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Resumo

O presente trabalho é resultante de uma parceria entre a Faculdade de Ciéncias
da Universidade do Porto (FCUP) e a Adega de Ponte da Barca, situada na Regiao dos
Vinhos Verdes, sub-regido do Lima, e trata da caracterizagdo de dois vinhos — Loureiro
Premium 2018 e Estreia Vinhdo 2018 — através do acompanhamento dos processos de
vinificagdo de ambos durante o estagio na Adega de Ponte da Barca.

O estagio na Adega teve como objetivo acompanhar e auxiliar no processo de
producdo dos dois vinhos referidos, com o propésito da recolha de amostras para
posterior analise e caracterizagdo no laboratério da FCUP. O objetivo desta
caracterizacao € perceber quais as diferengas resultantes da aplicacdo de diferentes
protocolos de vinificagdo e fermentagéo e qual o grau de aceitagcao destes novos vinhos
produzidos, relativamente aos produzidos por protocolos tradicionais.

O processo de vinificacdo do vinho verde tinto Estreia Vinhdo 2018 inclui uma
maceracgao pré-fermentativa a frio e uma fermentagcdo sem contacto com as massas
como tépico de destaque comparativamente ao protocolo em comparagao Vinhéo
Tradicional. Os resultados obtidos sugerem a produgao de vinhos muito distintos, com
caracteristicas indicadoras de diferencas profundas a nivel de composi¢ao fendlica e
capacidade tanica, onde o vinho obtido pelo protocolo em teste apresenta valores muito
menores. Relativamente a preferéncia entre os vinhos pelo painel de provadores, nao
foram apontadas diferengas significativas.

O processo de vinificagdo do vinho verde branco Loureiro Premium 2018
apresenta diferengas generalizadas para com o vinho em comparagao, Loureiro
Tradicional, grande parte resultantes da fermentacdo em contacto com aparas de
madeira, fator de destaque do vinho em questéo. Os resultados obtidos sugerem que o
vinho produzido pelo protocolo em teste apresenta caracteristicas favoraveis a
aceitacdo do mesmo pelo consumidor, nomeadamente a nivel da composicao fendlica,
0 que é validado pela avaliagcdo do painel de provadores, que indica uma maior

aprovagao do perfil gustativo, em comparagdo com o de vinificagao tradicional.

Palavras-chave: Estreia Vinhao, Loureiro Premium, maceragao pré-fermentativa a frio,

madeira, composic¢ao fendlica, consumidor.



Abstract

This work is the result of a partnership between the Faculty of Sciences of the
University of Porto (FCUP) and Adega Ponte da Barca, located in the Vinho Verde
Region, Lima sub-region, and deals with the characterization of two wines - Loureiro
Premium 2018 and Estreia Vinhdo 2018 - by monitoring the winemaking processes of
both during the internship at Ponte da Barca Winery.

The internship at the winery was intended to accompany and assist in the
production process of the two referred wines, with the purpose of collecting samples for
further analysis and characterization at the FCUP laboratory. The objective of this
characterization is to understand the differences resulting from the application of different
vinification and fermentation protocols, and the degree of acceptance of these new wines
produced, compared to those produced by traditional protocols.

The Estreia Vinhdo 2018 red Vinho Verde making process includes cold
prefermentation maceration and non-contact fermentation with the seeds and stems as
a prominent topic compared to the traditional Vinhdo protocol. The obtained results
suggest the production of very distinct wines, with characteristics indicating deep
differences in the phenolic composition and tannic capacity, where the wine obtained by
the test protocol presents much smaller values. Regarding the preference between the
wines by the taster panel, no significant differences were pointed.

The winemaking process of Loureiro Premium 2018 white Vinho Verde presents
generalized differences compared to tradicional Loureiro wine, largely resulting from
fermentation in contact with wood chips, a highlight factor of the wine in question. The
results suggest that the wine produced by the protocol under test has characteristics
favorable to its acceptance by the consumer, namely in terms of phenolic composition,
which is validated by the panel evaluation, which indicates a greater approval of the taste

profile, compared to traditional winemaking.

Keywords: Vinhao Estreia, Premium Loureiro, cold prefermentative maceration, wood,

phenolic composition, consumer.
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Lista de abreviaturas

a* - Coordenada CIELab (verde-vermelho)

b* - Coordenada CIELab (amarelo-azul)

Abs — Absorvancia

APB — Adega Ponte da Barca

BSA — Albumina sérica bovina

C* - Coordenada CIELab (Chroma)

CIE — Commission Internationale de L’Eclerage

CVRVV - Comisséao Vitivinicola da Regido dos Vinhos Verdes
FCUP — Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto
G6P — Glucose-6-fosfato

IC — Intensidade corante

ICV — indice de cor vermelha

FA — Fermentagao Alcodlica

FML — Fermentacao Malolatica

GHS - Glutatiao

H° - Coordenada CIELab (Tonalidade; Hue)

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High performace liquid

chromatography)

ID — indice de dialise

IFT — indice de fendis totais

L* - Coordenada CIELab (Luminosidade)

LFF — Vinho Loureiro no final das fermentagdes

LMC — Mosto Loureiro na cuba, no inicio da fermentacao

LMCS5 - Mosto Loureiro na cuba, ao 5° dia de fermentacgao
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LMS — Mosto Loureiro no silo

LP — Vinho Loureiro Premium

LT — Vinho Loureiro Tradicional

NTU — Unidades de turbidez (Nephelometric Turbidity Units)

MF — Maceragao a frio

MOX — Micro-oxigenacgéao

OIV - Organizacgao Internacional da Vinha e do Vinho

PT — Poder tanante

T — Tonalidade

TPA — Taninos proantocianicos totais

UL — Uvas Loureiro

UV — Uvas Vinh&o

UV-Vis — Ultravioleta/Visivel

VFF — Vinho Vinhao no final das fermentacbes

VMARG8F — Mosto Vinhao apdés 12 remontagem na cuba de maceragao 68F
VMARG9F — Mosto Vinhao apds 12 remontagem na cuba de maceragéo 69F
VMAR70F — Mosto Vinhao apds 12 remontagem na cuba de maceragao 70F
VMAT — Mosto Vinhao apo6s trasfega para cuba de fermentagao

VMF - Vinho Vinhdo Maceracgao a frio (Estreia Vinhao)

Vs. - Versus

VT — Vinho Vinh&o Tradicional
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|. Revisao bibliografica

1. Setor vitivinicola em Portugal

Segundo estudos do Banco de Portugal, o setor vitivinicola representa uma
grande fatia na industria das bebidas em Portugal, com cerca 52% de volume de
negocios em 2017, quando agrupada com as industrias da cerveja e das aguas e
refrigerantes, sendo um dos setores com maior taxa de exportacdo de produto final, o
vinho. E ainda um setor com um efeito multiplicador, na medida em que gera emprego

na produgao e apanha da uva e incentiva a ocupagéo do mundo rural’.

1.1 Aregido dos Vinhos Verdes

Originariamente demarcada a 18 de setembro de 1908, a regido dos Vinhos
Verdes estende-se por todo o noroeste do pais, conhecida como a zona Entre-Douro-
e-Minho, sendo, em termos geograficos, a maior regido demarcada portuguesa. Divide-
se em 9 sub-regides, como se observa na Figura 1: sub-regido de Amarante, sub-regido
do Ave, sub-regido de Baido, sub-regido de Basto, sub-regido do Cavado, sub-regiao
do Lima, sub-regiao de Mongao e Melgaco, sub-regido de Paiva e sub-regido do Sousa,
onde predominam diferentes castas e existem diferentes solos e microclimas.

Esta regido sofre uma grande influéncia do Oceano Atlantico, e este fator aliado
aos solos maioritariamente graniticos, clima ameno e elevada precipitacédo traduz-se em
vinhos frescos, leves e elegantes, caracteristicos da regiao, que tém tido cada vez mais

popularidade em Portugal e no resto do Mundo?.

‘w 11 Mongao
J 2] Lima
[ 3| Cavado
d 4] Ay
5| Basto

4’. Bl Sousa
dk 7l Bmarante

B’

3] Paiva
Q] Baidno

Figura 1: Sub-regides da Regiéo dos Vinhos Verdes (Infovini.com)
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1.1.1 Adega Ponte da Barca

A Adega Ponte da Barca (antiga Adega Cooperativa) existe desde 1963 e esta
situada na sub-regido do Lima, possuindo atualmente cerca de 1100 associados que
representam cerca de 900 hectares de vinha nas varias sub-regides dos vinhos verdes.
A Adega privilegia duas castas bastante caracteristicas da regido, Loureiro e Vinhao,
castas branca e tinta, respetivamente, nas quais aposta para produzir vinhos
aromaticos, minerais e gastronomicamente versateis, que exporta para diversos paises
dentro e fora da Europa.

Neste momento, a Adega produz vinhos de mesa e espumantes, possuindo duas
marcas: Adega Coop. Ponte da Barca e Estreia. A primeira inclui vinhos brancos, tintos
e rosé, tais como Branco, Adamado Meio Seco, Branco Grande Escolha, Loureiro
Grande Escolha, Alvarinho-Loureiro Colheita Selecionada, Alvarinho Reserva, Rosé,
Tinto, Vinhao Superior, e os Espumantes Branco Bruto e Vinhao Bruto; a segunda marca
possui menos variedade, apresentando os seguintes vinhos: Branco, Loureiro Grande
Escolha, Alvarinho-Loureiro Colheira Selecionada, Alvarinho Reserva, Alvarinho

Reserva Magnum, Rosé, Tinto, Vinhdo Reserva e o Espumante Meio Seco®.

1.1.2 Castas da regiao

A legislacéo permite a produgao de diversas castas em territério demarcado dos
vinhos verdes; no entanto, nem todas estédo autorizadas para a produg¢ao de vinhos com
diferentes titulos.

As castas da regido sdo consideradas autéctones a custa da sua longa
existéncia na regido, o que ajuda a consolidar as caracteristicas e especificidade do
Vinho Verde. Estao localizadas em terrenos com condigbes muito proprias, e por esta

razao se aceita a singularidade dos vinhos produzidos na regiao?.

1.1.2.1 Castas brancas

No caso das castas brancas, apenas 23 podem ser utilizadas em vinhos para
que estes recebam a conotacdo de DO Vinho Verde, sendo recomendadas apenas as
seguintes: Alvarinho, Arinto, Azal, Avesso, Loureiro e Trajadura.

Uma das mais importantes para a Adega Ponte da Barca é a Loureiro, uma casta
antiga e de alta qualidade, que da origem a vinhos de cor citrina, com aromas frutados

que podem ser desde citrino a floral e melado?.
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1.1.2.2 Castas tintas

Ja para a produgao de vinhos DO Vinho Verde apenas 22 castas sdo permitidas*,
sendo apenas 8 recomendadas para producido na regidao: Amaral, Borracal, Padeiro,
Rabo de Anho, Alvarelhdo, Espadeiro, Pedral e Vinh&o®.

A casta tinta mais importante da sub-regido do Lima e mais utilizada pela Adega
é a Vinh3o, a partir da qual produz quatro vinhos diferentes e um espumante. E uma
casta de grande importancia por toda a regiao pela sua qualidade e dado ser a Unica
tintureira. Origina vinhos carregados, adstringentes, e de onde se evidenciam aromas a

frutos silvestres?.

2. Vinificagao — operacdes pré-fermentativas

Todas as etapas do processo de vinificagdo vao determinar as caracteristicas do
vinho numa etapa posterior, pelo que devem ser tomadas todas as decisdes necessarias
com antecedéncia. Desde o desengace dos cachos de uvas até ao inicio da
fermentacao: tudo é importante e essencial, dai que diferentes técnicas de vinificacdo
produzam vinhos muito diferentes.

Alguns parametros a acompanhar sao:

. pH: o seu valor rapidamente fornece informagao sobre as condi¢bes de acidez do vinho
ou mosto, podendo interferir na evolugdo das fermentagdes seguintes e
desenvolvimento das leveduras e bactérias presentes no meio. O contrario também
acontece, isto €, a atividade de leveduras e bactérias também leva a alteracdes de pH

do mosto ou vinho, dai a importancia do parametro;

. SO.: apesar dos seus inconvenientes de natureza toxicolégica e organolética, o SO-
apresenta um conjunto de propriedades que nenhuma outra substancia reine em grau
tdo elevado, tendo varias acdes, nomeadamente acao dissolvente, que aumenta a
extragcdo dos constituintes das células vegetais; acdo antioxidante, que resulta da
facilidade com que ele préprio é oxidado, protegendo alguns constituintes facilmente
oxidaveis; acao anti-diastasica, que se traduz na capacidade de inibigao e destrui¢ao de
algumas enzimas; e agao antissética, manifestando poder antibacteriano e, em menor
grau, uma agao sobre as leveduras®. Parte do didéxido de enxofre pode encontrar-se sob
a forma combinada com outras moléculas, podendo estas ser antocianinas, glucose ou
até compostos aromaticos, e podendo estas ligagdes ser reversiveis ou ndo. Conclui-se

entdo que é um importante composto enolégico na industria dos vinhos, sendo também
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bastante regulado e que deve ser vigiado e corrigido sempre que necessario nos mostos
e vinhos. O limite legal de SO, total em vinhos em Portugal aponta para niveis maximos
de 150 mg/L para vinhos tintos, e 200 mg/L para vinhos brancos e rosados (para vinhos
com valores de D-glucose + D-frutose menor que 5 g/L, como € o caso dos vinhos em

analise)’.

. Densidade: é um parametro bastante importante no acompanhamento da fermentacao
alcodlica de um vinho pois permite perceber em que fase é que esta se encontra: o valor
da densidade do liquido vai diminuindo a medida que os acucares vao sendo
degradados pelas leveduras. E, por isso, bastante util na determinagéo do momento de
paragem da fermentacdo quando se quer obter vinhos que ndo sejam secos, ou seja,

que apresentem um teor de agucares relativamente elevado.

. Acidez: o valor deste parametro reflete-se na estabilidade fisico-quimica e bioldgica do
futuro vinho, e por consequéncia, na sua longevidade, mas reflete-se também nas suas
caracteristicas sensoriais®, tornando-o mais ou menos fresco. A acidez total refere-se a
soma de todos os acidos titulaveis nesse mesmo vinho e, para Portugal, pelo
Regulamento (CE) n°® 491/2009, Anexo llI- 1 d)’, o valor deste parametro tem que ser
igual ou superior a 3,5 g/L. A acidez volatil consiste na soma dos acidos volateis do
vinho, isto &, todos aqueles que se libertam por ebulicao ou destilagao, e deriva da série
de acidos acéticos presentes no vinho de forma livre ou combinada®. E importante para
ter uma nocgao do nivel de ataque das bactérias acéticas ao vinho, e é percebido como
0 odor a vinagre. A acidez fixa de um vinho é a soma dos seus acidos fixos, isto é, nao-

volateis, que sao maioritariamente o acido malico e o acido tartarico.

. Acido malico: é considerado um &cido fraco, porém encontra-se naturalmente presente
em muitos frutos, ao contrario do acido tartarico. O isémero que se encontra nas uvas é
o L(-). A sua concentragdo € maxima no inicio da maturagao da uva e vai decrescendo
até a fermentagéo malolatica, onde sofre uma queda abrupta, sendo degradado a acido
latico, o que € aconselhavel para diminuir a acidez do vinho. E, portanto, aconselhavel

acompanhar a sua evolugéo ao longo das fermentagdes®1°.

. Acido latico: surge da degradacdo do anterior e confere suavidade ao vinho pela
diminuicdo da acidez. E importante este parametro ao longo das fermentacdes para

perceber em que patamar se encontra o vinho.

. Acido citrico: confere frescura aos vinhos e o limite legal é igual ou inferior a 1 g/L,
segundo o Anexo | A — 24 do Reg. (CE) n° 606/2009".
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. Acido tartarico: é um dos trés principais acidos encontrados na uva, sendo que menos
de metade da sua quantidade se encontra na forma livre, ja que a maioria se encontra
sob a forma de sal de potassio — tartarato de potassio. E importante acompanhar para
perceber precisamente que quantidade se encontra sob a forma de sal, e se é

necessario adicionar ou nao.

. Acucares D-Glucose + D-Frutose: sdo os principais acucares redutores presentes nas
uvas e, por isso, sao usados para determinar o teor em agucares dos mostos e vinhos.
A sua concentragdo aumenta regularmente durante a maturagdo da uva e fixa em
determinados valores devido a varios fatores, tais como condi¢gbes genéticas, do solo,
do clima, do porta-enxerto e até mesmo da técnica do viticultor. No inicio da maturacao,
a glucose é o agucar mais abundante na uva mas, apos o pintor, razao glucose/frutose
passa a ser ligeiramente inferior a 18. Os limites legais encontram-se definidos no Reg.
(CE) n° 607/2009, Anexo XIV - Parte A.

2.1 Vinificagédo de brancos

O processo de vinificagdo de uvas brancas na Adega de Ponte da Barca segue

um esquema tradicional de vinhos da Regido dos Vinhos Verdes:

. Operagbes mecéanicas apds a vindima da uva (rece¢do na Adega, desengace e
prensagem);

. Arrefecimento inicial do mosto para impedir o inicio da fermentagao;

. Remocao de particulas de maior dimensao do mosto por decantacao ou flotagcdo com

azoto.

2.1.1 Decantacgao estatica vs. Flotacdo com azoto

Ao contrario da vinificagao de tintos, nos brancos ndo ocorre maceracao, isto &,
as peliculas e grainhas da uva sdo removidas logo no inicio do processo através da
prensagem, interessando apenas o sumo da uva, ou mosto. Apds a prensagem o mosto
apresenta uma turbidez elevada devido as variadas particulas em suspensao,
apresentando também uma elevada viscosidade, fruto da presenga de pectinas das
uvas, havendo assim necessidade de o clarificar. Esta clarificacdo pode ser feita por
Decantagao estatica ou por Flotagdo com azoto, sendo ambos métodos utilizados na

Adega Ponte da Barca:
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. Decantagéo estatica: o mosto € deixado a repousar durante cerca de 24 horas
e as particulas vao assentando, estratificadamente, pela acdo da gravidade,
procedendo-se depois a uma trasfega do mosto clarificado®;

. Flotacdo com azoto: o mosto € injetado com azoto durante cerca de 4 horas e
as particulas vao sendo arrastadas pelas bolhas e ascendendo a superficie, isto €, sdo
formados complexos gas-solidos mais leves que a fragdo liquida. Depois, faz-se

igualmente uma trasfega do mosto clarificado.

O método da flotacdo com azoto apresenta algumas vantagens relativamente a
técnica de decantacao visto ser um processo seguramente mais rapido e também
pratico, o que permite reduzir o tempo de necessidade de arrefecimento do mosto e uma
maior agilidade dentro da Adega''. No entanto, quanto mais reduzida a temperatura do
mosto mais viscoso este se torna, dificultando bastante a separacdo, o que é
desvantajoso quando se pretende adiar o inicio da fermentacéo, e isto acontece em
ambos os métodos de remocgao de particulas do mosto.

E importante realcar que ambos os métodos atingem resultados bastante

favoraveis quando associados a enzimas de clarificagao e/ou aplicagao de SO..

2.1.2 Adicado de aparas de madeira em vinhos brancos

Conforme o vinho que se pretende obter, pode ser desejavel recorrer a utilizagao
de aparas ou aduelas de madeira para conferir determinados aromas ao produto. A sua
utilizacao é bastante recorrente em vinhos tintos, mas cada vez mais frequente também

em vinhos brancos, como é o caso do Loureiro Premium, um dos vinhos em estudo.

A utilizacdo de madeira durante a fermentagao pode ser feita por varios motivos:
imitar o efeito de estagio em barrica sem a logistica que isso implica, ou produzir um
vinho diferente com um toque distintivo. De forma geral, tera sempre como objetivo
diminuir as notas vegetais, aumentar a complexidade e subtileza aromatica, aumentar
a intensidade de taninos e dar volume de boca ao vinho'2.

Conforme o que se pretende, ha que escolher o tipo de madeira, que se divide
maioritariamente em carvalho francés e americano; o tipo de tosta, que talvez seja o

fator com maior influéncia nos resultados; e o0 modelo de apara ou aduela:

. Carvalho Francés vs. Carvalho Americano — existe uma preferéncia pelo uso
do carvalho francés devido a sua elevada qualidade na produgéo de vinhos mais
complexos, dai também ser o que tem maior custo. O carvalho americano parece

conferir notas de baunilha e coco aos vinhos com os quais contata'.
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. Tosta — madeira fresca nao tostada é aconselhada para reforcar aromas
frutados, embora possa também transmitir aromas demasiado herbaceos de serradura,
que podem ser combatidos posteriormente com micro-oxigenacdo do vinho; madeira
com tosta média a forte confere notas a baunilha e torrado, sendo privilegiada na ética
da formagao de lote; madeira com tosta forte pode, por vezes, refor¢ar odores a enxofre,
semelhantes a fosforo queimado e borracha. Na maior parte das vezes ¢ utilizado uma

mistura de madeiras com diferentes tostas para balangar todos estes atributos2.

. Modelo de apara — podem ser varios e diferem principalmente na superficie de
contato com o vinho. Fragmentos mais pequenos parecem marcar pelo excesso de
notas de seiva quando em contato prolongado, devendo privilegiar o uso de blocos ou

aduelas, cuja atuagdo € mais semelhante ao das barricas’?.

O momento de aplicagao das aparas pode também ser importante no resultado,
sendo que aplicagdes precoces permitem uma melhor integracdo do impacto
sensorial'?.

Analiticamente, o uso de aparas permite a transferéncia de compostos da
madeira para o vinho: Pérez-Coello et al. demonstraram que a concentragao de furfural
sofreu um maior aumento nos vinhos em contato com aparas de carvalho americano do
que os em contato com carvalho francés', e a sua concentragcdo aumenta ainda mais
quanto maior a tosta da madeira, devido a conversdo da celulose em furfural e 5-
hidroximetilfurfural aquando do processo de tosta'’®. O mesmo estudo prevé um aumento
da concentragédo de vanilina em vinhos em contato com as aparas, o que justifica o
aroma abaunilhado que algumas fornecem, bem como o aroma geral a madeira &
justificado pelo aumento da concentracdo de B-metil-y-octalactona, ou “lactona do
whisky”, molécula proveniente da madeira que se encontra em maior quantidade nos
vinhos estudados' 1S,

De forma geral, a utilizagao de aparas de madeira durante a fermentagao parece
aumentar o seu rendimento e a produ¢do de compostos aromaticos variados no seu

decorrer'®.

2.2 Vinificacao de tintos

O processo de vinificagcao de uvas tintas na Adega de Ponte da Barca segue um

esquema tradicional de vinhos da Regi&o dos Vinhos Verdes:

. Operagdes mecanicas ap6s a vindima da uva (recegao na Adega e desengace);
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Maceragéo pelicular simultdnea a fermentagdo com recurso a cubas

autovinificadoras com controlo de temperatura.

A producédo do vinho Estreia Vinhdo apresenta a particularidade de nao utilizar
estas autovinificadoras, realizando uma maceracgao pré-fermentativa a frio, a cerca de
10°C, permitindo ao mosto estar em contato com as massas sem realizar fermentacao.
Quando a maceragao termina, apenas o mosto é direcionado para uma cuba onde ira

realizar a fermentacéo.

2.1.1 Maceragao pelicular

O contato do mosto com as massas € talvez o passo mais importante que ocorre
durante a etapa de vinificagdo de um vinho tinto e é no seu decorrer que se determina
o perfil fendlico e potencial antioxidante do futuro vinho. E nesta etapa que ocorre a
extragdo de, por exemplo, variados compostos fendlicos, responsaveis pelas
caracteristicas cromaticas e atributos sensoriais do vinho'® bem como libertagdo e

dispersdo das enzimas enddgenas das uvas®.

Varios fatores podem condicionar os resultados da etapa de maceracéo:

. Estado de maturacdo e composi¢cdao das uvas: o conteudo das uvas em
compostos fendlicos depende das condigdes atuantes aquando da sua maturagao, isto
é, tudo o que o terroir envolve, mas também da propria casta, sendo que um bom nivel
de maturagdo conduz a uma boa acumulacdo de substancias fenolicas e, por
conseguinte, a mudangas favoraveis nos vinhos, tais como a redug¢ado da sensagao de

adstringéncia e a libertagdo mais rapida de compostos corantes durante a maceragao®.

Duracdo da maceragdo: no inicio da maceracdo ocorre a extracdo dos
compostos menos soluveis em etanol, como é o caso das antocianinas, explicando o
rapido aumento da intensidade corante nos primeiros dias da etapa. Esta intensidade
tende a diminuir no periodo seguinte pela adsor¢édo das antocianinas as partes sélidas,
pela sua hidrdlise e oxidacdo, ou mesmo pela formacao de combinagdes com outros
compostos fendlicos que posteriormente precipitam®'’. Desta forma, o indice de cor
vermelha tende a descer e a dar lugar a pigmentacéao laranja/amarela.

De forma geral, quanto maior o tempo de maceragdo, maior a intensidade com
que estes resultados se vao fazer sentir. A possibilidade de criar diferentes vinhos
apenas regulando o tempo de duragado da etapa de maceragéao fica apenas limitada a
imaginacao do endlogo, que pode optar por uma de curta duragdo com o objetivo de
extrair o maximo de cor possivel e menos taninos; ou por uma maceragao mais longa

que visa extrair mais taninos e intensidade corante aptos para o envelhecimento®.
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. Temperatura de maceragdo: quanto maior a temperatura a que ocorre a
maceragao, maior vai ser a extragdo de compostos fendlicos, até um certo limite,
nomeadamente antocianinas e taninos; no entanto, menos intenso sera o aroma de
fermentacao e o caracter frutado do vinho final. Se se optar por uma temperatura mais
reduzida, ha que ter em conta que o vinho podera ser pouco estruturado devido a
presenca reduzida de taninos; porém, se se preferir realizar a etapa a uma temperatura
mais alta, podera criar-se constrangimentos a nivel da capacidade fermentativa das

leveduras®.

. Utilizacdo de enzimas: no processo de maceracdo estdo envolvidas varias
reacdes enzimaticas, que sao responsaveis por extrair e solubilizar os constituintes
vacuolares das células das uvas'®. Heatherbell et al. demonstram ter obtido uma maior
intensidade corante, justificada por uma maior concentragéo de pigmentos poliméricos,
no seu estudo com a casta Pinot Noir em macerag¢des enzimaticas, comparativamente

a uma maceragdo sem a intervengdo de enzimas'®?,

. Remontagens: o processo de maceragao deve ser auxiliado pela realizagao de
remontagens, que consiste na movimentacao do mosto (parte liquida) por bombas,
saindo da parte inferior da cuba para voltar a entrar na parte superior da mesma,
obrigando o liquido a contactar uma maior area de massas possivel - pumping-over®.
Duas remontagens diarias do volume de liquido da cuba em questao parecem ser a
regra geral para auxiliar na extragdo durante a maceragao?', mas nido se deve
generalizar um unico protocolo para todas as castas e adegas.

Por ser uma decisao dificil e completamente dependente do vinho que se

pretende obter, surgiram ja varias técnicas alternativas de maceracgao.

2.1.1.1 Maceragao pré-fermentativa a frio (MF)

A técnica de maceracgao pré-fermentativa a frio permite, teoricamente, a extragao
seletiva de compostos das peliculas das uvas que possam ser de interesse, e baseia-
se no facto das células apresentarem um elevado teor de agua, cujo arrefecimento
permite a formagdao de microcristais no interior das membranas e consequente
desorganizagao dos tecidos, facilitando a difusdo do conteudo das células para o
exterior®. Na pratica, esta técnica consiste no arrefecimento das massas para cerca de
10°C durante um periodo que pode chegar a varios dias, durante os quais sao realizadas

remontagens para ajudar na extragao dos compostos.

Gerbaux et al., no seu estudo de quatro anos sobre Pinot Noir na regido da

Borgonha, mostram que a técnica de maceracao pré-fermentativa a frio ndo resulta
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numa melhoria notavel sobre a extracdo de compostos fendlicos, sendo a diferencga
relativamente ao vinho de maceracao tradicional inferior a 5%. O estudo acrescenta
ainda que este tipo de maceracédo nao influencia significativamente o nivel de cor e
também de qualidade sensorial do vinho??.

