentes a espécie V. vinifera, e a sua producao deve ocorrer

Unica e exclusivamente na area geografica, que o ird denominar. Desta forma, para a



atribuicdo da DO a um vinho, este deve cumprir estes requisitos referidos (Regulamento
CE n° 49/2009).

Para a obtencdo desta designacéo, todas as etapas de elaboracdo do vinho sofrem um
controlo rigoroso. Assim, sao verificados diversos elementos, tais como as castas
utilizadas, o método de vinificagdo, as caracteristicas organoléticas, o modo de preservar,
entre outras (IVV, 2014).

As regras para a atribuicdo desta designacédo tém como objetivo proteger os interesses
legitimos dos consumidores e produtores, bem como garantir o bom funcionamento dos
mercados, e a promocado de produtos de qualidade (Regulamento CE n° 49/2009).

A DO pode ser dividida em duas designacfes, a denominagdo de origem protegida
(DOP) e adenominacéao de origem controlada (DOC).

A DOP é adotada para vinhos com denominacdo de origem, aos quais & conferida
protecdo, para tal € elaborado um pedido de protecdo do nome que deve cumprir 0s
requisitos estabelecidos por lei. A DOC refere-se aos vinhos que sdo provenientes de
regibes produtoras mais antigas e por isso possuem legislagdo propria, evitam a utilizagdo
de DOP (Regulamento CE n° 49/2009; Regulamento CE n° 2081/92).

Também pode ser atribuida aos vinhos a indicacédo geografica (IG), que é a indicacao
relativa a uma regido ou local que serve para designar o produto que devera ser originario
dessa regido, e possuir qualidade, reputacdo ou outras caracteristicas que sejam atribuidas
a essa mesma regido geografica. Para atribuigéo desta designacao a um vinho, pelo menos
85% das uvas utilizadas para a sua producdo devem ser provenientes exclusivamente
dessa area geografica, e também a producao do vinho deve ai ocorrer (Regulamento CE
n° 49/2009). A indicacdo geografica protegida (IGP) serve para designar vinhos com IG
gue se integra num registo comunitario Unico e Ihes confere protecdo de acordo com a
regulamentacdo (Regulamento CE n° 49/2009).

De entre as designacgdes oficiais também é atribuida aos vinhos a designagéo de vinho de
gualidade produzido em regido determinada (VQPRD), esta designacdo engloba todos

os vinhos com a designag¢éo DOC (Vinho verde, 2014).

1.3. REGIOES VITIVINICOLAS PORTUGUESAS

Em Portugal existe uma vasta gama de vinhos, estes séo classificados de acordo com a
regido onde sdo produzidos, Portugal possui 14 diferentes regifes vitivinicolas (Figura 1).
O clima, o solo de Portugal, e as castas fazem dos vinhos portugueses como sendo dos

mais famosos e considerados por muitos especialistas como os de melhor qualidade.



Portugal possui uma vasta gama de vinhos, tais como o vinho verde caracterizado pela sua
frescura e o vinho do Porto considerado um vinho generoso (Climaco et al., 2007).

O clima é um dos fatores mais importantes na producédo de vinho e que mais condiciona
as suas caracteristicas e qualidades. Apesar de ser um pais pequeno, existe uma diferenca
consideravel entre o clima das diferentes regides vitivinicolas permitindo a obtencéo de
vinhos de diferentes caracteristicas. Particularmente na regido do Dao, o clima € humido
durante o inverno sendo seco no verao (Climaco et al., 2007).

As regides vitivinicolas portuguesas podem ser divididas essencialmente em dois grandes
grupos: as regibes que sofrem uma influéncia dos ventos maritimos, mais ou menos
acentuada, gque inclui as regides dos vinhos verdes, Bairrada, Peninsula de Setubal. E o
grupo das regides mais quentes, ao abrigo da influencia atlantica, incluindo as regiées do
Douro, Tras-os-Montes, Dao, Beira interior, Tavora e Varosa, Tejo, Alentejo e Algarve
(Climaco et al., 2007).

A regido vitivinicola do vinho verde é a maior do pais, e o0s seus vinhos séo caracterizados
por serem tipicamente acidulados, leves e mediamente alcodlicos. Por sua vez, a regido
da Bairrada foi uma das primeiras regifes nacionais a explorar os vinhos espumantes, as
suas uvas sdo caracterizadas por elevada acidez e baixo teor de acucar (Béhm, 2007). A
regido da Peninsula de Setubal caracteriza-se pelos seus aromas florais nos vinhos
brancos e pelos sabores suaves e a especiarias nos vinhos tintos. Destaca-se nesta regiao
0 vinho elaborado a partir da casta moscatel, sendo um dos mais antigos e famosos vinhos
a nivel mundial (Infovini, 2014; IVV, 2014).

Dentro das regifes com influéncia atlantica, podemos destacar a regido do Douro onde se
produz o famoso vinho do Porto, conhecido em todo o mundo. As castas cultivadas nesta
regido ndo sdo célebres pela elevada producéo, sendo esta uma das regides mais ricas
em castas autéctones (Bohm, 2007).

A regido de Tras-os-Montes é caracterizada por se situar numa regido de altitude elevada
e que atravessa verdes com temperaturas muito elevadas, por sua vez, o Alentejo € uma
das maiores regides vitivinicolas portuguesas. Esta regido caracteriza-se pelas suas largas
planicies, produzindo-se aqui vinhos brancos ligeiramente acidos e com aromas a frutos

tropicais e vinhos tintos encorpados ricos em taninos (Infovini, 2014; IVV, 2014).
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Figura 1. Regides vitivinicolas portuguesas (Wines of Portugal, 2014).

1.3.1. Regido demarcada do Dé&o

A regido do Dao é uma das regides com tradigBes vitivinicolas importantes, situada no
centro-norte de Portugal, na regido da Beira Alta. Onde as condicbes geograficas sao
excelentes para a producao de vinho (Valentdo et al., 2007). Esta regido esta rodeada



pelas serras do Caramulo, Montemuro, Bugaco e Estrela, que constituem uma importante
barreira aos ventos e as massas humidas.

Na Regido do Dao, as vinhas estéo situadas ente os 400 e os 700 metros de altitude, esta
€ uma regiao montanhosa com solos predominantemente Xistosos ou graniticos de pouca
profundidade, os quais sdo maioritariamente humidos e férteis. A nivel climatérico esta
regido apresenta um clima temperado apesar de ter Invernos frios e chuvosos e verdes
quentes e secos, por influéncia do atlantico e do interior (Valent&o et al., 2007).

A regido dos vinhos do D&o é caracterizada pelos seus vinhos brancos bastante
arométicos, frutados e equilibrados, por sua vez os vinhos tintos sdo encorpados,
arométicos, tornando-se mais complexo apés o envelhecimento em garrafa (CRVD, 2014,
Infovini, 2014).

Dentro das diferentes castas do Ddo, a Touriga nacional é a mais importante para a
producdo de vinhos tintos DOC Déao, sendo responsavel pelo prestigio e qualidade que

estes vinhos ganharam ao longo dos tempos (Valentéo et al., 2007).

1.3.2. Castas do Dao

Na Tabela 2 podemos observar as castas recomendas e autorizadas para a regiao do D&o.
Dentro das castas recomendadas para a regido do D&o, as variedades tintas mais
utilizadas séo o Jean, Alfrocheiro e a Touriga nacional. As castas brancas mais utilizadas
sdo a Malvazia-fina, Bical e o Encruzado (Pereira, 2010).

A Touriga nacional é a casta mais importante desta regido. Esta é considerada uma casta
nobre e muito apreciada em Portugal. Inicialmente era apenas cultivada na regido do Dao,
atualmente, esta expandida por outras regifes vitivinicolas como o Douro e Alentejo (Silva
et al., 2005).



Tabela 2. Castas recomendadas e autorizadas para a regido demarcada do D&o (CVRD, 2014).

*a sublinhado as castas utilizadas neste trabalho

Recomendadas Autorizadas

Agua-santa; Baga cabernet-sauvignon;

. Campanario; Casteldo; Cidreiro;
Alfrocheiro; Alvarelhdo; Aragonez; ) ]
Castas ] Coracéo de galo; Cornifesto; Malvasia
] Bastardo; Jean; Rufete; Tinto céo;
tintas ] ] ] ) preta; Marufo; Monvedro; Negro mouro;
Touriga nacional; Trincadeira.

Pilongo; Pinot-noir; Tinta carvalha;

Alicante branco; Arinto do interior;

Barcelo; Bical; Cerceal branco; Assaraky; Dona branca; Esganoso;
Castas Encruzado; Malvasia fina; Rabo de  Ferndo Pires; Jampal; Luzido; Malvasia
brancas ovelha; Terrantez; Uva céo; fina roxa; Malvasia rei; Pinot-blanc; Siria;
Verdelho. Semillon; Télia; Tamarez; Verdial
branco.

1.4. UVA — ESTRUTURA E COMPOSICAO FiSICA

A videira tem como fruto a uva, que € um cacho constituido por bagos redondos. As uvas
sdo organizadas em grupos, onde cada bago esta ligado a haste pelo pedinculo. A
estrutura depende do tamanho da haste, quando esta € comprida, os bagos estédo
distanciados uns dos outros, quando a haste é curta, os bagos encontram-se todos muito
proximos.

As condi¢Bes ambientais e os fatores genéticos caracterizam a formacado e o crescimento
do fruto, por isso sé@o caracteristicas que vao influenciar o seu desenvolvimento e a sua
composicao (Ribéreau-Gayon et al.,1998).

O cacho da uva é constituido pelos bagos e o pelo talo ramificado, a sua cor varia conforme
a casta da uva, enquanto que a pigmentacdo da polpa é diferente. Desta forma a uva é
entdo constituida por duas partes distintas, o engaco que corresponde a parte lenhosa, e

0s bagos que correspondem a parte carnuda (Mendes, 2008; Lozano, 2013).

1.4.1. Engacgo

O engaco (Figura 2) é o primeiro subproduto obtido no processo de vinificacdo, € um
residuo lenho celulésico renovavel, ndo sendo competitivo com os produtos alimentares
(uva) (Prozil et al., 2012).

O engaco é um constituinte muito importante da videira, pois determina a estrutura do

cacho, representando cerca de 3 a 9% do seu peso total. Ele é constituido por um eixo
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principal que esta ligado ao pedunculo e por ramificagbes mais pequenas, que suportam
0s bagos e sdo responsaveis por fornecer-lhes agua e sais minerais (Mendes, 2008).

/\/ Pedunculo

Figura 2. Estrutura do engaco (adaptado de Dokoozlin, 2000).

1.4.2. Bago

Cada bago (Figura 3) da uva é constituido por um conjunto de tecidos, designados por
pericarpo, que envolvem as sementes e representam 91 a 97 % do peso total do cacho da
uva. O pericarpo é dividido em exocarpo (pelicula), mesocarpo (polpa) e endocarpo (parte
gue protege as sementes) (Mendes, 2008; Ribéreau-Gayon et al.,1998).
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Figura 3. Corte do bago da uva (adaptado de Ribéreau-Gayon et al., 1998).

1.4.2.1. Sementes

As sementes tém origem na fecundacao dos 6vulos da flor, representam cerca de 0 a 6%
do peso dos bagos. As sementes sédo constituidas por taninos e 6leos. Elas sdo ricas em
compostos fendlicos, principalmente as oriundas de castas tintas, contém cerca de 20 a
25% dos polifendis totais do bago, dependendo da variedade. Durante a maturagéo da uva,
o0 teor de taninos nas sementes diminui (Ribéreau-Gayon et al.,1998).

1.4.2.2. Pelicula

A pelicula constitui a parte exterior do bago da uva caracteriza-se por ser uma membrana
heterogénea composta por cuticula, epiderme e hipoderme (Ribéreau-Gayon et al.,1998).
Dependendo do tipo de pelicula, normalmente esta corresponde a cerca de 8 a 20% em
peso do bago. Durante a maturacéo e desenvolvimento da uva, a cuticula desorganiza-se
e a sua espessura diminui (Mendes, 2008; Ribéreau-Gayon et al.,1998).

A pelicula quimicamente é constituida por celulose, acidos organicos, minerais,
flavonoides, aromas e taninos (Garcia, 2004).

Normalmente, o teor de aclcar nas células da pele (pelicula) é reduzido, sendo a pelicula
especialmente rica em &cido citrico. O acido malico encontra-se em grande quantidade na
pelicula das uvas verdes, sendo metabolizados ao longo da maturacao. Os compostos

fendlicos presentes na pelicula das uvas sdo essencialmente acidos benzoéicos e
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cindmicos, flavonoides e taninos. Além disso, na pelicula (hipoderme) nas uvas tintas sao

encontradas as antocianinas (Ribéreau-Gayon et al.,1998).

1.4.2.3. Polpa

A polpa é a parte mais importante do bago, representa cerca de 85 % do peso total do
bago, sendo composta por células largas poligonais, de parede delgada e desorganizada
durante a maturacéo do bago (Ribéreau-Gayon et al.,1998; Mendes, 2008). As diferentes
zonas constituintes da polpa estéo representadas na Figura 3.

Os seus constituintes principais sao acUcares, principalmente a frutose e glucose. A

sacarose € encontrada vestigialmente nas sementes (Ribéreau-Gayon et al.,1998).

1.5. COMPOSICAO QUIMICA DAS UVAS E MOSTOS

1.5.1. Agua

O teor de 4gua presente nas uvas € pouco discutido, uma vez que a sua presenca € ja um
dado adquirido. A agua € o constituinte quimico predominante nas uvas, cerca de 76 a 88%
da sua composicdo, e consequentemente no mosto, desempenha um papel fundamental
na definicdo das caracteristicas basicas dos vinhos produzidos a partir dessas uvas
(Ciudad et al., 1990).

A &gua possui, também, um papel importante no desenvolvimento das uvas, sendo um
componente fundamental em muitas reacdes que estdo envolvidas no crescimento das

uvas, bem como na fermentacéo e envelhecimento dos vinhos (Jackson, 1994).

1.5.2. Teores principais de aglUcares nas uvas

Os acUcares sdo uma categoria de hidratos de carbono distinguiveis pela presenca de
grupos hidroxilo e um grupo aldeido ou cetona (Jackson, 1994). Eles sdo compostos
terciarios constituidos por carbono, hidrogénio e oxigénio (Mendes, 2008). Os acucares
podem ligar-se entre si, formando assim polimeros, tais como as pectinas, amidos e
celulose, ou ligar-se a metabolitos secundarios, como as lactonas e antocianidinas para
formar glicosideos (Jackson, 1994). De acordo com o grau de polimerizacdo podem ser
classificados como monossacarideos, dissacarideos, trissacarideos ou polissacarideos
(Arribas et al., 2009).
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As moléculas de agucar sdo reativas devido ao seu caracter polifuncional, a presenca do
grupo carbonilo e dos radicais aldeido e cetona, tornando-se capazes de participar num
grande numero de reagles bioquimicas, quimicas e metabdlicas. Estas reacdes
desempenham um papel importante na producéo do vinho, especialmente nos seus niveis
de acucar (Ribéreau-Gayon et al.,1998). O papel dos aclUcares na adega € muito
importante, visto serem fontes de fermentacdo que d&o origem a producgdo de &alcool.
Contribuem, também, para o sabor dos vinhos, conferindo-lhes docura, que varia
consoante o tipo de vinho. Eles contribuem para o aroma, devido a formacéo de alguns
compostos volateis (Arribas et al., 2009). Desta forma, o teor de acucar da uva é um fator
importante para o crescimento das leveduras e para o seu metabolismo. A maior parte da
energia metabdlica da Saccharomyces cerevisiae, levedura principal do vinho, é derivada
da glucose e da frutose, por isso é importante que a maioria dos nutrientes da uva esteja
na forma de glucose e frutose, para que possa ocorrer a fermentacéo (Jackson, 1994).
Os principais agucares presentes na uva sdo a glucose e a frutose (Figura 4). Estes tém
uma importancia evidente na vinificagdo, uma vez que sdo transformados em &lcool
durante a fermentacéo alcoolica, por acdo das leveduras (Mendes, 2008).

Geralmente, durante a maturacéo, os teores de glucose e frutose ocorrem em proporgdes
idénticas, enquanto que uvas demasiado maduras apresentam, por vezes maior
guantidade em frutose. Geralmente, a concentracao total de glucose e frutose no sumo de
uvas maduras € cerca de 150 a 250 g/L. Relativamente a sacarose, raramente aparece em
castas de V. vinifera, contudo pode constituir até 10% do teor em hidratos de carbono em
nao V. vinifera. A sacarose € transformada enzimaticamente em glicose e frutose (Jackson,
1994; Ribéreau-Gayon et al.,1998).

Os agucares séo, ainda, precursores de acidos organicos. A glucose é o precursor do acido
citrico, malico e sucinico através da via da glicélise aerdbia, e precursor do acido tartarico
pela via das pentoses. Eles sdo, também, precursores dos fenéis e dos aminoéacidos
aromaticos, tais como a tirosina, fenilalanina e triptofano (Ribéreau-Gayon et al.,1998).
Durante a fermentagdo alcodlica da glucose e frutose geram-se etanol e outros
subprodutos. Para a producéo de 1% (vol) de etanol séo necessérios 16,5 a 18,5 g/L de

acucar (Ribéreau-Gayon et al.,1998).
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Figura 4. Estrutura dos principais acucares da uva.

1.5.3. Compostos fenélicos

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, encontrando-se
em diversas frutas, legumes, flores entre outros. A uva é um dos frutos que possui maiores
quantidades deste tipo de compostos (Malacrida et al., 2005; Valls et al., 2009). Os
compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios, que geralmente possuem nha sua
estrutura pelo menos um anel aromatico de benzeno, que contém no minimo um grupo
hidroxilo livre ou envolvido noutra funcéo. Sendo a sua reatividade devida ao carater acido
da funcao fendlica e ao caracter nucledfilo do anel de benzeno (Figura 5) (Malacrida et al.,
2005; Monagas et al., 2007; Lorrain et al., 2013).

De acordo com a sua estrutura, os compostos fendlicos podem ser classificados em dois
grupos, os flavonoides e os nao flavonoides (Malacrida et al., 2005; Montealegre et al.,
2006; Monagas et al., 2007; Xu, 2011, Pinilla et al., 2012; Perestrelo et al., 2012). Os
flavonoides séo caracterizados por possuirem dois fendéis unidos por uma estrutura de anel

de carbono pirano, podendo existir de diversas formas: livre, polimerizados por outro
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flavonoide, acucares ou ndo flavonoides, ou entdo uma combinagéo destes. Os compostos
nao flavonoides séo estruturalmente mais simples (Jackson, 1994).

Nas uvas, os compostos ndo flavonoides sdo encontrados principalmente na polpa,
enquanto que os compostos flavonoides podem encontrar-se na pelicula, sementes e
pedunculos (Monagas et al., 2007).No entanto, € na pelicula da uva onde se encontra a
maior quantidade destes compostos (Malacrida et al., 2005; Montealegre et al., 2006; Xu
etal., 2011)

A concentracdo de compostos fendlicos na uva depende de diversos fatores, tais como a
temperatura, a variedade da videira, grau de maturacdo e tamanho do bago. Com o
desenvolvimento do bago, h4d um aumento da concentracdo de compostos fendlicos
(Montealegre et al., 2006; Kennedy, 2008). Estes desempenham um papel importante no
crescimento, fertilidade e reprodugéo das plantas e ainda em varias reacdes de defesa,
nomeadamente protecdo de radiagdo UV, constituem ainda componentes de base de
pigmentacéo e aromas (Jackson, 1994; Mattivi et al., 2006; Lorrain et al., 2013).

A principal razéo do seu estudo é devido a sua a¢ao no vinho, uma vez que sdo importantes
componentes no que respeita a cor, sabor, adstringéncia, amargor e estrutura dos
mesmos, contribuindo assim para a sua qualidade (Jackson, 1994; Kennedy, 2008; Jeffery
et al., 2008; Pinilla et al., 2012).

Nos ultimos anos tem surgido um maior interesse nestes compostos, devido as suas
propriedades antioxidantes e aos seus efeitos benéficos para a salde humana, a nivel da
defesa contra o stress oxidativo, prevencdo do cancro, das doencas cardiovasculares e
das doencas neurodegenerativas e efeitos na reducdo do colesterol (Montealegre et al.,
2006; Tsao, 2010; Xu, 2011; Lorrain et al., 2013).

Extratos obtidos a partir de sementes de uva tém sido usados como antioxidantes naturais,
uma vez que contém uma grande quantidade de compostos fendlicos (Baydar et al., 2004).
Por este motivo, tem aumentado o interesse nos derivados da uva, e a sua aplicagdo como

suplementos nutricionais (Montealegre et al., 2006; Xu, 2011).
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Figura 5. Estrutura geral do fenol (A) e acido fendlico (B).

1.5.3.1. Nao Flavonoides

Os compostos nao flavonoides presentes na uva incluem, principalmente os &cidos
fendlicos e os estilbenos. Estes compostos fendélicos predominam nos vinhos brancos, uma
vez que se encontram principalmente na polpa das uvas, e na producdo de vinho branco

existe pouco contacto com a pelicula e sementes das uvas devido a auséncia de

maceracéo (Basha et al., 2004; Montealegre et al., 2006; Pinilla et al., 2012).

1.5.3.1.1. Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos podem ser divididos em dois tipos principais, os acidos benzoicos que
sdo constituidos por sete atomos de carbono (C6-C1) e os acidos cinamicos com nove
atomos de carbono (C6-C3). Estes existem predominantemente sob a forma de &cidos
hidroxibenzdicos (HBA) e acidos hidroxicinamicos (HCA), respetivamente, 0s quais podem
ocorrer na forma livre ou hidrolisada (Tsao, 2010; Garrido et al., 2013; Lorrain et al., 2013).
Os acidos pertencentes a este grupo de compostos séo diferenciados pela substituicdo do
seu anel de benzeno (Lorrain et al., 2013).

Existem vérios tipos de acidos hidroxibenzdicos na uva, e consequentemente no vinho,
sendo os acidos galhico, p-hidroxibenzdico, protocatéquico, vanilico e siringico, os mais
abundantes (Figura 6) (Monagas et al., 2007; Garrido et al., 2013). Estes 4cidos estdo
maioritariamente presentes nas uvas como combinagfes glicosidicas e como ésteres
(Mendes, 2008).

Estes &cidos aparecem em teores minoritarios nos vinhos, encontrando-se em menores
quantidades relativamente aos acidos hidroxicindmicos (Waterhouse, 2002).

O acido galhico é considerado um dos mais importantes compostos fenélicos deste grupo,
uma vez que é o precursor dos taninos hidrolisaveis e est4 presente na estrutura dos

taninos condensados (Garrido et al., 2013). Para além disso, o acido galhico é o unico que
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foi encontrado no seu estado nativo nas partes sélidas das uvas, é encontrado na forma
livre e na forma de éster de flavonol, sendo um composto estavel durante o envelhecimento
(Waterhouse, 2002; Monagas et al., 2007).

R4 COOH Acidos Benzéicos R: R R: R
Galhico H OH OH OH
p-Hidroxibenzéico H H OH H
Rs R, Protocatéquico H OH OH H
Vanilico H OCHs OH H
Rs Siringico H OCHs OH OCHs

Figura 6. Estruturas dos principais acidos benzdicos das uvas.

Os acidos hidroxicindmicos sao os principais compostos fenélicos do sumo da uva e a
maior classe de compostos fendlicos dos vinhos brancos. Estes compostos sdo também
0s primeiros a oxidar, e muitas vezes responsaveis pelo escurecimento dos vinhos
brancos, representando um dos principais problemas destes vinhos (Waterhouse, 2002;
Garrido et al 2013).

Estes acidos na sua forma livre sdo pouco frequentes na natureza, sendo encontrados
normalmente esterificados com agucares, alcoois ou acidos organicos, entre eles o acido
tartarico (Jackson, 1994).

Nas uvas e nos vinhos podem encontrar-se quatro tipos destes acidos p-cumarico, ferulico,
cafeico e sinapico (Figura 7) (Waterhouse, 2002; Monagas et al., 2007; Garrido et al.,
2013).

R3 \ COOH Acidos hidroxicindmicos R R Rs
p-Cumarico H OH H
Cafeico OH OH H
Ry Ferdlico OCHs OH H
Sinapico OCHs OH OCHs
R4

Figura 7. Estruturas dos principais 4cidos hidroxicinAmicos das uvas.

Contudo, no bago da uva estes acidos nédo sao encontrados, existindo na forma de ésteres

de A&cido tartarico. Desta forma, 0s endlogos adotaram nomes triviais para estes
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compostos, sendo designados como acido p-coutarico, fertarico e caftérico,
respetivamente (Figura 8) (Waterhouse, 2002; Monagas et al., 2007).

Estes ésteres de acido tartarico sédo encontrados na polpa da uva e consequentemente nos
vinhos. Os ésteres de ocorréncia natural podem sofrer hidrélise libertando os é&cidos
hidroxicindmicos livres, que irdo esterificar parcialmente com o etanol no vinho
(Waterhouse, 2002; Garrido et al., 2013).

Em termos de qualidade sensorial, os teores de &acidos hidroxicindmicos que sao
encontrados nos vinhos, ndo apresentam caracteristicas de amargura ou adstringéncia

percetiveis, nos niveis em que sao encontrados (Waterhouse, 2002).

0 COOH
A ﬂ -
P i
‘ - on Esteres hidroxicinamicos R
! Acido p-coutéarico H
N COOH o L
HO g Acido fertarico OCHs
Acido caftarico OH

X

Figura 8. Estruturas dos derivados dos 4cidos hidroxicindmicos das uvas.

1.5.3.1.2. Estilbenos

Os estilbenos representam outra familia de polifendis, sdo mais complexos, e também
estdo presentes nas uvas e no vinho, embora em menores quantidades. Estes compostos
ocorrem naturalmente em varias familias de plantas, além das uvas, e sao consideradas
uma importante fonte destas substancias na dieta humana (Ribéreau-Gayon et al.,1998;
Arribas et al., 2009). Estes compostos séo sintetizados pelas plantas, na pelicula, folhas e
raizes em resposta a reacdes externas, nomeadamente infe¢des flngicas e protecdo dos
raios UV (Monagas et al., 2007).

Os estilbenos aparecem nos vinhos devido ao processo de vinificagéo, sendo transferidos
dos mostos, existindo em maior quantidade nos vinhos tintos, uma vez que existe um maior
contacto com as peliculas (Arribas et al., 2009).

Os estilbenos tém dois anéis de benzeno ligados por um etano, ou por uma cadeia de
etileno, sendo o resveratrol (trans-3,5,4’trihidroxi-estilbeno) o principal composto desta
classe encontrado no vinho (Figura 9) (Ribéreau-Gayon et al.,1998; Waterhouse, 2002; Xu
2011).

O resveratrol é sintetizado na pelicula das uvas, no entanto apresenta-se em baixa

concentracdo na polpa. Este composto pode existir em varias formas (incluindo os
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isdbmeros cis e trans), quer na forma livre ou como derivado glucésido de ambos os
isébmeros (trans-resveratrol-3-O-glucésido), no entanto o isbmero cis est4 ausente nas
uvas. A presenca de luz desencadeia a isomerizacdo de cis e trans (Trela et al.,1996;
Waterhouse, 2002; Arribas et al., 2009; Xu, 2011).

Este polifenol tem propriedades de interesse para a saude, tais como a diminui¢cdo da
incidéncia de doencgas cardiacas ou cancro (Arribas et al., 2009).

CH

HO \

OH

Figura 9. Estrutura quimica do resveratrol.

1.5.3.2 Flavonoides

Os flavonoides séo outro grupo dos compostos fendlicos presentes nas uvas, caracterizam-
se estruturalmente por conter dois anéis benzénicos ligados por um grupo pirano, sendo
representados pela formula C6-C3-C6 (Mendes, 2008; Garrido et al., 2013).

Os anéis sao designados como A, B e C, sendo o anel C o anel de pirano de diferentes
estados de oxidacado, o qual esta fundido com um anel aromatico (anel A) e ligado a um
outro anel aromético com uma ligagéo simples (anel B) (Figura 10) (Waterhouse, 2002).
As diferentes classes de flavonoides vao ser definidas pelo estado de oxidacéo e pelas
substituicBes no anel C (Waterhouse, 2002; Garrido et al., 2013). Estas classes incluem
diferentes tipos de compostos, sendo os principais flavonoides encontrados nas uvas
designados como: flavonais, flavanéis (flavan-3-ois) e antocianinas (Garrido et al., 2013).
Os flavonoides podem ser encontrados na forma livre, polimerizados com outros
flavonoides, agucares ou nao flavonoides, ou em combinacdo com estes. Os flavonoides
sdo designados de glicosidos quando estes se encontram esterificados com acucares
(Jackson, 1994).
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A maior concentracao de flavonoides nas uvas verifica-se durante a florag&o, diminuindo
com o crescimento das uvas. Nas plantas, a maior parte destes compostos existem na

forma de glicosideos (Tsao, 2010; Garrido et al., 2013).

Figura 10. Estrutura geral dos flavonoides.

1.5.3.2.1. Flavonéis

Os flavondis estdo presentes numa vasta gama de vegetais, geralmente na forma
glicosidica. Nas uvas estdo maioritariamente na pelicula dos bagos (Mattive et al 2006).
Estes compostos sdo pigmentos amarelos e estdo localizados, principalmente nos
vacuolos dos tecidos epidérmicos. Geralmente, encontram-se na forma 3-O-glucésidos das
quatro agliconas principais, sendo elas a miricetina, quercetina, canferol e isoramnetina
(Figura 11) (Monagas et al., 2007; Castillo-Munoz et al., 2009). O flavonol mais reconhecido
€ a quercetina-3-O-glucésido. A quercetina é a agligona mais frequente na Natureza, e
também nas uvas, enquanto no vinho o principal flavonol é a dihidroquercetina (Ribéreau-
Gayon et al.,1998).

Estes compostos estdo envolvidos na protecado da planta contra os raios UV, devido a sua
forte absor¢éo de radiacdo UVA e UVB (Castillo-Munoz et al., 2007).

Os flavondis sdo antioxidantes ja bem estudados, os quais possuem atividade anti-
inflamatdria e anticancerigena, sendo também importantes do ponto de vista nutricional,
uma vez que representam uma classe de compostos bioativos amplamente distribuidos
nas plantas alimentares (Mattivi et al., 2006).

Relativamente a sua acao e importancia nos vinhos, os flavonoéis contribuem para a cor
dos vinhos brancos, nos vinhos tintos realgcam a sua cor devido a capacidade de
funcionarem como copigmentadores das antocianinas e pigmentos vermelhos.

Desempenham ainda um papel importante no sabor e sadde dos vinhos.
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Flavonol R1 R2 Rs
OH - -
Miricetina OH OH H
OH Quercetina OH H H
Canferol H H H
Isoramnetina OCHzs H H
Quercetina-3-O-glucdésido OH H Glc

Glc=glucose

Figura 11. Estrutura dos principais flavonéis das uvas e vinhos.

1.5.3.2.2. Flavandis

Os flavanéis, também denominados por flavan-3-6is, sdo a classe de flavonoides mais
abundantes nas uvas e sdo encontradas tanto nas sementes como na pelicula e
pedunculo. S&o a forma mais reduzida dos flavonoides, uma vez que as posi¢des 2 e 3 no
anel C sao saturadas. Estes compostos sdo encontrados em muitas frutas, nomeadamente

na pelicula das macas e mirtilos (Figura 12) (Waterhouse, 2002; Tsao, 2010).
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Figura 12. Estrutura quimica de um flavanol.

Estes compostos podem ser encontrados nas formas monomeérica, oligomérica ou
polimérica, sendo que as duas ultimas sao também denominadas como proantocianidinas
ou taninos condensados (Monagas et al., 2007).

As unidades monoméricas de flavandis encontradas nas uvas V. vinifera sdo a (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (+)-galhocatequina e (-)-epigalhocatequina. Os padrdes de
substituicdo no anel B variam entre as unidades monomeéricas, sendo a (+)-catequina e a
(-)-epicatequina orto-hidroxiladas nas posi¢des C-3’ e C-4’, enquanto que as outras duas
possuem um terceiro grupo hidroxilo na posicdo C-5 (Figura 13) (Waterhouse, 2002;
Monagas et al., 2007).

No vinho, os flavanéis ndo sao encontrados na forma de glicésido, mas sob a forma de
ésteres de acido galhico. O principal flavonol é a catequina. Os niveis de flavanois no vinho
vao depender das técnicas de extracdo, sendo que sdo maiores quando se utilizam
técnicas de maceracéao prolongada (Waterhouse, 2002).

Grande parte dos compostos fenélicos presentes no vinho tinto é derivada da condensacgéao
de flavanais, originando assim as proantocianidinas e taninos condensados (Waterhouse,
2002).
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Figura 13. Estrutura flavanéis monomeéricos das uvas Vitis vinifera.

Proantocianidinas ou taninos condensados

Grande parte dos compostos fendlicos dos vinhos tintos deriva da condensacao de
unidades de flavanais, originando proantocianidinas/taninos condensados, 0s quais sao 0s
maiores constituintes dos vinhos (Jackson, 1994; Ribérau-Gayon et al., 1998).

O termo tanino utiliza-se para identificar uma classe de compostos que sdo formados na
uva e extraidos durante a vinificagdo e podem modificar quimicamente durante o processo
(Scollary, 2010).

Os taninos podem ser divididos em duas classes, consoante sejam baseados em
compostos flavonoides ou nédo flavonoides: taninos condensados ou catéquicos e taninos
hidrolisaveis ou gélhicos, respetivamente. Os taninos hidrolisaveis sdo aqueles que néo

existem naturalmente nas uvas, e sdo adicionados aos vinhos. Por sua vez, os taninos
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condensados sao 0s responsaveis pelas caracteristicas organolépticas das uvas e
consequentemente dos vinhos (Ribérau-Gayon et al., 1998 Freitas et al., 2008).

Os taninos hidrolisaveis encontram-se em todas as partes do cacho e solubilizam no vinho
durante a maceracao (Jackson, 1994).

O termo proantocianidinas é utilizado para designar o grupo de taninos hidrolisaveis devido
ao facto de estas libertarem antocianidinas (coloridas) quando sujeitas a determinadas
condi¢des de temperatura e acidez (Sun et al., 2005).

A estrutura das proantocianidinas depende, ndo s6 da natureza da unidade de flavandis,
mas também do seu grau de polimerizacéo. Desta forma, as proantocianidinas podem ser
divididas em dois tipos A e B, tendo por base a ligacao interflavanica. No que se refere ao
tipo B, os seus monomeros estéo ligados através de uma ligagdo C-4 na unidade do topo
e as posi¢cdes C-6 ou C-8 da unidade terminal, sendo os isémeros C-4 ou C-8 os mais
comuns (Figura 14) (Waterhouse, 2002; Sun et al., 2005).

Por sua vez, as proantocianidinas do tipo A contém ligacOes éter entre a posigdo C-2 da
unidade superior e o grupo hidroxilo da posi¢éo C-5 ou C-7 da unidade inferior (Figura 15)
(Waterhouse, 2002; Sun et al., 2005; Monagas et al., 2007).

As proantocianidinas mais comuns séao a catequina e a epicatequina (Waterhouse, 2002).
As proantocianidinas apresentam elevada atividade biologica, possuindo uma grande
capacidade antioxidante e anti-inflamatéria (Valls et al.,, 2009). Estes compostos
desempenham, ainda um papel importante nos vinhos, uma vez que sdo em parte

responsaveis pela adstringéncia, amargura e estrutura destes (Gomez-Alonso et al., 2007).
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Figura 15. Estrutura das proantocianidinas A2.