Alvarez et al. demonstram que a maceragdo pré-fermentativa a frio, a cerca de
5-8°C, aumenta a concentracdo de compostos fendlicos e aromaticos em vinho tinto
Monastrell, independentemente da duragédo da etapa?®, mas outro estudo para a casta
Syrah revela que a concentragdo em compostos fendlicos vai aumentando a medida
que aumenta o tempo da maceragao, ao contrario da intensidade corante, que vai
diminuindo. O mesmo acontece com a estabilidade do vinho, que parece aumentar ao
longo da duragao da maceragao, e que, se esta for demasiado curta, pode ter um efeito
com resultados piores quando comparados com a maceracéo tradicional?.

Alguns autores condicionam o éxito desta técnica ao teor de maturagdo das
uvas, obtendo melhores resultados quando utilizam uvas menos maduras?*?%, dai a
possibilidade de obter bons resultados em uvas da regido dos vinhos verdes.

Quanto as antocianinas presentes nas peliculas das uvas, a maceracéao a frio
parece ndo promover a sua extragao relativamente a métodos tradicionais, segundo
estudos feitos com a casta Tannat?® e Pinot Noir'®. Porém, no mesmo estudo, esta
técnica parece aumentar a intensidade da cor e a sua estabilidade através da formacéao
de pigmentos derivados de antocianinas?. Segundo outro estudo, a extragdo de
compostos fendlicos ja foi melhorada quando utilizada maceracgéo a frio?3.

Todas estas evidéncias levam a entender que os resultados obtidos por técnicas
de maceragéo a frio ndo sejam congruentes de casta para casta e variam com diversos
outros fatores, que podem ou nao interferir com a eficacia do método, incorrendo varios
efeitos no produto final. Por exemplo, segundo Gonzéalez-Neves et al., o tamanho e a
composicao das uvas faz variar os resultados da aplicacdo deste tipo de maceracao,
bem como a possibilidade de extragdo das antocianinas?.

No seu estudo sobre vinhos produzidos pela casta Babi¢, Budic-Leto et al.
demonstraram que, para periodos mais longos de MF, maior a diminuicdo da
concentragcao de antocianinas no mosto, contrastando com o aumento da concentragao
de fenais totais?’. No entanto, outros estudos realizados para outras castas indicam que
o tempo da maceragdo nio é um fator predominante para o sucesso da etapa®.

A maceragao a frio ocorre, normalmente, a uma temperatura entre os 5 e os
15°C?8. A temperatura parece afetar o sucesso da extragdo de compostos fendlicos
durante a maceragao: uma temperatura baixa demonstra afetar a intensidade corante
do vinho ao longo do sua conservagao, mas nao a tonalidade do mesmo, em estudos

realizados com a casta Babi¢?’. Para Piccardo D. et al., uma maceragdo pré-
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fermentativa a quente (temperatura entre 60 e 65°C) obteve melhores resultados a nivel
geral de extracdo de compostos fendlicos totais, antocianina em particular, para a casta
Tannat®®,

Ainda nao existem grandes estudos sobre a associacdo de enzimas a
maceracao a frio; no entanto, a maceragcao a frio deveria estar acoplada ao uso de
enzimas pectoliticas para garantir que o objetivo de obter uma maior extracdo fendlica
é alcancado. Devido a dispersao de resultados sobre a capacidade de extragdo da
maceracao a frio, existem estudos que investigam a possibilidade da substituicao
completa desta técnica unicamente pela adigcdo de enzimas durante uma maceracao
tradicional.

De uma forma geral, a MF parece obter resultados muito variados dependendo
de varias condi¢des, pré-definidas, tais como a temperatura e duracdo da maceracao;
ou ndo, como a composi¢cado das uvas, originando uma indecisdo sobre a possivel a

aplicagao do método e respetivos resultados.

3. Fermentacéo

A producdo de vinhos, tanto tintos como brancos, passa por uma fase
imprescindivel para a obtencédo do produto final: as fermentagdes. Eles realizam uma
fermentagcdo alcodlica, que é geralmente a primeira a iniciar, e uma fermentacao
malolatica, que pode comegar antes do término da alcodlica. A ocorréncia de cada

fermentagao determina grande parte das caracteristicas de um vinho.

3.1 Fermentagéo Alcodlica (FA)

Este processo realiza a transformacdo de aglcares em etanol e didxido de
carbono, com libertagdo de energia calorifica, e é essencial a produ¢do do mais basico
vinho. A sua extensdo ditara o grau alcodlico do vinho, uma caracteristica muito
importante, principalmente na Regido dos Vinhos Verdes, onde a obteng¢do de vinhos

com graus alcodlicos altos pode ser dificultada pela realizagdo de uma vindima precoce.

3.1.1 Fatores que condicionam a Fermentagéo Alcodlica

Vérios sédo os fatores que podem influenciar as condi¢gdes a que ocorre a

fermentacgao alcodlica e os resultados que dela advém:
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. Inoculagédo de leveduras: as peliculas das uvas encontram-se carregadas de
leveduras enddégenas que possivelmente ndo sdo as indicadas para conduzir a
fermentacdo. Desta forma, recorre-se a inoculagao das leveduras indicadas para que a
fermentacdo ocorra da melhor forma. Regra geral, as culturas inoculadas conseguem
dominar as condicbes de fermentacao desde cedo, embora ndo completamente, de
diferentes formas e com diferentes graus de dominancia, que difere de cultura para
cultura, como através de competigdo por nutrientes%3",

E também possivel controlar o crescimento de uma ou outra cultura de leveduras
através do controlo da temperatura de fermentagéo e da adigdo de SO2%'.

Relativamente as caracteristicas sensoriais, vinhos sem inoculagéo de leveduras
parecem obter um aroma mais intenso comparativamente com vinhos inoculados com
leveduras. Conclui-se que a variagado de inéculos conjugada a grande variedade de
leveduras endogenas existentes nas uvas produz um grande conjunto de sabores e

aromas no produto final3%3",

. Temperatura: este parametro € um dos mais importantes a acompanhar durante
a fermentacgao, pois afeta a cinética do processo e a qualidade do vinho produzido.
Fermentacbes a temperaturas relativamente baixas — cerca de 10-15°C - s&o realizadas
com o intuito de obter um vinho com um perfil aromatico pronunciado, devido ao
aumento da producido e retencdo de compostos volateis; no entanto, podem ser
bastante lentas ou mesmo parar sem estar concluidas®’. O sucesso deste tipo de
fermentacbes encontra-se principalmente no uso de leveduras capazes de atuar nesta
gama de temperaturas, o que parece ser possivel pois, segundo Fleet et al., a tolerancia
destas ao etanol aumenta com o decréscimo da temperatura®, e a sua produgéo de
biomassa parece atingir um maximo na gama de temperaturas em questao, capacidade
bastante importante no inicio de uma fermentagao®*.

Ainda assim, a maior parte das leveduras utilizadas em vinificagao apresentam
uma temperatura de fermentacao 6tima tedrica na zona dos 31-33 °C, o que pode estar
bastante longe da realidade pratica. Em vinificagbes de tintos, é vulgar o recurso a
temperaturas proximas destes valores para melhorar as condigdes de maceragéo®.

Em estudos com a casta Syrah onde efetuaram uma maceragéao pré-fermentativa
a frio, uma temperatura de fermentagao de cerca de 20 °C resultou em vinhos com
acidez reduzida, aumento de pH, antocianinas e etanol, quando comparados com

fermentagoes realizadas a temperaturas mais baixas®.
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. Oxigenagao do mosto: como as leveduras necessitam de oxigénio para o seu
metabolismo, a sua disponibilidade durante o processo de fermentacido é
imprescindivel, sendo que a sua caréncia resulta em fermentacdées mais lentas e mesmo
incompletas, em comparagido com um mosto arejado®.

O momento da oxigenacao é igualmente importante, devendo ser feito no inicio
da fermentagao para fornecer oxigénio as leveduras em fase de crescimento, sendo que
arejamentos tardios se tornam ineficazes. Sob condicbes anaerdbias, o crescimento das
leveduras requer oxigenacao para a sintese de lipidos essenciais a integridade da
membrana; caso contrario, a fermentagdo ira ser bastante lenta®. Segundo Salmon et
al., uma oxigenacao de 5-7,5 mg oxigénio/L demonstra uma sintese étima de lipidos e
crescimento das leveduras®’.

Em estudos feitos com a casta Airén, a combinacdo da maceracao pré-
fermentativa com a hiperoxigenagdo do mosto (maximo de cerca de 50 mg/L) resultou
num vinho com varios efeitos positivos, tais como a diminuicao da concentragao de
compostos fendlicos, com vantagens na redugéo do acastanhamento do vinho, como o
aumento do contetdo de antioxidantes®2.

Adicdo de produtos enolégicos: geralmente, associada a inoculagdo de
leveduras, esta a adicdo de nutrientes e fatores de crescimento, para melhorar a
viabilidade e vitalidade das leveduras ao longo da fermentacdo. Estes podem evitar
desvios metabdlicos desnecessarios, manter uma cinética de fermentacao elevada e
regular, entre outros efeitos, as caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas do vinho

final®.
Alguns exemplos s&o:

. adicdo de Glutatidao - alguns exemplos de produtos enoldgicos adicionados,
principalmente a mostos brancos, com efeito durante a fermentacao, sao preparados
secos de levedura inativa cuja adicdo tem como objetivo a protecdo de compostos
aromaticos da oxidagao através da alta disponibilidade e alto teor natural de glutatido
(GHS). Este é um tripéptido composto por trés aminoacidos: glutamato, cisteina e glicina
que, quando reduzido, tem um grande poder antioxidante, sendo um antioxidante natural
na uva, podendo ser utilizado para diminuir a necessidade de aplicacdao de SO; nos
mostos. O seu uso leva a produgao de vinhos com maior intensidade cromatica e

estabilidade°40.

. adicao de taninos enoldgicos - outra adigao importante com resultados durante
a fermentacao alcodlica sdo os taninos. Estes compostos possuem a capacidade de se

combinar com proteinas e polissacarideos formando complexos estaveis, o que esta na
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origem da sensacgdo de adstringéncia*'. Podem ser bastante Uteis pois possuem
variados efeitos: estabilizagao ou intensificacdo da cor (co-pigmentagcao) através da
ligacdo a antocianinas; limitagdo dos fendmenos da oxidagdo, nomeadamente através
da ligagao a oxidases, provocando a sua precipitacdo, o que também revela uma agao
clarificante*?4*, Em termos sensoriais, parecem contribuir para a redondez do vinho®.
Existem, no entanto, estudos sobre a casta Syrah que demonstram nao haver melhoria
significativa na adicdo de taninos da uva quer antes como apés a fermentagdo, nao
revelando alteragées significativas a nivel de cor e adstringéncia percecionada®.

Em estudos onde se combina a maceracdo a frio com a adicdo de taninos
elagicos, os resultados mostram que nao existe uma mudanga ou melhoria percetivel

no vinho relativamente aos quais apenas foram adicionados taninos*®.

3.2 Fermentac&o Malolatica (FML)

A segunda fermentagao a decorrer € a malolatica, que consiste na conversao de
acido malico em acido latico, com o acido piruvico como composto intermediario e com

libertagdo de CO,, sendo considerada uma desacidificagio bioldgica.

Ao contrario da fermentacao alcodlica, este fendmeno é realizado por bactérias,
mais especificamente bactérias laticas, cuja presenga é maior em uvas mais maduras®,
dai a recorrente aplicacdo de starter kits em vinificacbes de vinhos verdes. Este
fendmeno diminui a acidez total o que resulta na diminuigdo dos aromas vegetais,
conduzindo a um equilibrio gustativo mais favoravel, e conferindo corpo e complexidade
aos vinhos. E quando ocorre também a produgado de diacetil, o0 composto responsavel
pelo aroma amanteigado indesejavel nos vinhos. E muito importante a sua ocorréncia
nos vinhos tintos, porém, existe muita controvérsia no caso do vinhos brancos pois

receia-se que se elimine o caracteristico aroma frutado dos mesmos®.

3.2.1 Fatores que condicionam a Fermentagao Malolatica

Como referido anteriormente, o grau de maturagdo das uvas influencia a
facilidade com que a fermentacdo malolatica arranca, devido a maior presenca de
bactérias. Desta forma, sdo muitas vezes utilizados kits de culturas de bactérias laticas
para auxiliar no arranque ou desenvolvimento da fermentacéo. Muitas vezes realizam-
se ‘pés-de-cuba’, isto é, transfere-se parte de um vinho que ja iniciou a malolatica para
outro que ainda néo iniciou de forma a ‘inocular’ as bactérias presentes no primeiro e

despoletar o inicio da fermentag¢ao no segundo.
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Também as borras resultantes do processo de fermentacdo alcodlica séo
auxiliares no arranque da malolatica devido a sua riqueza em microrganismos, dai ser
pratica comum manter o vinho em contacto com as mesmas.

Outro condicionante desta fermentacao € a concentragao de SO do vinho, pois
quanto maior esta for, mais a fermentacdo malolatica vai ter dificuldades em decorrer
devido a inibicdo da atividade das bactérias®4’. Este efeito é vantajoso quando a
fermentacdo termina: apdés a degradacdo completa do acido malico, as bactérias
continuam presentes no vinho, podendo provocar graves alteragbes ao mesmo,
utilizando-se a adigdo de SO, como medida preventiva para que isso ndo ocorra®.

Também a temperatura e o pH tém influéncia sobre a fermentagcdo malolatica:
Fleet et al. demonstraram que a taxa de crescimento bacteriano e de fermentagao
aumenta com o aumento dos valores de pH de 3,0 para 4,0 e com temperaturas
situadas entre os 22°C e os 25°C*. A presenga de etanol condiciona também a
ocorréncia da fermentagcdo malolatica, sendo que concentracbes mais elevadas
apresentam maior efeito inibitdrio*’.

A utilizacao de starter kits € comummente realizada para garantir o sucesso da
fermentacdo malolatica. Geralmente, estes kits possuem culturas de bactérias com
elevada tolerancia a condigdes extremas — pH baixo e altas concentracbes de etanol -
e baixa producéao de diacetil. Possuem ainda um ativador especifico para as bactérias
em questdo, minimizando a duragéo da etapa de aclimatizag&o®®4°. Existem varios kits
com culturas distintas conforme o resultado desejado em termos de caracteristicas
sensoriais. A unica desvantagem da utilizagdo destes produtos € o facto de serem
bastante caros; no entanto, o impacto deste fator pode ser minimizado pela realizagao

de pés-de-cuba.

4. Operagdes pos-fermentativas

Incluem operagdes importantes numa reta final de producdo. E nesta altura que

ha a oportunidade de corrigir erros cometidos anteriormente, se assim for possivel.

4.1 Micro-oxigenagao (MOX)

A micro-oxigenacgao € a introdugado de oxigénio em mosto ou vinho de forma
controlada e regular, em varias fases do processo de vinificagdo, com recurso a um

mddulo de doseamento, onde se define o caudal de oxigénio pretendido.
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A adicdo de oxigénio permite a ocorréncia de uma ligeira oxidagdo, com a
consequente producao de etanal, que servira de elo de ligacao entre as antocianinas e
os taninos, resultando num fenémeno de polimerizagdo, que se transpbe numa
diminuicdo de reatividade dos taninos, transmitindo a sensacao gustativa de taninos
arredondados.

A aplicagdo da MOX pode ser dividida em 3 fases (Figura 2):

1. Fase de estruturagcdo — uma adigdo de oxigenio rapida antes e depois da FML,; antes
pelo aumento da estrutura do vinho e estabilidade da cor através da estimulagéo da
polimerizacdo de taninos; depois pela manutengdo da estrutura do vinho definida
anteriormente e evolugao dos taninos; aplicagao neste momento do processo deve ser
precedida pela remog¢ao das borras da cuba para que estas nao “roubem” o oxigénio a

ser fornecido ao vinho®;

2. Fase da harmonizacao — adicdo de oxigénio mais lenta e longa; a estrutura definida

vai sendo harmonizada e o vinho vai suavizando;

3. Fase da saturagdo — demasiada oxigenacgao que resulta em aromas oxidativos e na

secagem dos taninos e, consequentemente, num aumento da adstringéncia do vinho®.

Aromas varietais

Aromas fermentativos

Aromas oxidativos

—

ESTRUTURAQ.EAO HARI‘JIONIZA(;AO SOBRECXIGENACAD

Figura 2: Evolugéo dos aromas do vinho ao longo das fases da micro-oxigenagéo.

Embora o objetivo da MOX seja o desenvolvimento de caracteristicas cromaticas
desejaveis®’, aromas complexos e o melhoramento da qualidade sensorial dos
taninos®, alguns estudos revelam que o efeito na cor e contetido fendlico da realizagao
de MOX ap6s a fermentagdo malolatica néo é tao significativo como a sua realizagao
antes desta comegar®?, inclusive devido ao efeito do SO», que é normalmente adicionado
no fim da FML.

A temperatura a que se encontra o vinho aquando da micro-oxigenagcédo € um
fator bastante importante ja que altera a solubilidade do oxigénio e a taxa com que

ocorrem as reacdes de oxidacdo: se a temperatura for muito alta a solubilidade do
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oxigénio diminui, mas se for muito baixa as reagdes de oxidagdo decorrem de forma
muito lenta e comecga a haver a acumulagao de oxigénio do vinho, o que nao é desejavel.

Estabeleceu-se entdo que a temperatura ideal sera a volta dos 15 °C%3,

4.2 Batonnage

O processo de batonnage consiste na ressuspensao periddica das borras - os
restos de leveduras depositadas no fundo da cuba - no vinho em conservagao®, com o

objetivo de aumentar a quantidade de macromoléculas transferidas para o vinho®.

O tempo de contacto e a frequéncia das agitagdes deve ser decidida com
cuidado para que n&o promova a passagem de sabores desagradaveis para o vinho
nem dificulte em demasia a clarificagdo posterior do vinho%¢. Segundo Ageeva et al., a
duragao do contacto dos sedimentos de levedura ndo deve exceder os 2 meses com
batonnage mensal; no entanto, bons resultados também foram obtidos quando a

batonnage foi realizada duas vezes por més, durante 3 meses®®.

O produto final, o vinho, deve ser alvo de varias analises, nomeadamente as
mesmas que acompanham o processo de vinificagdo e que foram identificadas
anteriormente, e ainda outras que se ache necessario, como por exemplo a
determinagao do teor alcodlico do vinho: segundo a defini¢do da Portaria 985/82, de 19
de outubro, o teor alcodlico, em volume, de um vinho é o nimero de dm?® de alcool etilico
contido em 100 dm? desse vinho, sendo estes dois volumes medidos a temperatura de

20 °C, isto é, resumidamente, a percentagem v/v de etanol no vinho.

5. Cor

A cor de um vinho é uma caracteristica muito importante e esta intrinsecamente
associada a sua qualidade e/ou possiveis defeitos, sendo a primeira forma de contacto
com o consumidor. A sua expressao resulta da existéncia de compostos corados nas
uvas e sua consequente transferéncia para o vinho através dos processos de
vinificagao.

O acompanhamento da evolugdo da cor faz parte do processo normal de
produgcao de um vinho, e ¢é feito através da realizagdo de varias analises,

maioritariamente com recurso a técnicas de espetrofotometria e colorimetria.
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5.1 Compostos fendlicos

Estes sdo compostos com atividade antioxidante e estdo diretamente ligados a
cor, adstringéncia, e corpo dos vinhos, acumulando-se nas peliculas, polpa e mesmo
grainhas das uvas®’. Esta acumulagéo depende fortemente das condigdes ambientais a
que as uvas estiveram expostas aquando da maturacao, dai existirem vinhos com perfis
fendlicos muito diferentes®’, até porque o teor de compostos fendlicos destes € menor
do que o das uvas, devido a impossibilidade de extrair a 100% todos os compostos.
Geralmente, os vinhos tintos apresentam maior teor de compostos fendlicos do que os

brancos, resultante da presenca de antocianinas e outros compostos fendlicos.

A caracteristica identificativa dos compostos fendlicos é a presenga de um anel
aromatico hidroxilado, uma estrutura comum a todos e responsavel pela sua reatividade.
A forma mais simples é o fenol (Figura 3), cujo nome define esta série de compostos®’.
Este grupo divide-se em compostos de natureza flavondide -antocianinas, flavonais,

flavanondis, flavonas e flavanois -, e ndo flavondide — acidos fenodlicos e estilbenos -.

OH

Figura 3: Estrutura quimica do fenol

5.1.1 Compostos flavondides

Os compostos flavondides caracterizam-se por apresentar uma cadeia estrutural
basica C6-C3-C6%*%8, sendo que a estrutura base consiste em dois anéis aromaticos
ligados por um anel piranico. Estes sdo os principais responsaveis pelas sensacgdes
gustativas (nomeadamente os flavandis) e caracteristicas cromaticas dos vinhos
(através das antocianinas e proantocianidinas). No entanto, ndo sao compostos volateis,
por isso nao contribuem para o aroma. Podem encontrar-se no estado livre ou
polimerizado com outros flavondides, nao-flavondides, agucares ou até combinacdes

destes®’.
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5.1.1.1 Flavanois

Dentro do grupo do flavandis, ou, mais comummente, os flavan-3-6is, destacam-
se as proantocianidinas, ou taninos condensados. A sua estrutura é constituida por dois
anéis aromaticos e um anel heterociclico piranico, que juntos caracterizam o nucleo

flavanico (Figura 4).

Figura 4: Estrutura quimica do nucleo flavanico

As diferentes formas de estrutura de flavanodis devem-se a diferencas da
estereoquimica dos carbonos C2 e C3, e do grau de hidroxilagdo dos anéis aromaticos.
As principais formas encontradas nas uvas sao procianidinas, a (+)-catequina e a (-)-
epicatequina (Figura 5), sendo a primeira a mais representativa nas peliculas das

uvas®’.

(+) - catequina: Ri=OH ; R,=H
(-) - epicatequina: R=H ; R)= OH‘

Figura 5: Estrutura das unidades monoméricas dos flavan-3-6is
As proantocianidinas, também denominados de taninos condensados, sao
compostos localizados fundamentalmente nas grainha das uvas®, que libertam
antocianidinas - nomeadamente cianidina e delfinidina - quando aquecidos em meio

fortemente acido e alcodlico, mediante a rutura das ligagbes entre as unidades

monomeéricas, de acordo com o mecanismo proposto por Bate-Smith (Figura 6).
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OH

o
HO S R
=
OH

Cianidina: R=H
Delfinidina: R = OH

Procianidina: R=H .
Prodelfinidina: R = OH Catequina: R=H
Galhocatequina: R = OH

Figura 6: Quebra das ligacdes monoméricas das proantocianidinas — reagéo proposta por
Bate-Smith

Este mecanismo é o principio da analise que se realiza para determinar os
taninos proantocianicos: partir de compostos sem cor, € obter compostos que absorvem
a 520 nm através da decomposicdo em maio acido.

Os taninos sdo as moléculas responsaveis pela sensacdo de adstringéncia
sentida na boca, pois ligam-se as proteinas, precipitando-as e criando uma sensagao
de boca seca. Além de existirem os taninos condensados, referidos anteriormente,
existem também taninos hidrolisaveis, que resultam da ligacdo de um acucar,
geralmente a glucose, a um composto fendlico, como o acido galhico ou elagico. Estes
ja nao contém mondmeros de flavan-3-ol nem ocorrem naturalmente nas uvas, mas sim
na madeira.

A biossintese dos taninos comega com o desenvolvimento da parte floral da
videira, e a sua acumulagao atinge rapidamente um maximo. O momento deste pico na
concentragao dos taninos parece ser influenciado pelo local geografico da vinha; apos
este momento, a concentragdo de taninos que o produto final, isto €, o vinho, ira ter
comega a diminuir, devido a diminuicao da capacidade de extracao dos mesmos pela
interagdo com outros componentes celulares, tais como a parede celular das uvas®®.
Segundo Raso et al. (2011), a concentragcao de proantocianidinas aumenta entdo com
a maceracao e diminui apés a FA, o que se pode explicar pelo fenobmeno da

polimerizagdo, muito comum nestes compostos’.

5.1.1.2 Antocianinas

As antocianinas sao pigmentos encontrados nas peliculas e polpa de uvas,
(especialmente de castas tintureiras, como é o caso da casta Vinhao) tendo como
estrutura base o catido flavilio, podendo apresentar diferentes graus de metilagao e/ou

hidroxilagédo do anel B, e diferentes quantidades e tipos de agucares ligados a si®’.
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As antocianinas presentes na Vitis vinifera sdo as referidas na Figura 7:

Cianidina, Peonidina, Delfinidina, Malvidina e Petunidina.

.'__._-_:- LS
[ ’ i[
HO o, - e
.. .____.--".*;_»:::b - ._,.Qi. e b‘*—“b;u_ﬁ,-" - -
[~ 1]
H\[’{fj i H““LH
.
Antocianinas Ry Rz Rs
Cianidina OH OH
Peonidina OCHs OH
Delfinidina OH OH OH
Malvidina OCHs OH OCHs
Petunidina OCHs OH OH

Figura 7: Antocianinas correspondentes a cada substituigdo do grupo R

A cor que as antocianinas apresentam varia consoante as suas estruturas
quimicas e as condi¢des do meio: mais azulada com o aumento dos grupos hidroxilo e
o efeito inverso com o aumento dos grupos metoxilo. O valor do pH determina se a
antocianina apresenta cor ou nao, e que cor é essa: de forma geral, quanto mais baixo
o pH, mais vermelha a cor da antocianina; e quanto mais alto, mais amarela. E
interessante perceber que, na gama de valores de pH dos vinhos (3,0-4,0), a maior parte
das antocianinas encontra-se na forma incolor, sendo que apenas cerca de 20% destes
compostos € que apresentam cor, e é essa cor transmitida ao vinho*®. Naturalmente so
conclui que a cor verificada nos vinhos tintos se deve a ocorréncia de outro tipo de
fendbmenos como, por exemplo, a copigmentagdo. Durante a fermentagdo, as
antocianinas podem ainda ser degradadas, resultando numa perda de cor.

O diéxido de enxofre pode ter diferentes efeitos na presenca de antocianinas,
conforme 0 momento da sua aplicagao: antes da fermentacdo aumenta a sua extragao;
durante o engarrafamento, estabiliza a cor do vinho, através da formagéo de compostos

estaveis e incolores®.

5.1.2 Compostos nao-flavondides

Os compostos de natureza nao-flavondide englobam os acidos fendlicos e o

estilbenos. Sdo os compostos fendlicos mais importantes nos vinhos brancos,
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encontrando-se sobretudo na polpa das uvas e contribuindo, embora de forma reduzida

e indireta, para o aroma e perfil gustativo dos vinhos®76",

Os compostos deste tipo podem ser acidos fendlicos (benzoicos ou cindmicos)
ou outros derivados fendlicos (ex: estilbeno). Nas uvas, os hidroxicinamicos sao os mais
abundantes, encontrando-se nas células das peliculas e polpa®. Estes compostos tém
um papel muito importante na ocorréncia de reagbes de oxidacao que levam ao
acastanhamento dos mostos e vinhos®3. A Figura 8 apresenta alguns compostos

fendlicos nao-flavonodides.

a) 0 b) 0
HO OH HO X OH
HO HO
OH
c) OH
HO =
OH

Figura 8: Exemplos de compostos n&o-flavonoides.

a) Acido galhico; b) Acido cafeico; c) Estilbeno (Resveratrol)

6. Sistema CIELab

Em 1976, a Comissado Internacional de lluminagdo (CIE — Commission
Internationale L'Eclairage, em francés) desenvolveu o modelo colorimétrico L* a*b*,
vulgarmente conhecido como CIELab que, para cada cor, mede o grau de luminosidade,
L*, a cromaticidade, C*, e a tonalidade, H°. A luminosidade de uma cor refere-se a sua
intensidade luminosa, ndo dando informagéo sobre qual é a cor, mas apenas o quao
brilhante ela é. A perceg¢ao da cor de uma amostra pode ser definida pela sua tonalidade

e pelo seu chroma, caracteristicas expressas pelas coordenadas a* e b*.