1.5.3.2.3. Antocianinas

As antocianinas sdo uma vasta classe de compostos pertencente a familia dos polifendis,

gue tém sido estudados nas ultimas décadas, estdo largamente distribuidos na natureza,
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sendo por isso encontradas em muitos alimentos e sdo diretamente responsaveis pela cor
das uvas (Gomez-Alonso et al., 2007; Valls et al., 2009). Nas videiras acumulam-se nas
folhas durante o amadurecimento das uvas, estando localizadas principalmente nas
peliculas, sendo responséveis pela coloracdo dos vinhos tintos (Waterhouse, 2002;
Rockenbach, 2008; Monagas et al., 2007).

Comummente atribui-se 0 nome antocianidina (Figura 16) ao sistema flavonoide anelar,
sendo a classificacdo das classes baseada no padréo de substituicdo apresentado pelo
anel B, nomeadamente o nimero e posi¢cdo dos grupos hidroxilo e metoxilo presentes.
Geralmente encontram-se conjugadas com glucose, uma vez que este melhora a sua
estabilidade quimica e a sua solubilidade em agua, sendo assim denominadas de

antocianinas (Jackson, 1994).

R
/.;L.M _OH Antocianidina R R2
[’ ﬂ, Delfinidina OH OH
+
HO . 0 A P ianidi
SR DT X N Cianidina OH H
U T I 2 Petunidina OCHs OH
N aN Peonidina OCHs H
~ =\,
OH Malvidina OCHs OCH3
OH

Figura 16. Estrutura quimica das antocianidinas.

Estruturalmente, as antocianinas sao heterésidos de uma unidade aglicona que é derivada
do ido flavilio. As antocianinas identificadas nas uvas V. vinifera sédo: 3-O-monoglucésidos
ou 3-O-acetilados monoglucésidos de cinco antocianidinas principais: delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina e malvidina. Estas diferem umas das outras pelo nimero e posi¢éao
dos grupos hidroxilo e metoxilo do anel B da molécula (Figura 17) (Monagas et al., 2007,
Valls et al., 2009).

O desenvolvimento de cor nas frutas é uma caracteristica evolutiva muito importante, bem
como um fator importante que contribui para a qualidade dos frutos e o seu valor no
mercado (Kayesh et al., 2013). Durante o processo de vinificagdo, as antocianinas estao
envolvidas em reacgfes de oxidagdo, hidrélise e condensagéo, sendo responsaveis por

importantes mudancas de cor do vinho (Monagas et al 2007).
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Figura 17. Estrutura quimica das antocianinas.

1.6. MATURACAO DA UVA

O estado de maturacao e a data de colheita das uvas séo dois dos fatores mais importantes
na qualidade das uvas, e posteriormente na qualidade dos vinhos. A maturagéo pode ser
definida como a idade fisioldégica da uva na videira (Bisson et al., 2001; Nogales-Bueno et
al., 2014). Sendo o resultado de todos os fendmenos fisioldgicos e bioquimicos complexos,
cuja intensidade e desenvolvimento adequado estdo intimamente relacionados com as
condigcbes ambientais (clima, solo, etc) e com as castas. Os fatores genéticos e as
condi¢bes ambientais que caracterizam a formagé&o do bago, influenciam a sua composi¢éo
e desenvolvimento ao longo da maturacdo (Ribéreau-Gayon, et al., 2006). Durante o
processo de maturagéo, o bago sofre um aumento do seu tamanho e volume, embora
diversos érgaos constituintes da uva ndo aumentem o seu peso nas mesmas propor¢oes,
como por exemplo, existe um maior crescimento da polpa em relacdo a pelicula. A
maturacdo da uva compreende quatro fases distintas e bem definidas (Figura 20)

(Ribéreau-Gayon, et al., 2006).
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Figura 18. Evolucdo do tamanho dos bagos ao longo das fases de maturacdo da uva (Gongalves,
2005).

1.6.1. Fases de desenvolvimento da uva

1.6.1.1. Fase herbacea

Esta fase de maturacéo é a primeira fase de desenvolvimento da uva, corresponde a fase
de crescimento rapido do bago. Nesta etapa de desenvolvimento, o bago é ainda verde e
de consisténcia dura, aumentando o seu tamanho gragas a multiplicacdo e crescimento
celular (Dokoozlian, 2000; Dias, 2006). Na fase herbacea o teor em agucares é baixo, 0s
acidos aumentam a sua concentracdo, atingindo valores maximos antes do pintor
(Dokoozlian, 2000). Esta fase tem a duracdo média de 45 a 65 dias na maioria das
variedades cultivadas (Dias, 2006).

1.6.1.2. Pintor

Nesta fase de desenvolvimento verifica-se uma diminuicdo do crescimento do bago e o
aumento do seu volume, devido a dilatacao das suas células (Dokoozlin 2000; Dias, 2006).
Esta € a fase em que o bago comeca a pintar, ou seja, € a época fisioldgica da coloragéo
da uva (Dias, 2006).

A concentracao de &cidos organicos nos bagos aumenta, atingindo valores maximos nesta
fase (Dokoozlin 2000).
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O pintor caracteriza-se como sendo uma fase de mudancas rapidas, uma vez que a
coloracdo do bago pode mudar num dia, a uva perde a clorofila devido ao aumento de
acido abscisico, que exerce influéncia sobre a acumulagao de polifendis. Nesta fase, o teor
de aclcares aumenta rapidamente, e 0 bago perde o aspeto herbaceo, tornando-se
elastico (Dias, 2006).

1.6.1.3. Fase de maturacéao

Esta fase de desenvolvimento é o periodo que vai desde que o bago comeca a pintar até
ficar maduro, esta fase pode ter a duragcéo de 35 a 55 dias (Gongalves 2005; Dias, 2006).
Esta fase é considerada, tal como a fase do pintor, uma fase de crescimento rapido da uva,
0 bago cresce rapidamente devido a dilatacédo celular, e a pelicula cresce menos que a
polpa, resultando por vezes em fissuras no bago que o tornam suscetivel ao aparecimento
de doencgas (Gongalves, 2005; Dias, 2006).

Durante esta fase verifica-se uma acumulagéo do teor de acucares e a diminuicdo dos
acidos organicos (Dokoozlin, 2000).

Tal como em todas as fases de maturagéo, sdo diversos os fatores que influenciam a
maturacdo, tais como a quantidade de folhas, o grau de insulacdo dos bagos e a
temperatura a que estdo sujeitos. Desta forma, quanto mais quentes forem os dias, € 0
grau de insulacdo, maior serdq a acumulacao de agucares no bago. Em contrapartida, dias
mais frios e com chuva resultam numa maior incidéncia de podriddes, levando a perdas na
altura da colheita (Gongalves, 2005).

O final desta fase depende do estado de maturacéo pretendido para a producéo de cada
tipo de vinho (Dias, 2006).

1.6.1.4. Fase de sobrematuracao

A sobrematuracao € a Ultima fase de desenvolvimento da uva, corresponde a fase em que
a maturacao foi excedida (Dias, 2006). Esta fase de maturagéo so se realiza em locais com
climas privilegiados, e é muitas vezes levada a cabo quando se pretende que ocorra a
podriddo nobre (Botrytis cinerea) que é considerada um fator de melhoria na qualidade de
alguns tipos de vinho (Dias, 2006). Nesta fase ndo h& trocas entre a planta e o bago,
existindo uma maior concentracao de agucares por perda da agua devido a evaporacao
(Goncgalves, 2005; Dias, 2006).
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1.6.2. Aspetos que influenciam a maturacao

O processo de maturacdo das uvas € influenciado por diversos fatores, a variedade, 0s
porta-enxertos, a temperatura, a luz, sao diferentes fatores que tém influéncia durante a
maturacao.

A temperatura € um dos parametros mais importantes da maturacdo da uva, o que
desencadeia o0 seu desenvolvimento. Uma vez que a temperatura afeta a atividade
fotossintética, o metabolismo e a intensidade de migracdes na planta (Rodriguez et al.,
1995; Ribéreau-Gayon, et al., 2006; Dias 2006).

A temperatura influéncia diretamente a intensidade das migracdes na videira, ou seja, 0
aumento do volume das células. Nesta fase a temperatura ideal para as necessidades da
planta ronda os 20 °C. Temperaturas muito elevadas durante o dia podem alterar
significativamente a acumulacdo de acUcares. Por sua vez durante a fase herbacea a
temperatura ideal situa-se entre 20 e 25°C (Ribéreau-Gayon, et al., 2006).

Elevadas temperaturas aceleram o crescimento e o amadurecimento das uvas, resultando
em bagos com pH elevado, baixa acidez e com menor teor de antocianinas e precursores
de aroma. Porém, noites frias associadas a elevadas temperaturas durante o dia, resultam
numa diminuicdo do pH e na degradacao dos acidos organicos. Desta forma, a amplitude
térmica entre o dia e a noite € muito importante durante o processo de maturagéo das uvas
(Tomaz, 2013).

A videira, quando sujeita a temperaturas superiores a 25 °C sofre um decréscimo da
fotossintese, mesmo que haja exposi¢ao solar, e para temperaturas superiores a 30°C, o
tamanho e peso dos bagos diminui, sendo que 0s processos metabdlicos e a acumulagdo
de agucares podem mesmo parar (Dias, 2006; Tomaz, 2013).

Devido a dificuldade de as videiras crescerem e produzirem uvas com temperaturas
inferiores a 10 °C, temperaturas superiores sdo conhecidas como as temperaturas ativas.
Assim, existe uma forte relacdo entre a soma destas temperaturas ativas durante o
desenvolvimento das uvas e a sua concentracdo de agucar. Desta forma, esta medida
possibilita a avaliacdo do potencial climatico de um determinado local para assegurar a

maturacao apropriada das uvas (Ribéreau-Gayon, et al., 2006).

1.7. EVOLUQA~O DOS COMPOSTOS FENOLICOS AO LONGO DA
MATURACAO

Os compostos fendlicos fazem parte dos principais compostos responsaveis pela qualidade

das uvas, e consequentemente dos vinhos a que dardo origem. Sendo que os polifendis
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identificados nos vinhos refletem as caracteristicas do tipo de uvas que lhes deram origem
(Teixeira, 2001).

A composigéo fendlica das uvas é influenciada por diversos factores entre os quais as
castas, as condi¢fes edafoclimaticas, as praticas culturais e o grau de maturacao das uvas
(Pérez-Magarino et al., 2004).

Os compostos fendlicos séo resultado do catabolismo dos aglcares, dai estarem presentes
no bago desde a sua formacao, e também a sua concentragdo pode estar relacionada com
a guantidade de aclcares na uva (Kenedy et al., 2002; Dias, 2006).

As vias biossintéticas sdo ativadas logo no inicio do desenvolvimento das uvas,
consequentemente, a concentracdo total de compostos fendélicos das uvas aumenta ao
longo da maturagéo (Ribéreau-Gayon, et al., 2006).

Nas reacdes de catabolismos dos agucares ha a intervencao principal de duas enzimas, a
fenilalanina, que tem o seu pico maximo nas sementes durante o periodo herbaceo, e a
chalcona sintetase, que apresenta um maior teor durante a fase de maturagéo (Dias, 2006).
A acumulagéo de antocianinas nas uvas caracteriza-se por 3 fases, inicialmente, um pouco
antes da fase do pintor, verifica-se um ligeiro aumento, embora ainda ndo seja visivel a
alteracéo da cor (Figura 21). Em seguida, ao longo da maturacéo, o teor de antocianinas
aumenta. Na ultima verifica-se uma estabilizacdo do teor de antocianinas seguida de ligeira
diminuicdo até ao final da maturacdo (Ribéreau-Gayon, et al., 2006; Brar et al., 2008).

De uma forma geral, ao longo da maturacao, o teor de taninos extraiveis nas sementes
diminui, tornando assim o0 mosto menos herbaceo e adstringente, enquanto que o teor de
polifendis na pelicula aumenta. No final da maturacdo o teor de taninos € estavel, o seu
maximo é alcancado antes do pintor (Figura 21) (Ribéreau-Gayon, et al., 2006; Dias, 2006;
Downey et al., 2006).

Os fatores que influenciam a acumulagdo destes compostos durante a maturacdo sao
diversos, tais como temperatura, precipitacdo, entre outros. A concentragdo de
antocianinas é menor em zonas frias e de insulagédo fraca, sendo este tipo de clima
desfavoravel & obtencéo de vinhos tintos de qualidade. Por outro lado, temperaturas muito
elevadas e grandes amplitudes térmicas durante o dia favorecem a sintese de
antocianinas, permitindo a obtencé&o de vinhos com mais cor. Desta forma, pode-se concluir
que as condi¢Bes edafoclimaticas, entre outros factores, determinam a acumulagédo de

compostos fendlicos nas uvas (Ribéreau-Gayon, et al., 2006).
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Figura 19. Evolucdo dos compostos fendlicos ao longo da maturagdo (adaptado de Dias, 2006).

1.8. GRAU DE MATURACAO

A maturacao das uvas nédo depende apenas do desenvolvimento da planta, da acumulagéo
de compostos quimicos e do tamanho do bago. O objetivo da produgéo das uvas e o tipo
de vinho que se pretende obter, sdo fatores que tém importancia e influéncia no conceito
de maturacdo. (Meireles, 2013; Correia, 2014). De acordo com varios autores, podemos

distinguir 4 tipos de maturacgéo (Dias, 2006; Pérez-Magarino et al., 2006; Meireles, 2013).

1.8.1. Maturacéo fisiologica

A maturacao fisioldgica (germinac¢éo) ocorre quando as sementes estdo completamente
maduras e prontas a germinar, contudo tém pouca importancia tecnoldgica, e € pouco
valida para os produtores, mas é fundamental, pois nesta altura a videira ja esta apta a
reproduzir (Gongalves, 2005; Dias, 2006; Pérez-Magarino et al., 2006; Correia, 2014).
Nesta etapa, a parte de maior interesse do ponto de vista enoldgico € a pelicula, como esta
fase é atingida durante o periodo herbaceo, o seu valor comercial € baixo devido a elevada

acidez e baixo teor de agucares (Goncalves, 2005).
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1.8.2. Maturacéao industrial

Este conceito de maturacdo est diretamente relacionado com a quantidade maxima de
acucares e maior peso do bago, sem decréscimo dos teores acidos, de modo a que haja
um equilibrio. Embora sejam parametros importantes para a marcacao da data da vindima,
nao se deve ter em conta apenas estes aspetos (Gongalves, 2005; Dias, 2006; Tomaz,
2013; Nogales-Bueno et al., 2014).

A maturacédo industrial tem que incluir a utilizacdo que serd dada as uvas, ou seja, se se
pretende produzir vinhos doces ou espumantes por exemplo. No caso da obtencao de
espumantes a maturacdo € mais lenta e as uvas sao colhidas quando ainda apresentam
acidez saliente (Gongalves, 2005; Sousa, 2005).

Contudo, Blouim e Guimberteau (2000), citado por Gongalves (2005) afirmam que os
teores de acucares e &acidos podem ser considerados como critério Unico para a
confirmacao da data de colheita com a finalidade de obter vinhos de qualidade. Porém hoje
em dia os endlogos procuram também outras caracteristicas nas uvas, tais como

compostos fendlicos e terpénicos.

1.8.3. Maturacao aromatica

Na maturacdo aromatica procuram-se compostos aromaticos agradaveis e desagradaveis,
sendo pretendido atingir 0 maximo teor de compostos aromaticos agradaveis e o minimo
de compostos aromaticos desagradaveis (Dias, 2006; Meireles, 2013).

Este tipo de maturacéao é dificil de determinar, sendo realizada a sua avaliagdo em termos
de compostos aromaticos através da degustacdo dos bagos, com a qual se prevé a sua
concentracdo em compostos aromaticos (Dias, 2006). Hoje em dia, ja se dispbe de

equipamentos sofisticados para proceder a esta avaliagdo de forma mais correta e precisa.

1.8.4. Maturacao fendlica

Tal como o préprio nome indica, este tipo de maturagdo tem em conta a concentracao de
compostos fendlicos na uva (Nogales-bueno et al., 2014). A maturagéo fendlica avalia a
acumulacdo das antocianinas, a variacdo de taninos e a cor. Estas variacbes séo,
geralmente muito heterogéneas e sao influenciadas pelas condigbes edafocliméaticas
(Goncalves, 2005; Meireles, 2013).

Estes parametros sdo importantes para os produtores de vinho para a adequada

determinacdo da data das vindimas (Nogales-bueno et al., 2014).
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Todos estes fatores e tipos de maturacao referidos sdo importantes para se decidir a data
da vindima, tendo como objetivo a producéo de vinhos de qualidade, pode dizer-se que se
trata da maturacdo enoldgica, isto é, a altura em que os principais componentes do bago
estao na relacdo e concentracdo mais favoraveis a obtencdo de um determinado tipo de
vinho (Dias, 2006).
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[I. OBJETIVOS

Com o presente trabalho pretende-se caracterizar o perfil fenodlicos de 14 castas
portuguesas provenientes da regido do Dao.

Portugal possui uma vasta gama de castas autoctones, porem muitas foram abandonadas,
com o passar dos anos, e encontram-se por explorar, quer em termos vitivinicolas quer em
termos cientificos. Sendo por isso escassa a informagéo cientifica credivel a cerca de
muitas castas portuguesas e das suas qualidades enolégicas. Desta forma o estudo do
patrimonio varietal portugués é de extrema importancia, tendo em vista a sua valorizagao.

Assim sendo esta dissertacao teve como principais objetivos:

1. A caracterizagdo dos compostos fendlicos ndo corados e antocianinas de 11 castas

tintas.

2. A caracterizacdo dos compostos fendlicos ndo corados de 3 castas brancas

provenientes da regido do Déo.