Cada cor pode ser assim descrita por um conjunto de coordenadas:
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L* (em percentagem) — 100% para branco — completamente transparente - e 0% para

preto — completamente opaco -.
a* - vermelho a verde: +a = mais vermelho; -a = mais verde

b* - amarelo a azul: +b = mais amarelo; -b = mais azul

L* =100 L* =100
4
(]
[
]
E!
<!
B
'}
\4
L*=0

Figura 9: Espaco do Sistema CIELab

Este sistema é normalmente utilizado uma condi¢do iluminante D65 que simula
a luz média natural durante o dia, a uma temperatura de 6500 K; e um angulo do
observador de 10°. A sua utilidade passa ser possivel por contornar a dificuldade de

definir uma cor especifica a uma amostra, possibilitando comparagées rigorosas entre

amostras.
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ll. Descricao do plano de trabalho

Objetivo

Os objetivos deste trabalho passam por: melhorar o protocolo Estreia Vinhao
relativamente ao ano de 2017, com a finalidade de aumentar o poder tanante e,
consequentemente, a sensacdo de adstringéncia do mesmo, tendo como foco o
mercado internacional; e por produzir um vinho branco de Inverno com a casta Loureiro,
com elevada adstringéncia e capacidade de guarda, com recurso a um protocolo

Premium.

Tarefas e calendarizacéo

Este trabalho exige o acompanhamento da matéria-prima — a uva — até ao
produto final — o vinho engarrafado.

O periodo das vindimas refere-se aos dias em que a Adega recebeu as uvas que
0s seus socios produziram. Este teve a duracido de cerca de duas semanas: 24 de
setembro a 6 de outubro, sendo que nos quatro primeiros dias (24-28 setembro) a
entrada era exclusivamente de uvas brancas e nos ultimos dois dias (4-6 outubro) a
entrada era exclusivamente de uvas tintas.

Ao longo deste periodo, as tarefas realizadas na Adega consistiam
principalmente em acompanhar a entrada das uvas e o0 seu percurso pelas instalacoes.
Para isso era necessario:

. Preparar produtos enoldgicos necessarios de antemao, para que estivessem prontos
na altura da sua aplicagao, ou prepara-los na altura;
. Perceber qual o percurso de cada dorna de uvas e executa-lo, desde a escolha do
tegao para onde vai ser direcionada até qual a prensa que vai ser utilizada, qual o silo
de destino (no caso dos mostos brancos) e, finalmente qual a cuba de fermentagao para
onde ia;
. Proceder aos diversos protocolos de vinificagdo e fermentagao que variam conforme o
tipo e qualidade de uva e produto final (vinho) pretendido;

Recolha de amostras nos diversos pontos do processo, e seu respetivo
armazenamento nas devidas condi¢des. Este passo apenas foi feito para o material de
interesse deste projeto, nomeadamente Vinhao de alta qualidade para produzir o Vinh&o

Estreia 2018, e Loureiro de alta qualidade para produzir o Loureiro Premium 2018.
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A par de todo este processo é necessario efetuar analises a um parametro muito
importante em todos os silos que sao cheios: o SO,. Uma amostra é retirada apés a
homogeneizacao do silo para analisar o sulfuroso total, para se perceber se 0 mosto
esta suscetivel a oxidagdo e se é ou ndo necessario adicionar mais deste produto

enologico.

Fora do periodo da vindima, era necessario auxiliar no laboratério da Adega, com
as diversas analises efetuadas diariamente, que passavam por determinar valores de
teor alcodlico, SO livre e total, acidez total, pH, indice de colmatagem, entre outras.
Este trabalho durou até ao fim do estagio na Adega, em dezembro de 2018.

Paralelamente, foi realizado o acompanhamento do processamento dos mostos
de interesse, ja referidos em cima, e cujos protocolos se encontram no material
suplementar. No caso do protocolo Loureiro Premium, o seu acompanhamento foi mais
facil pois tratou-se de um processo continuo: o mosto foi transferido para a cuba de
fermentacdo 15F, onde ficou até ao final da fermentacao malolatica, sem requerer
grandes cuidados para além da adi¢ao de produtos em diversas fases do processo e a
submersao regular dos sacos de madeira. No caso do protocolo Vinhdo Estreia, o
acompanhamento foi mais trabalhoso pois este protocolo antecipava um etapa pré-
fermentativa de maceracao a frio de onde surgiram algumas dificuldades.

De seguida encontram-se todas as etapas do processo de produgdo de ambos
os vinhos e respetiva descricdo. Apenas se encontram as fases que ja foram realizadas
até a data de escrita deste relatorio. As primeiras etapas sdo comuns nido so6 para os

dois vinhos referidos mas para todos, tratando-se de uma fase genérica:

1. Vindima
As uvas sao colhidas pelos viticultores associados da Adega Cooperativa de Ponte da
Barca, CRL.

2. Transporte
Apbs a colheita, as uvas sao transportadas pelos viticultores para a adega nas melhores
condigbes de transporte possiveis, fazendo o possivel para que cheguem inteiras e nao

espremidas ou calcadas.
3. Rececao na Adega (24 setembro — 6 outubro, aproximadamente)

Na recegao das uvas, a primeira tarefa a cumprir € a sua amostragem para determinar

o grau provavel e avaliar o estado sanitario. Depois as uvas sao pesadas, e é feito um
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registo computorizado relativo ao sdcio, peso, data e horario de entrega, videira, tipo de

uva (casta), grau provavel e estado sanitario.

4, Descarga

As uvas sao descarregadas no tegdo tendo em conta o tipo de uva e a sua qualidade.
As uvas para o Vinhao Estreia foram rececionadas no tegdo 1 do cais de descarga 1;
as uvas para o Loureiro Premium foram rececionadas no tegéo 6 do cais de descarga

n® 3.

5. Desengace
A separacdo das uvas do engaco é feita com a utilizagdo de um desengagador
automatico e serve para evitar que este transmita cheiros e sabores herbaceos

desagradaveis ao vinho.

As seguintes etapas sdo, na sua maior parte, diferentes entre os vinhos, por isso

encontram-se divididas.

Vinhao Estreia 2018:

6. Bombeamento das uvas para as cubas de maceragao
As massas (pele + sementes + mosto) eram direcionadas para as trés cubas de
maceragao de inox utilizadas (68F, 69F e 70F), com cerca de 10 000 L cada, e durante
este bombeamento € aplicado diéxido de enxofre para a proteger da oxidagdo. Uma
analise € depois realizada para determinar a quantidade de SO, real e ajustar para o
valor definidko de 20 mg/cm3. Infelizmente, a bomba doseadora encontrava-se
desregulada, pelo que o valor de SO, nas uvas nao era o pretendido, mas sim bastante
superior: 133 mg/cm?®na cuba 68F, 41 mg/cm?®na cuba 69F, e 4 mg/cm?®na cuba 70F. O
valor desta ultima deve-se ao fecho completo da bomba depois de descoberto o
sucedido anteriormente. No entanto, como as trés cubas de maceracio iriam ser
misturadas numa unica cuba de fermentacao decidiu-se n&o proceder a nenhum ajuste.
Durante o enchimento da cuba, a enzima Prozym Thermo é aplicada para auxiliar
na extracdo dos compostos aromaticos e na degradacao das pectinas do mosto, sendo
adicionado também gelo seco — cerca de 70 kg - para refrigerar as uvas e preservar a
qualidade do mesmo. (Nota: a quantidade de gelo seco adicionado n&o foi a ideal devido

a uma rutura no stock).
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7. Maceragéao pré-fermentativa a frio (10° C)

Para esta etapa era importante ja ter as cubas refrigeradas antes do seu enchimento,
por isso a manta de cada uma ja tinha sido ligada para manter a temperatura perto dos
10°C. Segundo o protocolo, a maceragao deveria ter a duragao de trés dias e ocorrer a
uma temperatura constante de cerca de 10° C para manter o mosto numa fase nao-
fermentativa.

Deveriam ainda ser efetuadas trés remontagens por dia, uma delas com
passagem pelo permutador, para favorecer a extragao da cor através da promogao do
contacto entre o mosto e as massas, e aumentar a solubilizagdo dos aromas do mosto,
sem que este comecasse a fermentar.

Infelizmente, a maceragao durou apenas 2 dias devido a um problema técnico
que ocorreu aquando da tentativa de remontagem: as grelhas colocadas no fim da cuba
para filtrar as massas e permitir a saida do mosto foram mal colocadas em duas das
cubas utilizadas, o que levou ao entupimento das mangueiras e dificultou muito o
processo de remontagem. Esta foi realizada duas vezes a todas as cubas no dia do seu
enchimento (1 de outubro), com passagem pelo permutador, para arrefecer as massas;
e ainda duas outras vezes no dia seguinte, tendo ocorrido o entupimento no fim desse

mesmo dia.

9. Drenagem do mosto

Uma vez terminada a maceracgao, o mosto é separado das partes sélidas por drenagem,
transferindo a parte liquida para outra cuba onde a fermentagao vai ocorrer. Devido ao
problema com a drenagem do mosto das massas, estas foram encaminhadas para uma
prensa (prensa 1) de onde foi recolhido a lagrima das trés cubas de maceragéo (4000 L
da 70F, 4000 L da 69F e 3250 L da 68F). Como faltavam ainda cerca de 2250 L para

encher a cuba, esta foi atestada com mosto levemente prensado das cubas 70F e 68F.

10. Enchimento da cuba de fermentagao

Durante o enchimento da cuba, as leveduras selecionadas e os nutrientes necessarios
sdo aplicados para controlar e regularizar o processo de fermentagao:

. levedura HPS: levedura principal que produz mais polissacarideos que a maior parte
das leveduras e contribui para dar volume de boca ao vinho. Foi preparada colocando
em agua a cerca de 37°C com adigao de nutriente para reidratar;

. Optimum Red - levedura inativa que liberta compostos que interagem com polifendis,
aumentando a textura e a estabilidade da cor do vinho;

. Tainiraisin - tanino da pelicula de uva branca que auxilia na protecao contra a oxidagao

dos compostos corantes do mosto;
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. Fermaid O - mistura de nutrientes importantes para as leveduras, aumentando ainda o
caracter frutado do vinho e o volume de boca.

No fim do enchimento da cuba foi colocado ainda um Blend Aragonés, isto &, aparas de
madeira com e sem tosta que arredondam taninos mais adstringentes, e conferem

volume e aroma a madeira ao vinho.

11. Fermentacao Alcodlica

A fermentacao alcodlica comegou entre o dia 4 e 5 de outubro. Durante a fermentacao
alcodlica os agucares contidos no mosto sédo transformados em etanol, havendo a
libertagdo de dioxido de carbono. Esta € monitorizada diariamente, varias vezes ao dia,
através da leitura da densidade e temperatura do mosto, a fim de ter uma nogao da
quantidade de acucares que la permanecem. A temperatura média de fermentacao
encontrava-se nos 16-17 °C. No entanto, um erro é cometido nesta verificagao, pois a
corregao da densidade segundo a temperatura néo é feita, pelo que sao resultados nao
corrigidos. E ainda feita diariamente uma prova do contetdo da cuba e atribuida uma
nota, neste caso um 9, que é uma nota intermédia relativamente as restantes cubas.
Ainda durante a fermentacao, os sacos de aparas foram sendo regularmente submersos

para promover a passagem dos aromas para o0 mosto.

12. Adicao de produtos enoldgicos

Ao longo da fermentagdo é necessario adicionar alguns produtos com diferentes
propositos. Por exemplo, no dia seguinte a aplicagdo da levedura (2/10/2018), foi
adicionado um Kit de bactéria + ativador VP41 com o objetivo de fomentar o inicio da
fermentagdo malolatica, mesmo que as condi¢gdes néo sejam as mais favoraveis para
as bactérias. Estas sdo uma gama de bactérias malolatica resistentes a altos teores de
etanol, SO, e baixos valores de pH, fornecendo ainda aromas de frutos vermelhos e
tropicais.

No dia em que a densidade determinada era igual a densidade inicial — 30, foram
adicionados dois produtos:

. Fermaid E — nutriente complexo que fornece as leveduras azoto facilmente assimilavel
e fatores de crescimento que iriam auxiliar ao complementar o processo de fermentacéo;
. Booster Rouge — leveduras inativas que ajudam a percec¢ao de um aroma mais frutado

e auxiliam na reducao de sensacdes desagradaveis resultantes de uvas apodrecidas.

13. Desencuba + trasfega
Uma vez que o mosto se encontra fermentado, sendo agora considerado vinho, é

necessario transferi-lo para outra cuba para separa-lo das leveduras e borras que se
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vao depositando no fundo da cuba. Procede-se a uma desencuba e uma posterior
trasfega, ou transferéncia, para outra cuba, esta uma cuba de conservacgéo. No entanto,
neste caso, as borras finas sao transferidas juntamente com o vinho para ter tempo de

Ilhe conferir um maior corpo e volume.

14. Fermentacido malolatica

Nesta segunda fermentacgéao, o acido malico é convertido em acido lactico, estabilizando
o vinho, diminuindo a sua acidez e melhorando as propriedades organoléticas do
mesmo. A diminui¢do do acido malico ocorreu mais significativamente apds a trasfega
para a cuba 68 e aconteceu a par de um aumento da concentracao de acido latico, e
esta relacdo foi acompanhada com analises com o objetivo de perceber quando a

fermentagéo tinha chegado ao fim.

15. Conservagao

O vinho “novo” é mantido em repouso, sendo periodicamente analisado para
acompanhar a sua evolugao e manter a sua boa conservagao. Foi ainda feita batonnage
uma vez por semana durante o primeiro més de conservac¢ao do vinho, para dar mais
corpo ao vinho e promover o desenvolvimento de sabores mais complexos. De

momento, a batonnage continua a ser feita até decisdo do endlogo de parar.

16. Montagem do lote

No caso do Vinhao Estreia este passo nao foi feito realizado, pois apenas a cuba em
questdo foi trabalhada para obter este vinho. No entanto, esta etapa consiste na
realizacdo de uma prova organolética aos varios vinhos obtidos para perceber quais

conjugam de uma forma agradavel entre si para perfazerem um mesmo lote.

17. Corregao do vinho

Apbs uma prova organolética do vinho, percebeu-se que o vinho apresentava pouco
corpo, embora estivesse agradavel de aroma. Para resolver esta questao, fez-se um
ensaio em pequena escala onde se experimentou quatro combinacbes de diferentes
produtos a base de leveduras inativas e taninos para perceber qual adicionaria mais
corpo ao vinho. As combinag¢des eram as seguintes:

. Garrafa 1 — branco do ensaio, apenas o vinho original

. Garrafa 2 — Nobless 40 g/hL

. Garrafa 3 — Nobless 40 g/hL + Opera NoGreen 5 g/hL

. Garrafa 4 - Nobless 40 g/hL + Opera NoGreen 3 g/hL + Opera Fruity 3 g/hL

. Garrafa 5 - Nobless 20 g/hL + Opera Fruity 5 g/hL
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A combinagao escolhida foi a da garrafa 3, tendo sido de seguida aplicados os
respetivos produtos a cuba em questao, ambos diluidos em vinho. Apds a adicao foi

feita uma remontagem com azoto.

Loureiro Premium 2018:

6. Bombeamento das uvas para a prensa

O equipamento que trata da passagem das massas para a prensa € a bomba de
massas, e a medida que ia efetuando este transporte, ia adicionando uma mistura de
enologicos preparada antecipadamente:
. Enzima Prozym Thermo — enzima referida anteriormente, que auxilia na extragcao dos
compostos aromaticos e na degradagao das pectinas do mosto;
. PK SOL M2 - formulacao que contém PVPP e proteina de ervilha, com agao clarificante
e estabilizante da oxidagado dos mostos;

Punchy — levedura inativa que auxilia a otimizar o perfil sensorial dos vinhos
aumentando a expressao de frutos exdticos e citrinos.
Estes produtos foram preparados em bidoes de 25 L e iam sendo adicionados de forma

controlada as massas.

7. Prensagem
O mosto é prensado em prensas pneumaticas para permitir o contato com as peliculas
das uvas. As pressdes usadas sdo muito baixas, na ordem dos 0,5 bar, e realizadas
poucas rotagdes, para impedir o esmagamento de grainhas que contém taninos
indesejaveis. Nesta fase, um produto com poder antioxidante e antissético, Oxyless, é
aplicado no tabuleiro da prensa e no silo para proteger o mosto evitando o uso excessivo
de sulfuroso. E ainda adicionado gelo seco para baixar a temperatura do mosto e evitar
uma fermentagao precoce.

A medida que o mosto vai saindo da prensa, vai sendo enviado para um silo,
onde é adicionada uma enzima que auxilia na clarificagdo do mosto, Prozym

clarificacéo.

8. Flotacao

O mosto prensado encontra-se turvo, com particulas em suspensao, sejam elas
leveduras ou poeiras de sujidade das proprias uvas, havendo a necessidade de as
remover. Para isso, este ano resolveram utilizar o método de flotagdo, ao invés do

método de decantacao estatica utilizado em anos anteriores. Este método utiliza azoto
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para fazer subir a superficie as particulas que turvam o mosto e é realizado em cerca

de 4 horas a uma temperatura baixa (cerca de 10 °C) para inibir o inicio da fermentagao.

9. Enchimento da cuba de fermentacao — 26/09/2018

O mosto ja clarificado é direcionado para a cuba de fermentacido 25F e a medida que
esta é cheia sdo adicionados os seguintes enolégicos:

. Levedura Flavia — levedura fermentativa que aumenta a producio de aromas varietais;
. Fermaid O - nutriente complexo ja referido, que fornece as leveduras azoto faciimente
assimilavel e que aumenta o caracter frutado e volume do vinho produzido;

. Stimula Sauvignon Blanc — levedura inativa usada com o objetivo de aumentar o
consumo de alguns percursores e a sua bioconversdo em tiois volateis, otimizando a
atividade das leveduras do mosto;

. Optimum White — levedura especifica inativada que aumenta a disponibilidade de
glutatido, um antioxidante, o que se traduz num vinho com maior complexidade e
longevidade.

No fim do enchimento da cuba foram colocados Microaduelas Blend Premium e Aparas
Blend 12 de madeira para conferir ao vinho notas complexas de especiarias € madeira

em geral.

10. Fermentac&o Alcodlica
A fermentacéao alcodlica comegou por volta do dia 28 de setembro e ocorreu a cerca de
18 °C. Esta foi diariamente monitorizada através da medicdo da densidade e
temperatura do mosto, a fim de determinar a quantidade de acglucar remanescente,
fazendo-se ainda uma prova do conteudo da cuba ao qual se atribui uma nota.
Infelizmente, ao longo da fermentagao, este ensaio teve sempre uma nota um pouco
fraca relativamente aos restantes.

Quatro dias apds a aplicagédo da levedura, ou seja, dia 30/09/2018 foram
aplicados os seguintes produtos:
. Go Ferm Protect Evolution - acéao nutritiva e protetora das leveduras, aumentando a
sua tolerancia ao etanol e proporcionando uma maior libertacdo de compostos
aromaticos;
. Levedura QA23 — levedura selecionada na regido dos Vinhos Verdes pela CVRVV que
oferece seguranca fermentativa aliada a baixa exigéncia de azoto assimilavel e oxigénio,
conferindo aromas citricos e frescos ao vinho.

Quando a densidade do mosto se encontrava proxima das 1065 g/cm? adicionou-
se 0 Fermaid E Blanc, um nutriente complexo que compensa as deficiéncias em

nutrientes e fatores de crescimento, melhorando a viabilidade e vitalidade no ultimo
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passo da fermentagdo. Complementou-se este passo com a oxigenagéo do mosto com
7 mg/L de oxigénio. Quando a densidade finalmente atingiu aproximadamente as 1000
g/ cm?, adicionou-se a Bactéria VP41 + ativador, cujo objetivo ja referido € o de fomentar
0 inicio da fermentacido malolatica, mesmo que as condicbées n&do sejam as mais
favoraveis para as bactérias, realcando notas de frutos tropicais e maracuja em vinhos
brancos.

A fermentacdo alcodlica da-se por terminada quando o vinho atinge uma

densidade inferior a 998 g/cm?, o que aconteceu por volta do dia 4 de outubro.

11. Fermentacado Malolatica

Dia 23 de outubro realizou-se a analise ao acido malico, o que nos deu a informagao de
que a fermentagdo malolatica ja tinha terminado. Foram aplicados nesta altura dois
produtos:

. Reduless — produto que atua como um tratamento curativo para a eliminagcado de
defeitos organoléticos produzidos por compostos enxofrados;

. Oxyless — antioxidante que ajuda a proteger os aromas fermentativos.

12. Desencuba - 23/10/2018

Uma vez que o agucar e o acido malico ja foram maioritariamente degradados, é
necessario passar o vinho para outra cuba, a cuba 55, com o objetivo de separar as
leveduras e borras que estdo depositadas no fundo da mesma, para evitar odores
indesejaveis. No entanto, as borras finas foram direcionadas para a cuba de destino
juntamente com o vinho para Ihe dar mais corpo. Passado pouco menos de 2 meses,
foi adicionado novamente Reduless e o vinho trasfegado. Logo de seguida foi
adicionado Longevity, um produto que protege o vinho da oxidagdo durante a etapa de

conservacao.

13. Conservagao

O vinho “novo” é mantido em repouso, sendo periodicamente analisado para
acompanhar a sua evolugcao e manter a sua boa conservagao. Nesta fase fez-se uma
analise sensorial e percebe-se que o0 vinho comeca a melhorar, contendo notas de
madeira como previsto. Também nesta fase e tal como no caso do Vinhao, esta previsto

realizar batonnage uma vez por més até marco.
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[1l. Materiais e métodos

O plano experimental/protocolo ja foi especificado no capitulo da planificagdo e
calendarizacao das tarefas, passando resumidamente por acompanhar a entrada das
uvas e o seu percurso e modificagdes que sofrem ao longo do processo. Neste capitulo

seguem as analises realizadas as diversas amostras recolhidas durante esse processo.

1. Amostragem

Diversas amostras foram recolhidas do inicio ao fim do processo, desde as uvas

até ao vinho produzido.

Relativamente ao vinho Vinhao Estreia foram recolhidas/os:

. 01/outubro: cerca de cinco cachos de uvas, um de cada dorna que iria dar origem ao
vinho pretendido, em sacos de plastico aos quais foi retirado o ar tanto quanto possivel.

Este saco foi entdo armazenado no congelador a cerca de -18 °C. (Amostra UV)

. 01/outubro: uma garrafa plastica de 1,5 L (anteriormente de agua) com conteudo de
cada cuba de maceracéao (68F, 69F e 70F), apds a primeira remontagem, armazenadas
no congelador a cerca de -18 °C. (Amostras VMARG8F, VMARG9F e VMARTYOF,

respetivamente)

. 03/outubro: duas garrafas plasticas, uma de 1,5 L e outra de 0,33 L (anteriormente de
agua) com mosto da cuba de fermentagao 25F apds a transferéncia para a cuba, antes
do inicio da fermentacado armazenadas no congelador a cerca de -18 °C. A garrafa de
menor volume foi envolta num material opaco para posterior analise da cor. (Amostra
VMAT)

. 18/outubro: trés garrafas plasticas de 0,5 L (anteriormente de agua) com o vinho apos
a fermentagdo, armazenadas no congelador a -18 °C. (Amostras VFF_A, VFF_B e
VFF_C)

. 8/novembro: uma garrafa de vidro escurecido com amostra de vinho da cuba de
conservagao C68 armazenada dentro de uma caixa de cartado no laboratério da Adega,
a temperatura ambiente. A par desta, retirou-se também uma amostra do baldo 2 numa
outra garrafa idéntica, de Vinhao produzido pelo método tradicional, isto €, numa cuba
autovinificadora sem maceracao a frio, pertencentes ao lote 1/18 dos vinhos tintos,

armazenada da mesma forma. (Amostras VMF e VT, respetivamente)
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Relativamente ao vinho Loureiro Premium foram recolhidas/os:

. 26/setembro: cerca de seis cachos de uvas, um de cada dorna que iria dar origem ao
vinho pretendido, em sacos de plastico aos quais foi retirado o ar tanto quanto possivel.

Este saco foi entdo armazenado no congelador a cerca de -18 °C. (Amostra UL)

. 26/setembro: duas garrafas plasticas, uma de 1,5 L e outras duas de 0,5 L
(anteriormente de agua) com mosto do silo, armazenadas no congelador a cerca de -18
°C. (Amostras LMS)

. 29/setembro: uma garrafa plastica de 1,5 L (anteriormente de agua) do mosto da cuba
15F durante a fermentagéo, armazenadas no congelador a cerca de -18 °C. (Amostra
LMC)

. 3/outubro: uma garrafa plastica de 1,5 L (anteriormente de agua) do mosto da cuba
15F ao quinto dia de fermentacdo, armazenadas no congelador a cerca de -18 °C.
(Amostra LMC5)

. 22/outubro: uma garrafa plastica de 0,5 L (anteriormente de agua) do vinho da cuba
15F apods as fermentagbes, armazenada no congelador a cerca de -18 °C. (Amostra
LFF)

. 28/novembro: uma garrafa de vidro escurecido com amostra de vinho da cuba de

conservagao C55 armazenada dentro de uma caixa de cartdo no laboratério da Adega
a temperatura ambiente. A par desta, retirou-se também uma amostra do vinho Loureiro
tradicional, lote 1/18 de vinhos brancos, numa outra garrafa idéntica, armazenada

mesma forma. (Amostras LP e LT, respetivamente)

Todas estas amostras permaneceram armazenadas durante cerca de quatro
meses, e foram posteriormente analisadas no laboratério da Faculdade de Ciéncias da
Universidade do Porto (FCUP).
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2. Analises de controlo de vinificacao

As analises fisico-quimicas efetuadas no laboratério da Adega de Ponte da
Barca (APB) s&o analises recorrentes de acompanhamento da evolu¢gdo dos mostos e
vinhos 14 produzidos. Algumas das analises aqui referidas ndo foram efetuadas aos

vinhos em questao, mas fizeram parte do trabalho diario na Adega.

pH
A analise é feita com recurso a um elétrodo combinado de pH e é efetuada pelo

aparelho Crison TitroMatic.

Dioxido de enxofre - SO,
A sua analise é realizada com recurso a um elétrodo de SO- e é efetuada pelo

aparelho Crison TitroMatic, obtendo-se o valor em g/dm3.

SO livre

A medigdo divide-se em dois passos: adigédo de Acido sulfurico (H2SO4 25%) e
posterior titulagdo com uma solug¢ao de lodo (I> 0,01M). A adicdo de H2SO4 serve para
acidificar o meio para que a titulagdo ocorra nas condigdes devidas. A equacio da

reacao é a seguinte:
SO, + I+ 2H, O — H»SO04 + 2HI

No método manual para determinacao do didxido de enxofre livre, adiciona-se
uma solucao de amido fervido para se notar a ocorréncia da mudanca de cor; no entanto,
com o titulador automatico, o amido nédo € necessario pois o proprio aparelho deteta o
ponto de viragem na titulagdo, parando a adigao de titulante. O método e os calculos
sao realizados automaticamente pelo equipamento Crison TitroMatic, e o resultado é

expresso em mg/L.

SO, total

A andlise comeca com a adicdo de NaOH 4 M a amostra para realizar uma
hidrélise alcalina, a qual tem um tempo de reagcdo de 5 minutos. Apds o tempo de
espera, procede-se a adicao de H.SO4 25% - mais uma vez, para acidificar o meio - e
respetiva titulagdo com solugcdo de iodo 0,01 M. A hidrélise alcalina é necessaria para
quebrar a ligacao do SO ao ido bissulfito, HSO3", apresentando-se assim as duas

formas em equilibrio:
HSOs; = H,SO3; = SO,
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Nesta analise, o aparelho tem que realizar duas medicbes na mesma analise:
determinar o SO livre e o combinado, e a sua soma da o valor do SO;total. O método
€ os calculos sao realizados automaticamente pelo equipamento Crison TitroMatic, e o

resultado € expresso em mg/L.