3. A determinacéo do perfil fendlico de 14 castas provenientes da regido do Dao ao
longo do periodo de maturacao.

4. Comparacdo do perfil fendlico das 14 castas estudadas tendo em vista uma

possivel valorizagdo enologica.
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lIl. MATERIAIS E METODOS

3.1. SUBSTANCIAS DE REFERENCIA E REAGENTES

Todas as substancias e reagentes utilizados no trabalho tinham grau analitico adquado.
A agua foi desionizada num sistema Mili-Q de purificacdo de agua (Milipore, Bedford, MA).
Os reagentes metanol, acetonitrilo, acido férmico, acido acético, acetato de etilo foram
adquiridos na Merck (Darmstadt, Germany).

Os compostos fendlicos utilizados como referéncia para a identificacdo foram obtidos de
diferentes fornecedores: os acidos galhico, trans-cafeiol-tartarico (caftarico) e p-cumarico,
a quercetina-3-O-glucosido e o resveratrol-3-O-glucésido foram adquiridos a Sigma —
Aldrich (Steinheim, Germany). A delfinidina-3-O-glucdsido, cianidina-3-O-glucdsido,
catequina-3-O-glucosido, malvidina-3-O-glucésido, petunidina-3-O-glucosido, peonidina-3-
O-glucosido, petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido, peonidina-3-O-p-cumaroilglucdsido,
malvidina-3-O-p-cumaroilglucosido, epicatequina, epicatequina-3-galhato, isoramnetina-3-
O-glucoésido,  canferol-3-O-glucésido,  quercetina-3-O-galactésido,  quercetina-3-O-
rutindsido e miricetina-3-O-glucosido, foram adquiridos & Extrasynthése (Genay, France).

3.2. AMOSTRAGEM

Neste estudo foram utilizadas um total de 14 castas provenientes da regido do Déo, sendo
11 tintas (Alvarelhdo, Baga, Cidreiro, Coracdo de galo, Cornifesto, Monvedro, Negro
mouro, Rufete, Touriga nacional, Touriga fémea, Touriga nacional e Trincadeira) e 3
brancas (Luzidio, Uva céo, Terrantez).

A colheita das amostras foi efetuada na vinha experimental da Escola Superior Agréaria de
Viseu (Quinta da Alagoa), durante o més de Setembro de 2014.

Durante este periodo formam efetuadas 4 amostragens, separadas temporalmente por

periodos de uma semana, designadas por T1, T2, T3 e T4 (Tabela 3).

Tabela 3. Data da recolha das amostras.

Colheitas
Identificagéo Data
T1 01/09/2014
T2 08/09/2014
T3 15/09/2014
T4 22/09/2014
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A técnica de amostragem consistiu em colher de forma aleatéria 300 bagos numa parcela
de terreno homogéneo, andando de um lado para o outro da linha, variando a exposi¢ao
de modo a fazer a recolha do bago de forma aleatéria. De modo a que a colheita fosse o
mais representativa possivel. Para além destes, foram colhidos separadamente 50 bagos,
sendo estes levados para o laboratério da empresa Vines & wines para efetuar a avaliagéo
da acidez total, brix e alcool provavel (resultados ndo apresentados na dissertacao).

As amostras foram imediatamente refrigeradas e mantidas ao abrigo da luz, seguidamente,
foram transportados o mais rapidamente possivel para o laboratério de Farmacognosia na
Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto (FFUP), para se proceder a sua
congelacéo a -20 °C.

Em seguida as amostras foram liofilizadas num liofilizador Labconco 4,5, trituradas e

guardadas em local seco e ao abrigo da luz até a sua analise.

Tabela 4. Caracterizag&o das castas utilizadas neste estudo.

Recomendadas Autorizadas

. ) ) Baga; Cidreiro; Coracgdo de Galo;
) Alvarelhdo; Rufete; Touriga nacional; )
Castas tintas ] ) Cornifesto; Monvedro; Negro
Trincadeira. A
Mouro;Touriga fémea.

Castas brancas Terrantez; Uva céao. Luzido

3.3. DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS CORADOS E NAO
CORADOS

A determinacdo dos compostos fendlicos foi realizada de acordo com a metodologia

descrita por Dopico-Garcia, et al., 2008.
3.3.1. Extracao

Para cada casta foi pesada uma aliquota de aproximadamente 5 g, que foi extraida num
erlenmeyer com 100 mL de metanol 80%. Os frascos foram colocados numa placa de
agitacdo durante 2h, a 300rpm, apds passarem por fluxo de azoto para evitar oxidagdes
durante a extragao.

O extrato obtido foi centrifugado durante 10 min a 4000 rpm, o sobrenadante foi guardado

e o pellet resultante foi novamente extraido com 100 mL de metanol 80% durante 15 min
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a 300 rpm. O extrato foi centrifugado nas condictes descritas anteriormente. A fracdo de
sobrenadante obtida foi adicionada a fragc&o anterior. O extrato foi concentrado até a secura
sob condi¢des de pressao reduzida, a uma temperatura constante de 35 °C. O residuo
resultante foi redissolvido em 50 mL de &agua desionizada. A amostra (50 mL) foi
seguidamente aplicada na coluna para posteriormente ser aplicado em coluna
Chromabond C18 SPE (70 mL/10000 mg, Macherey Nagel Duren, Alemanha), previamente
acondicionada, com 20 mL de acetato de etilo, 20 mL de metanol e 20 mL de HCI 0,01N.
A coluna foi lavada com 3 mL de HCI 0,01N, posteriormente foi passada a amostra. A
fracdo de fendis ndo corados foi, eluida com 20 mL de acetato de etilo (fracdo 1).
Seguidamente, a fracdo de antocianinas foi eluida com 40 mL de metanol contendo 0,1%
HCI (fragéo 2).

Ambas as fracdes foram concentradas até a secura sob condi¢des de pressao reduzida, a
uma temperatura de 35°C. As fracdes 1 e 2 foram redissolvidas com 1ml de metanol 0,1%
HCI (volume reajustado conforme a amostra) e 2 mL de agua acidificada (pH=2),
respetivamente. Os extratos foram filtrados através de uma membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) de 0,45 um (Millipore, Bedford, MA).

3.3.2. Andlise dos compostos fendlicos por HPLC-DAD

A andlise dos compostos fendlicos corados e néo corados por HPLC-DAD foi realizada de

acordo com o método previamente descrito por Kammerer et al., (2004).

3.3.2.1. Antocianinas

Os extratos foram analisados num sistema de HPLC (Gilson) usando uma coluna
Spherisorb ODS2 (25,0 cm x 0,46 cm x 5 um de tamanho de particula Waters, Milford, MA).
A fase movel consistiu numa mistura de agua/acido féormico/ acetonitrilo (87:10:3, v/vlv;
eluente A) e agua/acido férmico/acetonitrilo (40:10:50, v/v/v; eluente B), com o seguinte
gradiente: eluig&o iniciou com 10% do eluente B atingindo os 25% aos 10 min, 31% aos 15
min, 40 % aos 20min, 50% aos 30 min, 100 % aos 40 min, voltando aos 10% aos 45 min,
sendo o tempo total da corrida de 50 min. O fluxo de eluente utilizado foi de 0,8 mL min?,
e o0 volume de injecéo foi de 20 pL. A detecéo foi efetuada com um detetor de diodos (DAD)
(Gilson).

Os dados espetrais dos picos foram recolhidos no intervalo de 200 a 600 nm. E os
cromatogramas obtidos para as amostras em estudo foram registados a 500 nm, e
analisados com o software Unipoint (Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Franca). A

identificacdo dos compostos fenolicos em cada extrato foi efetuada por comparacéo do
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tempo de retencéo e do espetro de absor¢do no UV-vis com os espectros das substéancias
de referéncia. A quantificagdo foi obtida através da absorvancia registada nos

cromatogramas a 500 nm em relac&o aos padrbes externos de referéncia.

3.3.2.2. Fendbis ndo corados

Os extratos foram analisados num sistema de HPLC (Gilson) usando uma coluna
Spherisorb ODS2 (25.0 cm x 0.46 cm x 5 um de tamanho de particula; Waters, Milford,
MA).

A fase movél consistiu numa mistura de 2% (v/v) de acido acético em agua (eluente A), e
0,5% (v/v) de acido acético em agua e acetonitrilo (50:50, v/v) (eluente B), com o seguinte
gradiente: eluicdo iniciou com 10% do eluente B, atingindo os 24% aos 20 min, 30% aos
40 min, 55% aos 60 min, 70% do aos 65 min, 80% aos 70 min e 100% aos 75 min,
mantendo os 100% durante 5 min, e voltando aos 10% aos 82 min. O fluxo de eluente
utilizado foi de 1,0 mL min, e o volume de injegéo foi de 20 pL.

Os dados espetrais dos picos foram recolhidos no intervalo de 200 a 600 nm. A
identificacao foi realizada através da comparacao do tempo de retencao e do espetro UV-
vis de cada amostra com os espetros de substancias de referéncia.

Os cromatogramas foram registados a 280, 320 e 350 nm e analisados com o software
Unipoint (Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Francga).

Os compostos fendlicos ndo corados de cada extrato foram identificados por comparagéo
do tempo de retencéo e do espetro UV-Vis de cada composto, com os das substancias de
referéncia. O 4cido galhico, a catequina, epicatequina e a epicatequina-3-galhato foram
determinados a 280nm. Os &cidos trans-cafeiol-tartarico (caftarico), trans-p-cumaroil-
tartarico (coutarico) e p-cumarico, e o resveratrol-3-O-glucésido foram determinados a 320
nm. A miricetina-3-O-glucésido, quercetina-3-0O-glucésido, quercetina-3-O-rutindsido,
guercetina-3-O-galactésido, campeferol-3-O-glucésido e isoramnetina-3-O-glucésido
foram determinados a 350 nm.

O &cido trans-p-cumaroil-tartarico (acido coutéarico) foi quantificado como acido p-cumarico.
Nas castas Alvarelhdo, Touriga nacional, Rufete, Terrantez, Luzidio e Uva céo, a

guercetina-3-O-rutinésido foi quantificada juntamente com a quercetina-3-O-galactésido.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados estdo expressos sob a forma de média +/- desvio padrdo de ensaios

realizados em triplicado. Aos valores das médias foi aplicado um teste Two way ANOVA,
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este teste foi realizado com o programa Graph Pad Prism verséo 5.0 (GraphPad Software,
Inc, Sdo Diego, CA). Valores de p <0,05 foram considerados significativamente diferentes.
A andlise de componentes principais (PCA) foi efetuada com recurso ao programa SPSS
(verséo 23.0). O PCA foi aplicado com o objetivo de reduzir o nUmero de variaveis (22
variaveis correspondentes a cada um dos compostos fendlicos e 4 correspondentes aos
tempos de colheita) para um numero menor, agrupando-as. Resumindo de forma
adequada a informacgédo original, ou seja, a composicdo das castas em termos de
compostos fenolicos. O PCA mostra as semelhancas entre as amostras projetadas no
plano e faz com que seja possivel identificar quais as variaveis que determinam essas

semelhancas.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. COMPOSTOS FENOLICOS NAS UVAS TINTAS

Os compostos fendlicos sdo reconhecidos pelas suas fungdes estruturais e protetoras nas
plantas. Nos vinhos, constituem um dos parametros de qualidade mais importante. Sendo
compostos determinantes na producdo de vinho, uma vez que contribuem para as
propriedades organoléticas: cor, sabor, amargura e adstringéncia (Macheix et al., 1990).

Desta forma, had cada vez mais interesse por parte dos produtores de vinho no
conhecimento das caracteristicas das uvas, nomeadamente a sua composicao fendlica, e
os efeitos benéficos na salde humana, como por exemplo a sua capacidade antioxidante

e anti-inflamatdria (Perez-Magarino et al., 2004; Beer et al., 2002; Montealegre et al., 2006).

4.1.1. Compostos fendlicos ndo corados

Os compostos fendlicos ndo corados presentes nas amostras de uvas foram
caracterizados por HPLC/DAD, tendo-se identificado 14 compostos: acido galhico, acido
caftérico, acido coutarico, acido p-cumarico, catequina, epicatequina e epicatequina-3-
galhato, resveratrol-3-O-glucésido, miricetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-galactésido,
guercetina-3-O-rutindsido, quercetina-3-O-glucésido, canferol-3-O-glucésido,
isoramnetina-3-O-glucésido (Figura 20). Todos estes compostos fenodlicos foram
previamente descritos em uvas (Castillo-Munoz et al., 2007; Dopico-Garcia et al., 2008;
Castillo-Munoz et al., 2010; Perestrelo et al., 2012; Menget et al., 2012).

42



500 1
280 nm

375

250

AU

125

Minutos

600 -

400

AU

200

Minutos

450 -

350 nm

300 A

AU
—F=
=
'—\
w

150

0 T T T T T )
0 10 20 30 40 50 60

Minutos

Figura 20. Perfil cromatografico dos compostos fenélicos ndo corados da casta Rufete (T1) obtido
por HPLC-DAD. Detecéo a 280, 320 e 350 nm. (1) acido galhico; (2) acido trans-cafeoil tartarico; (3)
acido trans-p-cumaroil-tartarico; (4) catequina; (5) epicatequina; (6) acido p-cumaérico; (7)
epicatequina-3-galhato; (8) miricetina-3-O-glucdsdio; (9) resveratrol-3-O-glucésido; (10) quercetina-
3-O-galactésido; (11) quercetina-3-O-rutinésido; (12) quercetina-3-O-glucésido; (13) canferol-3-O-
glucosido; (14) isoramnetina-3-O-glucésido.
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Os compostos fendlicos ndo corados identificados englobam vérias classes: &cidos
hidroxibenzadicos [1]; acidos hidroxicinamicos [2], [3] e [6]; estilbeno [9]; flavondis [8], [10-
14] e flavan-3-6is [4], [5] e [7].

Varios autores realizaram estudos de avaliacdo do perfil fendlico de castas tintas, onde
identificaram diferentes classes, nomeadamente: flavonoides, flavondis, flavanois acidos
fendlicos e estilbenos. Os flavonodis sdo os compostos mais abundantes na pelicula das
uvas tintas (Borbalan et al., 2003; Kozminski et al., 2008; Jin et al., 2009; Obreque-Slier et
al., 2010).

De acordo com 0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo sobre o perfil fendlico das
castas Cidreiro, Coracdo de galo, Monvedro, Negro mouro, Touriga fémea, Baga e
Cornifesto.

Todas as castas analisadas apresentaram um perfil semelhante, observando-se, no
entanto, algumas diferencas a nivel quantitativo entre as diversas castas e as diferentes
amostragens ao longo da maturagéo (Tabelas 5-15).

O Aacido caftarico foi o composto maioritario em todas as castas tintas analisadas, com
teores que oscilaram entre 566,7 e 4251,7 mg/Kg (expressa em matéria seca) na
amostragem T4, representando entre 24% e 45% do teor total de compostos fendlicos nao
corados nas castas Touriga nacional e Trincadeira, respetivamente. Exceto nas castas
Coracéo de galo, Cornifesto e Monvedro, em que se verificou que o composto maioritario
foi a epicatequina, com teores que oscilaram entre 357,5 e 6372,1 mg/Kg (expressa em
matéria seca), representando 10% e 75% nos teores totais em compostos fendlicos nao
corados nas castas Baga e Monvedro, respetivamente (Tabelas 5-15). Este resultado vai
de encontro ao obtido em trabalhos anteriores, sendo reportado que o &cido caftarico e a
epicatequina sao o0s compostos fendlicos ndo corados presentes em maiores
concentragdes nas uvas tintas (Kammerer et al., 2004; Montalegre et al., 2006).

O acido caftarico € um composto facilmente oxidavel, sendo responsavel muitas vezes pelo
escurecimento dos vinhos, este composto é conhecido pelas propriedades adstringentes
gue confere as uvas e vinhos. Na salde humana o acido caftarico, contribui para a
atividade antioxidante (Waterhouse, 2002; Garrido, 2013). A epicatequina € um composto
muito importante nas uvas e consequentemente na estrutura dos vinhos, influenciando as
suas propriedades organoléticas a nivel da adstringéncia e amargor. A nivel da saude
humana, a epicatequina tem revelado propriedades benéficas, tais como a capacidade
antioxidante e inibicdo da proliferacéo celular (Singleton et al., 1969; Waterhouse, 2002;
Abe et al., 2007).

De um modo geral, o &cido géalhico foi um dos compostos minoritarios identificado nas
castas estudadas, o seu teor oscilou entre 2,7 e 24,5 mg/Kg (expressa em matéria seca),

representado 0,1% e 0,3% do teor total de compostos fenélicos ndo corados nas castas
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Negro mouro e Trincadeira, respetivamente (Tabelas 5-15). Este composto € encontrado
principalmente nas uvas, e destaca-se pelas suas propriedades antioxidantes (Garrido,
2013).

O resveratrol € considerado um dos principais estilbenos, é um composto muito importante
devido aos seus beneficios na saide humana, nomeadamente na prevencao de cancro e
na reducdo de doencas cardiacas (Waterhouse, 2002; Arribas et al., 2009). Este composto
foi identificado em todas as castas tintas, apresentando teores que oscilaram entre 19,64
e 175,23 mg/Kg (expressa em matéria seca), representando 0,7% e 2,1% do teor total de
compostos fendlicos ndo corados nas castas Negro mouro e Monvedro, respetivamente
(Tabelas 5-15).

Do ponto de vista quantitativo, a casta Trincadeira destacou-se pelo seu maior contetdo
em compostos fendlicos ndo corados em T4, apresentando um teor total de 9396,75 mg/Kg
(expressa em matéria seca), seguida pela casta Monvedro com 8466,24 mg/Kg (expressa

em matéria seca) (Figura 21) (Tabelas 5-15).
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Figura 21. Teor médio de compostos fendlicos ndo corados nas castas tintas colhidas no periodo
T4 (Alv, Alvarelhdo; Bag, Baga; Cid, Cidreiro; CorG, Coragdo de galo; Corn, Cornifesto; Mon,
Monvedro; NegM, Negro mouro, Ruf, Rufete; TouF, Touriga fémea; TouN, Touriga nacional; Trinc,
Trincadeira).

A Touriga nacional foi a casta tinta que apresentou 0s teores mais baixos em compostos
fendlicos ndo corados (2325,03 mg/Kg expressa em matéria seca) (Tabela 5) (Figura 25).
Na regido do Dao, esta casta tinta € a mais importante do ponto de vista enoldgico, sendo

responséavel pela producéo dos melhores vinhos. Varios trabalhos foram reportados sobre
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a avaliacdo do perfil em compostos fendlicos ndo corados das uvas e vinhos Touriga
nacional (Paixo et al., 2007; Kozminski et al., 2008).

Os teores totais em compostos fendlicos ndo corados obtidos neste trabalho estdo de
acordo com diversos autores (Figueiredo-Gonzalez et al., 2012 a; Perestrelo et al., 2012).
Num estudo com uvas colhidas em diferentes estados de maturacdo foram reportados
teores que oscilaram entre 1847,0 e 8352,2 mg/Kg (expressa em pelicula seca) (Perestrelo
et al., 2012). Figueiredo-Gonzalez e colaboradores (2012a) estudaram o perfil das castas
Mouraton, Gran negro e Alvarelhdo, e obtiveram valores que oscilaram entre 521,0 e
1769,0 mg/Kg (expressa em matéria seca). Num outro estudo realizado com 11 castas
tintas provenientes da Regido do Douro, foram reportados teores totais de compostos
fendlicos ndo corados que oscilaram entre 19227,8 e 67600,4 mg/Kg (expressa em matéria

seca) (Fernandes et al., 2013).
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Tabela 5. Compostos fendlicos da casta Touriga nacional ao longo da maturacéo (mg/Kg expressa
em matéria seca).

Touriga nacional

T1 T2 T3 T4
Fendis nao corados
1 Acido géalhico nd 2 24,272 30,392 4,182
(0,44) (1,04) (0,11)
2 Acido caftarico 7164,31% 3604,97 © 4934,87 ¢ 566,66 ¢
(63,42) (27,02) (81,93) (2,42)
3 Acido coutarico 2420,142 33,24° 726,05 °© 178,79 ¢
(17.47) (12,54) (9,50) (6,27)
4 Catequina 195,152 112,05 ° 37,55°¢ 67,80 ¢
(4,80) (3,75) (1,16) (0,35)
5 Epicatequina 3167,76% 1018,56 P 295,09 © 361,82 ¢
(37,99) (68,49) (12,65) (15,35)
6 Acido p-cumérico 216,30° nd°® nd°® nd®
(3,69)
7 Epicatequina-3-galhato nd? 1181,53° nd? 979,87 ¢
(5,63) (38,63)
8 Miricetina-3-O-glucésido 27,212 65,21 2P 2,42° 27,882
(0,46) (0,21) (9,57) (0,81)
9 Resveratrol-3-O-glucésido 17,642 29,742 0,652 36,612
(0,14) (0,10) (0,00) (0,09)
10 Quercetina-3-0O-galactésido 531,752 174,40° 40,27 ¢ 34,67 ©
(10,93) (0,04) (9,17) (0,44)
11 Quercetina-3-O-rutinésido nd nd nd nd
12 Quercetina-3-0-glucdsido 52,582 628,81 ° 66,24 ¢ 66,752
(1,84) (3,62) (7,86) (0,01)
13 Canferol-3-O-glucésido nd? 39,402 6,242 nd?
(0,48) (0,10)
14 Isoramnetina-3-0-glucdsido nd? 121,16°" 11,51¢ nd?®
(27,09) (0,81)
13792,84 7033,34 6151,28 2325,03
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucésido 244,502 146,93 ° 394,06 °© 458,53 ¢
(0,76) (1,91) (0,70) (1,3)
16 Cianidina-3-O-glucdésido 66,522 20,47 ° 51,342 155,47 ¢©
(0,43) (0,20) (021) (0,0)
17 Petunidina-3-O-glucésido 572,842 319,69 ° 741,71 ¢ 911,86 ¢
(43,82) (0,03) (1,28) (0,2)
18 Peonidina-3-0O-glucésido 633,392 182,75° 536,86 ¢ 1052,28 ¢
(18,44) (5,51) (1,37) (1,6)
19 Malvidina-3-O-glucésido 1028,562 541,17° 1243,03 ¢ 1191,23 ¢
(7,46) (14,42) (1,54) 1,4)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido 24,902 33,352 88,68 ° 92,99 °
(0,18) (0,01) (0,01) 0,1)
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucédsido 68,61% 39,56 ° 130,12°¢ 111,75°¢
(1,80) (0,21) (0,52) (0,4)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 151,712 81,83° 208,13 ¢ 160,95 2
0,77 (0,63) (0,12) (0,1)
2790,98 1365,75 3393,93 4134,96
Total 16583,82 8399,09 9545,21 6459,99

Valores expressos em média (desvio padrdo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, > soma da

concentracdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as excegdes: Epicatequina T3 vs T4 p <0,001;

Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido T1 vs T2 e Cianidina-3-O-glucésido T2 vs T3 e Isorhametina-3-O-glucésido T1 vs

T3; T3 vs T4 p <0,01; Catequina T2 vs T4 p <0,05.
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Tabela 6. Compostos fendlicos da casta Trincadeira ao longo da (maturacdo mg/Kg expressa em
matéria seca).

Trincadeira
T1 T2 T3 T4
Fenois ndo corados
1 Acido géalhico 4,928 4,562 13,602 24,492
(0,29) (0,00) (0,85) (0,66)
2 Acido caftarico 1704,542 1381,57° 265,15 °¢ 4751,73¢
(81,29) (47,73) (8,03) (11,81)
3 Acido coutéarico 183,922 57,04 ° 125,09 ¢ 361,60 ¢
(1,02) (5,02) (12,59) (6,03)
4 Catequina 47,062 17,482 nd? 285,82 °
(4,47) (0,13) (3,19)
5 Epicatequina 565,202 86,49 ° nd°® 4089,60 ¢
(92,93) (17,11) (77,14)
6 Acido p-cumérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato nd? 328,85° nd? nd?
(62,63)
8 Miricetina-3-O-glucésido 37,342 39,702 9,572 52,872
(0,67) (2,36) (0,02) (1,23)
9 Resveratrol-3-O-glucosido 15,712 20,442 nd? 78,91°
(0,10) (0,56) 1,27)
10 Quercetina-3-0O-galactdsido 120,662 28,76 ° 40,27 ° nd®
(3,90) (1,12) 9,17)
11 Quercetina-3-O-rutinésido nd nd nd nd
12 Quercetina-3-0O-glucosido 167,232 131,862 66,24 ° 251,173 ¢
(4,57) (6,31) (7,86) (2,15)
13 Canferol-3-O-glucésido nd? 9,942 6,242 nd?
(0,19) (0,10)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido nd? 15,822 11,512 nd?
(1,14) (0,81)
2846,58 212251 564,79 9396,74
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucésido 142,852 87,52 " 136,27% 662,86 ©
(1,36) (5,48) (2,89) (3,6)
16 Cianidina-3-O-glucésido 53,172 17,06 ° 33,40 ¢ 117,34 ¢
(2,17) (0,39) (2,41) (0,2)
17 Petunidina-3-O-glucosido 293,872 189,23 ° 298,742 1339,71 ¢
(9,25) (0,09) (4,98) (6,9)
18 Peonidina-3-O-glucésido 205,912 115,89 ° 233,59 ¢ 1133,11¢
(26,30) (4,73) (4,26) 1,7)
19 Malvidina-3-O-glucésido 443,062 263,70 ° 401,20 ¢ 2045,84 9
(2,53) (0,62) (5,37) (11,2)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucosido 71,922 25,04 ° 27,40° 123,13°
(5,06) (0,16) (0,02) 0,3)
21 Peonidina-3-0-p-cumaroilglucésido 3,122 14,283 22,76° 235,15 ¢
(0,34) (0,05) (0,20) (1,4)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 15,742 39,81° 47,41° 279,70 ¢
(0,27) (0,66) (0,67) (0,6)
1229,64 752,53 1200,77 5936,84
Total 4076,22 2875,04 1765,56 15225,10
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Valores expressos em média (desvio padrao) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, > soma da
concentragdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as exceg¢es: Resveratrol-3-O-glucésido T3 vs T4 e
Quercetina-3-O-galactésido T1 vs T3 e Quercetina-3-O-glucésido T1 vs T3 e Cianidina-3-O-glucésido T1 vs T3 e
Peonidina-3-0-p-cumaroilglucésido T1 vs T3 p <0,001; Acido coutarico T2 vs T3 e Resveratrol-3-O-glucésido T1 vs T4
Quercetina-3-0O-glucésido T2 vs T3 e Cianidina-3-O-glucésido T2 vs T3 p <0,01; Acido coutérico T1 vs T3 e Resveratrol-
3-O-glucésido T2 vs T4 p <0,05.



Tabela 7. Compostos fenélicos da casta Monvedro ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em
matéria seca).

Monvedro
T1 T2 T3 T4
Fendis ndo corados
1 Acido gélhico 4,76 2 4,212 6,552 6,152
(0,20) (0,13) (0,82) (0,01)
2 Acido caftarico 3616,772 441,24 ° 2056,05 °© 1018,98 ¢
(118,50) (0,30) (400,81) (23,57)
3 Acido coutarico 1254,902 22,73° 88,58 ° 154,23 °
(6,44) (0,59) (9,01) (8,23)
4 Catequina 667,79% 143,53 " 312,18° 626,67 %
(2,00) (6,43) (49,42) (4,33)
5 Epicatequina 5814,042 768,10 ° 2093,80 ¢ 6372,08 ¢
(409,47) (27,10) (294,44) (47,20)
6 Acido p-cumérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato nd?@ nd? 2628,54° nd?®
(367,13)
8 Miricetina-3-O-glucésido 12,012 27,732 18,892 24,342
(0,37) (1,97) (4,14) (0,24)
9 Resveratrol-3-O-glucésido 80,222 77,352 26,472 175,232
(1,69) (0,79) (6,01) (0,36)
10 Quercetina-3-0O-galactésido 158,432 71,552 252,302 nd®
(3,40) (0,99) (43,35)
11 Quercetina-3-O-rutindsido nd nd nd nd
12 Quercetina-3-O-glucésido 150,082 83,092 129,032 88,562
(4,24) (0,55) (24,10) (0,24)
13 Canferol-3-O-glucésido 4,812 nd? 5,382 nd?®
(0,62) (0,69)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 34,442 nd? 12,722 nd?
(2,73) (3,05)
> 11798,25 1639,53 7634,49 8466,24
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucésido 212,222 27,71° 94,62 ¢ 229,032
(8,45) (0,13) (1,41) (0,6)
16 Cianidina-3-O-glucésido 58,832 6,10° 34,393b 63,472
(3,77) 0,17) (0,09) 0,2)
17 Petunidina-3-O-glucdsido 430,872 67,47° 210,45° 526,81 ¢
(30,29) (1,55) (0,07) (0,6)
18 Peonidina-3-O-glucésido 783,922 136,45 ° 327,85° 1528,61 ¢
(23,45) (1,71) (4,79) (2,5)
19 Malvidina-3-O-glucésido 1039,772 161,73° 544,56 °© 1387,62 ¢
(78,39) (2,08) (6,45) (2,3)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido 25,732 3,742 31,262 30,892
(1,66) (0,16) (0,03) 0,1)
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucosido 45912 11,58 ° 42,613 146,43 ¢
(0,91) (0,24) (1,48) 0,2)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 77,392 12,30° 79,192 120,55 ¢
(0,78) (0,05) (2,66) (0,4)
> 2674,64 427,08 1364,93 4033,41
Total 14472,89 2066,61 8999,42 12499,65

Valores expressos em média (desvio padrdo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, > soma da
concentracao de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as excegdes: Cianidina-3-O-glucésido T1 vs T2; T2 vs
T4 p <0,001; Catequina T3 vs T4 e Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido T1 vs T4; T3 vs T4 p <0,01; Peonidina-3-O-p-
cumaroilglucésido T1 vs T2 p <0,05.
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Tabela 8. Compostos fendlicos da casta Rufete ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em matéria
seca).

Rufete
T1 T2 T3 T4
Fendis nao corados
1 Acido gélhico 25,382 6,352 17,362 15,872
(1,82) (0,38) (0,28) (0,04)
2 Acido caftarico 3040,782 1576,47 1522,03° 1253,13 ¢
(6,85) (70,35) (7,56) (47,13)
3 Acido coutéarico 2722,442 62,88 ° 184,34 ¢ 300,32 ¢
(13,74) (4,24) 4,17) (13,73)
4 Catequina 116,202 64,152 675,58 P 522,57 ¢
(1,30) (1,17) (2,47) (11,25)
5 Epicatequina 424,392 123,50 ° 3208,75 °© 3268,60 ©
(25,34) (20,05) (69,61) (33,96)
6 Acido p-cumaérico 89,762 nd® nd® nd®
(0,80)
7 Epicatequina-3-galhato 343,002 116,92° 2833,73°¢ 1541,56 ¢
(181,53) (17,07) (2,87) (11,47)
8 Miricetina-3-O-glucésido 49,012 28,502 66,492 82,502
(0,96) (0,58) (1,40) (2,35)
9 Resveratrol-3-O-glucésido nd? 8,362 17,232 55,742
0,12) (0,36) (0,54)
10 Quercetina-3-0O-galactésido 266,16 36,85° 116,96 © 64,27 b°
(0,69) (1,13) (0,83) (1,40)
11 Quercetina-3-O-rutindsido nd nd nd nd
12 Quercetina-3-0O-glucdsido 356,152 150,35 ° 502,69 © 304,442
(0,58) (2,47) (10,52) (0,93)
13 Canferol-3-O-glucésido 42,642 20,192 69,892 36,712
(1,36) (2,04) (0,98) (1,22)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 13,872 13,352 nd? nd?
(0,61) (0,24)
> 7497,98 2207,87 9215,05 7445,71
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucésido 38,752 9,08° 285,85 ¢ 283,56 ©
(3,01) (0,06) (2,11) 0,7)
16 Cianidina-3-O-glucdsido 20,762 1,94° 73,18°¢ 68,74 ¢
(0,98) (0,04) (0,18) 0,2)
17 Petunidina-3-O-glucdsido 102,472 20,76 ° 640,78 © 511,121
(0,98) (0,65) (0,62) 0,2)
18 Peonidina-3-O-glucdsido 112,222 12,59 ° 447,01 ¢ 370,97 ¢
(4,26) (0,01) (1,34) 0,3)
19 Malvidina-3-O-glucésido 177,882 52,30° 1387,54 ¢ 1095,91 ¢
(1,99) (0,90) (8,61) (4,6)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido nd? 6,08 ° 49,62 ¢ 99,01 ¢
(0,20) (1,28) 0,4)
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido 4,672 4,012 43,66 ° 66,32 ¢
(0,15) (0,13) (0,13) (0,6)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 15,612 15,772 141,37° 225,38 ¢
(0,64) (0,62) (0,28) 0,4)
y 476,42 122,53 3069,01 2721,01
Total 7974,40 2330,40 12284,06 10166,72

Valores expressos em média (desvio padrao) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, > soma da
concentracdo de compostos fenélicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as excecdes: Acido p-cumérico T1vs T2; T1vs T3; T1
vs T4 p <0,01; Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido T1 vs T2 p <0,05.
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Tabela 9. Compostos fendlicos da casta Touriga fémea ao longo da maturacao (mg/Kg expressa
em matéria seca).

Touriga fémea

T1 T2 T3 T4
Fendis ndo corados
1 Acido géalhico 4,342 9,632 7,282 9,952
(0,36) (0,38) (0,12) (0,03)
2 Acido caftarico 5059,952 4352,09 ° 1807,16 ¢ 2573,72 ¢
(62,75) (20,87) (61,12) (70,39)
3 Acido coutéarico 3921,592 144,07 ° 36,76 ¢ 107,21 ¢
(248,77) (8,13) (6,06) (20,89)
4 Catequina 28,332 nd?® 12,10 232,95°
(4,24) (0,84) (1,28)
5 Epicatequina 86,332 1083,74° nd? 1785,44 ¢
(1,43) (101,24) (45,10)
6 Acido p-cumaérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato 87,672 nd?® nd? 1347,61°
(2,15) (102,20)
8 Miricetina-3-O-glucésido 78,732 42,982 57,932 52,122
(0,59) (0,98) (0,88) (60,09)
9 Resveratrol-3-O-glucésido 30,612 34,912 34,382 88,382
(0,22) (0,57) (0,59) (0,72)
10 Quercetina-3-O-galactosido 256,082 78,62° 209,732 74,22°
(1,95) (0,03) (1,34) (0,42)
11 Quercetina-3-O-rutinésido 84,072 nd? nd? nd?
(2,00)
12 Quercetina-3-O-glucdsido 69,392 299,02 b 231,60° 306,55 °
(1,13) (4,58) (0,01) (0,90)
13 Canferol-3-O-glucésido 29,222 19,432 15,032 da
(1,06) (0,35) (0,90) n
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 64,352 48,912 54,222 24,622
(5,33) (2,32) (0,36) (0,38)
> 9800,66 6113,40 2466,19 6602,77
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucosido 41,452 4,06°" 33,81°¢ 223,36 ¢
(1,30) (0,05) (0,93) 0,2)
16 Cianidina-3-O-glucésido 4,822 6,432 5,782 45,64 °
(0,27) (0,04) (0,34) 0,2)
17 Petunidina-3-O-glucésido 133,952 22,12° 121,44 ¢ 580,37 ¢
(1,22) (0,51) (1,98) 1,3)
18 Peonidina-3-0-glucosido 84,142 3,97° 124,21 °¢ 549,74 9
(0,28) (1,03) (0,47) 0,2)
19 Malvidina-3-O-glucésido 508,622 74,12° 453,79 ¢ 1608,09 ¢
(3,20) (0,80) (6,74) (9,3)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido 54,042 12,85° 43,13 °¢ 134,37 ¢
(2,08) (0,55) (1,06) 1,3)
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido 12,762 7,622 31,29° 96,40°¢
(0,69) (0,04) (0,75) (0,5)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 108,822 54,71° 176,26 ¢ 466,45 ¢
(7,11) (0,56) (5,63) 2,1)
> 948,60 185,88 989,71 370,05
Total 10749,26 6299,28 3455,90 10306,82

Valores expressos em média (desvio padrao) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, 3} soma da
concentragdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as exceg6es: Delfinidina-3-O-glucésido T1 vs T3 e

Quercetina-3-O-galactésido T2 vs T3 p <0,01; Acido coutérico T2 vs T3 p <0,05.
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Tabela 10. Compostos fendlicos da casta Alvarelhdo ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em
matéria seca).