SO, combinado
A sua determinacéo passa pela determinacéo prévia do SO3 livre e total, sendo

calculada pela diferenca dos dois valores:

SO, combinado = SO, total — SO, livre

Teor alcodlico provavel
A sua analise utiliza um refratdbmetro que determina o teor de agucares presentes

na amostra e calcula assim o teor de alcool provavel no vinho.

Titulo alcodlico volumico adquirido / Teor alcodlico

Para esta andlise, faz-se uso de um ebuliometro que deve ser inicialmente
lavado com agua e calibrado, através da medi¢cédo da temperatura de ebulicdo da agua.
Posteriormente, o aparelho deve ser lavado com a amostra a ser analisada. O teor
alcodlico é obtido através da determinagao da sua temperatura de ebulicdo e respetiva

conversao para 20 °C, com recurso ao disco de conversao.

Gas — COq
O CO2do vinho é determinado com recurso a um mandémetro e o resultado é
apresentado em bar. A garrafa amostra deve ser colocada a rolha de imediato, isto &,

logo apods o seu enchimento, para nao perder gas.

Densidade
O método utilizado designa-se Densimetria, no qual se faz uso de um densimetro
que indica o valor da densidade do liquido em g/cm3, a uma dada temperatura. Esse

valor é depois corrigido para a temperatura de 20 °C.
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Acidez total

A medicao da acidez total consiste na titulagdo de 25,00 mL de amostra com
NaOH 0,5M até o pH se encontrar igual a 7,00, o que resulta na completa neutralizagéo
dos &cidos titulaveis da amostra. O diéxido de carbono n&o se encontra incluido nesta
medigcdo porque € retirado a amostra antes da sua analise, através de uma agitacao
vigorosa. O método e os calculos sao realizados automaticamente pelo equipamento
Crison TitroMatic, e o resultado € expresso em g/L de acido tartarico, sendo este o acido

que se encontra em maior quantidade nas uvas.

Nota: de forma a simplificar a descricdo dos métodos, a partir deste ponto, fica
reconhecido que todos os métodos referidos sdo realizados no aparelho MiuraOne,
adaptado para analises de mostos e vinhos, e que este utiliza metodologias de ensaios

enzimaticos UV/Vis, realizando automaticamente os calculos dos resultados.

Acidez volatil

A determinacao passa pela utilizagdo de um método enzimatico: a enzima acetil-
CoA sintetase (ACS) vai catalisan@ reagao do acido acético com a coenzima A, na
presenca de ATP, produzindo assim acetil-CoA (eq. 1), que por sua vez vai reagir com
0 oxaloacetato produzido a partir da acdo da malato desidrogenase (L-MDH) sobre o

acido malico, que também leva a formagao de NADH (eq. 2 e 3):

Acetato + ATP + CoA — Acetil-CoA + AMP + PPi (equacéao 1)

L-MDH
—

(L-malico + NAD* oxaloacetato + NADH + H*) (equagéo 2)

Acetil-CoA + oxaloacetato + HO — citrato + CoA (equacéo 3)

O aumento de NADH vai provocar um aumento da absorvancia a 340 nm que
vai ser a base do calculo da concentragao do acido acético da amostra. O resultado é

expresso em g/L de acido acético.

Acidez fixa

A acidez fixa de um vinho é a soma dos seus acidos fixos, isto &, ndo-volateis,
que séo maioritariamente o acido malico e o acido tartarico. A sua determinacao passa
pela determinacédo prévia da acidez volatil e da acidez total, sendo calculada da seguinte

forma:

Acidez fixa = acidez total — acidez volatil
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Acido L-Mélico
A determinacao do acido L-malico passa também por uma analise enzimatica: a
enzima L-malato desidrogenase (L-MDH) catalisa a oxidacdo do acido malico a

oxaloacetato com a redugédo concomitante de NAD*:
L-malico + NAD* — oxaloacetato + NADH + H*

O aumento da absorvancia a 340 nm provocado pela formacido de NADH é
diretamente proporcional ao aumento da concentragéo de acido L-malico na amostra. O

resultado € expresso em g/L.

Acido L-Lético
A determinacao passa também por uma analise enzimatica e ocorre da seguinte
forma: a enzima L-lactato desidrogenase (L-LDH) catalisa a oxidagao do acido L-latico

a piruvato, com a redugao concomitante de NAD™:
L-latico + NAD* — piruvato + NADH + H*

O aumento da absorvancia a 340 nm provocado, mais uma vez, pela formacao
de NADH é diretamente proporcional ao aumento da concentragcéo de acido L-latico na

amostra. O resultado é expresso em g/L.

Acido Citrico

O valor de acido citrico é determinado com auxilio das reagdes seguintes: o acido
citrico é convertido em acetato e oxaloacetato por agéo da enzima citrato liase (CL):

Acido citrico <5 Acetato + Oxaloacetato

Esta reacao é deslocada no sentido da formagao de oxaloacetato pela reacao
secundaria deste e do seu produto descarboxilado, piruvato, com a oxidacao
concomitante de NADH:

Oxaloacetato + NADH LE: " L-malato + NAD*

LDH; MDH

Piruvato + NADH — L-lactato + NAD*

O aumento da absorvancia a 340 nm que deriva da oxidacdo do NADH é
inversamente proporcional ao aumento da concentragédo de acido citrico na amostra. O

resultado é expresso em g/L.
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Acido Tartérico

Este método baseia-se no produto da reacéo do acido tartarico (ou tartarato) com
acido vanadico: um produto alaranjado quando em meio acido cuja absorvancia pode
ser medida a 492 nm. O aumento da absorvancia deste composto é proporcional a

quantidade de acido tartarico presente na amostra. O resultado é expresso em g/L.

Acucares: D-Glucose + D-Frutose

A determinacdo dos acgucares redutores decorre do seguinte modo: a enzima
Hexoquinase (HQ) catalisa a fosforilagdo da D-glucose e da D-frutose mediante o uso
de ATP:

Q
D-glucose + ATP — Glucose-6-fosfato + ADP
D-frutose + ATP 3 Frutose-6-fosfato + ADP

De seguida, a frutose-6-fosfato converte-se em glucose-6-fosfato na presenca

da enzima fosfoglucose isomerase (PGI):
PG
Frutose-6-fosfato — Glucose-6-fosfato

Na presenca da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), a glucose-

6-fosfato € oxidada a 6-fosfogluconato com a redugcédo concomitante de NADH:

G6PD
G6P + NADP —  6PG + NADPH + H*

O aumento da absorvancia a 340 nm devido a formacdo de NADPH é
diretamente proporcional ao aumento da concentragédo de D-glucose + D-frutose na

amostra. O resultado é expresso em g/L.
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3. Analises fisico-quimicas

Preparacao de solugéao sintética de vinho

E necessario preparar uma solugo sintética de vinho (12% etanol; 5 g/L acido
tartarico) para utilizar em diluigdes de vinhos, pois esta imita melhor as suas
caracteristicas do que a agua, sem afetar os parametros em analise.

Prepara-se pesando-se cerca de 12,5 g de acido tartarico e diluindo-se numa
mistura de 300 mL de etanol e 2200 mL de agua desionizada. O pH da solugao é, por

fim, corrigido para aproximadamente 3,20 com pellets de NaOH.

Preparacéo do extrato de uva

Consiste numa técnica que tem como finalidade extrair o conteudo das uvas de
forma uniforme para preparar uma amostra representativa da amostra inicial. Esta
extragao inicia-se com a recolha e pesagem de 10 bagos de uvas, dos diferentes cachos
recolhidos aquando da vindima, e o seu congelamento a -80 °C. Apds congelados, foram
liofilizados, utilizando um liofilizador BenchTop Pro, e é preparado o extrato das uvas:
trituracdo da amostra liofilizada com 100 mL de uma solucéo de H,O desionizada/etanol
1:1 e com recurso a um homogeneizador Ultra-Turrax. Este processo € repetido trés
vezes, para garantir a extragdo de todos os componentes. A mistura é depois filtrada
em algodao e centrifugada a 12 000 rpm durante 10 minutos. No final, & evaporado parte
do solvente utilizado na extragdo com recurso ao evaporador rotativo, e o restante é
transferido para um baldo de 100 mL, onde se perfaz o volume total com H;O

desionizada.

Analise da cor
As andlises a cor das amostras foram realizadas por espectrofotometria de UV-
Vis devido as caracteristicas dos compostos fendlicos e a sua capacidade de absorver

radiagao UV e Visivel.

indice de fendis totais
Esta determinagéo pode ser feita por dois métodos distintos: através da analise
espectrofotométrica a 280 nm, ou através do indice de Folin-Ciocalteu. O primeiro

método baseia-se na capacidade que os anéis benzénicos tém em absorver radiagao
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UV, sendo o seu maximo de absor¢cdo a 280 nm; o segundo método consiste na
oxidagcao dos compostos fendlicos pelo Reagente de Folin- Ciocalteu.

Para o primeiro método, dilui-se a amostra apenas o necessario e |é-se a
absorvancia a 280 nm com recurso a células de quartzo com percurso 6tico 1 mm.

O IFT é dado através da utilizagao da seguinte expressao:

IFT = Abs (280 nm) x fator de diluicao

Para o segundo método, comecgou-se por diluir as solugbes 10 vezes com
solugao sintética de vinho. De seguida, em tubos eppendorf, colocaram-se 15 pL de
amostra diluida, 75 uL de reagente de Folin-Ciocalteu, e 500 uL de agua desionizada.
Agitou-se a amostra num vortéx e, de seguida, adicionaram-se 300 yL de carbonato de
sodio a 20% e 610 pL de agua desionizada, sendo novamente agitada. Apos finalizar a
preparacao da solucdo, esta permanece em repouso ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente, durante 30 minutos, estabilizar completamente a reacdo. Para finalizar,
colocaram-se 350 uL desta solugdo em quatro pogos de uma placa, para esgotamento
da amostra. O branco realizou-se de igual modo, mas substituindo a amostra por agua
desionizada. Efetuaram-se as leituras da absorvancia a 750 nm no leitor de placas
Power wave XS, Bio- TEK®.

O valor em fendis totais é expresso em mg de equivalentes de acido galhico/mL,
e foi determinado através de uma curva de calibragao obtida a partir do acido galhico,

originando a seguinte equagao de reta:

Abs-0,0183
0,8949

IFT (mg/mL) =

Intensidade corante
Esta determinacao permite determinar a intensidade da cor de uma amostra e
passa pela soma das leituras da absorvancia num espectrofotémetro UV-Vis Thermo
Scientific de duplo feixe Evolution Array, a 420, 520 e 620 nm, para o caso dos vinhos
tintos; e a 320 e 420 nm para o caso dos vinhos brancos. A leitura foi efetuada com

recurso a células de quartzo de percurso o6tico de 1mm.
ICT = (A420 + Aszo + As20) X fator de diluicdo

ICs = (As20 + As20) x fator de diluigdo
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indice de cor vermelha
O valor desta determinagao é o valor obtido pela leitura da absorvancia a 520
nm, valor do pico de absorcao das antocianinas, pelo espectrofotémetro UV-Vis Thermo
Scientific de duplo feixe Evolution Array, e utilizagdo de células de quartzo de percurso

6tico de 1 mm. E apenas realizado as amostras tintas.

ICV = Asyo x fator de diluicdo

Parédmetros CIELab
A analise espectrofotométrica é realizada a 450 nm, 520 nm, 570 nm e 630 nm
num espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific de duplo feixe Evolution Array, e os
resultados sédo depois colocados no software MSCV®, com condigao luminante D65, e
angulo do observador 10°, e obtidas as coordenadas referidas para ser possivel
percecionar a cor no espaco. A leitura é feita com recurso a células de vidro de percurso

otico 2 mm.

Antocianinas livres totais (método do bissulfito)

O método do bissulfito é utilizado para quantificar as antocianinas livres totais de
uma amostra através da reagéo das antocianinas com dioxido de enxofre, que origina a
um produto incolor cuja absorvancia é lida para posterior comparagdo com a referéncia
colorida.

Comecgou por se colocar num matraz 40,0 mL de HCI 2%, juntamente com 2,00
mL de etanol e 2,00 mL de amostra. Tranferiu-se 10,00 mL dessa solugao para quatro
tubos de ensaio, aos quais se adicionou 4,00 mL de bissulfito 20%, exceto num deles,
que sera o branco, no qual se adiciona 4,00 mL de agua desionizada. A leitura é entao
feita a 520 nm, com recurso a células de vidro de percurso 6tico de 10 mm, num
espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific de duplo feixe Evolution Array.

A quantidade de antocianinas livres que reagiu com o bissulfito € igual a

diferenca entre as duas medidas de absorvancia:
AAbs = ADbS referéncia — AbS amostra

A concentragao de antocianinas presentes na amostra é dada pela utilizagao da

equagao da reta obtida a partir de padrdes concentrados de malvidina-3-glucésido.

AAbs - 0,0024

[antocianinas] (mg/L) = —
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Antocianinas 3-monoglucésidas livres por HPLC
A utilizacdo do HPLC permite a determinacgao e identificacdo das antocianinas
na amostra através da sua passagem por uma coluna cromatografica, que resulta na
sua separacgao e possivel identificacao.
A analise foi realizada em triplicado por um HPLC (Merck Ref.L-7100) equipado
com um detetor UV-VIS (Merck L-7420 A) por injecao direta de 20 uL de amostra, numa
coluna Merck de fase reversa C18 ODS (250 x 4,6 mm d.i.). Apenas as amostras tintas

foram analisadas por este método.

Os solventes utilizados foram os seguintes:

. solvente A: H2O/[HCOOH 10% (v/v)

. solvente B: H2O/HCOOH 10% (v/v) / Acetonitrilo 30% (v/v).

Os cromatogramas foram obtidos a um comprimento de onda de 520 nm, a

25 °C, com um fluxo de 1,0 mL/min e segundo o gradiente eluicao descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Gradiente de eluigéo utilizado na analise das antocianinas 3-monoglucésidas.

Tempo (min) | Solvente A (%) | Solvente B (%)
0 80 20
70 15 85
75 0 100
85 0 100
90 80 20

As antocianinas 3-monoglucosidicas e respetivos ésteres acetilados foram
identificados tendo por base os espectros UV/VIS e os tempos de retencdo dos
respetivos padroes. A sua quantificagao foi feita com recurso a seguinte equagéo de

reta obtida por padrdes de malvidina 3-monoglucdsido:

Area—18528

[antocianinas] (mg/L) = —— -

Preparagao das amostras para HPLC-ESI-MS
Num tubo eppendorf colocou-se 600 pL de amostra previamente filtrada
(@ = 0,45 ym), 600 pL de acetato de etilo, e 300 yL de acetonitrilo. Levou-se ao vortex

durante cerca de 10 segundo e centrifugou-se a 5400 rpm durante 5 minutos. Apds a
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centrifugagao, procedeu-se a remogao da fase organica para outro tubo e reservou-se.
Ao eppendorf inicial adicionou-se novamente 600 uL de acetato de etilo e 300 uL de
acetonitrilo, voltando a repetir o processo. Retirou-se novamente a fase orgéanica e
adicionou-se a extraida inicialmente, no tubo reservado. Evaporou-se os solventes no
aparelho de speed vacuo LABCONCO, com recurso a uma bomba, uma cold trap, e um
concentrador, levando a amostra a secura. Ressuspender a amostra seca em 100 yL
de agua desionizada, com auxilio do aparelho de ultrassons. Colocar num vial para

analise no HPLC-ESI-MS. Esta preparacao foi apenas realizada as amostras brancas.

HPLC-ESI-MS

Esta determinacao foi realizada num sistema HPLC Finnigan Surveyor Plus
equipado com um detetor PDA Plus, um amostrador automatico Plus, uma bomba HPLC
quaternaria acoplada a um detetor de massa Finnigan LCQ Deca XP Plus equipado com
uma fonte ESI| e uma jon trap. A fase estacionaria foi a coluna Thermo Finnigan Hypersil
Gold (150 x 4,6 mm i.d., 5 uym). O espectrometro de massa foi operado em modo idao-
negativo, com uma temperatura e voltagem capilar de 275 °C e 4,5 kV, respetivamente.
O espectro de massa foi gravado entre 150 e 2000 m/z. A fase movel era composta pelo
solvente A (0,1 %(v/v) de acido férmico) e solvente B (100 %(v/v) metanol. A taxa de
fluxo foi de 0,20 mL/min e o0 método comegou com um gradiente linear desde 90 % a 60
% de A em 90 minutos, atingindo os 100 % de B em 5 minutos e um gradiente isocratico

de 100 % B durante 5 minutos. Esta analise foi apenas realizada as amostras brancas.

Taninos globais
indice de Dialise

Este pardmetro permite avaliar a complexidade estrutural dos compostos
fendlicos presentes nas amostras através da quantificagdo de compostos polimerizados
que ficam retidos no interior de uma membrana de didlise através da leitura num
espectrofotometro UV-Vis.

Comega por se cortar 25 cm de uma membrana de dialise (celulose; 6,4 mm
diametro; cut off 12-14 KDa de peso molecular; porosidade média de 25 A de raio) e
coloca-se a hidratar em agua desionizada. Apés hidratagéo, coloca-se 5,00 mL de
amostra no seu interior e da-se um noé nas duas pontas. E, de seguida, colocada dentro
de um frasco de didlise com 50,00 mL de solugao sintética de vinho. Paralelamente,
preparou-se a solugao referéncia, com 5,00 mL de amostra diretamente noutro frasco

de dialise. Os frascos foram fechados e mantidos a temperatura ambiente e ao abrigo
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da luz durante 24 horas, apds as quais foi medida a absorvancia a 280 nm, num
espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific de duplo feixe Evolution Array, com recurso

a células de quartzo de percurso 6tico 1 mm. A analise foi realizada em ftriplicado.

O indice é calculado pela seguinte expressao:

ID = 2= x fator de diluigao

onde:
ID — indice de dialise
d0 — Absorvancia da solugéo de referéncia

d — Absorvancia da solugao resultante da dialise

Poder tanante

O poder tanante de uma amostra baseia-se na capacidade que os taninos
possuem de interagirem com as proteinas, resultando na formacado de agregados
insoluveis e na conhecida sensagao de adstringéncia. O método consiste numa
determinacgao por nefelometria segundo De Freitas e Mateus (2001), com recurso a
Albumina de Soro Bovina (BSA), onde a turbidez da amostra é lida antes e depois da
formagdo desses agregados, e a diferenga é referente a capacidade tanante dos
taninos.

Comecgou por se diluir a amostra 50x com solucdo sintética de vinho,
previamente filtrada. Colocaram-se 4,00 mL da amostra diluida em quatro tubos de
ensaio pequenos, homogeneizou-se no voértex e efetuou-se a leitura da turbidez,
correspondendo ao branco. Posteriormente, adicionam-se 150 pyL de solugcdo aquosa
de proteina albumina sérica bovina (BSA), de concentragédo 0,8 g/L, a cada tubo de
ensaio. Homogeneizou-se novamente no vortex e guardou-se a temperatura ambiente
€ ao abrigo da luz, durante 30 minutos. Apds esse periodo, efetuou-se a leitura do valor
de turbidez da amostra num turbidimetro HACH 2100N, equipado com adaptador de
células de 100 x 12 mm, sempre com agitagao prévia da leitura.

O valor do poder tanante é expresso em NTU/mL (unidades de turbidez), e é

determinado pela seguinte expressao:
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Turbidez (amostra)—Turbidez (branco)

Turbidez (NTU/mL) = =

O valor 0,08 é substituido por 4 na formula para determinar o poder tanante das

amostras brancas, visto estas ndo terem sido diluidas 50x.

Taninos proantociénicos totais
Consiste na determinacdo dos taninos condensados, capazes de dar origem a
proantocianidinas. Através de uma decomposicdo em meio acido, os taninos sao
convertidos nestes compostos que sédo depois determinados por absorvancia lida a 520
nm. E importante referir que, como é realizada uma decomposicdo em maio acido com
aquecimento, € importante remover os agucares numa primeira etapa para que nao

influenciem na medicao da absorvancia.

A remocgao dos acgucares é efetuada por extragdo sélido-liquido e passagem
numa coluna com gel C18. Coloca-se um disco de algod&o no fundo de uma seringa, e
um pouco de gel C18 por cima. De seguida, coloca-se um pouco metanol para
compactar a coluna, e lava-se a coluna varias vezes com agua desionizada e com
recurso a uma bomba de vacuo, sem deixar secar. Pipeta-se 1 mL de amostra e vai
lavando-se com agua, de modo a solubilizar os agucares, para estes serem arrastados
pela coluna e, eventualmente, sairem da seringa. Deixar secar a coluna para retirar toda
a agua e descartar o filtrado. Colocar novamente metanol na coluna para arrastar os
restantes componentes da amostra e conseguir recupera-la. Evaporar o metanol no
evaporador rotativo (150 rpm, 35 °C) até a secura. Aquando da analise da amostra,
ressuspender a amostra seca em 50 mL de solugdo modelo de vinho (ou agua
desionizada, no caso das uvas). Realizar a analise dos taninos condensados, lembrando

que a diluicao 1:50 ja foi realizada.

Para a analise propriamente dita, pipetam-se 4,00 mL de amostra diluida para
quatro tubos de hidrélise, aos quais se adicionam 2,00 mL de agua desionizada e 6,00
mL de HCI 37%, no interior da hotte. Trés desses tubos (amostra) sdo colocados em
banho seco a 100 °C durante 30 minutos; o quarto tubo (referéncia) € apenas colocado
ao abrigo da luz durante o mesmo periodo. Terminado o tempo, os tubos sao arrefecidos
em agua durante cerca de 10 minutos, no final dos quais se adicionou 1,00 mL de etanol

(para estabilizar as antocianinas) a todos os tubos e homogeneizou-se no vortex.

Por fim, mede-se a absorvancia de todas as solugbes com recurso a células de
vidro de percurso 6tico 10 mm, num espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific de

duplo feixe Evolution Array.
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O valor da absorvancia € obtido pela diferenca entre a amostra e a referéncia:
AAbs = Abs amostra — Abs referéncia

A concentracdo de proantocianidinas é determinada em g/L utilizando a seguinte

expressao:
[proantocianidinas] (g/L) = 19,33 x (AAbs x 50)

sendo 50 o fator de diluigdo da amostra inicial.

Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada por um painel de seis provadores da Camara de
Provadores da CVRVV apenas as amostras de vinho, Vinhdo e Loureiro. Este painel
utilizou uma ficha de prova (Anexo 4), onde avaliou a qualidade visual, olfativa e
gustativa de cada vinho numa escala de 1 a 5. Para facilitar a leitura dos resultados, a
auséncia de escolha de descritor foi representada por 0 (zero). As amostras foram
enviadas diretamente da Adega para a Comissao Vitivinicola da Regido dos Vinhos

Verdes, tendo sido avaliadas passado um més e meio da sua recolha.

Anélise estatistica

A analise estatistica foi efetuada através de OneWay e TwoWay ANOVAS, com
auxilio do teste de Tuckey, e com recurso ao programa GraphPad Prism 7.04, onde se
utilizou um intervalo de confianga de 95 %, ou seja, um intervalo de significancia de p <
0,05. Os niveis de significancia da diferenca vao desde extremamente significativo (****)

até ngo significativo (ns).
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V. Resultados e discussao
Dados das vindimas

A Tabela 2 apresenta a quantidade e casta das uvas que foi entregue na Adega

durante o periodo das vindimas, quer tintas como brancas.

Tabela 2: Quantidade de uvas (kg) entregues na Adega no periodo das vindimas de 2018.

CASTAS QUANTIDADE (kg)
Diversas 25 826
Loureiro 1267 611 e
BRANCAS|  Arinto 18 352 3Q
Alvarinho 10 211 NENU
Trajadura 27 548
Diversas 77 296
Vinhao 523 267 S 9
Nacional 1455 | 89
Borracal 4 559
TOTAL 1956125 (100 %)

Como se observa pelos dados, a Adega recebeu cerca de 1956125 kg de uvas
(tintas e brancas), perfazendo um total de 7 castas diferentes, sendo quatro delas
brancas e as restantes trés variedades tintas.

A maior percentagem corresponde a variedades brancas, no valor de
aproximadamente 69% da totalidade das uvas, enquanto que as variedades tintas
correspondem a cerca de 31 %, menos de 1/3 da totalidade. Recorde-se ainda que uma
parte das uvas tintas foram utilizadas para produzir vinho rosé, pelo que a quantidade
de vinho tinto produzido sera bastante menor que a de vinho branco.

Relativamente aos vinhos em analise, sabe-se que foram produzidos cerca de

10 000 L de Vinhao Estreia e 10 000 L de Loureiro Premium.
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Vinh&o - Uvas (UV)

1. Controlo dos parametros de vinificagdo

A Unica analise realizada as uvas na Adega foi a do grau alcodlico provavel; no
entanto, visto apenas ter sido usado extrato de 1 cacho de uvas de uma dorna aleatdria,
o resultado nao deve ser visto como determinante do grau alcodlico do vinho obtido.

O grau alcodlico provavel obtido pelas uvas Vinhao foi de 12,0 % v/v, que vemos

depois ndo estar completamente de acordo com o valor de grau alcodlico do vinho final.

2. Composicéo polifendlica

As analises foram realizadas ao extrato de uvas obtido por liofilizagao e trituragao

de 10 bagos (método descrito na secgao Materiais e Métodos).

2.1 indice de fendis totais

O indice de fenodis totais (IFT) foi analisado por dois métodos: analise da
absorvancia por espectrofotometro a 280 nm, e pelo método de Folin-Ciocalteu. Os

resultados de ambos os métodos encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3: Valores obtidos de IFT para as uvas Vinhao, utilizando o método de leitura espectrofotométrica a 280 nm e o

método de Folin-Ciocalteu, nos dois anos consecutivos.

indice de Fendis Totais (IFT)

Vinhédo 2018 (20 bagos) Vinhdo 2017 (20 bagos)
Folin-Ciocalteu (mg/L
A280nm equiv. ac. galhico) A280nm
40,6 £ 0,3 150,0 + 20 59,5+ 0,05
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O indice de fenois totais encontrado para um extrato de uma amostra de 10
bagos foi IFT=20,30 pelo método de leitura a 280 nm e IFT=150 mg/L de equivalentes
de acido galhico pelo método de Folin-Ciocalteu.

Para podermos comparar com os valores obtidos no ano passado, devemos ter
em conta o método de preparagcao da amostra das uvas utilizado, que foi muito
semelhante com exceg¢ao do numero de bagos utilizados, como demonstrado na Tabela
3. Assim sendo, e porque no ano anterior foi usado o dobro do nimero de bagos utilizado
este ano, temos que ter este fator em conta na comparagao. Concluimos entdo que ha
uma ligeira diferenga no valor obtido por espectrofotometria a 280 nm dos fendis totais
das uvas nos dois anos em questao, para uma amostra de 20 bagos: IFT(2017)=59,5 e
IFT(2018)=40,6. Esta diferenca de quase 32% pode dever-se a variados fatores, sendo
0 mais obvio a diferenca das condi¢des a foram submetidas as uvas em diferentes anos,
nomeadamente condi¢des climaticas ao longo da sua maturagéao, tais como temperatura
e luminosidade®. E de realcar ainda que os valores obtidos apenas fornecem uma ideia
do estado geral das uvas utilizadas nos processos de vinificagdo, ndo sendo uma
amostra totalmente representativa de todas essas uvas.