Alvarelh&o
T1 T2 T3 T4
Fendis ndo corados
1 Acido galhico 2,942 8,042 3,352 3,962
(0,96) (0,08) (0,60) (0,08)
2 Acido caftarico 5319,02 @ 2298,03° 2126,25 ¢ 3529,56 ¢
(167,57) (123,89) (136,89) (1,61)
3 Acido coutéarico 7025,84 ¢ 312,62° 121,00 ¢ 384,30 °
(34,24) (11,19) (21,49) (229,67)
4 Catequina 831,28 2 nd b 170,31 °¢ 136,19 ¢
(22,54) (18,59) (0,33)
5 Epicatequina 6833,60 @ 320,04 ° 1270,18 ¢ 1379,19 ¢
(100,43) (14,78) (11,92) (11,36)
6 Acido p-cumarico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato nd 2 nd ? 782,91° nd*®
(40,51)
8 Miricetina-3-O-glucésido nd? 14,122 23,602 21,342
(0,36) (2,79) (0,09)
9 Resveratrol-3-O-glucosido 44,19 @b 6,48" 38,49 ab 125,292
(1,27) (0,56) (5,63) (0,45)
10 Quercetina-3-O-galactosido 806,52 @ 197,54 ° 534,86 © 239,24 °
(10,81) (0,42) (73,39) (0,15)
11 Quercetina-3-O-rutinésido nd nd nd nd
12 Quercetina-3-0O-glucésido 854,52 2 327,75° 723,85°¢ 487,39 ¢
(4,85) (0,95) (103,24) (0,08)
13 Canferol-3-O-glucésido 34,882 13,102 43,872 18,382
(3,73) (0,35) (6,11) (0,32)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 72,632 91,002 73,942 71,122
(0,31) (0,02) (6,94) (1,06)
> 21825,41 3588,71 5912,61 6395,95
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucésido 90,03 2 30,34° 74,54 ¢ 121,64 ¢
(3,64) (0,17) (0,33) (0,7)
16 Cianidina-3-O-glucésido 76,512 32,81° 96,08 © 141,751
(1,18) (0,79) (1,02) 0,2)
17 Petunidina-3-O-glucdsido 144,32 76,62° 172,24¢ 277,17 ¢
(1,34) (0,19) (0,33) 0,2)
18 Peonidina-3-O-glucdsido 822,612 319,31° 599,14 °¢ 1181,92 ¢
(6,10) (0,37) (3,78) (1,5)
19 Malvidina-3-O-glucésido 480,522 188,59° 325,78°¢ 570,674
(0,32) (0,07) (1,15) (0,6)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido 19,702 nd® 8,04°¢ 9,59¢
(0,35) (0,18) (0,0)
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido 41,882 21,43" 35,90°¢ 71,5449
(0,0) (1,18) (0,20) 0,2)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 32,742 10,99 ° 16,25 ¢ 30,052
(0,22) (0,25) (0,09) (0,00)
> 1708,29 680,09 1327,97 2404,33
Total 23533,71 4268,81 7240,58 8800,29

Valores expressos em média (desvio padrao) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, > soma da
concentragdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras, diferentes correspondem a diferencgas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as excec¢des: Acido caftarico, T1 vs T2 e Catequina T2
vs T3, p <0,001; Catequina T2 vs T4 e Quercetina-3-O-glucésido p <0,01; Epicatequina T3 vs T4 e Quercetina-3-O-
glucésido T1 vs T3 p <0,05.
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Tabela 11. Compostos fendlicos da casta Coracéo de galo ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa
em matéria seca).

Coracao de galo

T1 T2 T3 T4
Fenodis ndo corados
1 Acido gélhico 127,912 17,172 10,742 16,392
(4,30) (0,19) (0,53) (0,06)
2 Acido caftarico 11082,452 4337,40° 2635,41 ¢ 3330,50 ¢
(148,58) (60,29) (40,10) (12,90)
3 Acido coutéarico 3826,782 1584,90 ° 297,17 ¢ 180,75 ¢
(140,83) (1,35) (13,17) (10,58)
4 Catequina 2544,022 349,46 ° 191,12 ¢ 246,81 b°
(53,72) (3,45) (1,11) (0,32)
5 Epicatequina 20779,112 1889,71° 1583,82 ¢ 1119,01d
(310,77) (79,62) (132,04) (9,59)
6 Acido p-cumérico 19,282 nd? nd? nd?
(0,22)
7 Epicatequina-3-galhato nd? nd? 1210,47° nd*®
(48,47)
8 Miricetina-3-O-glucésido 20,052 18,862 19,252 36,342
(0,27) (0,01) (0,10) (0,06)
9 Resveratrol-3-O-glucésido 27,322 17,002 87,912 37,922
(0,15) (0,21) (1,38) (0,06)
10 Quercetina-3-0O-galactésido 1132,612 440,51 ° 719,41 °¢ 88,01 ¢
(1,42) (0,51) (1,88) (1,05)
11 Quercetina-3-O-rutindsido nd? nd? 56,232 16,792
(4,04) (0,25)
12 Quercetina-3-0O-glucésido 905,342 444,03° 1272,50 ¢ 459,92 °
(12,61) (2,22) (51,72) (6,16)
13 Canferol-3-O-glucésido 34,912 19,712 154,42 ° 21,812
(0,80) (0,14) (0,94) (0,56)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 31,822 17,022 92,922 38,492
(1,60) (0,04) (0,38) (0,31)
40531,60 9129,35 8331,37 5592,74
Antocianinas
15 - L. 16,432 53,402 169,172 141,442
Delfidina-3-O-glucésido (0.56) (1.43) (1,56) ©0.7)
16 - L 27,7272 58,11% 20,982 111,472
Cianidina-3-O-glucésido (0.03) (0.69) (0.78) 0.0)
17 - - 56,252 107,402 435,312 310,622
Petunidina-3-O-glucosido (0.47) (1,31) (7,28) ©0.2)
18 Peonidina-3-O-alucésido 233,682 1868,69 ° 81,452 703,362
9 (1,13) (2164,66) (7,92) (0,8)
19 . - 138,292 220,322 408,452 730,212
Malvidina-3-O-glucésido (1.37) 0.11) (39.28) (15)
20 . . . nd? nd? 77,532 47,192
Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido 0.71) (0.0)
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido 4,.24° 7,43% 58,68+ 48,00*
P 9 (0,07) (0,03) (0,55) ©.1)
22 - . - 4,542 3,642 87,262 159,522
Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido (0,06) (0,07) (6.41) 0.2)
481,15 2318,99 1338,83 2251,81
Total 41012,75 11448,34 9670,20 7844,55

Valores expressos em média (desvio padrdo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, > soma da
concentragdo de compostos fenélicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais, p <0,0001. Com as excecdes: Catequina T2 vs T3 e Peonidina-3-O-
glucésido T2 vs T4 p <0,01; Canferol-3-O-glucosido T1 vs T3; T2 vs T3; T3 vs T4, p <0,05.
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Tabela 12. Compostos fendlicos da casta Cornifesto ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em
matéria seca).

Cornifesto
T1 T2 T3 T4
Fenodis ndo corados
1 Acido gélhico 28,552 12,702 20,982 10,222
(1,40) (0,90) (3,28) (0,35)
2 Acido caftarico 1633,462 615,27 ° 1101,64 ¢ 2092,85 ¢
(3,52) (62,14) (0,08) (12,78)
3 Acido coutarico 1599,84 2 37,92° 248,33 ¢ 227,25 ¢
(66,29) (3,06) (7,56) (4,02)
4 Catequina 229,132 nd® 1167,60 © 173,54%
(5,56) (25,65) (0,70)
5 Epicatequina 288,582 nd® nd ® nd®
(0,40)
6 Acido p-cumérico nd? nd? 1370,92° 754,96 °
(55,64) (21,55)
7 Epicatequina-3-galhato 64,662 nd? 18,322 72,812
(0,15) (0,13) (2,01)
8 Miricetina-3-O-glucésido 8,172 nd? 46,262 24,872
(0,32) (0,33) (0,05)
9 Resveratrol-3-O-glucésido 8,172 nd? 46,26% 24,872
(0,32) (0,33) (0,05)
10 Quercetina-3-0O-galactésido 131,322 19,92° 132,472 68,04 2P
(149,9) (4,80) (2,23) (14,30)
11 Quercetina-3-O-rutindsido nd nd nd nd
12 Quercetina-3-O-glucésido 56,512 22,702 407,03 ° 304,28 °
(3,76) (12,42) (1,50) (22,80)
13 Canferol-3-O-glucésido 22,232 nd? 18,342 22,682
(0,62) (0,15) (1,29)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 55,682 12,812 33,882 14,732
(2,39) (5,85) (4,5) (0,01)
> 5812,69 721,32 13486,50 4639,12
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucésido 146,492 0,84° 132,27 ¢ 40,30 ¢
(2,34) (0,02) (0,16) (0,01)
16 Cianidina-3-O-glucésido 56,912 1,96° 188,64 © 109,60 ¢
(1,81) (0,07) (0,26) 0,3)
17 Petunidina-3-O-glucdsido 349,982 2,525 295,03 °¢ 88,7419
(6,23) 0,17) (0,48) (0,01)
18 Peonidina-3-O-glucdsido 430,542 2,58 ° 1461,20 ¢ 857,55 ¢
(8,40) (0,22) (6,42) (6,52)
19 Malvidina-3-O-glucésido 1276,042 10,29 ° 602,36 °© 225,66 ¢
(10,72) (0,23) (3,42) (0,67)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucosido 48,192 nd® nd® nd®
(3,12)
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido 24,802 0,90 ° 17,113 21,00¢
(0,06) (0,01) (0,02) (0,09)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 156,952 4,66 ° 6,94 ° 6,75°
(0,06) (0,10) (0,02) (0,17)
> 2489,90 23,75 2703,51 1349,60
Total 8302,59 745,07 10190,01 5988,72

Valores expressos em média (desvio padrao) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, > soma da
concentragdo de compostos fenélicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferencgas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais, p <0,0001. Com as exceg¢des: Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido T1
vs T2 p <0,01; Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido T1 vs T4 e Quercetina-3-O-galactésido T1 vs T2; T2 vsT3 p <0,05.
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Tabela 13. Compostos fendlicos da casta Cidreiro ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em
matéria seca).

Cidreiro
T1 T2 T3 T4
Fenodis ndo corados
1 Acido gélhico 16,77 2 1,912 2,252 2,922
(0,13) (0,01) (0,03) (0,05)
2 Acido caftarico 5327,262 763,57° 98,11°¢ 2202,08¢
(5,87) (31,00) (6,12) (56,44)
3 Acido coutéarico 1751,012 108,11° 96,72 ° 348,29 ©
(19,33) (2,77) (11,03) (10,52)
4 Catequina 151,722 16,61° 25,15° 135,94 2
(0,74) 1,22) (0,40) (0,80)
5 Epicatequina 574,192 nd® nd® 670,66 °
(7,95) (36,75)
6 Acido p-cumérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato nd nd nd nd
8 Miricetina-3-O-glucdsido 11,232b 482" 32,462 9,21 b
(0,01) (0,08) (0,94) (0,30)
9 Resveratrol-3-O-glucosido 35,862 5,31° b 132,90 ¢
(0.07) (0,04) nd (2.06)
10 Quercetina-3-0O-galactésido 879,882 71,71° 37,86 ¢ 539,40 ¢
(3,70) (19,95) (43,84) (19,80)
11 Quercetina-3-O-rutinésido nd? 32,99° nd? nd?
(8,53)
12 Quercetina-3-0O-glucdsido 762,362 240,64 ° 20,87 © 491,48 ¢
(0,67) (8,56) (2,61) (15,98)
13 Canferol-3-O-glucésido 85,242 25,09 P 6,32° 16,68°
(0,30) (8,67) (0,55) (0,26)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 39,242 16,692 12,102 32,222
0,12) 0,27) (1,22) (1,30)
9634,76 1287,45 331,84 4581,78
Antocianinas
15 Delfidina-3-0-glucésido 2,472 8,13° 25,34° 38,54 9
(0,04) (0,01) (0,55) (0,00)
16 Cianidina-3-O-glucésido 3,612 16,15° 46,73 ¢ 104,81 ¢
(0,14) (0,07) (0,37) 0,3)
17 Petunidina-3-O-glucdsido 9,442 20,71° 61,38 °¢ 84,86 ¢
(0,93) (0,36) (0,40) (0,00)
18 Peonidina-3-0-glucosido 76,842 232,33° 397,94 °¢ 820,05 ¢
(0,55) (0,41) (7,28) (6,2)
19 Malvidina-3-O-glucésido 51,742 101,90 ° 178,64 ¢ 215,79 ¢
(0,39) (0,04) (7,92) (0,6)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido nd nd nd nd
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido 2,443 9,37° 13,18°¢ 20,09 ¢
(0,07) (0,02) (0,71) 0,1)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 8,912 3,90° 6,06 ° 6,492
(0,13) (0,10) (0,55) 0,2)
155,45 392,49 729,27 1290,60
Total 9790,21 1679,94 1061,11 5872,38

Valores expressos em média (desvio padrdo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. ng ndo quantificado, } soma da
concentracdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais, p <0,0001. Com as exceg¢des: Resveratrol-3-O-glucésido T1 vs T3 em
que p <0,001; Quercetina-3-O-galactésido T2 vs T3 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido T2 vs T3 e Malvidina-3-O-p-
cumaroilglucésido T1 vs T3 p <0,01; Resveratrol-3-O-glucésido T1 vs T2 Quercetina-3-O-rutindsido T1 vs T2; T2 vs
T3; T2 vs T4, p <0,05.
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Tabela 14. Compostos fendlicos da casta Baga ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em matéria
seca).

Baga
T1 T2 T3 T4
Fenodis ndo corados
1 Acido gélhico 3,262 14,90 2 11,862 9,052
(0,27) (0,04) (0,67) (0,23)
2 Acido caftarico 3280,94 @ 3591,78 ° 1866,57 © 2159,51 ¢
(17,97) (12,15) (41,34) (78,63)
3 Acido coutarico 176,07 @ 66,14 ° 104,28 2 135,82
(0,11) (1,65) (9,06) (1,88)
4 Catequina nd? 255,22 ° 25,4132 69,102
(4,70) (1,23) (1,26)
5 Epicatequina nd @ 1349,07 ° 75,01°¢ 357,49 ¢
(15,07) (34,03) (8,43)
6 Acido p-cumérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato nd? 970,56 ° qa 403,37 ¢
(238,64) n (46,39)
8 Miricetina-3-O-glucésido 15,522 42,162 40,99 2 28,612
(0,79) (0,08) (0,15) (0,16)
9 Resveratrol-3-O-glucésido 5122 19,072 23,022 38,232
(0,14) (0,03) (0,12) (0,28)
10 Quercetina-3-0-galactdsido 94,22 ab 167,52 ° 144,27 ab 73,602
(0,00) (1,16) (0,14) (0,46)
11 Quercetina-3-O-rutindsido nd? nd? nd? 3,972
(0,43)
12 Quercetina-3-0O-glucdsido 65,89 2°¢ qa 180,47 ° 130,30 ¢P
(0,00) n (1,73) (1,65)
13 Canferol-3-O-glucésido 3,112 19,312 15,562 14,542
(0,11) (0,30) (0,67) (0,14)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido nd? 36,362 35,052 16,802
(1,97) (0,98) (1,36)
> 3647,13 6532,09 2522,49 3440,37
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucésido 27,062 189,21° 197,72° 94,54°¢
(2,68) (0,38) (1,76) 1,5)
16 Cianidina-3-O-glucésido 13,112 36,28° 44,99° 37,67°
(5,30) (0,58) (0,25) 0,2)
17 Petunidina-3-O-glucdsido 103,312 447,83° 448,97° 228,97°¢
(9,17) (12,34) (0,01) (0,3)
18 Peonidina-3-0-glucosido 95,262 518,53° 510,95° 525,66°
(13,25) (0,20) (2,65) 4,2)
19 Malvidina-3-O-glucésido 183,222 859,62° 828,88° 553,77 ¢
(7,56) (40,50) (1,67) (5,0)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido nd? 10,402 12,144 nd?
(0,26) (2,15)
21 Peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido nd? 10,312 9,352 10,472
(0,47) (0,06) (0,0)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 4,482 17,392 15,36° 11,112
(0,13) (0,43) (0,06) 0,2)
> 426,44 2089,57 2068,36 1461,19
Total 4073,57 8621,66 4590,89 4901,56

Valores expressos em média (desvio padrédo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. ng ndo quantificado) soma da
concentracdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais, p <0,0001. Com as excegdes: Malvidina-3-O-glucésido T1 vs T3 e
Quercetina-3-0O-glucoésido T1 vs T3 em que p <0,001; Cianidina-3-O-glucésido T1 vs T2 e T1 vs T4 e Quercetina-3-O-
galactosido p <0,01; Epicatequina T1 vs T3 p <0,05.
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Tabela 15. Compostos fendlicos da casta Negro mouro ao longo da maturacao (mg/Kg expressa

em matéria seca).

Negro mouro

T1 T2 T3 T4
Fenos nao corados
1 Acido géalhico 10,94 @ 9,242 5,62 2 2,66 2
(0,48) (0,38) (0,23) (0,05)
2 Acido caftarico 6092,69 @ 5139,31° 1615,71 ¢ 713,35 ¢
(115,59) (20,87) (31,54) (1,62)
3 Acido coutéarico 1765,35 2 93,65° 15,01° 58,01°
(5,39) (8,13) (7,45) (1,56)
4 Catequina 454,59 2 nd® 376,75 ¢ 101,38 °
(9,24) (19,04) (3,96)
5 Epicatequina 2528,88 @ 404,39 ° 3315,53°¢ 471,74 ¢
(2,04) (14,67) (397,28) (6,45)
6 Acido p-cumaérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato nd? 705,08 ° 1230,75 ¢ 968,44 ¢
(165,17) (58,45) (13,02)
8 Miricetina-3-O-glucésido 22,642 17,582 28,852 17,842
(0,64) (1,20) (1,63) (0,20)
9 Resveratrol-3-O-glucésido 8,852 6,392 104,88 @ 19,64 2
(0,01) (0,03) (2,08) (0,17)
10 Quercetina-3-0O-galactésido 654,88 @ 522,592 dqv 209,09 °©
(0,05) (6,36) n (240,59)
11 Quercetina-3-O-rutinésido nd nd nd nd
12 Quercetina-3-O-glucdsido 314,422 165,12 ° 145,88 ° 222,85 2P
(3,37) (1,83) (7,09) (1,66)
13 Canferol-3-O-glucésido 22,872 9,772 nd? 12,352
0,12) 0,12) (0,37)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 13,182 5762 nd? nd @
(0,44) (0,15)
> 11889,29 6339,19 6838,98 2797,35
Antocianinas
15 Delfidina-3-O-glucosido 23,052 27,27° 64,64 ¢ 73,18 ¢
(0,23) 1,05 (0,16) (0,3)
16 Cianidina-3-O-glucoésido 5,002 4,132 14,02 ° 40,97 ¢
(0,09) 0,05 (0,07) (0,1)
17 Petunidina-3-O-glucésido 36,352 37,982 101,91° 125,53 ¢
(3,65) (1,24) (2,56) (0,6)
18 Peonidina-3-0O-glucésido 27,982 22,82° 78,45 ¢ 146,32 ¢
(0,40) (0,40) (0,28) (2,4)
19 Malvidina-3-O-glucésido 100,59 2 122,51° 282,04 ¢ 249,39 ¢
(1,36) (1,50) (0,95) (3,2)
20 Petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido 9,512 7,402 26,65° 14,97°¢
(0,39) (0,10) 0,27) 0,1)
21 Peonidina-3-0-p-cumaroilglucésido 4,472 4,152 12,55° 13,83°
(0,01) (0,09) (0,00) 0,2)
22 Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido 21,722 24,50° 60,90 © 28,06 ¢
(0,02) (0,22) (0,01) (0,4)
> 228,67 250,76 641,16 693,25
Total 12117,96 6589,95 7480,14 3490,60

Valores expressos em média (desvio padrdo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, Y soma da
concentracao de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as exceg6es: Delfinidina-3-O-glucésido T1 vs T2 p
<0,001; Quercetina-3-O-galact6sidoT2 vs T4 e Malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido T2 vs T4 p <0,01; Malvidina-3-O-p-
cumaroilglucésido T1 vs T2 e Quercetina-3-O-glucésido T1 vs T2; T1 vs T3 p <0,05.
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Relativamente a influéncia da maturagéo no teor de compostos fendlicos nédo corados, de
um modo geral, podemos observar que ocorreu uma diminuicdo nos teores médios ao
longo do tempo de maturacdo (Figura 22). Entre as amostragens T1 e T2 ocorreu uma
diminuicdo de 12354,4 para 4324,2 mg/Kg (expressa em matéria seca), representando
uma diminuigdo na ordem dos 64% (Figura 22, Tabelas 5-15). Seguidamente, ocorreu um
aumento, entre T2 e T3 e manteve-se praticamente constante entre T3 e T4 (Figura 22).
Esta diminuicdo em T2 foi observada com todas as castas, com a exce¢do da Baga. A
diminuicéo verificada foi provavelmente devida a grande precipitacdo que ocorreu entre 0s
periodos T1 e T2, induzindo a um efeito de diluicdo a nivel dos compostos fendélicos ndo
corados (Rodriguez et al., 1995; Chavarria et al., 2011).

Seria de esperar um aumento do teor de compostos fendlicos ndo corados, uma vez que
eles aumentam ao longo do tempo de maturacéo (Ribereau-Gayon et al., 2006). Contudo,
os resultados obtidos podem ser justificados pela influéncia das condigbes ambientais
peculiares verificadas durante o més da colheita (IPMA, 2015).

Num estudo levado a cabo por Ivanova et al., (2011) em gque estudaram duas castas tintas
em diferentes estados de maturagdo, verificaram que o teor de flavonoides das uvas
aumentou ao longo da maturagéo, enquanto que o teor de flavano-3-6is atingiram teores

maximos na fase do pintor.
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Figura 22. Evolucao do teor de compostos fendlicos ndo corados ao longo da maturacao.
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4.1.2. Antocianinas

O desenvolvimento da cor dos frutos é uma caracteristica evolutiva importante e um fator
fundamental para a sua qualidade e valor no mercado (Kashey et al., 2013). As
antocinaninas sao os polifendis mais abundantes nas uvas tintas, sendo responsaveis pela
pigmentacdo vermelha, roxa e azul dos bagos e, consequentemente, do vinho tinto. Estes
compostos sdo de extrema importancias na producéo de vinhos.

Nas 11 uvas tintas analisadas por HPLC/DAD foram identificadas 8 antocianinas:
delfinidina-3-O-glucésido [15]; cianidina-3-O-glucésido [16]; petunidina-3-O-glucésido
[17]; peonidina-3-O-glucésido [18]; malvidina-3-O-glucdsido [19]; petunidina-3-O-p-
cumaroilglucésido [20]; peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido [21]; malvidina-3-O-p-
cumaroilglucésido [21] (Figura 23). Ao longo dos ultimos anos varias antocianinas tém sido
reportadas nas uvas (Monrad et al., 2010; Garrido et al., 2013; Oliveira et al., 2013).
Todos as antocianinas identificadas neste trabalho ja haviam sido previamente descritas
em uvas (Dopico-Garcia et al., 2008; Monrad et al., 2010; Perestrelo et al., 2012; Menget
et al., 2012).
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Figura 23. Perfil cromatografico das antocianinas da casta Rufete (T1) obtido por HPLC-DAD.
Detecdo a 50 nm (15) delfinidina-3-O-glucdsido; (16) cianidina-3-O-glucésido; (17) petunidina-3-O-
glucésido; (18) peonidina-3-O-glucésido; (19) malvidina-3-O-glucésido; (20) petunidina-3-O-p-
cumaroilglucésido; (22) peonidina-3-0O-p-cumaroilglucésido; (22) malvidina-3-O-p-
cumaroilglucésido.

De acordo com 0 nosso conhecimento, este € o primeiro estudo sobre o perfil em
antocianinas das castas Cidreiro, Coragdo de galo, Monvedro, Negro mouro, Touriga

fémea, Baga e Cornifesto.
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Todas as castas tintas analisadas apresentaram um perfil de antocianinas semelhante,
observando-se algumas diferencas a nivel quantitativo entre as diversas castas e as datas
de colheita (Tabelas 5-15).

Os compostos corados maioritarios foram a malvidina-3-O- glucésido, com teores médios
em T4 que oscilaram entre 2158 e 2045,8 mg/Kg (expressa em matéria seca),
representando entre 16% e 39% do teor total em antocianinas nas castas Cidreiro e
Trincadeira, respetivamente. A peonidina-3-O-glucésido foi o segundo maior composto,
com teores que oscilaram entre 146,32 e 1528,61 mg/Kg (expressa em matéria seca),
representando 21% e 37% do teor total em antocianinas nas castas Negro mouro e
Monvedro, respetivamente (Tabelas 5-15).

Os resultados obtidos estdo em consonancia com diversos trabalhos prévios, que
descreveram a malvidina-3-O-glucésido e a peonidina-3-O-glucésido como sendo 0s
compostos maioritarios em uvas V. vinifera (Alonso et al., 2007; Novak et al., 2008;
Perestrelo et al., 2012). No estudo efetuado por Novak e os seus colaboradores (2008)
com castas provenientes da regido do Dao (Alfrocheiro, Jean, Touriga nacional, Tinta roriz),
verificaram que a malvidina-3-O-glucésido foi a antocianina maioritaria em todas as castas
estudadas.

A malvidina-3-O-glucdsido e a peonidina-3-O-glucosido sdo importantes no que respeita a
cor das uvas, e estdo envolvidos em diversas reacdes nos vinhos. Estes compostos
apresentam propriedades benéficas a salude humana, tais como propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérios e vasodilatadores (Vian et al., 2006; Monganas et al.,
2007).

De uma forma geral, a antocianina em menor concentracdo, foi a petunidina-3-O-p-
cumaroilglucésido, com valores que oscilaram entre 9,6 e 134,4 mg/Kg (expressa em
matéria seca), representando 0,4% e 3,6% do teor total de antocianinas, nas castas
Alvarelhdo e Touriga fémea, respetivamente. Baixos teores também foram observados
para a malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido e peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido (Tabelas
5-15).

Quantitativamente, a casta que apresentou maior teor de antocianinas em T4 foi a
Trincadeira, com um teor de 5936,8 mg/Kg (expressa em matéria seca), seguida da Touriga
nacional com um teor de 4134,9 mg/Kg (expressa em matéria seca) (Figura 24, Tabelas 5
e 15). Comparando o teor de antocianinas totais obtido para a Touriga nacional, que é
conhecida por ser a casta tinta mais importante na producdo de vinhos DOC D&o com as
outras castas tintas, constatou-se que todas apresentaram teores de antocianinas
inferiores a Touriga nacional (4134,9 mg/Kg expressa em matéria seca), exceto a
Trincadeira (5936,8 mg/Kg expressa em matéria seca). Porém, todas apresentaram teores

elevados (Figura 24, Tabelas 5-15).
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Figura 24. Teor médio em antocianinas presentes nas castas tintas colhidas na data T4 (Alv,
Alvarelhdo; Bag, Baga; Cid, Cidreiro; CorG, Coracdo de galo; Corn, Cornifesto; Mon, Monvedro;
NegM, Negro mouro, Ruf, Rufete; TouF, Touriga fémea; TouN, Touriga nacional; Trinc, Trincadeira).

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os reportados por diversos
autores (Figueiredo-Gonzalez et al., 2012 a; Perestrelo et al.,, 2012). Kozminski et al.,
(2008) estudaram o teor em antocianinas nas castas Alfrocheiro, Jean, Touriga nacional e
Tinta roriz proveniente da regido do Dao, estes autores reportaram valores de antocianinas
totais que oscilaram entre 3,41 e 7,13 mg/g (expressa em matéria seca). Num outro
trabalho efetuado com uvas das castas Moratén, Alvarelhdo e Gran negro, obtiveram
teores totais de antocianinas entre 521 e 1769 mg/Kg (expressa em matéria seca)
(Figueredo-Gonzéles et al., 2012).

Num outro trabalho realizado pelo nosso grupo de investigacdo, foram reportados teores
totais de antocianinas em 29 uvas tintas provenientes da regido do vinho verde,
apresentando teores que oscilaram entre 160 e 11842 mg/Kg (matéria seca) (Dépio-Garcia
et al., 2008).

Varios fatores desempenham um papel importante na produgédo de uvas, nomeadamente
os fatores ambientais e o grau de maturacdo (Pérez-Magarino et al., 2004). Tal como se
pode observar na Figura 25, ao longo do tempo de maturacgéo verificou-se uma diminuicédo
do teor em antocianinas entre T1 e T2 (de 1237,2 para 782,7 mg/Kg expressa em matéria
seca). Esta diminuicdo ocorreu em todas as castas tintas, proavelmente devido a grande
pluviosidade que se verificou neste periodo (IPMA, 2015). Este aumento de humidade no
solo provocou um efeito de diluicdo a nivel das antocianinas da uva e uma consequente

diminuicdo do seu teor (Rodriguez et al., 1995; Chavarria et al., 2011). Entre T2 e T4
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verificou-se um aumento do teor em antocianinas, apresentando um acréscimo médio na
ordem dos 71% (Tabelas 5-15).

Apenas as castas Cidreiro e Negro mouro apresentaram um aumento constante do teor
em antocianinas ao longo da maturacédo (155,5 a 1290,6 mg/Kg expressa em matéria seca
na casta Cidreiro e 228,7 e 693,3 mg/Kg expressa em matéria seca, na casta Negro mouro,
respetivamente), revelando uma menor suscetibilidade a presenca de humidade no solo
(Tabelas 5-15).

Estes resultados vao de encontro ao esperado, uma vez que o teor de matéria corante
aumenta ao longo da maturacao (Mateus et al., 2002; Ribereau-Gayon et al., 2006).

As caracteristicas edafoclimaticas, a casta e o grau de maturacao sao fatores que estédo
descritos por alterarem a composi¢do em antocianinas nas uvas (Pérez-Magarino et al.,
2004).

Num estudo efetuado com as castas tintas Vranec e Merlot em diferentes estados de
maturacado, verificou-se que o teor de antocianinas nas uvas aumentou ao longo da

maturacao (lvanova et al., 2011).
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Figura 25. Evolucéo do teor de compostos fenélicos corados ao longo do tempo de maturacao.

4.1.3. Analise de componentes principais

O PCA representa um dos principais métodos estatisticos aplicados na andlise de
informacdes. Este teste estatistico permite transformar e extrair informacdes relevantes de

dados complexos, através da combinacgdo linear das variaveis originais, estabelecendo um
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conjunto de variaveis que contém apenas as informag¢des mais importantes, criando novos
eixos no espago multidimensional, designados por componentes principais (PC). Desta
forma, cada amostra € representada por um ponto no espago multidimensional, do qual se
pode extrair informacdes sobre cada amostra, e sobre grupos que apresentem
caracteristicas semelhantes (Nascimento et al., 2010; Serafim et al., 2012).

Assim, o objetivo do PCA ¢é averiguar a existéncia de um pequeno numero de componentes
principais (PC) que sejam responsaveis pela elevada variabilidade associada, neste caso,
ao conteudo total de compostos fendlicos. Por conseguinte, 0s componentes que revelem
uma maior contribuicdo para determinada variavel em estudo sdo identificados com
sucesso (Serafim et al., 2012).

Sendo um dos objetivos principais deste trabalho a avaliagdo do perfil fendlico de castas e
para facilitar a interpretacdo do volume de informacdo, aplicou-se uma analise de
componentes principais (PCA) aos teores de cada composto fendlico e composicao total

(mg/kg de expressa em matéria seca) de cada uma das castas estudadas.

4.1.3.1. Analise de componentes principais das uvas tintas

O PCA do conjunto de dados normalizados apresentou uma variancia total de 56,60%,
representada por 37,29% pela componente 1 (PC1) e 19,30% pela componente 2 (PC2)
(Figura 24). Como se pode observar na figura 26-A, as amostras distribuem-se claramente
pelo plano.

A figura 26-A revela a existéncia de uma clara distingdo entre as diferentes castas devido
as suas localizagdes distintas no plano. Os individuos das castas Touriga nacional, Touriga
fémea e Rufete aparecem no plano positivo PC1 podendo ser agrupados, e distinguem-se
dos restantes pelo seu contelldo em antocianinas e epicatequina-3-galhato (Tabelas 5, 8
e 9). Numa localizac@o oposta, apresentam-se na parte negativa do plano PC1 e PC2 as
castas Cornifesto, Baga e Negro mouro que se distinguem por serem as que apresentaram
menor teor de compostos fendlicos (Tabelas 12,14 e 15).

Na parte negativa do plano PC1 e positiva do plano PC2 localizam-se as castas Alvarelh&o,
Coracdo de galo e Cidreiro, destacando-se pelo seu elevado teor em canferol-3-O-
glucésido, isoramnetina-3-O-gucésido, quercetina-3-O-glacatésido, quercetina-3-O-
rutinésido, quercetina-3-O-glucdsido e acido coutarico (Tabelas10,11 e 13).

As castas Trincadeira e Monvedro aparecem na parte positiva do plano PC1 e PC2, sédo
distinguidas das restantes pelo seu elevado conteido em compostos fendlicos, sendo as

castas mais ricas em compostos fendlicos totais (Tabelas 5-15).
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Variaveis: PC1 e PC2 (56,60%) Observagées: PC1 e PC2 (56,60%)
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Figura 26. Projecéo das diferentes castas tintas (A) (varidveis: Alvarelhdo (Alv), Baga (Bag); Cidreiro
(Cid); Coracéo de galo (CorG); Cornifesto (Corn); Monvedro (Mon); Negro mouro (NegM); Rufete
(Ruf); Touriga fémea (TouF); Touriga nacional (TouN); Trincadeira (Trinc) e dos componentes,
compostos fendlicos (B) variaveis: acido galhico (Ac. gal); &cido caftarico (Ac. caft); acido
coutérico(Ac. cut); catequina (Cateq); epicatequina (Epicatec); acido p-cumarico (Ac. p-cum);
epicatequina-3-galhato(Epicat galh); miricetina-3-O-glucosido (Mir-3-O-gluc); resveratrol-3-O-
glucésido (Res-3-O-glu); quercetina-3-O-galactésido (Quer-3-O-galac); quercetina-3-O-rutindsido
(Quer-3-O-rut); quercetina-3-O-glucésido (Quer-3-0O-gluc); campeferol-3-O-glucdsido (Camp-3-O-
gluc); isoramnetina-3-O-glucésido (Iso-3-0O-glu); delfinidia-3-O-glucésido (Delf-3-O-gluc); cianidina-
3-0O-glucdsido (Ciani-3-0-gluc); petunidina-3-O-glucdsido (Petu-3-0-gluc); peonidina-3-O-glucdsido
(Peoni-3-O-gluc); malvidina-3-O-glucésido (Malvi-3-O-gluc); petunidina-3-O-p-cumaroilglucésido
(petu-3-0O-p-cum glu); peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido (Peoni-3-0O-p-coum gluc); malvidina-3-O-
p-cumaroilglucésido (Malvi-3-O-p-coum gluc) no plano composto por as componentes principais
PC1 e PC2 representando 56,60% do total e variancia para a composi¢cdo em compostos fendlicos.