Comparando o valor obtido com outros estudos, e tendo em conta as diferencas
na massa ou numero de bagos utilizados na extragdo, podemos ver que, como seria de
esperar por ser uma casta tintureira, o IFT das uvas analisadas é bastante superior,

como esta especificado na Figura 10.
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Figura 10: Valores obtidos de IFT pelo método de leitura espectrofotométrica a 280 nm para o estudo em questao e

para outros estudos.
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Por exemplo, em 2010 Jordao et al. determinaram valores de IFT=4,54 para uma
amostra de 10 bagos de Touriga Nacional, cerca de 4,5x inferior ao valor obtido para as
uvas em analise®; encontram-se ainda valores semelhantes quando se compara com
os obtidos no mesmo estudo para as castas Jaen e Tinta Roriz, cerca de 3x e 3,5x
menores, respetivamente, que os deste estudo. Estas diferencas sao justificadas pela
caracteristica tintureira da casta em estudo, cuja concentragdo em polifendis nao se
limita a pelicula das uvas, mas se encontra também na polpa. Valores semelhantes séo
obtidos por Costa et al., o que volta a reforgar a mesma ideia®.

Utilizando agora os valores obtidos pelo método de Folin-Ciocalteu, obteve-se
um valor de IFT=150 mg/L equivalentes de acido galhico, ou aproximadamente 816,7
mg/ 100g de uvas frescas. A comparacdo com resultados obtidos em outros estudos

encontra-se resumida na Figura 11.
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Figura 11: Valores obtidos de IFT pelo método de Folin-Cicalteu para o estudo em questéo e para outros estudos, em mg/L (a),
mg/100 g de uvas frescas (b), e mg/100 g de uvas liofilizadas (c).

Como se vé pelos gréficos, Costa et al. apresentam valores semelhantes aos
obtidos para a mesma casta em estudo, na regido do Douro: IFT=116 mg/L%, quando
comparados com IFT=150 mg/L. A diferenca destes valores pode advir de varios fatores,
nomeadamente a diferengca do ferroir — a regidao do Douro apresenta diferencas
significativas da regido dos Vinhos Verdes, quer a nivel de condigbes meteoroldgicas
como de solo, e todas estas condi¢gdes podem influenciar a acumulagéao de polifendis
pelas uvas. Seria, no entanto, de esperar que o valor da casta Vinhao na regiao do

Douro obtivesse um valor mais elevado:
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. Na regido dos Vinhos Verdes a humidade relativa & constantemente maior e
esta condicdo diminui o défice de vapor de agua, diminuindo a transpiracdo e
fotossintese, consequentemente diminuindo a acumulagéo de polifenois®”.

. Na regido do Douro as temperaturas sdo mais altas durante todo o ano,
comparativamente com a regiao dos Vinhos Verdes, o que parece favorecer a
acumulagéo de polifendis®”8,

. Na regiéo dos Vinhos Verdes o solo é considerado mais fértil®®, o que tende a
contribuir para o desenvolvimento excessivo das videiras, havendo uma negligéncia na
acumulagdo de polifenéis®®, ao contrario dos solos do Douro que sdo de baixa
fertilidade’®.

Uma explicacao para estes resultados pode advir das caracteristicas da propria
casta: Vinhdo é uma casta de origem minhota, que posteriormente ‘migrou’ para o
Douro, com o nome de Sousdo. Este facto pode ajudar a explicar os resultados na
medida em que a casta pode apresentar as caracteristicas mais vantajosas nas
condigbes de origem, nomeadamente na regido dos Vinhos Verdes, e por isso
apresentar uma maior acumulagao de polifendis do que na regido do Douro.

Sobre o estudo de 2008 de Dopico-Garcia et al., percebe-se que os resultados
obtidos do IFT em mg/kg de uvas liofilizadas sdo bastante semelhantes, o que esta de
acordo com o esperado, ja que corresponde a mesma casta na mesma regiao
vitivinicola.

Ainda sobre os restantes dados da Figura 11, pode ver-se que os dados de IFT
para as outras castas nao tintureiras (Cabernet Sauvignon’ e Touriga Nacional?), sdo

inferiores, o que também vai de encontro ao esperado.

2.2 Taninos proantocianicos totais

Os taninos proantocianicos sao taninos condensados que sao capazes de dar
origem a antocianidinas, compostos corados, através da sua decomposi¢cdo em meio
acido pela agado do calor (Reagdo de Bate-Smith). Ao determinar a quantidade de
antocianidinas na amostra, determinamos, indiretamente, a quantidade destes taninos.
Estes compostos localizam-se maioritariamente nas partes sélidas da uva (por ordem
decrescente: grainha, engaco e pelicula), e em poucas quantidades na polpa, dai que
uma maior ou menor etapa de extracdo resulte num vinho com maior ou menor teor de
taninos® 73,

O valor obtido de proantocianidinas para as uvas em estudo encontram-se na
Tabela 4, em diferentes unidades, para facilitar a comparagédo ao longo da discussao

dos resultados.
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Tabela 4: Concentracdo de proantocianidinas nas uvas Vinhdo em mg/g de uvas liofilizadas e mg/g de uvas frescas.

Concentragao de proantocianidinas
Amostra

48,0+ 1,0 9,8+0,2

O resultado da concentragao de proantocianidinas foi convertido para mg/g de
uva para permitir a comparagdo com dados de outros estudos. Dentro destes
parametros, dividiu-se ainda em g de uvas liofilizadas e frescas. A comparacao seria
mais rigorosa se se utilizasse apenas a massa de uvas liofilizadas, para remover a
massa da agua presente nas uvas; no entanto, a maior parte destes mesmos estudos
apresenta os resultados por massa de uvas frescas, pelo que foi necessario utilizar
também esta converséo.

O teor de taninos condensados obtido para a casta Vinhao, neste estudo, é
ligeiramente maior ao obtido por Ribéreau-Gayon, em 1972 (8,8 g/g de uvas frescas),
para a casta Cabernet Sauvignon, uma casta que, geralmente, apresenta uma pelicula
grossa rica em taninos’™. Tal pode advir do facto do autor n&o realizar a extragéo de
proantocianidinas da polpa das uvas mas incluir o seu peso fresco no calculo da
concentracdo, embora a percentagem de contribuicdo da polpa no aumento da
concentragao destes compostos seja bastante baixa, a volta dos 4%, contribuindo
principalmente com proantocianidinas monomeéricas, nomeadamente catequinas’®.

Em 2001, Sun et al. publicaram dados de concentracbes de taninos
condensados em varias castas portuguesas da Regido dos Vinhos Verdes, na colheita
de 1993, e expressou os resultados em g/g de uvas frescas: a casta com maior teor de
taninos foi a Azal Tinto (10,6 g/g uva), seguida pela Vinhao (8,2 g/g uva), e por fim a
Espadeiro (7,0 g/g uva)’®. Estes resultados s&o préximos entre si e préximo do obtido
neste estudo para Vinhao (9,8 g/g uva), o que é interessante visto serem todos da
mesma regido vitivinicola. As diferengas, embora pequenas, entre ambos os valores
para a casta Vinhao sido perfeitamente aceitaveis, principalmente devido a distancia
temporal entre a colheita das duas amostras (1993 e 2018). Esta relacdo esta

apresentada na Figura 12.
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Figura 12: Concentragdo de proantocianidinas em diferentes castas da Regido dos Vinhos Verdes.

No mesmo ano, Mateus et al. estudaram também outras duas castas, Touriga
Nacional (TN) e Touriga Franca (TF), encontrando valores maximos nas peliculas e
grainhas de 113 g/g de pelicula liofilizada e 131 g/ g uva de grainha liofilizada,
respetivamente para TN; e valores de 127 g/g de pelicula liofilizada e 158 g/g de grainha
liofilizada, respetivamente para TF’’. O problema com a apresentagdo destes dados é
que ndo os podemos comparar diretamente com os valores para o Vinhdo porque
apenas incluem dados para a pelicula e para a grainha, separadamente, sendo que,
para o fazer, teriamos que entrar com dados de percentagens de cada elemento na
composicao de uma uva liofilizada.

Relativamente a outros estudos, em 2009, Hanlin et al. determinaram valores
para Cabernet Sauvignon que sao menores que a metade do obtido por Ribéreau-
Gayon em 1972 para a mesma casta, o que é explicado pela utilizagdo de somente as
peliculas no primeiro estudo, mas que, ainda assim, sugere alguma variabilidade na
concentracdo das proantocianidinas entre a mesma casta, havendo a realidade da
intervencao de outros fatores’®.

Pelos resultados obtidos conclui-se que, ao contrario da acumulacdo de
antocianinas, nas castas tintureiras, a acumulacao de taninos condensados pode nao
ser tao superior as castas que nao possuem esta caracteristica, e esta perce¢ao encaixa
na conclusao de que estes se encontram maioritariamente nas partes solidas das uvas,
e ndo na polpa corada, unico atributo diferente das castas tintureiras como o Vinhao,
havendo ainda autores que sugerem que a quantidade de proantocianidinas existente
na polpa se deve apenas a contaminagéo pela pelicula aquando da extragéo’®.

Ainda outra grande observagcdo sera os fatores que provocam a grande
variabilidade dos resultados: variados estudos comprovaram que a acumulagao de

taninos condensados depende e inumeros fatores, tais como a casta, o local da

71



plantagdo e as suas caracteristicas geograficas e climaticas’>’® e as praticas culturais

de viticultura.

2.3 indice de dialise

O indice de didlise de uma amostra da informacdo sobre a complexidade
estrutural dos compostos polifendlicos nela existentes através da percentagem de
compostos polimerizados que ficam retidos no interior da membrana de dialise. Assim,
um maior valor de ID corresponde a uma amostra com mais compostos polimerizados

e, consequentemente, com maior poder tanante®.

O valor de ID para a amostra das uvas esta apresentado na Figura 13,
juntamente com o do estudo do ano passado.
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Figura 13: Comparagao dos valores do indice de didlise entre os dois anos consecutivos (2017 e 2018).

Os resultados obtidos s&do um pouco diferentes: as uvas do ano 2018 parecem
apresentar um maior valor de compostos polifendlicos polimerizados, relativamente as
uvas do ano 2017 (ID = 6,2 e ID = 4,1, respetivamente). Isto pode refletir-se depois na

capacidade tanante do vinho final.

2.4 Poder tanante

O poder tanante consiste na capacidade que os taninos tém para precipitar as
proteinas, formando complexos insolUveis e causando a conhecida sensacdo de
adstringéncia, muito valorizada a nivel organolético nos vinhos*'. Este parametro foi
medido com recurso a BSA. O resultado encontra-se na Figura 14, juntamente com o

do estudo do ano passado.
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Figura 14: Comparagéo dos valores de poder tanante entre dois anos consecutivos (20/set/2017 e 2018).

Os resultados obtidos em anos diferentes sédo bastante semelhantes: em 2017 o
valor de 128 NTU/m e em 2018 o de 138 NTU/mL, o que é apoiado pelo facto das uvas
terem origem na mesma regido.

O poder tanante da amostra & proporcional a quantidade de taninos
condensados capazes de precipitar a BSA, processo que decorre da combinacao de
pontes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas®!; no entanto, nem todos os taninos sdo
capazes de o fazer, dai que a relacdo nao seja diretamente proporcional a quantidade
total de taninos. Em 1984, L. J. Porter e J. Woodruffe relataram que os taninos
necessitam de ter um tamanho minimo para provocar a precipitagéo das proteinas® e,
em 1999, Douglas and Harbertson acrescentaram que taninos mais pequenos que
tetrAmeros ndo o conseguiriam fazer®?. Mais tarde, em 2014, J. F. Harbertson et al.
acrescentaram a conclusdo de que taninos mais pequenos (por exemplo, trimeros)
conseguiam participar na precipitagao das proteinas devido a um efeito conjunto com
taninos maiores, possivelmente porque a ligagdo destes ultimos poderiam alterar a

configuragdo da proteina e facilitar o acesso aos primeiros®.

3. Analise da cor

A quantificacdo e caracterizacdo dos compostos fendlicos das uvas,
principalmente das antocianinas, € cada vez mais um parametro de analise recorrente
pela importancia que estas tém no produto final, sendo que tém demonstrado ser
compostos que muito contribuem para as caracteristicas organoléticas e de cor dos
vinhos; tém um papel importante a nivel de beneficios para a saude, e tém ainda

mostrado ser bons marcadores quimicos na caracterizagéo de diferentes castas®.
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3.1 Antocianinas livres: quantificacdo e caracterizagéo por HPLC

a) Meétodo do bissulfito

O método utilizado para determinar o valor das antocianinas livres totais foi o
método do bissulfito, onde este ido reage com as antocianinas, formando um composto
incolor e, por isso, provocando a descoloragao da amostra, que é depois medida por

analise espectrofotométrica.

Os resultados obtidos por esta analise encontram-se na Figura 15, bem como os

resultados obtidos no ano anterior pelo mesmo estudo:
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Figura 15: Valores obtidos da concentragéo de antocianinas livres totais nos dois anos consecutivos (2017 e 2018).

Os resultados mostram que os valores encontrados em mg de antocianinas por
100 g de bagos liofilizados em diferentes anos sdo bastantes préximos, o que esta de
acordo com o esperado ja que a origem das uvas foi a mesma, isto é, os produtores
fornecedores da adega foram os mesmos nos dois anos, dai nao se esperar grandes

diferencas a nivel da composicéo antocianica das uvas.
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Figura 17: Valores obtidos da concentragédo de antocianinas livres totais (mg/100 g uvas frescas) no estudo em

questao e noutros estudos.

A comparagao com outros estudos teve que ser feita com os valores de massa
dos bagos frescos pois ndo havia informagéo da massa dos bagos liofilizados, o que
seria 0 mais indicado, para que a quantidade de agua nos bagos nao interferisse na
comparagao dos resultados.

Como se observa nas Figuras 16 e 17, a comparacao dos resultados foi feita
conforme o resultado encontrado em cada referéncia bibliografica (em mg/L ou mg/100
g de uvas frescas). Concluimos que o resultado obtido de 118,5 mg/L € um pouco inferior
ao obtido por Garcia-Falcon et al. em 2007, correspondendo a cerca de 60 - 65% desse

valor, para a mesma casta e na mesma regiao. Tal facto pode estar relacionado com as
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condigbes climatéricas ocorridas nos respetivos anos: em 2018, o clima nos meses de
verao, durante a maturacdo da uva, foi considerado relativamente mais quente que o
mesmo periodo em 200788 o que prejudica a acumulagdo de compostos fendlicos,
nomeadamente antocianinas®’; no entanto, esse mesmo periodo em 2007 foi
considerado bastante chuvoso, e segundo Leeuwen et al., isso também nao promove a
acumulagdo de compostos fenolicos®’, sendo favoravel a ocorréncia de um défice
hidrico moderado®; apesar disto, foi observado nesse ano um clima ameno, e esse sim,
promove a acumulagdo compostos fendlicos®.

Quando comparando os resultados com os de outras castas, observa-se um
valor bastante superior (até 9,5x maior, no caso Cabernet Sauvignon, de Zhu et al.), o
que é facilmente explicado pela caracteristica tintureira da casta em estudo e, por

conseguinte, maior acumulagéo de antocianinas.

b) HPLC

Para caracterizar o perfil antocidnico das uvas procedeu-se a analise por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), de onde se retirou informacao
sobre a identificacdo e quantificacao de todas as antocianinas 3-monoglucosidas e
respetivos ésteres acilados presentes na amostra. Esta caracterizagio € importante pois
o perfil antocianico parece ser constante de casta para casta e independente da area
de producao, embora existam fatores nao-genéticos, tais como praticas de viticultura e
condicbes climatéricas, que afetam mais a concentragdo das antocianinas dos que

propriamente o seu perfil qualitativo®.

A Figura 18 apresenta o cromatograma obtido e a Tabela 5 faz a legenda deste

cromatograma e apresenta as respetivas concentragdes de cada composto na amostra.
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Figura 18: Cromatograma obtido por HPLC-DAD das antocianinas 3-monoglucésidas e respetivos ésteres acetilados das uvas Vinhao.

Tabela 5: Identificagéo de cada pico e respetiva concentragdo de antocianinas na amostra das uvas.

0[S c d0 O < c d0 U O J dO 0

1 3-glucésido de delfinidina 27,1+0,3 13,5
2 3-glucdsido de cianidina 55+0,3 2,8
3 3-glucosido de petunidina 20,7+0,6 10,5
4 3-glucdsido de peonidina 18,1+ 0,4 9,0
5 3-glucoésido de malvidina 102,7 £ 0,6 51,6
6 3-acetilglucésido de delfinidina N&o quantificavel

7 3-acetilglucdsido de cianidina 0,5+0,7 ‘ 0,25
8 3-acetilglucosido de petunidina Nao quantificavel

9 3-acetilglucdsido de peonidina Nao quantificavel

10 | 3-cumaroilglucésido de delfinidina 58+0,1 ‘ 29
1 3-acetilglucésido de malvidina N&o quantificavel

12| 3-cafeoilglucdsido de malvidina 1,4+ 0,1 0,65
13 | 3-cumaroilglucésido de peonidina 1,510 0,75
14 | 3-cumaroilglucésido de malvidina 15,8 £ 0,2 8,0

Como a Tabela 5 demonstra, a antocianina 3-monoglucésida mais abundante é
a 3-glucdsido de malvidina, representando mais de 50% da totalidade das antocianinas
presentes na amostra. A antocianina mais proxima é a 3-glucésido de delfinidina,
representando cerca de 13,5% da totalidade, embora bastante distante da
anteriormente referida. Por fim, a menos abundante é a 3-acetilglucdsido de cianidina,

representando cerca de 0,25% da totalidade. Existem ainda alguns picos caracteristicos
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de outros compostos, e por isso estdo assinalados no cromatograma, mas que nao sao

quantificaveis.

Na Figura 19 consegue perceber-se melhor esta relagao e a contribuicao de cada

antocianina 3-monoglucésida na amostra.

3-glucésido de delfinidina

100% 3-glucésido de cianidina
3-glucosido de petunidina

80% 3-glucodsido de peonidina

3-glucdsido de malvidina
60% ) - o
3-acetilglucosido de cianidina

40% 3-cumaroilglucésido de delfinidina

3-cafeoilglucdsido de delfinidina

20% 3-cumaroilglucésido de peonidina

0% 3-cumaroilglucésido de malvidina
0

Contribuigéo (%)

Figura 19: Contribuicdo das diferentes antocianinas e respetivos derivados.

Dopico-Garcia et al. estudaram também a casta Vinhdo de diferentes

localizagbes, e a Figura 20 apresenta os valores encontrados noutros estudos com a

mesma casta, e a comparagao com os valores encontrados para a casta Vinhao.
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Figura 20: Contribuicdo de cada antocianina no perfil das castas em estudo.

Pela informagao que a figura da, concluimos que a malvidina 3-glucésido é a
antocianina presente em maior quantidade nas uvas da casta Vinhao — cerca de 50% -
, embora duas das amostras referidos por Dopico-Garcia et al., nomeadamente VinBa5
e VinFa5, tenham obtido valores um pouco inferiores, na ordem dos 35-40%. A
antocianina seguinte mais abundante parece ser a delfinidina 3-glucésido, embora a sua
percentagem na totalidade das amostras varie entre os 14 e os 32%. De seguida, e em
terceiro lugar, apresenta-se a petunidina 3-glucésido, com uma média de valores perto
dos 15%.

Com valores mais baixos, encontramos os derivados cumaricos, nomeadamente
0 3-cumaroilglucésido de peonidina, com valores perto dos 0,5% da totalidade da
amostra. E de salientar que o derivado cumarico da petunidina ndo foi encontrado na
amostra em analise, ao contrario do outro estudo, embora em baixas concentracdes. No
entanto, foi encontrado na amostra em analise o 3-cafeoilglucésido de malvidina,
embora em baixas concentragdes, ao contrario do outro estudo que nem refere esse
mesmo composto. A Figura 20 serve, precisamente, para perceber melhor estas
diferencas.

De forma geral, vemos que as antocianinas glucosiladas representam a maior
fatia na composi¢cdo da amostra — 87% -, seguidas pelas cumaroiladas — 12% -, e por
fim pelas acetiladas — 0,3 % -. Quando se compara os valores obtidos pelos diferentes
estudos, percebe-se que podem ser bastante distintos, mas percebe-se também que os
valores de percentagem de cada composto relativamente a totalidade da concentracéo
de antocianinas em cada amostra se encontram mais proximos uns dos outros, o que

indica que existe de facto variabilidade dentro de uma mesma casta, mas que pode
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apenas ser indicativa do estudo de uvas de vinhas com diferentes anos e diferentes
origens.

Comparando o valor do IFT (1200mg/100 g uvas liofilizadas) com o valor da
concentracao de antocianinas livres totais obtido pelo método do bissulfito (948,0
mg/100 g uvas liofilizadas), concluimos que estas correspondem a 79% de todos os
compostos fendlicos presentes nas uvas em analise. No entanto, se compararmos com
o valor de concentragao de antocianinas obtido por HPLC (1596mg/100 g uvas
liofilizadas), percebemos que este é maior que o IFT da mesma amostra. Em 2015,
Costa et al. observaram também este fendmeno, onde determinaram valores de IFT de
0,274 mg/g de uvas frescas pelo mesmo método de leitura a Azsonm, € concentracdes de
antocianinas de 0,762 mg/g de uvas frescas por HPLC®, detetando também
discrepancias de valores entre os métodos. Castillo-Sanchez et al. observaram
resultados semelhantes no seu estudo de 2007 (IFT=156-243 mg/lL e
[antocianinas]=1835-2000 mg/L)®.

Relativamente aos métodos utilizados, quando comparados os valores de
antocianinas livres totais obtidos pelo método do bissulfito e pelo HPLC, observa-se que
o primeiro € menor (118,5 mg/L e 199,6mg/L, respetivamente), o que vai contra o que
seria de esperar: em 1992, Rivas-Gonzalo et al. observaram que os valores obtidos por
HPLC eram sempre menores aos obtidos por outros métodos, pois este apenas
detetava e quantificava as antocianinas monomeéricas, ao contrario dos outros, que
detetavam também pigmentos polimerizados sensiveis ao efeito descorante do
bissulfito®.

3.2 indice de cor vermelha e intensidade corante

Os paréametros de intensidade corante e indice de cor vermelha ajudam a
caracterizar a cor da amostra, neste caso, uma extracdo do conteudo de 10 bagos de

uvas Vinhao, e a perceber o potencial de cor do futuro vinho.

Na Figura 21 observa-se, além da contribuicdo de cada comprimento de onda
no calculo da IC, a comparacdo deste parametro com resultados do estudo de
Fernandes et al. sobre as castas Touriga Nacional e Syrah. Os dados apresentados
desse estudo sdao de uma parcela de vinha na Lousada, localizada na Regido dos

Vinhos Verdes, para maior fiabilidade da comparagao.
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Figura 21: Comparagéo dos valores de intensidade corante para trés castas diferentes, em 2008 e 2018.

Os valores de intensidade corante obtidos por Fernandes et al. sao
significativamente menores aos obtidos neste estudo, o que é facilmente justificado pela
caracteristica tintureira da casta Vinhao, que n&o existe nas castas Touriga Nacional e
Syrah. Tal relagdo esta ainda de acordo com a concentragdo de antocianinas livres
totais em ambos os estudos: 118,5 mg/L no Vinhdo, 60,9 mg/L na Touriga Nacional, e
18,0 mg/L na Syrah®'.

Relativamente ao indice de cor vermelha, foi obtido o valor de 1,74 + 0,03 u.a.
para a amostra das uvas em questdo. A maior contribuicdo no calculo da intensidade
corante e do indice de cor vermelha vem da medi¢cdo a 520 nm, o que é facilmente
justificavel visto se tratar de vinhos ainda muito jovens, ou seja, ainda sem grande

percentagem de tons azuis e ainda menos amarelos.

3.3 Parametros CIELab

Os resultados da analise no sistema CIELab estdo apresentados na Tabela 6,

juntamente com os resultados obtidos no ano anterior.

Tabela 6: Parametros CIELab das uvas Vinhao de 2017 e 2018, e respetiva representacdo RGB.

Parametros CIELab Cor
L* a* b* c* H°
Vinhao (2018) | 71,8 | 41,05 | -205 | 41,10 | 357,1
Vinho (2017) | 21,6 | 52,13 | 34,05 | 62,26 | 33,15
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Comparando com os resultados de 2017, as uvas de 2018 apresentam um valor
de a* menor, o que significa que apresentam uma menor predominéancia da cor vermelha
que as do ano anterior; apresentam ainda um valor de b* significativamente menor,
demonstrando que apresentam uma menor predominancia da cor amarela, € um desvio
no sentido da cor azul, relativamente as uvas de 2017. Observando os valores de
luminosidade (L*), verifica-se que o extrato de uvas mais recente apresenta mais do
triplo do valor de 2017, o que se traduz num extrato com muita maior claridade. A Figura

22 ilustra esses mesmos resultados.
L*

71,8

21,6

-2,05 41,05

b

34,05

b* a*
52,13

Vinh&0 (2018) emm===\/inhdo (2017)
Figura 22: Grafico radar comparativo das coordenadas L*a*b* dos dois extratos de uvas Vinhao (2017 e 2018).

Os valores de C* fornecem ainda algumas conclusdes: o extrato de 2017
apresenta um valor maior que 50, pelo que é considerada uma cor vivida®?; ja o extrato
de 2018 n&o chega bem a esse valor, embora esteja relativamente perto. Sobre o valor
de H° podemos dizer que o extrato das uvas de 2018 esta muito perto do 360°, ou 0°,
estando mais localizado na zona dos vermelhos vivos que o de 2017, que ja se encontra

mais afastado, na zona dos laranjas.
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Vinh&o - Mostos — (VMAR - 68F, 69F, 70F - e VMAT)

As trés amostras denominadas VMAR representam o mosto em cada uma das
cubas de maceracgao: 69F, 68F e 70F. A amostra VMAT representa o que obtivemos
com a mistura dessas trés cubas, antes do inicio da fermentacéo.

Relativamente ao processo, como foi realizada uma maceracéao a frio, o0 mosto
que posteriormente iria dar origem ao vinho Vinhdo Estreia encontrava-se separado em
trés cubas de maceracao — 68F, 69F e 70F, que foram cheias de forma sequencial, e

cujas caracteristicas se encontram aqui mencionadas e comparadas.

1. Controlo dos parametros de vinificacao

Na Adega, os parametros analisados ao longo da vinificagdo foram os que
habitualmente se monitorizam, tais como temperatura, densidade, teor de acidez,

concentracao de diéxido de enxofre, pH, entre outros.

Na Figura 23 encontra-se a evolugéo da temperatura da mistura massas + mosto
nas trés cubas de maceracao do Vinhao, desde o dia do enchimento (1/10/2018) e até

ao dia da trasfega para a cuba de fermentacao (3/10/2018).

24,0
22,0
20,0
18,0
16,0

14,0 \/

12,0

Temperatura (°C)

10,0
01-out 02-out 03-out

—G8F 69F 70F

Figura 23: Grafico da evolugédo da temperatura da mistura massas + mosto nas cubas de maceragéo 68F, 69F e 70F.

A temperatura escolhida para ocorrer a maceracdo a frio tinha sido
aproximadamente 10 °C; no entanto, vemos pelo grafico que nenhuma das misturas

chegou a esse valor, atingindo um valor minimo de 12,5 °C, ainda superior ao suposto.
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Tal adveio da impossibilidade de as arrefecer logo na passagem pelo tegao devido a
rutura do sfock de gelo seco. Este era um passo importante no processo porque
arrefecer as massas uma vez no interior da cuba de maceracgao revelou-se um processo
bastante mais dificil.

Comparando com os valores obtidos pelo estudo do ano anterior, percebe-se
que o controlo da temperatura nesse ano foi relativamente melhor, tendo as massas de
uma das cubas atingido uma temperatura minima muito préxima de 10 °C.

Os restantes parametros apresentam valores da mistura das trés cubas de
maceracao, ou seja, mais representativos do resultado final, e encontram-se na Tabela
7.

Tabela 7: Resultados das analises fisico-quimicas realizadas ao mosto de Vinhao (VMAT) na ADB.

VMAT (cuBa 25)
04/out

Densidade (g/cms) 1,089
pH 3,36

Acidez total (g/L) 8,28
Acidez volatil (g/L) 0,07

SO, Livre (mg/dms) 35

SO, Total (mg/dm?) 44

Acido Tartarico (g/L) 1,8
Acido Malico (g/L) 4,62
Acido Citrico (g/L) 0,48
Acido Acético (g/L) 0,07
Acido Latico (g/L) 0,09

O valor da densidade ¢ justificado pela presencga de agucares, e s6 ira diminuir
quando a fermentagdo comegar e estes comegarem a ser degradados, atingindo um
valor menor que 1,000 g/cm®. O pH apresenta um valor admissivel e que tendera a
aumentar devido a degradagado dos acidos que, neste momento, apresentam valores
ainda elevados devido a fase precoce no processo de vinificacdo. O SO total deveria
obter valores mais baixos, na ordem das 20 mg/dm?, segundo o pedido no protocolo de
vinificagdo, mas tal ndo foi possivel devido a uma avaria no sulfitmetro, o equipamento
que doseia o diéxido de enxofre colocado nas uvas.

A concentragdo de acido tartarico € mais baixa que o teoricamente esperado,
visto ser o acido mais abundante nas uvas, mas este valor também se observou no
mosto de 2017. Relativamente ao acido malico, prevé-se que a sua concentragéo va
diminuir ao longo da fermentagdo malolatica, observando-se paralelamente o aumento

da concentracéo de acido latico.
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Em 2006, |. Alvarez et al. determinaram alguns dos mesmos parametros,
nomeadamente a densidade, pH, acidez total e sulfuroso total do mosto submetido
também a maceracao pré-fermentativa a frio, como apresentado na Figura 24. Os
valores retirados do artigo referido sao relativos a uvas com grau provavel proximo do

obtido para as uvas Vinhao (aproximadamente 12,0 °Be).
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mVinhao (2018) Monastrell (Alvarez et al. 2006)

Figura 24: Comparagao dos valores de Densidade (g/cm3), pH, Acidez total (g/L) e SO2 total (mg/L) obtidos para
mosto de maceragao pré-fermentativa a frio da casta Monastrell.

Os valores obtidos para cada casta sdo semelhantes em termos gerais, variando
mais significativamente no valor da acidez total; no entanto, este € um parametro que
depende fortemente da composigéo da uva e, portanto, varia generosamente consoante

a casta utilizada®.

2. Composicao polifendlica

2.1 indice de fendis totais

Tal como no extrato das uvas, o indice de fendis totais (IFT) foi analisado por
dois métodos: andlise da absorvancia por espectrofotdmetro a 280 nm, e pelo método
de Folin-Ciocalteu. Os resultados do primeiro método em ambos os anos encontram-se

na Figura 25.
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Figura 25:Comparacéo dos valores de IFT, por leitura a 280 nm, dos mostos das trés cubas de maceragéo (68F, 69F e
70F) nos dois anos consecutivos (2017 e 2018).

Pelos resultados, observa-se que o mosto do ano anterior apresenta, de forma
geral pelas trés cubas, um maior indice de fendis, comparativamente com o deste ano.

Relativamente aos dados das trés cubas, quando comparados, obtém-se valores
ligeiramente diferentes, principalmente entre a cuba 69F e a 70F: o valor de IFT desta
ultima corresponde a apenas 75% do valor da 69F, e a cerca de 81% do valor da 68F,
sendo assim a mais pobre em compostos fendlicos, embora ndo sejam
significativamente diferentes (ns, p < 0,05). Isto é facilmente justificado pela origem das
uvas, que podera nao ser do mesmo produtor e, logo, apresentar diferengas mais
profundas; e pela maturacdo das mesmas, que influencia a acumulagcdo de compostos
fendlicos. Pode ainda ser justificado pela diferenca de temperatura de maceragao entre
as cubas: a cuba 70F foi a que se manteve mais perto dos 10 °C, e entende-se agora
que temperaturas mais baixas podem n&o apresentar uma maior eficacia na extragao
dos compostos fendlicos, tendo muitas vezes o efeito contrario®?2.

Para os dados de 2018, obteve-se ainda o valor da mistura das trés cubas, que
€ bastante alto comparativamente com o valor médio obtido pelas cubas, sendo a
diferenca extremamente significativa relativamente a todas as cubas de
maceragao (****, p < 0,05). Este facto é justificado pela prensagem que o conteudo das
cubas sofreu ao ser transferida para a cuba de fermentagéo, de onde foi retirada a
amostra VMAT. Esta prensagem promoveu uma maior extragdo dos compostos

fendlicos das massas para o mosto, aumentando assim o IFT.
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Outros estudos que estudam o efeito da maceracao pré-fermentativa a frio na
extracao de polifendis estdo representados na Figura 26, em comparagdo com o valor

obtido para a casta Vinhdo em 2018.

39,83

13,5

mVinhao (2018) ® Tannat (Diego et al. 2013, 5-10 °C)
B Tannat (Guzman et al. 2013, <15 °C) Pinot Noir (Gerbaux et al. 2002)
Merlot (Casassa et al. 2005)

Figura 26: Comparagao dos valores de IFT do mosto de outras castas, ao fim de 3 dias de maceragao pré-fermentativa

a frio.

Percebe-se entdo que a casta Tannat € a mais semelhante a casta Vinh&o no
que respeita ao efeito da maceracgao a frio, com valores de IFT bastante semelhantes
para uma mesma duragio, o que provavelmente reside no facto de ser também uma
casta tintureira?®%. As castas Pinot Noir*?> e Merlot?® sdo as que apresentam valores
mais baixos de IFT, o que é facilmente percebido por ndo serem castas tintureiras, ao

contrario das outras duas.

Os resultados obtidos pelo método de Folin-Ciocalteu encontram-se de acordo

com os obtidos por este método e os valores obtidos encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8: Valores de IFT pelo método de Folin-Ciocalteu para os mostos.

Vinhdo (2018) | 256,1 £5,6 | 250,56+ 23,0 | 191,9+ 12,9 | 666,8 + 14,4

A Unica diferenca, em proporc¢ao, entre estes valores e os obtidos pelo outro
método é que, com o método de Folin-Ciocalteu, a cuba 68F € a que apresenta maior
valor de IFT, embora muito préximo do valor da cuba 69F, sendo a sua diferenga nao

significativa (ns, p < 0,05). Ainda assim, o valor da cuba 70F volta a ser cerca de 75%
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do valor da cuba mais alta, sendo a diferenga entre elas significativa (*, p < 0,05). Mais
uma vez, o IFT da amostra VMAT é significativamente superior ao valor médio das trés

cubas, pela razao ja apresentada atras.

2.2 Taninos proantocianicos totais

Para realizar a analise da concentracdo de proantocianidinas nos mostos das
diferentes cubas de maceracéo e da mistura resultante foi necessario, primeiramente,
retirar os agucares as respetivas amostras (pelo método ja descrito no capitulo dos

Materiais e Métodos).

A Figura 27 apresenta a relagao da concentracdo dos taninos proantocianicos
totais entre cada cuba de maceragao e a respetiva mistura, correspondente a amostra
VMAT.
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Figura 27: Concentragdo de proantocianidinas nas trés cubas de maceragdo e na mistura resultante da mistura
(VMAT).

O mosto da cuba de maceragdo com maior concentragao de proantocianidinas
€ o da 69F, com um valor de 0,76 g/L; de seguida vem a 68F, com 0,64 g/L; e por fim a
70F, com 0,60 g/L, correspondente a 79 % da cuba com maior concentragdo. Estes
resultados encontram-se alinhados com os anteriores, indicando que a cuba 70F é a
mais fraca das trés cubas em termos de compostos fendlicos. As diferencas sdo mais
significativas quando comparadas com a cuba 69F (****, p < 0,05). Relativamente a
mistura das trés cubas (VMAT), o resultado é significativamente maior devido a
prensagem realizada as massas a saida das cubas de maceragao, promovendo assim

uma maior extragdo dos compostos.
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A Figura 28 apresenta a comparagao da concentragédo de proantocianidinas da
amostra VMAT e dos dados para outras castas determinados por L. F. Casassa et al,,
em 2015.
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Figura 28: Comparagao da concentragédo de proantocianidinas em mosto de Vinhdo e de outras castas submetidas a

maceragao pré-fermentativa a frio.

Pela observagao do grafico, percebe-se que a casta Vinhao apresenta um valor
baixo de taninos condensados, quando comparado com outras castas. No entanto, é de
notar que os dados do estudo utilizado se referem a mosto ao 14° dia de maceragao
pré-fermentativa a frio, a aproximadamente 9 °C%, em comparagdo com uma
maceracdo de 3 dias a uma temperatura ligeiramente maior, no caso do Vinh&o. Este
facto pode influenciar a extracdo de proantocianidinas e possivelmente explicar o valor
mais baixo determinado para o mosto de Vinh&o, visto a duragdo da maceragao ser um

fator importante na extragdo de compostos fendlicos®>.
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2.3 indice de didlise

Os resultados obtidos para o indice de dialise dos mostos encontram-se

apresentados na Figura 29.
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Figura 29: Comparagéo do indice de didlise dos mostos das trés cubas de maceragéo (68F, 69F e 70F) nos dois anos.

Conclui-se que o indice de dialise obtido para as trés cubas de maceracdo em
2018 &, de forma geral, maior que o valor obtido no ano anterior, com uma diferenca
maxima de 0,65 na cuba 68F. Isto esta de acordo com os resultados obtidos para as
uvas, e pode resultar num vinho com maior complexidade estrutural do que o de 2017.

Entre cubas, o maior valor de ID & apresentado pela 68F, seguida pela 70F, e
por fim a 69F, embora sem significAncia a nivel das diferengas (ns, p < 0,05). Desta
informacao podemos retirar que a cuba 70F € a cuba com maior percentagem de taninos
estruturalmente complexos, em funcéo da concentracao de taninos condensados totais.

Comparativamente com o valor das cubas, o valor da mistura (VMAT) é apenas
ligeiramente menor, também sem diferencga significativa (ns, p < 0,05). Isto revela que a
diferenca de valores da concentragdo dos taninos totais e o efeito da prensagem
correspondem, principalmente, a uma maior extracdo de taninos mais pequenos e
estruturalmente menos complexos, visto ndo se registar grande diferenga a nivel do

indice de dialise.
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2.4 Poder tanante

Os valores de poder tanante obtidos para as trés cubas de maceracéao e para a
amostra da mistura apés prensagem (VMAT) estdo apresentados na Figura 30,

juntamente com os dados de 2017.
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Figura 30: Comparacgao do poder tanante dos mostos das trés cubas de maceragéo (68F, 69F e 70F) nos dois anos.

As relagbes entre os resultados de diferentes anos nao estdo perfeitamente
alinhadas com os valores obtidos para o indice de dialise: os valores de ID indicavam
que os mostos de 2018 das diferentes cubas de maceracdo possuiam maior
percentagem de taninos polimerizados, o que resultaria num maior poder tanante pois,
como vimos anteriormente, taninos mais polimerizados apresentam maior eficacia na
precipitagdo de proteinas®®2; no entanto, isso ndo parece acontecer pois o poder
tanante dos mostos das cubas de 2018 é menor que o dos mostos das cubas de 2017.
Porém, tal como visto no indice de dialise, as cubas 68F e 70F s&do as que apresentam
maior valor de poder tanante, sem diferencas significativas (ns, p < 0,05). Tal pode advir
da maior dificuldade que taninos mais polimerizados possam ter em se ligar as proteinas
devido a falta de flexibilidade da molécula e consequente impedimento
estereoquimico*'.

Comparativamente aos dados de 2017 para o mosto obtido por vinificacdo
tradicional, o valor de poder tanante dos mostos de maceragéo a frio sdo bastante

menores, 0 que esta de acordo com o efeito pretendido deste tipo de maceragao, que é
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uma maior extragdo de proantocianidinas de menor massa molecular?® e,
consequentemente, menor capacidade de precipitagdo das proteinas®®#,

Ja na amostra VMAT, o valor do poder tanante acompanha os valores de 2017,
e ¢é ligeiramente maior que os das cubas de 2018, o que vem de acordo com o que se
tem visto do efeito da prensagem.

3. Analise da cor

3.1 Antocianinas livres: quantificacao e caracterizacéo por HPLC

a) Meétodo do bissulfito
Os valores de concentragao de antocianinas livres totais obtidos para o mosto
das trés cubas de maceracdo e para a amostra da mistura dessas cubas esta

apresentado na Figura 31, juntamente com os resultados do ano anterior.
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Figura 31: Comparagao da concentragdo de antocianinas livres totais para os mostos das trés cubas de maceragéo
(68F, 69F e 70F) nos dois anos.

Pela observacdo do grafico anterior, percebe-se que as cubas de 2017
apresentavam uma maior concentragdo de antocianinas de forma generalizada, com
uma diferenga média de aproximadamente 111 mg/L, um valor ainda significativo.
Relativamente ao valor determinado para a mistura das cubas (VMAT), esta diferenca
desce para 66 mg/L, visto este apresentar uma concentragdo mais elevada,

possivelmente devido a agéo da prensagem, como ja referido em cima.
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Comparando os valores obtidos para as trés cubas de maceracéao, observa-se a
mesma relagao que no indice de fendis totais por medi¢cao a 280 nm: a cuba com maior
concentracao de antocianinas é a 69F, seguida pela 68F, e por fim a 70F. Esta ultima
corresponde novamente a cerca de 75% do valor da cuba com valor mais alto, e a 88%
da cuba seguinte. As diferencas entre todas cubas sao consideradas extremamente
significativas (****, p < 0,05).

A Figura 32 compara os valores obtidos com estudos ja referidos anteriormente.
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Figura 32: Comparagao da concentragao de antocianinas do mosto de outras castas, ao fim de 3 dias de maceragéo

pré-fermentativa a frio.

Comparando com a casta Tannat, com resultados de dois estudos diferentes?®°3,
percebe-se que, por ser uma casta tintureira, apresenta concentracdes de antocianinas
livres muito semelhantes, embora menores quando comparadas com os valores de
Vinhdo do ano de 2017.

Diego et al. estudaram também a evolugédo da concentracdo de antocianinas ao
longo da maceracao utilizando um método tradicional, e concluiram que com este ultimo
o valor € muito maior, a volta de 900 mg/L, quase o triplo do valor obtido pela maceragao
pré-fermentativa a frio?®. Podemos assumir que este valor se assemelharia ao valor do

mosto de Vinh&o Tradicional, dada a correlagdo com os dados da casta Tannat.
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b) HPLC

A andlise por HPLC foi feita para os mostos das trés cubas de maceracgao e para
a amostra VMAT, corresponde a mistura das trés. Os resultados do perfil antocianico

das cubas de maceragao encontram-se na Figura 33.
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Figura 33: Contribuicdo (em %) de cada antocianina 3-monoglucésida para a concentragéo total do mosto de cada
cuba de maceragao (68F, 69F e 70F).

Comparando os resultados dos mostos de cada cuba de maceragao, observam-
se valores bastante proximos e relativamente constantes entre as trés cubas e a
contribuicdo de cada composto para a totalidade das antocianinas. Observa-se ainda
que a cuba 70F é a que tem maior percentagem de malvidina 3-monoglucésido (cerca
de 67%), o que pode indicar que esta antocianina é a extraida com mais facilidade, visto
ser a cuba com resultados de concentragdo total mais baixos. Segundo os dados
obtidos, a cuba 69F € a unica com um valor de delfinidina 3-acetilglucdsido alto o
suficiente para ser quantificavel (0,1 mg/L). O mesmo acontece para a cuba 68F, tendo
sido a unica a apresentar valores de concentragdo da malvidina 3-acetilglicésido.

O cromatograma obtido por analise HPLC da mistura das trés cubas, a amostra
VMAT, esta apresentado na Figura 34. A Tabela 9 faz a legenda deste cromatograma e

apresenta as respetivas concentragdes de cada composto na amostra.
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Figura 34: Cromatograma obtido por HPLC-DAD das antocianinas 3-monoglucésidas e respetivos derivados do mosto obtido da mistura das 3

cubas de maceragéao (VMAT).

Tabela 9: Identificagdo de cada pico e respetiva concentragdo de antocianinas na amostra VMAT.

Identificacao Con((::g;sgéo Cont;‘ti,z )u O

1 3-glucosido de delfinidina 32,0+£0,2 6,3
2 3-glucosido de cianidina 19,3101 3,8
3 3-glucésido de petunidina 43,1+0,3 8,5
4 3-glucosido de peonidina 60,8 +0,3 12,1
5 3-glucésido de malvidina 310,9+1,6 61,7
6 3-acetilglucésido de delfinidina 0,1+0,0 0,02
7 3-acetilglucosido de cianidina 22+0,3 0,4
8 3-acetilglucdsido de petunidina 0,6 £0,0 0,1
9 3-acetilglucésido de peonidina Nao quantificavel

10 3-cumaroilglucésido de delfinidina 16,3+ 0,2 3,2
1 3-acetilglucdsido de malvidina N&o quantificavel

12 3-cafeoilglucésido de malvidina 0,8+0,0 0,2
13 3-cumaroilglucésido de peonidina 25+0,6 0,5
14 3-cumaroilglucésido de malvidina 16,4+ 11 3,2

Comparativamente aos resultados de cada cuba de maceragéao, os resultados

de VMAT séao proporcionalmente maiores, o que estd de acordo com o que foi dito

anteriormente sobre o efeito da prensagem.

Tal como nas uvas, a malvidina 3-glucdsido representa a maior parte das

antocianinas presentes no mosto, correspondendo a cerca de 62 %. De seguida, e ao
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contrario do que acontece nas uvas, aparece a peonidina 3-glucésido, com
aproximadamente 12 %, e logo a seguir a petunidina 3-glucésido, com 8,5%. Estes
dados nao estdo completamente alinhados com os resultados das uvas, o que sugere
o efeito da maceracgao pré-fermentativa a frio nos mostos e valida o que se sabe sobre
este processo, que é que promove uma extracido seletiva de compostos.

Observando os compostos minoritarios nota-se que a delfinidina 3-
acetilglucdsido é o que tem menor concentragéo, correspondendo a apenas 0,02% da
totalidade das antocianinas e derivados. E importante relembrar que existem outros
compostos em menores concentragdes, mas por essa razao, a sua concentracdo nao
pode ser determinada, embora os seus picos correspondentes estejam apresentados
no cromatograma.

Acrescentando ainda, no mosto, as antocianinas glucosiladas totais
correspondem a 92,4 % e nas uvas a 87,4 %; as cumaroiladas representam 6,9 % no
mosto e 11,7 % nas uvas, e, por fim, as acetiladas correspondem a 0,5 % no mosto e
0,3% nas uvas, valores que ndo se encontram totalmente afastados e que
possivelmente representam a casta em questao.

Relativamente aos valores obtidos em 2017 para os mostos de maceracao a frio,
sdo bastante semelhantes, bem como a sua contribuicdo em percentagem, o que, mais
uma vez, sugere o efeito da maceracao pré-fermentativa a frio a que foram sujeitos os
mostos.

Em 2007, M. Gémez-Miguez et al. apresentaram os resultados da evolucéo da
concentragao das antocianinas ao longo da maceragéo pré-fermentativa a frio para a
casta Syrah, e a Figura 33 apresenta esses resultados ao fim do terceiro dia maceragao,

em comparagédo com os obtidos para a casta Vinhdo®".
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Figura 35: Contribuicdo (%) de cada antocianina 3-monoglucésida em comparagéo com a casta Syrah, para 3 dias de

maceragao pré-fermentativa a frio.

Os valores obtidos para a casta Syrah sdo, como era de esperar, bastante mais
baixos quando comparados com os da casta Vinhdo, visto esta ser tintureira.
Apresentam ainda diferencas ao nivel da contribuicdo de cada antocianina para a
concentragao total, sendo que a malvidina 3-monoglucésido, sendo a mais abundante,
apenas corresponde a 40% da totalidade, em comparagao com 62 %. Para além disto,
apresenta uns estrondosos 20% do derivado acetilado da malvidina, em comparagéo
com uma quantidade nao quantificavel na amostra de Vinhao.

Em comparacgéo, a casta Syrah apresenta valores de 61,5% de antocianinas
monoglicosiladas, 12,6 % cumariladas e 25,8 % acetiladas, uma diferenga significativa,
especialmente ao nivel das antocianinas cumariladas. Esta diferenga é justificada por
serem castas diferentes, logo o perfil antocianico vai variard.

O fendmeno da diferenca de valores obtidos pelo método do bissulfito e por
HPLC volta a repetir-se com as amostras do mosto, encontrando-se valores de 340,3
mg/L e 504,1 mg/L, respetivamente. A razdo para isto acontecer nao foi identificada.

Pensando no valor obtido de IFT (670 mg/L) pelo método de Folin-Ciocalteu,
percebe-se que as antocianinas correspondem a cerca de 51 % dos fendis totais, pelo
método do bissulfito; e a 75% pelo HPLC.

3.2 indice de cor vermelha e intensidade corante

A cor do mosto devera estar bastante alinhada com a cor do vinho final, pelo que

€ importante a sua analise para perceber quais as caracteristicas que este podera vir a
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ter. A Figura 36 apresenta os dados de intensidade corante para os mostos dos dois

anos.

14,3 14,0,0 135
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Figura 36: Comparacgéo da intensidade corante dos mostos das trés cubas de maceragéo (68F, 69F e 70F) nos dois

anos consecutivos (2017 e 2018).

Comparando os resultados das cubas de maceracdo de 2018, nota-se que a
cuba com menor intensidade corante € a 70F, o que esta alinhado com a concentracéo
de antocianinas, que regista o menor valor nessa mesma cuba.

Pela analise do grafico observa-se que os mostos de 2018 apresentam uma
intensidade corante menor, comparativamente aos de 2017, em quase todas as cubas
de maceracgao, havendo uma exce¢ao na cuba 70F, que fica muito aquém dos
resultados registados pelas outras cubas, e onde o valor de 2018 ultrapassa o de 2017.
Este ultimo facto ndo parece estar alinhado com o resultado da concentragao de
antocianinas totais que, para a mesma cuba, € maior em 2017, e como a relagdo com
as outras cubas no mesmo ano é tao dispar, pode ponderar pensar-se que ocorreu
algum erro na leitura do valor. No entanto, o valor da amostra correspondente a mistura
das cubas apos prensagem (VMAT) é maior, o que vem de acordo com todos os
resultados de outros parametros até agora: a prensagem aumentou a extragdo de
compostos fendlicos, nomeadamente antocianinas e taninos, contribuindo assim para
um mosto com maior intensidade corante.

Quando comparados com os valores obtidos para o mosto de Vinhao tradicional,
estes sao claramente maiores (IC = 18,5), o que esta de acordo com os efeitos da

maceracado pelicular fermentativa em cuba autovinificadora. A contribuicdo da

98



absorvancia lida a 520 nm é bastante constante de cuba para cuba (aproximadamente
63 %) bem como das restantes absorvéancias, pelo que um valor geral menor
corresponde a uma leitura menor em todos os comprimentos de onda. A Tabela 10
apresenta os valores de absorvancia lidos aos diferentes comprimentos de onda, 620,
520 e 420 nm.

Tabela 10: Valores de absorvancia a 620, 520 e 420 nm de cada mosto.

Vinhao (2018) 68F 69F 70F VMAT
620 nm 0,8 0,8 0,7 1,2
520 nm 6,0 6,8 54 8,4
420 nm 2,8 29 2,5 3,9

A Figura 37 apresenta a comparacéo do valor da intensidade corante da amostra
VMAT com valores obtidos por Guzman et al. para a casta Tannat, ao fim de trés dias

de maceragao pré-fermentativa a menos de 15 °C.
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Figura 37: Comparacéao da intensidade corante do mosto de Vinhao e da casta Tannat submetida a maceragéo pré-

fermentativa a frio®.

Como se observa pelo grafico, o mosto Tannat apresenta menor valor de
intensidade corante, correspondendo a cerca de 74 % do valor obtido para o mosto
Vinh&o. Visto que a temperatura média de maceragao de ambas as castas corresponder
a 15 °C, a diferenga entre ambas parece advir do facto de existirem diferengas
intrinsecas a propria casta, resultando num mosto com maior ou menor intensidade
corante. No caso de Tannat, Guzman et al. obtiveram resultados onde uma maceracéao
de maior duragdo parece resultar numa maior intensidade corante. Possivelmente, o

mesmo resultado seria obtido para a casta Vinhdo, o que estaria de acordo com os
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resultados de outros autores para diferentes castas®. Outros artigos referem ainda que
existe um momento em que deixa de ser produtivo continuar a maceracdo com o
objetivo de aumentar a intensidade corante, limitando este processo a um determinado
periodo de dias ligeiramente maior que em vinificagdes tradicionais, e obtendo valores
semelhantes ou até maiores®.

A Tabela 11 apresenta os dados de indice de cor vermelha para os mostos de
2018.

Tabela 11: Valores de indice de cor vermelha dos mostos de 2018.

6,01+0,05| 6,76 0,04 | 5,40+0,07 | 8,42 0,07

Sobre os dados apresentados na tabela anterior, conclui-se que a cuba 69F ¢é a
que apresenta maior valor de absorvancia a 520 nm, seguida pela 68F, e por fim a 70F,
existindo diferencas consideradas extremamente significativas na comparacao destes
valores (****, p< 0,05). O valor da amostra correspondente a mistura (VMAT) é
significativamente maior que a média dos valores das cubas (****, p < 0,05) devido ao
efeito da prensagem, como ja dito anteriormente, e que é corroborado pelo aumento da
concentracdo de antocianinas nesta mesma amostra, quando comparada a de cada

cuba.

3.3 Pardmetros CIELab

Os parametros CIELab dos mostos analisados encontram-se na Tabela 12,
juntamente com os do ano 2017, bem como uma representacao RGB das respetivas

cores.

Tabela 12: Parametros CIELab e representacdo RGC da cor dos mostos de 2018 e 2017.

Parametros CIELab

Amostras Cor
L* a* b* C* HO
68F 57,1 51,01 5,85 51,34 6,5 RGB (217,95,130)
o 69F 54,5 53,38 6,28 53,75 6,7 RGB (212,85,122)
Vinh&o (2018)

70F 60,3 46,97 4,99 47,24 6,1 RGB (221,109,139)

VMAT 47,6 57,73 9,66 58,53 9,5 RGB (198,59,100)

68F 46,5 64,39 11,96 65,49 10,52 RGB (204,41,94)

Vinhao (2017) 69F 46,8 63,30 12,71 64,57 11,4 RGB (203,45,94)

70F 63,6 47,17 5,47 47,48 6,6
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Comparando o mosto das trés cubas de maceracdo em 2018 observa-se que é
a 69F que apresenta maior tonalidade vermelha, seguida da 68F, e depois a 70F, com
diferencgas significativas (****, p < 0,05). A mistura das trés cubas apods prensagem
apresenta ainda um valor mais alto, o que esta completamente de acordo com o indice
de cor vermelha apresentado. Relativamente a coordenada b*, € novamente a cuba 69F
que apresenta maior valor e, portanto, tem maior tonalidade amarela comparada com
as outras, a exceg¢ao da mistura, que apresenta um valor ainda maior. A cuba 70F é a
que apresenta menor valor de C*, sendo a que tem a cor menos viva. Ja relativamente
ao valor de H° ¢é bastante semelhante entre as cubas, ndo existindo diferengas
significativas entre elas (ns, p < 0,05).

As Figuras 16a), 16b) e 16c) apresentam a diferenga de L*, a* e b* entre os dois

anos consecutivos de forma grafica, para melhor visualizagao.

L* b) L*
80,0 80,0
60,0 60,0
40,0 | 40,0
20,0 20,0
0,0 0.9

——Vinho (2018) Vinh&o (2017) = Vinhao (2018) Vinhgo (2017)
c)
L*
80,0
60,0
40,0
20,0 |
0,0 L
b* a*
——Vinh&o (2018) Vinhao (2017)

Figura 38:Graficos radar com a comparagao dos parametros L* a* b* dos mostos nos dois anos. a) 68F, b) 69F e c) 70F
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Comparativamente ao ano 2017, as cubas obtiveram valores mais baixos mais
altos da coordenada a* e, por isso, apresentavam uma tonalidade vermelha mais fraca,
com excecao da cuba 70F, que teve um valor muito semelhante a mesma cuba em
2018. Os vinhos de 2017 apresentam, ainda, maior tonalidade amarela relativamente
aos de 2018, e menor luminosidade, tendo, portanto, uma cor mais densa.