4.2. COMPOSTOS FENOLICOS NAS UVAS BRANCAS

Os compostos fendlicos das uvas brancas sdo pigmentos amarelos que contribuem
diretamente para a cor dos vinhos brancos (Castillo-Munoz et al., 2010). Nos vinhos
brancos o teor de compostos fendlicos, é geralmente menor comparativamente aos tintos.
Uma vez que estes compostos encontram-se em maior quantidade na pelicula das uvas,
e como normalmente na fermentacéo dos vinhos brancos ndo h& contacto com as peliculas
(vinificacdo de bica aberta-sem maceragdo), a extracao destes compostos &€ menor
(Montealegre et al., 2006; Jeffery et al., 2008).

Na literatura existem diversos estudos sobre o perfil fendlico de castas brancas. Diversas
familias de compostos fendlicos ndo corados ja foram identificadas nas uvas brancas,
como flavandis, estilbenos e acidos fenodlicos (Kammer et al., 2004; Montealegre et al.,

2006; Castillo-Mundz et al., 2010; Di Lecce et al., 2014). A classe mais abundante nas uvas
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brancas € a dos flavonéis, nomeadamente flavano-3-6is (Castillo-Mundz et al., 2010; Di
Lecce et al.,, 2014).

4.2.1 Compostos fendlicos ndo corados

Os compostos fendlicos ndo corados presentes nas 3 castas brancas estudadas foram
caracterizados por HPLC/DAD, tendo-se identificado 14 compostos: acido galhico, acido
caftarico, acido coutarico, 4cido p-cumarico, catequina, epicatequina e epicatequina-3-
galhato, resveratrol-3-O-glucésido, miricetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-galactésido,
gquercetina-3-O-rutindsido, guercetina-3-O-glucésido, canferol-3-O-glucésido,
isoramnetina-3-O-glucésido (Figura 20). A presenca destes compostos em uvas brancas
ja foi reportada por diversos autores (Kammer et al., 2004; Montealegre et al., 2006;
Castillo-Mundz et al., 2010; Di Lecce et al., 2014).

De acordo com 0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo sobre o perfil fendlico das
castas Terrantez, Uva céo e Luzidio.

Os compostos fendlicos ndo corados identificados englobam vérias classes: acidos
hidroxibenzdicos [1]; acidos hidroxicinamicos [2], [3] e [6]; estilbeno [9]; flavondis [8], [10-
14] e flavan-3-6is [4], [5] e [7].

Todas as castas analisadas apresentaram um perfil semelhante, observando-se, no
entanto, algumas diferencas a nivel quantitativo entre as diversas castas e aos diferentes
datas de colheita (Tabelas 16-18).

Nas uvas brancas, a semelhanga do que se verificou nas tintas, 0s compostos maioritarios
foram o acido caftarico e a epicatequina. Os teores de 4cido caftario em T4 oscilaram entre
1306,4 e 2997,0 mg/Kg (expressa em matéria seca), representando 9% e 61% do teor total
de compostos nas castas Terrantez e Uva cao, respetivamente. A epicatequina apresentou
teores entre 1357,6 e 7188,6 mg/Kg (expressa em matéria seca), representando 21% e
50% do teor total de compostos fenélicos nas castas Luzidio e Terrantez, respetivamente
(Tabelas 16-18).

Num estudo efetuado com uvas da casta Alvarinho, foram reportados teores elevados em
epicatequina e acido caftarico (Di Lecce et al., 2014)

O resveratrol-3-O-glucésido foi 0 composto minoritario nas castas brancas estudadas, com
teores em T4 a oscilar entre 15,6 e 17,5 mg/Kg (expressa em matéria seca), representando
0,1% e 0,3% do teor total de compostos fendlicos, nas castas Terrantez e Luzidio,
respetivamente. Outro composto encontrado em baixas concentracbes nas uvas brancas

foi 0 acido galhico (Tabelas 16-18).
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Do ponto de vista quantitativo, o teor em compostos fendélicos ndo corados no tempo T4
variou entre 4926,9 e 14300,5 mg/Kg (expressa em matéria seca) para as castas Uva céo
e Terrantez, respetivamente (Figura 27, Tabelas 16 e 18).
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Figura 27. Teor médio de compostos fendlicos ndo corados nas castas brancas estudadas colhidas
no T4 (Luz, Luzidio; UvaC, Uva céo; Ter, Terrantez).

Valores semelhantes foram reportados por outros autores (Perestrelo et al., 2012;
Fernandes et al.,2013). Num trabalho levado a cabo pelo nosso grupo de investigagéo,
foram determinados os fendis ndo corados em 9 castas brancas provenientes da regido do
Douro, nas mesmas condi¢cdes deste trabalho, e obtiveram teores totais de compostos
fendlicos que oscilaram entre 14909,9 e 43199,3 mg/Kg (expressa em matéria seca)
(Fernandes et al., 2013). Num estudo efetuado com a casta Cercial foram descritos teores
totais de compostos fendlicos ndo corados que oscilaram entre 2199,7 e 6265,1 mg/Kg

(expressa em matéria seca) (Perestrelo et al., 2012).
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Tabela 16. Compostos fendlicos da casta Terrantez ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em
matéria seca).

Terrantez
T1 T2 T3 T4
Fenodis ndo corados
1 Acido gélhico 7,502 11,292 13,58 2 8,322
(0,13) (0,29) (0,44) (0,10)
2 Acido caftarico 1968,50 2 1530,83° 1554,61 1306,42 ¢
(22,91) (6,16) (5,14) (22,55)
3 Acido coutéarico 3299,37 @ 655,90 © 506,17 ¢ 349,60 ¢
(27,87) (60,10) (1,92) (0,51)
4 Catequina 267,37 2 600,83 ° 610,22 ° 1180,60 ©
(3,85) (8,25) (18,80) (5,64)
5 Epicatequina 1032,67 2 3504,22 ° 5294,29 ¢ 7188,63 ¢
(0,53) (0,41) (15,80) (354,74)
6 Acido p-cumaérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato 415,872 936,76 ° nd °© 3110,12¢
(14,90) (33,90) (219,02)
8 Miricetina-3-O-glucésido nd nd nd nd
9 Resveratrol-3-O-glucésido 12,472 15,022 11,032 15,58 2
(0,02) (0,02) (0,04) (0,83)
10 Quercetina-3-O-galactosido 723,932 539,87 ° 589,09 ° 642,01 2P
(1,95) (2,41) (12,05) (28,67)
11 Quercetina-3-O-rutindsido nd nd nd nd
12 Quercetina-3-0-glucdsido 582,65 2 358,48 P 402,44 ° 463,37 *°
(0,64) (0,57) (7,10) (27,38)
13 Canferol-3-O-glucésido 49,96 2 34,06 2 40,99 2 35,822
(0,52) 0,72) (0,10) (0,67)
14 Isoramnetina-3-O-glucosido 22,792 12,182 11,40? nd?
(0,62) (0,70) (1,34)
Total 8383,08 8199,44 9033,82 14300,47

Valores expressos em média (desvio padréo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, Y soma da
concentragdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as exceg¢fes: Quercetina-3-O-galactésido T1 vs T2 p
<0,001; Acido coutarico T2 vs T3; T3 vs T4 e Quercetina-3-O-glucésido T1 vs T3 p <0,01; Quercetina-3-O-galactésido
T1vs T3 p <0,05.
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Tabela 17. Compostos fendlicos da casta Luzidio ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em
matéria seca).

Luzidio
T1 T2 T3 T4
Fendis nao corados
1 Acido gélhico 37,952 10,732 11,232 9,662
(1,26) (2,24) (0,16) (0,02)
2 Acido caftarico 2730,712 4992,63° 1653,73 ¢ 2617,95 ¢
(37.11) (121,03) (80,84) (180,88)
3 Acido coutéarico nd? 206,71° 20,802¢ 100,61 ©
(21,45) (2,07) (13,16)
4 Catequina 196,952 317,99° 201,672 141,722
(30,62) (4,44) (0,08) (6,42)
5 Epicatequina 2803,222 4393,62 ° 2008,72 ¢ 1357,61 ¢
(30,52) (140,05) (44,07) (34,03)
6 Acido p-cumérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato nd? 2079,87° 1616,58 ° 759,26 ¢
(28,80) (11,35) (54,53)
8 Miricetina-3-O-glucésido nd? nd? nd? 5,792
(1,60)
9 Resveratrol-3-O-glucésido 7,032 15,404 7,452 17,452
(0,16) (0,71) (0,15) (2,54)
10 Quercetina-3-0O-galactésido 1282,352 944,08 ® 1062,43 © 477,26 ¢
(36,62) (5,60) (8,79) (45,56)
11 Quercetina-3-O-rutindsido nd? 38,412 nd? 29,672
(0,51) (1,48)
12 Quercetina-3-0O-glucésido 841,492 884,122 958,72 ° 678,73 ¢
(30,94) (19,75) (5,43) (66,01)
13 Canferol-3-O-glucésido 175,302P 164,252P 200,40° 110,472
(5,20) (4,32) (1,10) (10,09)
14 Isoramnetina-3-O-glucésido 24,012 16,042 27,042 10,882
(0,62) (0,15) (2,41) (0,57)
Total 8099,01 14063,85 7768,72 6317,06

Valores expressos em média (desvio padrdo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, Y soma da
concentragdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as exceg¢fes: Quercetina-3-O-galactésido T2 vs T3 p
<0,001; Acido caftarico T1 vs T2 e Catequina T1 vs T4; T2 vs T3 e Quercetina-3-O-glucésido T1 vs T3 p <0,01; Acido
coutéarico T1 vs T4; T2 vs T4 e Campeferol-O-3-glucésido T3 vs T4 p <0,05.
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Tabela 18. Compostos fendlicos da casta Uva cao ao longo da maturacdo (mg/Kg expressa em
matéria seca).

Uva céo
T1 T2 T3 T4
Fenodis ndo corados
1 Acido gélhico 27,632 31,952 13,952 18,962
(0,38) (0,82) (0,94) (0,06)
2 Acido caftarico 14676,48°2 9006,33 ° 3047,52 ¢ 2997,00 ¢
(61,62) (46,88) (146,48) (1,12)
3 Acido coutéarico 5853,96 2 1077,31° 78,42 ¢ 122,78 ¢
(62,20) (0,07) (4,22) (26,81)
4 Catequina nd? 684,94 ° 182,25¢ 220,34 ¢
(12,88) (10,04) (1,90)
5 Epicatequina nd? 6211,48° 1509,78 © 1567,77 ¢
(145,21) (144,27) (75,05)
6 Acido p-cumaérico nd nd nd nd
7 Epicatequina-3-galhato nd? 5630,77 ° 476,25°¢ nd?®
(131,60) (71,94)
8 Miricetina-3-O-glucésido nd nd nd nd
9 Resveratrol-3-O-glucésido nd nd nd nd
10 Quercetina-3-0-galactdsido 438,952 548,60 ° 132,21°¢ nd¢
(5,63) (5,48) (6,54)
11 Quercetina-3-0-rutinésido 38,142 nd? nd? nd?
(0,53)
12 Quercetina-3-O-glucésido nd? 252,75° 62,632 nd*®
(2,68) (3,57)
13 Canferol-3-O-glucésido nd nd nd nd
14 Isoramnetina-3-O-glucdsido nd nd nd nd
Total 21035,16 23444,13 5503,01 4926,85

Valores expressos em média (desvio padréo) de trés ensaios. nd, ndo detetado. nq ndo quantificado, Y soma da
concentragdo de compostos fendlicos. Na mesma linha letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre
os diferentes tempos de colheita para as quais p <0,0001. Com as exceg¢8es: Quercetina-3-O-glucosido T3 vs T4 p

<0,01; Quercetina-3-O-glucésido T1 vsT2 p <0,05.

Relativamente ao efeito da maturacdo no teor de compostos fendélicos ndo corados nas

uvas brancas, podemos observar que ocorreu um aumento de T1 para T2 (de 12505,7 para

15235,8 mg/Kg expressa em matéria seca) (Figura 28, Tabelas 16-18). Entre T2 e T3

verificou-se uma diminuigdo na ordem dos 49% (Tabelas 16-18), sofrendo de seguida um

incremento até ao final da maturacao (8514,8 mg/Kg expressa em matéria seca).

A casta Luzidio apresentou um comportamento ligeiramente diferente, incrementou de T1

para T2, posteriormente decresceu até ao final da maturacao (Figura 28, Tabela 17).

Num estudo com duas castas brancas (Smederevka e Chardonnay) em diferentes estados

de maturacdo, foram obtidos teores de compostos fendlicos aumentou ao longo da

maturacao (lvanova et al., 2011).
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Figura 28. Evolugéo do teor de compostos fendlicos ndo corados ao longo do tempo de maturacéo.

4.2.2 Analise de componentes principais das uvas brancas

O PCA do conjunto de dados normalizados apresentou uma variancia total de 100%,
representada por 53,57% pela componente 1 (PC1) e 46,43% pela componente 2 (PC2)
(Figura 29). Através da figura 29-A pode observar-se a presenca de trés grupos distintos,
mostrada pelas suas posi¢des distintas no plano. Na parte negativa do plano PC1 e PC2,
localiza-se a casta Uva céo e distingue-se por apresentar o com menor teor de compostos
fendlicos ndo corados (Tabela 18). Na parte negativa do plano PC1 e na parte positiva do
plano PC2, apresenta-se a casta Terrantez distinguindo-se pelo seu elevado teor em
compostos fendlicos, nomeadamente em acido coutarico, catequina, epicatequina e
guercetina-3-O-galactosido (Tabela 16). A casta Luzidio, apresenta-se numa localizagéo
oposta a casta Terrantez, aparecendo na parte positiva do plano PC1 e PC2, distinguindo-
se das restantes castas pelo seu elevado conteddo em miricetina-3-O-glucésido,

isoramnetina-3-O-glucésido e quercetina-3-O-rutindsido (Tabela 18).
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Variaveis: PC1 e PC2 (100%) Observagdes: PC1 e PC2 (100%)
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Figura 29. Projecéo das diferentes castas brancas (A) (varidveis: Luzidio (Luz); Uva cdo (UvaC) e
Terrantez (Ter) e dos componentes, compostos fendlicos (B) variaveis: acido galhico (Ac. gal); acido
caftarico (Ac. caft); acido coutarico(Ac. cut); catequina (Cateq); epicatequina (Epicatec); acido p-
cumarico (Ac. p-cum); epicatequina-3-galhato(Epicat galh); miricetina-3-O-glucésido (Mir-3-O-gluc);
resveratrol-3-O-glucésido (Res-3-O-glu); quercetina-3-O-galactésido (Quer-3-O-galac); quercetina-
3-O-rutindsido (Quer-3-O-rut); quercetina-3-0O-glucdsido (Quer-3-0O-gluc); campeferol-3-O-glucésido
(Camp-3-0O-gluc); isoramnetina-3-O-glucosido (Iso-3-O-glu); delfinidia-3-O-glucosido (Delf-3-O-
gluc); cianidina-3-O-glucésido  (Ciani-3-O-gluc); petunidina-3-O-glucésido  (Petu-3-O-gluc);
peonidina-3-0O-glucésido (Peoni-3-0O-gluc); malvidina-3-O-glucésido (Malvi-3-O-gluc); petunidina-3-
O-p-cumaroilglucésido (petu-3-O-p-cum glu); peonidina-3-O-p-cumaroilglucésido (Peoni-3-O-p-
coum gluc); malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido (Malvi-3-O-p-coum gluc) no plano composto por as
componentes principais PC1 e PC2 representando 100% do total e variancia para a composi¢cdo em
compostos fendlicos.
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V. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no &mbito desta dissertacdo permitiram retirar as seguintes

conclusoes:
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Nas 14 amostras de uvas analisadas foram identificados 14 compostos fendlicos
corados e 8 compostos fendlicos corados.

A casta Trincadeira foi a casta tinta que apresentou maior teor de compostos
fenolicos corados e ndo corados.

A casta Terrantez foi a casta branca que apresentou maior teor de compostos nao
corados.

O A&cido caftarico e a epicatequina foram os compostos fendlicos ndo corados
maioritarios nas castas tintas e brancas.

A malvidina-3-O-glucésido e a peonidina-3-O-glucésido foram as antocianinas
maioritarias em todas as castas tintas.

Ao longo da maturagdo, as castas tintas e brancas apresentaram oscilagbes
consideraveis nos teores de compostos fendlicos.

Os teores de compostos fendlicos ndo corados presentes nas castas tintas diminui
drasticamente de T1 para T2, tendo incrementado ligeiramente até ao final da
maturacao.

Nas castas tintas, observou-se um aumento do teor de antocianinas ao longo do
tempo de maturagéo, exceto entre T1 e T2 em que ocorreu uma ligeira diminuicao.
Nas castas brancas, o teor de compostos fendlicos ndo corados diminuiu de T2 para
T3, sendo que os teores maximos foram observados em T2.

O PCA nas castas tintas permitiu o seu agrupamento conforme o teor em compostos
fendlicos corados e ndo corados. Destacando-se as castas Trincadeira e Monvedro
pelo elevado teor de compostos fendlicos totais, e as castas Touriga nacional,
Touriga fémea e Rufete pelo seu elevado teor em antocianinas.

O PCA das castas brancas, permitiu a separagcdo clara das amostras pela sua

diferente composi¢do em termos fenolicos.
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