Os mostos de ambos os anos registaram um valor de C* acima de 50, pelo que
apresentam uma cor viva®, sendo ligeiramente mais intensa nos de 2017. No entanto,
0s maiores valores de H° obtidos pelos mostos de 2017 indicam um maior afastamento
da tonalidade vermelha pura em direcao a tonalidade amarela, em relagdo aos de 2018,
nao sendo a diferenca significativa.

De forma geral, a relagdo dos parametros entre as cubas n&o alterou de ano
para ano. Se se observar a relacido de VMAT e as cubas de maceracao, vé-se que L*
diminuiu e C* aumentou no que corresponde ao periodo de prensagem, o que esta de
acordo com o facto de haver uma maior extragcao de antocianinas e estas aumentarem
a densidade do mosto, e diminuirem a luminosidade.

Nota-se ainda que a amostra VMAT é mais semelhante a média das cubas de
2017 que de 2018, o que se percebe bem pela coluna da cor, e que sugere ainda que o
mosto prensado de 2017 obteria valores ainda mais altos dos mesmo parametros.
Concluindo, a diferenga de cor global entre os dois anos € mais acentuada na cuba 68F,
registando-se um AE = 18,2, seguida pela cuba 69F, com AE = 14,1, e por fim a 70F,
com AE = 3,4.

Outros autores analisaram a evolugao da cor do mosto ao longo da fermentacgao,
e a Figura 39 apresenta a comparagao com os dados obtidos de L* e C* para mosto de

maceracao a frio de outras castas.
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Figura 39: Comparacgéao dos parametros L* e C* para mostos de maceragéo a frio de diferentes castas.

Pela observagao do grafico anterior, percebe-se que o valor de L* apresenta uma
variabilidade muito grande, possivelmente associada a casta ou a pequenas variagdes
de temperatura, visto se tratarem todos de mostos de maceracgao a frio, ao fim de 3 dias.
A casta Syrah tem o mosto mais carregado de todos os apresentados, resultando,
possivelmente, num vinho bastante escuro e denso. O mosto de Vinhao parece
apresentar um resultado intermédio. Relativamente ao parametro C*, este mede a
contribuicdo de a* e b*, pelo que um valor maior que 50, como ja referido, constitui uma
cor viva. Isto acontece para todos os vinhos exceto o Syrah, que apresenta um valor
menor que a referéncia.

Alguns destes autores estudaram ainda a diferengca destes resultados de
maceracgao a frio com os de vinificagao tradicional, e retiraram algumas conclusées: no
inicio da maceragao, os parametros L*, C* e H° sobem mais rapido nos mostos de
vinificagao tradicional, mas ao fim de alguns dias ja se encontram equiparados em
ambos o métodos®; os mostos de maceracgéo a frio apresentam uma menor tonalidade
amarela que os de tradicional®”®® e, de forma geral, uma maior luminosidade?. Em
alguns, a maceragéao a frio aumentava, ainda que pouco, a componente vermelha (a*)

do mosto®.
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Vinh&o — Vinhos (VMF e VT)

As amostras VMF e VT referem-se aos vinhos da casta Vinhdo obtidos por
maceracao pré-fermentativa a frio e vinificagdo tradicional, respetivamente; a
amostra VFF refere-se ao vinho no final de ambas as fermentagdes, alcodlica e

malolatica.

1. Controlo dos parédmetros de vinificagdo

A Tabela 13 apresenta os valores de varios parametros analisados no laboratério
da Adega ao vinho de maceragdo a frio, para acompanhar a finalizacdo das

fermentacgdes e definir a trasfega para a cuba de conservacao.

Tabela 13: Resultados das analises fisico-quimicas realizadas ao vinho VMF apéds o término da fermentagao alcodlica

(8/0out), malolatica (31/out) e em conservagao (6/nov).

VMF (cuBaA 68)

Parametros 08/out 31/out 06/nov
Densidade (g/cms) 0,9942 0,9920 0,9922
Temperatura (°C) 18,0 19,5 16,5

Densidade corrigida a 20 °'C 0,9938 0,9919 0,9914
(g/lcm?)

Grau alcodlico (%v/v) 13,0 - -

pH 3,47 3,60 3,64

Acidez total (g/L) 7,0 5,7 57

Acidez volatil (g/L) 0,16 0,24 0,27
Acidez fixa (g/L) 6,8 54 5,4
SO, Livre (g/dms) 11 9 26
SO, Total (g/dm3) 41 29 54
Acido Tartarico (g/L) 1,3 - -

Acido Malico (g/L) 2,20 s/ malico | s/ malico

Acido Citrico (g/L) 0,46 - -
Acido Latico (g/L) 0,19 1,36 -
Acucares (g/L) s/ aglcar - -

O grau alcodlico foi determinado apenas no fim da fermentagao alcodlica e
obteve-se o valor de 13,0 % v/v de alcool. Este valor é superior ao grau provavel obtido

nas uvas (12,0 °Be), o que indica que essa amostra nao seria representativa do
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conteudo das cubas, algo que era esperado devido a variabilidade da composi¢céo das
uvas das diferentes dornas e produtores.

A Figura 40 apresenta a evolug¢ao do pH, acidez total, acido malico e acido latico
ao longo do mesmo periodo. Note-se que os valores correspondentes a zero podem

nao ser exatamente zero, mas sao sim valores abaixo do quantificavel pelo método.

8,00
7,0
7,00
57 5,7
6,00
5,00
400 3,47 3,60 3,64
3,00 2,20
2,00 1,36 1,36
1,00 i
’ 0,19 0 0
0,00
8 de outubro 31 de outubro 6 de novembro
pH Acidez total (g/L) Acido Malico (g/L) ==@=Acido Latico (g/L)

Figura 40: Evolugado do pH, acidez total, concentragao de acido malico e acido latico apds o término da fermentacédo

alcoodlica, malolatica e em conservagao.

Como era de esperar, o pH foi aumentando a medida que o acido malico foi
transformado em &acido latico, que € um acido mais fraco. Por todos estes fatores, a
acidez total diminui também, atingindo um valor constante de 5,7 g/L.

Comparando os valores mais tardios do vinho de 2018, ou seja, de 6 de
novembro, com os de 2017 pode dizer-se que o grau do vinho de maceragéao a frio é
maior em 2018 (13,0 %v/v, em comparagdo com 12,0 %v/v em 2017); o pH é
ligeiramente maior (3,64, em comparagdo com 3,44 em 2017), o que poderia indicar
uma menor acidez total, que nao parece ser o caso pois este parametro era menor em
2017 (5,5 g/L, em comparagéo com 5,7 g/L em 2018). O vinho de 2018 apresenta ainda
um valor de acidez volatil de 0,27 g/L, um valor um pouco mais alto que o de 2017, de
0,24 g/L, o que pode indicar uma maior suscetibilidade ao ataque de bactérias acéticas,
sendo uma diferenga sem grande significado. Quanto ao teor de agucares no vinho final,
os de ambos os anos apresentam um valor inferior a 1,5 g/L, sendo, por isso,
considerados vinhos secos®.

Os dados das analises de rotina efetuadas para VT encontram-se na Tabela 14.
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Tabela 14: Resultados das analises fisico-quimicas realizadas ao vinho VT apds o término da fermentagao alcodlica
(15/out).

VT (BALAO 2)
Parametros 15/out
Grau alcodlico (%v/v) 12,0
pH 3,45
Acidez total (g/L) 7.4
Acidez volatil (g/L) 0,43
Acidez fixa (g/L) 6,9
SO, Livre (g/dms) 11
SO, Total (g/dms) 36
Acido Tartarico (g/L) 1,4
Acido Malico (g/L) s/ malico
Acido Citrico (g/L) s/ citrico
Acido Latico (g/L) 1,81
Acucares s/ agucar

Comparativamente com VMF, o grau alcodlico de VT é menor por 1 %v/v. G.
Gonzalez-Neves et al, em 2014, reportaram ainda que vinhos provenientes de
maceracao pré-fermentativa a frio apresentavam maior grau alcodlico, o que parece
estar de acordo com os dados obtidos para o Vinhdo. No entanto, € importante lembrar
que as uvas utilizadas em ambos os vinhos tinham, possivelmente, diferentes
caracteristicas e teores de agucares, que pode ser o maior contributo para esta
diferencga. Relativamente a acidez total, a comparacido nao é possivel pois as analises
nao foram realizadas aos dois vinhos no mesmo dia, e o valor deste parametro para
VMF variou neste periodo. Ja a acidez volatil de VT parece apresentar um valor maior
que VMF no mesmo periodo, indicando que o primeiro pode estar mais suscetivel ao
ataque das bactérias acéticas.

Em 2006, e para vinhos da casta Monastrell com grau alcodlico semelhante, I.
Alvaréz et al. registaram valores de pH menores em vinhos de maceragao pré-
fermentativa a frio, comparativamente com vinhos de vinificagao tradicional, o que esta
de acordo com o observado por outros autores?® para a casta Tannat mas ndo com o
observado para a casta Vinhdo. Paralelamente, observaram ainda valores de acidez
total maiores, como seria de esperar pela relagdo da acidez com o pH?*%. No entanto,

estas diferencas foram consideradas nao significativas (p < 0,01).
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2. Composicao polifendlica

Os parametros analisados nos vinhos sao 0s mesmos que nas uvas € nos

mostos.
2.1 indice de fendis totais

Tal como no extrato das uvas e no mosto, o indice de fendis totais (IFT) foi
analisado por dois métodos: analise da absorvancia por espectrofotdmetro a 280 nm, e
pelo método de Folin-Ciocalteu. Os resultados da analise dos vinhos VMF e VT pelo

primeiro método nos dois anos consecutivos encontram-se na Figura 41.
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Figura 41: Comparagao dos valores de IFT dos vinhos (VMF e VT) nos dois anos consecutivos

Como se observa pelo grafico, os valores de IFT dos dois anos encontram-se
muito préximos, nomeadamente no caso do vinho de maceracgéao a frio, sendo o valor
de 2017 um pouco inferior, correspondendo a cerca de quase 91 % do valor de 2018.
Uma relagcao semelhante existe no caso do de vinificagao tradicional.

Relativamente a amostra VFF, correspondente ao vinho de maceragéo a frio no
final das fermentagcdes que nado esta apresentada no grafico, e até ao momento da
recolha da amostra VMF, o valor de IFT aumentou (de 26,33 para 32,33 u.a.),
apresentando uma diferenga significativa (*, p < 0,05), muito possivelmente devido a
libertacdo de compostos fendlicos da madeira inclusa na cuba de conservacao e a

formacgao de novos compostos.
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Comparando os dois vinhos, o VMF apresenta um valor muito mais baixo de IFT,
correspondendo a apenas 40 % do valor do VT, relacédo que se manteve constante
desde o ano anterior, tratando-se de uma diferenca extremamente significativa (****,
p < 0,05). Em 2010, E. S. Vazquez et al. estudaram também o efeito de maceracgao pré-
fermentativa a frio em vinhos da casta Mencia, nativa do noroeste de Espanha.
Observaram que o indice de fendis totais era mais alto também em vinhos produzidos
com vinificagao tradicional; no entanto, a diferenca entre os métodos era de apenas 10
%, em comparagao com os 60 % entre os vinhos VMF e VT?. Ja G. Gonzalez-Neves et
al. encontraram valores mais altos em vinhos de maceracéao a frio em trés dos quatro
anos de estudos?.

Esta diferenga entre os dois métodos seria expectavel devido a baixa
temperatura de maceracao do vinho VMF e a sua curta duracédo de apenas 3 dias, que
decorreu com problemas. Para além disso, a fermentacgao, realizada a 16-17 °C, nao
teve contacto pelicular, pelo que nido houve extracdo de polifendis nessa fase, ao
contrario da técnica de vinificacido tradicional. No entanto, estas condicbes favorecem
uma extracdo aquosa, aumentando a concentragdo de antocianinas, pois estas sao
compostos hidrossoluveis, o que resulta numa percentagem menor de extracao de
outros fendis®9".

Relativamente ao valor de VT, P. Fernandes et al., em 2009 registaram valores
semelhantes para a casta Touriga Nacional, com IFT = 63,9 u.a. em vinhos produzidos
com uvas de uma parcela situada na Regido dos Vinhos Verdes®'. O valor é
relativamente inferior ao obtido para o Vinhao tradicional possivelmente por esta ser
uma casta tintureira, possuindo mais compostos fendélicos na polpa da uva.

A Tabela 15 apresenta os valores de IFT obtidos pelo método de Folin-Ciocalteu.

Tabela 15: Valores de IFT pelo método de Folin-Ciocalteu para os vinhos, expressos em mg de equivalentes de acido

galhico por litro.

VMF VT
Vinh&o (2018) | 429,3+ 14,1 | 1167,2 + 62,1

Os resultados obtidos pelo método de Folin-Ciocalteu estéo alinhados com os
obtidos pela leitura a 280 nm, registando-se uma diferencga significativa (****, p < 0,05)
no valor de IFT de 37 % entre os vinhos VMF e VT, em comparag¢ao com os 40 % obtidos
pelo outro método. Comparativamente com outros estudos, existem algumas
discrepéancias entre os resultados obtidos por este método: no mesmo estudo de P.

Fernandes et al., registaram valores de IFT de 2070 mg/mL para a mesma casta referida
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em cima, que obtinha valores menores que o VT pelo outro método®’, o que pode indicar

que este método apresenta mais variaveis.

2.2 Taninos proantocianicos totais

Para realizar a analise da concentracido de proantocianidinas dos vinhos
procedeu-se da mesma forma que nas uvas e mostos, e retirou-se o agucar residual
que pudesse ainda existir (pelo método descrito no capitulo dos Materiais e Métodos).

Os resultados obtidos encontram-se na Figura 42, juntamente com os do ano

anterior.
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Figura 42: Concentragdo de proantocianidinas nos dois vinhos (VMF e VT), nos dois anos consecutivos.

Quando comparados a 2017, o teor de proantocianidinas em 2018 & maior no
caso de VMF e menor no de VT. N&o ha forma de saber se esta relacdo ja existia nas
uvas e mostos pois ndo ha dados deste pardmetro nessas amostras no ano 2017. No
entanto, no protocolo de vinificagdo de 2018, constava a adigdo de taninos enoldgicos,
extraidos diretamente da uva, ao contrario do protocolo de 2017 que seguiu sem esta
adicao. Isto pode explicar esta diferenca de valores de taninos proantocianicos totais.

Existe uma diferenga significativa (****, p < 0,05) entre os valores de VMF e VT,
sendo que o teor de proantocianidinas do primeiro corresponde a, aproximadamente,
43 % do teor do segundo, ou seja, menos de metade. Em 2017 esta relagao era ainda
menor, com VMF a corresponder a um tergo de VT. Isto era de esperar pois a vinificagdo
tradicional permite uma extracdo de maior quantidade de taninos, enquanto que a

maceracao pré-fermentativa permitira uma extragdo mais seletiva.
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Em 2001, Sun et al. obtiveram valores bastante mais baixos para a mesma casta,
colhida na mesma regido, com concentracdes de 0,7 g/L para vinhos provenientes de
vinificagao tradicional; no entanto realizaram esta analise apés um ano de conservacao,
onde pode ter havido deposicdo das proantocianidinas poliméricas, as que
correspondem a uma maior percentagem do valor total. Além do Vinhao, estudaram
ainda o Espadeiro, que registou valores de 3,1 g/L, mesmo apds o periodo de
conservagédo’®. E. S. Vazquez et al., que estudaram o efeito da maceragdo pré-
fermentativa a frio, registaram um teor de proantocianidinas de 2,05 g/L nos vinhos
obtidos por vinificacdo tradicional e 1,56 g/L nos obtidos por maceragdao a frio,
correspondendo a uma diferenca de 24 %, em comparagao com a de 57 % obtida para
o Vinhdo. Esta discrepancia pode justificar-se por ser uma casta diferente, e também
pelo facto da maceragdo, no estudo referido, ter durado mais tempo®. Alguns autores
registaram valores de vinhos de maceragao a frio maiores que vinhos de vinificagdo
tradicional'1%" e outros observaram diferengas significativas entre vinhos de uvas de
uma mesma casta produzidas em sitios diferentes’®?.

A concentracao de proantocianidinas durante a fermentagao diminuiu um pouco
(VMAT = 0,95 g/L e VFF = 0,90 g/L), o que pode ter ocorrido devido a reagbes entre
taninos condensados que aumentaram o seu peso molecular e os fizeram precipitar'®.
Apds a desencuba e até ao momento da andlise esse valor aumentou, possivelmente
devido a polimerizagado das antocianinas ao longo da conservagéo do vinho.

A relacdo entre taninos e antocianinas € ainda importante para perceber a
capacidade do vinho de conjugar a adstringéncia com a cor e, no seu conjunto,
viabilidade de conservacdo. Em 2018, VMF apresenta 3,3 vezes mais taninos que

antocianinas, enquanto que em VT esta razdo desce para 2,8 vezes.
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2.3 indice de didlise

A Figura 43 apresenta os valores de indice de dialise dos vinhos VMF e VT,

juntamente com os valores de 2017.
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Figura 43: Comparagéo do indice de dialise dos vinhos (VMF e VT) nos dois anos.

Os valores obtidos em 2018 sao inferiores aos obtidos no ano anterior pelos
mesmos vinhos, havendo uma diferenga de 32 % para o VMF e 44 % para VT entre os
dois anos, valores ainda significativos. Uma possivel explicacao desta diferenca sera a
utilizacédo, em 2017, de engacgos de uva como filtro do mosto, o que pode ter transferido
alguns taninos condensados de maior massa molecular’®. No entanto, isto ndo vem
alinhado com o que se registou nos mostos, onde os resultados eram bastante
semelhantes. Tal pode derivar de alteragdbes que tenham ocorrido durante a
fermentacao.

A diferencga entre os dois vinhos é notdria a nivel da quantidade de compostos
de maior massa molecular: VT apresenta maior indice de dialise logo apresenta um
maior teor de compostos polimerizados com capacidade tanante. Tal facto vem reforcar
a ideia de que a temperatura tem, de facto, grande impacto na produc¢ao do vinho, com
implicagdes ndo sé na extracdo de compostos, mas nas fases seguintes, nas reacoes
de condensacéo e polimerizagao e, consequentemente, na copigmentacdo. No entanto,
estatisticamente, a diferenga entre os vinhos é considerada nao significativa (ns,
p <0,05), embora com um valor de p muito proximo do limite de significancia
(p = 0,0565).
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2.4 Poder tanante

A Figura 44 apresenta os dados de poder tanante para os dois vinhos, VMF e

VT, juntamente com os valores do ano anterior.
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Figura 44: Comparagéo do poder tanante dos vinhos (VMF e VT) nos dois anos.

A capacidade dos taninos de formar agregados insollveis com as proteinas, o
chamado poder tanante, é significativamente maior em VT, registando uma diferenca
entre os vinhos de 75 % em 2018 e 90 % em 2017. Isto era de esperar e esta de acordo
com o observado no indice de dialise. No entanto, a diferenca de poder tanante entre
os vinhos é extremamente significativa (****, p < 0,05), e bastante superior a diferenca
de indice de dialise. Isto pode indicar que um menor poder tanante pode também advir
da existéncia de taninos condensados mais polimerizados e, consequentemente, com
menor flexibilidade, dificultando a ligagao as proteinas*'.

Fernandes et al. registaram valores semelhantes aos de 2017 em vinhos de
Touriga Nacional®!, e valores mais proximos dos de 2018 em vinhos Syrah, ambos
obtidos por vinificagao tradicional e provenientes de uma parcela de terreno na Regiao

dos Vinhos Verdes. Isto demonstra o efeito conjunto da casta e do tipo de vinificagao.
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3. Andlise da cor

3.1 Antocianinas livres: quantificacao e caracterizagéo por HPLC

a) Meétodo do bissulfito

A Figura 45 apresenta os dados de concentracdo de antocianinas nos dois anos

consecutivos.
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Figura 45: Comparagao da concentragao de antocianinas de VMF e VT nos dois anos consecutivos.

Existe uma diferenca bastante grande e extremamente significativa
estatisticamente (****, p < 0,05) entre os vinhos resultantes das diferentes técnicas de
vinificagdo, o que era esperado devido ao efeito na extragdo de antocianinas de uma
maceracao fermentativa a temperatura mais alta, no caso de VT. O resultado para este
vinho € maior que a maioria encontrada em outros artigos com outras castas,
nomeadamente por Fernandes et al., que registaram valores de 437 mg/L para a Touriga
Nacional®'; também E. S. Vazquez et al. obtiveram valores de 643 mg/L para um vinho
da casta Mencia, por vinificagédo tradicional, e de 578 mg/L para um vinho da mesma
casta produzido por maceragao a frio'%?. Este valor é maior que o obtido para o Vinhdo
possivelmente devido a maior duragdo do periodo de maceragéo.

Comparando os valores obtidos em diferentes anos observa-se uma diferenca
bastante grande: embora a percentagem de diferenga entre os dois vinhos (VMF e VT)
seja constante nos dois anos (aproximadamente 37 %) a concentragédo de antocianinas
em 2017 corresponde, em ambos os vinhos, a pouco mais que 50 % da concentragao
do ano seguinte. Tal relagdo nao esta de acordo com os resultados obtidos para os

mostos nas cubas de maceracdo onde, em 2017, se obtiveram concentracbes de
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antocianinas livres totais maiores que em 2018. Algumas razbes podem justificar esta
discrepancia: o facto de, em 2017, ndo haver mencao de se ter realizado prensagem
das massas, algo que foi feito no ano seguinte e que levou a um aumento da extragao
de antocianinas; a possibilidade de que a recolha da amostras possa ter sido realizada
passado mais tempo do vinho em conservagéo, o que poderia realmente diminuir a
quantidade de antocianinas livres devido a sua contribuicdo na formacédo de novos
compostos corados mais polimerizados e resistentes ao efeito descorante do bissulfito®;
e ainda o efeito que o SO, possa ter tido na diminuicdo da taxa de degradacao das
antocianinas, fenomeno observado por alguns autores'® ja que, em 2018 o vinho
registava um valor maior de didéxido de enxofre que em 2017 (16 g/L, em comparagao
com 54 g/L). Relativamente ao vinho VT e a diferenca do teor de antocianinas livres
totais nos dois anos, esta pode ainda dever-se a outros fatores como a composicao das
proprias uvas utilizadas para produzir este vinho.

Olhando para os valores obtidos pelo VMF e pelo mosto (VMAT) nota-se que ha
uma descida esperada da concentracdo de antocianinas livres, devido a sua possivel
condensagdo com proteinas e outros compostos®’, e que se fez notar também na
evolucao da cor do mosto durante a fermentacgao.

Uma grande concluséo que se retira destes resultados é que a diferenca a nivel
de concentracdo de antocianinas entre os dois vinhos é enorme, e pode desvalorizar
um pouco o vinho de maceragao a frio, pelo que se relembra que uma maceragao mais
longa e realizada sem percalgos pode aumentar este valor, como vemos nos resultados
de alguns estudos, por exemplo, M. J. Cejudo-Bastante et al., em 2014, que concluiram
que uma maceracgao a frio de 12 dias em oposicao a 8 seria mais produtiva em termos

de extragdo de antocianinas e outros compostos?*.
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b) HPLC

A Figura 47 apresenta os cromatogramas de ambos os vinhos, VMF e VT,
sobrepostos, de modo a perceber melhor as diferencas de concentracdo das diferentes
antocianinas. A Tabela 16 fornece a informacgéo relativa a concentracdo de cada
antocianina 3-monoglucésida em cada amostra, bem como a sua contribuicdo para a
totalidade.

VMF —

Abs 520nm (UA)
;
[

Tempo de retengdo (min)

Figura 46: Cromatograma obtido por HPLC-DAD das antocianinas 3-monoglucosidas e respetivos derivados nos vinhos VMF (azul) e VT

(vermelho).

Tabela 16:ldentificagdo de cada pico e respetiva concentragéo e contribuigdo de antocianina nos vinhos VMF e VT.

VMF VT
dentificagdo Con(cn?;;sgao Contl("l)z;ugao Con(crﬁg;[e)lgao Contl('(l)z;ugao
1 3-glucésido de delfinidina 17,8 + 3,6 41 2209+ 121 13,3
2 3-glucésido de cianidina Nao quantificavel 145+0,8 0,9
3 3-glucésido de petunidina 44,2 + 6,1 10,1 210,0 £ 10,6 12,7
4 3-glucosido de peonidina 9,2+0,8 2,1 95,4 +4,6 57
5 3-glucésido de malvidina 330,1 + 34 75,9 924,0 £43,9 55,9
6 3-acetilglucésido de delfinidina 0,3+0,1 0,05 6,6 £0,2 0,4
7 3-acetilglucdsido de cianidina 1,6+0,2 0,4 10,6 £ 0,6 0,7
8 3-acetilglucésido de petunidina 0,3+0,2 0,1 2,1+0,2 0,1
9 3-acetilglucdsido de peonidina 0,1+04 0,02 13,3+0,9 0,8
10 | 3-cumaroilglucosido de delfinidina 14,2+1,3 3,2 47,3+2,0 2,8
11 3-acetilglucésido de malvidina Nao quantificavel 1,0+ 0,1 0,1
12 | 3-cafeoilglucosido de malvidina 1,2+0,3 0,3 13,6 £ 0,9 0,8
13 | 3-cumaroilglucésido de peonidina 1,1+£0,7 0,3 11,0+ 0,7 0,7
14 | 3-cumaroilglucdsido de malvidina 15,3+1,3 3,5 83,8+5,2 5.1
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Apenas pela observagao da tabela ja se notam grandes diferengas entre os
vinhos: VT apresenta valores bastante superiores de todos os compostos encontrados
na analise por HPLC-DAD, superiores ainda aos valores totais encontrados pelo método
do bissulfito (concentracao total = 892 mg/L, em comparagdo com 1654 mg/L
determinados por HPLC), como aconteceu com as restantes amostras, como referido
anteriormente.

VT registou ainda valores quantificaveis de todas as antocianinas, enquanto que
VMF nao tem valores quantificaveis de cianidina-3-monoglucésido e malvidina-3-
acetilglucdsido.

Para se perceber melhor estas diferencas registou-se os valores de contribui¢ao

de cada antocianina para a totalidade da concentragdo nas amostras na Figura 47.
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Figura 47: Contribuicdo (em %) de cada antocianina 3-monoglucésida para a concentragdo total dos vinhos VMF e VT.

Apesar de VT registar valores muito maiores de concentragdo das antocianinas
em geral, a percentagem do glucésido de malvidina é superior em VMF, correspondendo
a 76 % da totalidade dos compostos em analise, o que esta alinhado com resultados
obtidos para outras castas?*?, em comparagdo com 56 % para VT. Este valor para VT
€ semelhante ao obtido por J.X. Castillo-Sanchez et al., em 2007, para a mesma casta,
recolhida na mesma regiao, registando que a malvidina-3-monoglucdsido corresponde
a 60 % da totalidade de antocianinas®.

A segunda antocianina mais abundante é também diferente em ambos os

vinhos, sendo a delfinidina-3-monoglucésido no caso de VT e a petunidina-3-
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monoglucoésido no caso de VMF. A ordem de abundancia de VT esta de acordo com os
resultados encontrados nas uvas, o que significa que a maceragao a frio realmente
provoca uma extracdo de compostos diferente da vinificagcao tradicional, resultando em
vinhos com perfis antocianicos bastante variados.

Em ambos os vinhos, as antocianinas glicosiladas sdo as mais abundantes,
correspondendo a 92,2 % em VMF e 88,5 % em VT da totalidade, estando associadas
a uma melhor absorgéo pelo organismo devido a presenga da glicose'?; sdo seguidas
pelas cumariladas, com 7,0 % em VMF e 8,6 % em VT; e, por fim, as acetiladas,
correspondendo a 0,6 % em VMF e 21 % em VT. Estes resultados estdo
completamente de acordo com os encontrados para o mosto (VMAT), com valores de
percentagem muito semelhantes a VMF. A Figura 48 demonstra esta relagdo entre as

uvas, o mosto e os vinhos.
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Figura 48: Contribuigdo (%) de cada tipo de antocianinas-3-monoglucosilada nas uvas (UV), mosto (VMAT) e vinhos
(VMF e VT).

Esta relacao parece ser caracteristica da casta Vinhao, visto nao se alterar muito
desde as uvas até aos vinhos, mesmo com métodos de vinificacdo diferentes. Estudos
com diferentes castas encontraram composicdes diferentes e perfis antocianicos
distintos dos obtidos para a casta Vinhdo, mas semelhantes entre si,
independentemente do método de vinificagao, o que reforga a ideia de que este € um
bom marcador para diferenciar as castas. Por exemplo, G. Gonzalez-Neves et al.

observaram, para a casta Tannat, uma percentagem de 73 % de antocianinas
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glicosiladas, 17 % de acetiladas, e 10 % de cumariladas para ambos os vinhos, de
vinificagéo tradicional e maceragéo a frio, no ano de 2006%°. Neste caso, a casta em
questdo apresenta maior percentagem de antocianinas acetiladas que cumaroiladas,
enquanto que o contrario é verdadeiro para Vinhdo. No entanto, N. Mateus et al., em
2001, observaram algumas variagbes nesta relagdo quando variavam a altitude da
vinha, sendo que vinhos produzidos com uvas de vinhas a maior altitude, além de
possuirem maior teor de antocianinas totais, este valor tinha uma maior percentagem
de antocianinas glicosiladas e, portanto, menor de cumaroiladas e acetiladas.
Associaram este fendmeno as diferencas de temperatura e, consequentemente,
humidade, ocorridas as diferentes altitudes'°®.

Pela observacdo da Figura 48 nota-se ainda que o valor de antocianinas
acetiladas € maior nas uvas que nas restantes amostras. Isto pode ser justificado pela
capacidade que estas possuem de adsor¢cdo as paredes celulares das leveduras, ja
referido por outros autores®>1%7,

Comparando com o valor de IFT obtido para os vinhos, conclui-se que as
antocianinas livres totais obtidas pelo método do bissulfito correspondem a cerca de 76
% da totalidade dos compostos fendlicos. Um valor relativamente maior que o registado
para os mostos, de 51 %; no entanto, o valor de IFT dos mostos também era maior, pelo
que o que esta relacao nos diz é que a percentagem dos outros compostos fendlicos

diminuiu na totalidade da amostra, comparativamente com as antocianinas.

3.2 indice de cor vermelha e intensidade corante

A Figura 49 apresenta os dados de intensidade corante para os dois vinhos, VMF
e VT, nos dois anos consecutivos.
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Figura 49: Comparagao da intensidade corante dos vinhos (VMF e VT) nos dois anos.
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A intensidade da cor do vinho, comparativamente com a do mosto (VMAT),
diminuiu (de 13,5 para 9,2 u.a.), o que era de esperar que acontecesse durante a
fermentacido devido, por exemplo, a condensacao de antocianinas com proteinas e
fixacdo de pigmentos na parede celular das leveduras e sua consequente precipitagéo®,
provocando uma diminuig&o da intensidade da cor no vinho. A contribuicdo da leitura de
520 nm é a maior em ambos os vinhos; no entanto, esta percentagem é menor em VMF
que em VT, havendo um aumento na contribuicdo dos outros comprimentos de onda.
Estatisticamente, a diferenca da contribuicao de cada comprimento de onda e o proprio
valor de IC de cada vinho é considerada significativa (****, p < 0,05). A Tabela 17

apresenta os dados da contribuicdo de cada comprimento de onda nos dois vinhos.

Tabela 17: Valores de absorvancia a 620, 520 e 420 nm de cada vinho.

Vinhao (2018) | VMF VT
620 nm 1,1 2,8
520 nm 5,0 17,7
420 nm 3,1 8,4

Comparativamente ao ano 2017, os valores de ambos os vinhos s&o bastante
semelhantes, sendo maiores para VMF em 2018, com uma diferenca de,
aproximadamente, 28 %. Em VT esta diferenga cai para os 7 %. A disparidade entre os
vinhos, em ambos 0s anos, era esperada, sendo que a intensidade corante obtida para
VMF corresponde a 32 % da obtida para VT. Esta relagédo esta de acordo com os dados
obtidos de IFT e concentragao de antocianinas para as amostras.

Em 2010, P. Fernandes et al. divulgaram valores de IC para a casta Touriga
Nacional na ordem dos 12,8 u.a., para vinhos de uvas colhidas na Regiao dos Vinhos
Verdes, provenientes de vinificagdo tradicional, o que ajuda a realcar a diferenca do
Vinhdo enquanto uma casta tintureira®’. No mesmo ano, E. S. Vazquez et al.
observaram que, de facto, havia diferenca a nivel da intensidade da cor em vinhos da
casta Mencia quando produzidos por maceracdo pré-fermentativa a frio ou por
vinificacao tradicional, tendo a primeira técnica valores mais baixos, embora a diferenca
entre eles ndo tenha sido tdo grande como no caso do Vinhao?°. Também |. Aradjo et
al. registaram valores muito semelhantes (IC = 28,4 u.a.) para vinhos da mesma casta,
proveniente na mesma regido e com o mesmo tipo de vinificagao'%.

A Figura 50 apresenta os valores de indice de cor vermelha obtidos para os dois

vinhos no ano de 2018.
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Figura 50: indice de cor vermelha nos vinhos VMF e VT, em 2018.

A relacdo do indice de cor vermelha entre os vinhos mantém-se paralela a
relacdo da concentragao de antocianinas, bem como a significancia da diferenca (****,
p < 0,05), o que era o esperado visto serem estas os compostos que mais contribuem
para a cor vermelha dos vinhos, na medida em que o ICV de VMF corresponde a 28 %
do ICV de VT, e esta razdo é semelhante no caso da concentragao de antocianinas (34
%).

3.3 Parametros CIELab

Os parametros CIELab dos mostos analisados encontram-se na Tabela 18,

juntamente com os do ano 2017, bem como uma representacdo RGB das respetivas

cores.
Tabela 18: Parametros CIELab e representagdo RGB da cor dos vinhos de 2018 e 2017.
Parametros CIELab
Amostras L+ 7" b* o e Cor

Vinhdo VMF 54,9 43,85 1,06 43,87 1,38 RGB (199,98,132)
(2018) VT 20,2 | 51,50 | 18,60 | 54,75 | 19,86 RGB (112,0,26)
Vinh3o VMF 59,2 37,41 4,74 37,71 7,22 RGB (204,115,136)
(2017) VT 20,7 | 53,56 | 19,07 | 56,85 | 19,59 RGB (116,0,26)

As diferencas entre 2017 e 2018 sdo minimas no caso de VT, com valores muito
préximos e, possivelmente, indistinguiveis a olho nu, ja que se estima que o olho

humano apenas consiga distinguir cores com 3,0 ou mais unidade CIELab de
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diferenga®. Ja no caso de VMF, estas diferengas sdo maiores e estido uniformemente
espalhadas por todos os parametros CIELab, sendo percetiveis ao olho humano.

Comparando os vinhos, VT apresenta maior tonalidade vermelha (a*) e amarela
(b*) que VMF, sendo esta diferenca mais significativa nos tons amarelos. No entanto, é
provavel que, devido ao valor alto de a*, a presenca dos tons amarelos passe
despercebida aquando da observacgao dos vinhos a olho nu. O VMF de 2018 apresenta
maior tonalidade vermelha (facto até referido na Adega, aquando da observacao do
vinho final) e menos amarela que o de 2017, que sao caracteristicas vantajosas e podem
representar uma melhoria, ainda que pequena, do processo.

Relativamente a luminosidade (L*), € maior em VMF, sendo mais do dobro da
luminosidade de VT, pelo que este ultimo apresentara uma cor mais carregada e escura,
como bem se percebe pela representagcdo RGB da tabela anterior, e como era de
esperar devido a maior extragdo de antocianinas, ja referido anteriormente. O valor de
cromaticidade (C*) € maior em VT, pelo que este apresenta uma cor mais viva
relativamente a VMF. Esta diferenca entre os vinhos € menor em 2018 que em 2017,
indicando que as alteragdes do processo parecem ter ajudado na obtencdo de um vinho
de cor mais viva, um atributo de grande importancia no sucesso do vinho no mercado.
Quanto a tonalidade (H°®), é bastante maior em VT pelo que tem um maior afastamento
da tonalidade vermelha pura em dire¢ao ao amarelo. A diferenga global entre os dois
vinhos de 2018 soma a diferenca nos parametros L*a*b* e é AE = 39,6. Em todos os
parametros, a diferenca é extremamente significante (****, p < 0,05). A Figura 51 ajudara
a perceber melhor estas diferencas.

L*
54,9

20,2

18,60 2

51,50

b* 43,85 a*

Figura 51: Grafico radar com a comparagao dos parametros L* a* b* dos vinhos VMF e VT em 2018.

Em 2005, I. Aradjo et al., que estudaram vinhos da mesma casta e de outra

(Amaral) obtidos por vinificagdo tradicional, determinaram valores dos paradmetros um
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pouco diferentes dos obtidos para VT, e com algumas semelhangas com VMF. A

comparagao com esses valores encontra-se na Figura 52.

L*
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\ 56,78

18,60 143
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Amaral (. Araujo et al. 2005)

Figura 52: Grafico radar com a comparacao de VT e vinhos Vinh&do e Amaral analisados noutro estudo (Caracteristicas

cromaticas de vinhos tintos verdes, Amaral e Vinh&o).

Como se observa pelo grafico, ambos os vinhos incluidos no estudo de I. Araujo
sdo bastante diferentes de VT que, tal como esses vinhos, foi submetido a uma
vinificagao tradicional. Alias, o Vinhao desse estudo parece ser mais semelhante a VMF
que a VT, o que parece um pouco estranho. Tal parece indicar que existe algum outro
fator a diferenciar os vinhos, que pode ser o facto de terem utilizado um angulo de
utilizador de 2° na analise dos parametros de CIELab, em comparagédo com o angulo
utilizado para VT (10°); e pode ser ainda o tempo decorrido entre o fim da vinificagéo e

a analise dos vinhos, que nao € indicado no estudo.

3.4 Analise sensorial

Esta analise é importante para perceber o impacto que as diferencas entre os
vinhos tém a nivel do interesse por parte do consumidor. A analise incluiu uma avaliacio
visual, olfativa e gustativa pormenorizada e global de cada vinho, utilizando uma escala

de 0 a 5 para cada atributo, conforme o indicado na Ficha de Prova.

3.4.1 Avaliagao visual

A Figura 53 apresenta os dados obtidos da analise da cor, nomeadamente

intensidade corante e limpidez, dos dois vinhos, VMF e VT, em 2018.
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Figura 53: Avaliagédo da intensidade da cor e limpidez dos vinhos VMF e VT.

Note-se que os valores apresentados no grafico correspondem a média da nota
dada pelos seis provadores, dai as duas casas decimais. Como se observa, VT tem
maior intensidade de cor percecionada pelos provadores, o que € comprovado pelos
valores obtidos na analise deste pardmetro. As diferencas sao estatisticamente
significativas (****, p < 0,05). A nivel de limpidez, ambos os vinhos obtiveram a mesma
nota pelo painel, um resultado igual ao obtido em 2017, e sem diferenga significativa
(ns, p < 0,05).

3.4.2 Avaliagao olfativa

A Figura 54 mostra a avaliagéo olfativa com recurso aos descritores de aroma
encontrados em ambos os vinhos: frutos baga (vermelhos), vegetal fresco, frutos secos

e madeira, bem como a avaliagao global da qualidade olfativa.
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Figura 54: Avaliagao olfativa pormenorizada e global dos vinhos VMF e VT.

Embora a qualidade olfativa global de VMF e VT seja muito semelhante, diferindo
apenas na opinido de um unico provador, o perfil olfativo de ambos aparenta ser
bastante diferente, embora a diferenca de todos os descritores entre os dois vinhos ser
ndo significativa (ns, p < 0,05). VMF parece apresentar uma maior diversidade de
aromas que VT, ao nele terem sido identificados aromas de frutos secos e madeira que
nao o foram em VT. O descritor de aroma a madeira é o que apresenta o menor valor
de p (p = 0,3417), mostrando que é nesse atributo que ha maiores diferengas, ainda que
nao estatisticamente significativas. Relativamente a VT, este parece apresentar notas
de vegetal fresco, ao contrario de VMF. Em relagdo a percec¢ao de frutos de baga, ambos
o apresentam, mas VT com mais intensidade. Tal também aconteceu com os vinhos de
2017. Nenhum dos vinhos foi percecionado como tendo aromas de frutos de arvore ou
especiarias.

A Figura 55 demonstra esta relagdo entre os descritores de aroma e os vinhos

de forma mais esquematica.
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Figura 55: Grafico radar da avaliagdo olfativa pormenorizada dos vinhos VMF e VT.

3.4.3 Avaliacao gustativa

A Figura 56 mostra a avaliacio olfativa com recurso aos descritores encontrados
em ambos os vinhos: dogura, acidez, amargor, adstringéncia, estrutura, equilibrio e

persisténcia, bem como a avaliacao global da qualidade olfativa.
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Figura 56: Avaliagdo gustativa pormenorizada e global dos vinhos VMF e VT.

A nivel gustativo, ambos os vinhos apresentaram as mesmas caracteristicas,
mas com intensidades diferentes: a dogura era maior em VMF, enquanto que a acidez,
amargor e adstringéncia era maior em VT. Relativamente a parémetros mais gerais,
VMF parece apresentar maior equilibrio e VT maior persisténcia. A nivel de estrutura,
ambos os vinhos obtiveram a mesma nota. Globalmente, a qualidade gustativa de VT é

ligeiramente melhor que a de VMF, embora a diferenca de todos os descritores entre os
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dois vinhos ser nao significativa (ns, p < 0,05). A Figura 57 permite perceber melhor
estes dados.

Docura
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Figura 57: Grafico radar da avaliagdo gustativa pormenorizada dos vinhos VMF e VT.

Para perceber melhor o impacto sensorial de VMF seria importante realizar a

analise sensorial utilizando um painel com um maior numero de provadores.
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Loureiro — Uvas (UL)

1. Controlo dos parédmetros de vinificagdo

Nao foram realizadas analises as uvas Loureiro antes da sua vinificagao.

2. Composicao polifendlica

As analises foram realizadas ao extrato de uvas obtido por liofilizagao e trituragéao
de 10 bagos (método descrito na sec¢do Materiais e Métodos).

Os constituintes fendlicos analisados foram os seguintes: indice de fendis totais
(IFT), concentragao de taninos proantocianicos totais, poder tanante e quantificacao e

caracterizacao de acidos organicos por HPLC-ESI-MS.

2.1 indice de fendis totais

O indice de fendis totais (IFT) foi analisado por dois métodos: anadlise da
absorvancia por espectrofotometro a 280 nm, e pelo método de Folin-Ciocalteu. Os

resultados de ambos os métodos encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19: Valores obtidos de IFT para as uvas Loureiro, utilizando o método de leitura espectrofotométrica a 280 nm e

o método de Folin-Ciocalteu.

indice de fenois totais (IFT)

A Folin-Ciocalteu (mg/L

280 o _
equiv. ac. galhico)

8,8+0,1 421+1.3

O valor de IFT encontrado para o extrato de 10 uvas da casta Loureiro foi de 8,8
pelo método de leitura a 280 nm, e 42,1 mg/L de equivalentes de acido galhico pelo

método de Folin-Ciocalteu, ou 0,52 mg/g de uvas frescas.

A Figura 58 apresenta os dados de IFT para outras castas brancas de forma a

facilitar a comparagao com o Loureiro.
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Figura 58: Comparagéo dos valores de IFT obtidos pelo método de Folin-Ciocalteu para varias castas brancas.

A composicado e quantidade de polifendis nas uvas pode variar bastante, pois
esta dependente de fatores genéticos e agronémicos; no entanto, observando o grafico
anterior, nota-se que a diferenca entre as castas referidas ndo & excessivamente
grande: a casta em estudo, Loureiro, apresenta um valor de IFT intermédio
relativamente as outras castas, sendo a casta Riesling a que obteve maior valor de
indice de fenois totais'®. Em 2015, C. Garcia-Jares et al. determinaram o IFT de um
extrato grainhas da casta Loureiro, obtendo o valor 112 mg/g de grainhas liofilizadas™™°.
Este valor é bastante superior ao obtido utilizando o bago inteiro (2,45 mg/g de uvas
inteira liofilizada), o que era de esperar, visto terem utilizado a parte do bago que contém
mais compostos fendlicos. No entanto, ndo permite a comparagdo com os dados
obtidos.
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2.2 Taninos proantocianicos totais

As uvas possuem uma concentracado de taninos proantocianicos totais de 480

mg/L. A Figura 59 apresenta a comparacdo com os dados obtidos das uvas de Vinhao.
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Figura 59: Comparagao das concentragdes de proantocianidinas nas uvas Loureiro (branca) e Vinhao (tinta).

O resultado é o esperado, de que as uvas tintas apresentam maior teor de
taninos condensados que as brancas, pois estas naturalmente acumulam menos
taninos. Esta diferencga ira pronunciar-se bastante mais aquando da discussao dos
resultados do mosto e vinho final, devido a inexisténcia de maceragao pelicular na
produgao de vinhos brancos, e consequente baixa extragcao destes taninos.

Em 2001, Sun et al. estudaram o conteudo em proantocianidinas de varias
castas, duas delas variedades brancas: Ferndo Pires e Vital. Os resultados desse
estudo encontram-se na Figura 60, para melhor comparagdo com os resultados obtidos
para o Loureiro.
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Figura 60: Comparagéao da concentracédo de proantocianidinas entre diferentes castas brancas: Loureiro, Fernao Pires
e Vital™®.
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Observando os valores do grafico, nota-se uma diferenga relativamente grande
entre os teores de taninos condensados nas diferentes variedades: Loureiro parece
apresentar o maior valor, sendo quase 4x maior que Vital. Ferndo Pires aparece no
centro, entre as outras duas castas. Estas diferencas podem ser justificadas pelo facto
de serem castas diferentes, analisadas em anos diferentes e, portanto, estarem sujeitas
a condigdes muito distintas. Para além disto, Vital e Ferndo Pires sado castas
caracteristicas de outras regides que nao a Regiao dos Vinhos Verdes, contrariamente

ao Loureiro, o que induz ainda mais variagées.

2.3 Poder tanante

A leitura do poder tanante do extrato de uvas brancas foi efetuada da mesma
forma que nas uvas tintas: quantificacdo da proteina BSA precipitada por acdo dos
taninos condensados. Os resultados encontram-se na Figura 61, juntamente com os

obtidos para o extrato de Vinhao.
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Figura 61: Comparacgéo do poder tanante das uvas Loureiro (branca) e Vinhao (tinta).

Pela observacdo do grafico facilmente se percebe que o poder tanante é
esmagadoramente maior no extrato de uvas tintas da casta Vinh&o. Isto significa que
estas uvas possuem uma capacidade muito maior de precipitar as proteinas e causar a
sensacao de adstringéncia, possivelmente por terem uma maior acumulagdo de
proantocianidinas de maior massa molecular que as brancas. Este facto, aliado a

inexisténcia de uma etapa de maceragao pelicular na produgao do vinho, vai contribuir
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para a produgao de vinhos brancos com muito pouca capacidade de guarda. Os que a

tém deve-se a teores de agucares ou acidez propicios.

2.4 Quantificacdo e caracterizagdo de acidos organicos por HPLC-ESI-
MS

Identificar os acidos organicos presentes nas uvas é importante para perceber
depois, quando comparado com o perfil do vinho, de que forma a vinificagcao afetou a
concentracdo ou mesmo existéncia destes compostos no produto final, ja que estao
associados a prevencéao de varias doengas''°.

O cromatograma resultante da analise das uvas por HPLC-ESI-MS encontra-se
na Figura 62, seguido pela Tabela 20 que indica qual podera ser a identificacdo do
composto segundo os fragmentos causados pela ionizagdo da amostra e respetivo

tempo de retencao na coluna.
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Figura 62: Cromatograma obtido por HPLC-ESI-MS dos acidos organicos e proantocianidinas das uvas Loureiro (UL).
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Tabela 20: Possivel identificagcdo de cada pico e respetiva concentragéo dos acidos organicos e proantocianidinas das

uvas Loureiro (UL).

Concentragao
(mg equiv.
ac. galhico/L)

Fragmentos (m/z)

Composto

. Acido tartarico 7,98 299 149 1,80
Acido malico 813 | 133 87: 115 1,80
2 Acido citrico 9,75 191 87;115; 129; 155; 173 2,30
3 Acido succinico 11,78 | 117 - 2,35
4 Resveratrol 16,77 227 - 7,13
5 | Acido cafeico + acido caftarico | 41,11 | 311 179; 132 4,92
. . . . 203; 245; 287; 289; 299; 327; 408; 426; 437;
6 (epi)catequina-(epi)catequina 43,52 | 577 452; 515; 533; 559 3,35
7 | (epilcatequina-(epilcatequina- | /o /o | 59q | 109.125: 149; 165; 180; 203; 206; 231; 245 3,08
(epi)catequina
8 (Epi)catequina 48,07 | 289 109; 125; 149; 165; 180; 203; 206; 231; 245 16,99
. . . . 203; 245; 287; 289; 299; 327; 408; 426; 437;
9 (epi)catequina-(epi)catequina 52,21 | 577 452; 515; 533; 559 6,52
. . . . 203; 245; 287, 289; 299; 327; 408; 426; 437,
10 | (epi)catequina-(epi)catequina 55,07 | 577 452; 515; 533; 559 8,00
1 (Epi)catequina 60,46 | 289 109; 125; 149; 165; 180; 203; 206; 231; 245 12,43
(epijcatequina-(epi)catequina- 246; 289; 327; 363; 397; 407; 425; 451; 467;
12| '€P (2 Joato puina q 63,54 | 865 | 533;577;587;617; 629; 677; 695; 713; 739; 3,58
pljcateq 822; 848
(epi)catequina-(epljcatequina- 246; 289; 327; 363; 397; 407; 425; 451; 467;
13| ‘©P (2 Joate puina q 65,03 | 865 | 533;577;587;617; 629; 677; 695; 713; 739; 3,93
pljcateq 822; 848
(epi)catequina-(epi)catequina-
14 scido galhico 68,89 | 729 | 269; 289; 299; 340; 381; 407; 425; 433; 451; 9,49
516; 541; 559; 577; 603; 630; 669; 686
(epijcatequina-(epijcatequina- 246; 289; 327; 363; 397; 407; 425; 451; 467;
15| ‘€P (2 Joato puina q 81,2 | 865 | 533;577;587;617; 629; 677; 695; 713; 739; 2,77
pljcateq 822; 848
(epi)catequina-(epi)catequina- 313; 451; 525; 559; 575; 677; 729; 739; 847;
1 101
6 (epi)catequina-acido galhico 84,8 017 865; 891 3,83
17 Glicosideo de quercetina 90,4 477 151; 179; 301; 302 8,45

Véarias conclusdes podem advir desta analise: além de estarem presentes varios

acidos organicos, existem também varias proantocianidinas (ou taninos condensados)

com diferentes graus de polimerizagao. E de referir que os primeiros compostos a serem
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eluidos podem néo ter sido completamente identificados ou corretamente quantificados
devido a presenca de interferentes na coluna, dai que os acidos tartarico e malico, sendo
de presenga obrigatéria e maioritaria na uva, possam nao estar totalmente
representados.

Os acidos tartarico, malico e citrico sdo os primeiros a aparecer na amostra,
como era de esperar visto, teoricamente, corresponderem a maioria dos acidos
organicos presentes nas uvas e contribuirem para a definicdo do pH das mesmas.
Durante a maturagdo das uvas, a concentracao de acido tartarico vai diminuindo,
podendo aumentar em periodo de chuvas®. Também o acido malico ¢ influenciado pelas
condigdes atmosféricas, diminuindo mais rapidamente em regides mais quentes®. A
sua presenga em teores muito elevados é sinal de uma ma maturagao e revela-se
através de aromas vegetais nos futuros vinhos®. De facto, a diminuigdo da maioria dos
acidos organicos durante a maturacdo € uma realidade e deve-se a respiracao da
planta®®.

A presenca de acido succinico nas uvas, sendo este um subproduto da
fermentacao alcodlica, ndo é bem percebida. O resveratrol, por sua vez, € um metabolito
de resposta a fatores de stress bidtico e abiotico da videira'', e um antioxidante de
ocorréncia natural nas uvas, nomeadamente nas peliculas''>'"®, pelo que a sua alta
concentracao parece justificada.

Relativamente as procianidinas detetadas na amostra, a de maior concentragéo
€ a (epi)catequina monomeérica, com um valor de 29,42 mg/L, seguida do dimero
(epi)catequina-(epi)catequina, com 17,87 mg/L, e depois o respetivo trimero, com 13,36
mg/L. Estes compostos aparecem a diferentes tempos de retengéo ao longo da analise.
Nas uvas existem ainda prodelfinidinas, (epi)galhocatequinas de diferentes dimensdes,
com duas e trés unidades de (epi)catequina, e com concentragbes de 9,49 e 3,83 mg/L,
respetivamente.

Por fim, as uvas parecem ainda conter glucosideo de quercetina, um flavonol,
em concentracdes relativamente altas que, em vinhos tintos, atua paralelamente as

antocianinas em reagdes de copigmentag&o®'.

3. Analise da cor
3.1 Intensidade corante

A intensidade corante das uvas brancas foi medida com base nas leituras a 320
e 420 nm que, neste caso, sao os comprimentos de onda de interesse. O resultado foi

IC = 1,36 £ 0,05 u.a., com maior contribuicdo dos 320 nm, correspondendo a cerca de
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92 %. Comparativamente com as uvas tintas apresenta, claramente, uma intensidade
de cor muito mais baixa. A Figura 63 apresenta a contribuicdo de cada comprimento de
onda, 320 e 420 nm.

Intensidade corante (u.a.)
o
(o]

0,2 0,11
I

Uvas Loureiro (2018)

IC 320 nm 420 nm

Figura 63: Valores de absorvancia a 620, 520 e 420 nm de cada mosto.

3.2 Parametros CIELab

Os parametros CIELab obtidos encontram-se na Tabela 21. Recorde-se que sao

correspondentes a cor do extrato de apenas 10 bagos.

Tabela 21: Parametros CIELab das uvas Loureiro.

Parametros CIELab
L* a* b* c* H°
96,5+0,8 | -0,17 £ 0,14 | 8,44 +0,33 | 8,44 + 0,33 | 91,13 +0,90

Loureiro
(2018)

Pela leitura das coordenadas CIELab, percebe-se que a amostra do extrato das
uvas apresenta um valor negativo do pardmetro a*, encontrando-se mais perto dos tons
verdes; e apresenta um valor de b* em dire¢do a tonalidade amarela. Relativamente a
luminosidade (L*), apresenta um valor muito alto, quase no valor maximo, pelo que
demonstra ter uma cor muito clara. A Figura 64 apresenta estes trés parametros de

forma mais clara.
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Figura 64: Grafico radar com as coordenadas L*a*b* do extrato de uvas Loureiro.

O parametro C* é muito menor que 50, pelo que a cor, como bem se percebe
pelos restantes parametros e pela representacdo RGB, ndo é considerada uma cor

viva®2. O valor de H° indica que a cor esta muito proxima da tonalidade amarelo puro.
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Loureiro - Mostos (LMS, LMC e LMC5)

Nota: alguns paradmetros podem ter a indicagcédo dos valores da amostra LFF, isto &, do
vinho no final da fermentacdo, apenas com o propdsito de comparagéo e analise da

evolugao da fermentagéo, visto nessa fase do processo ja ndo se tratar de mosto.

1. Controlo dos paréametros de vinificagdo

Os parametros analisados no mosto sdo os apresentados na Tabela 22, no dia
da sua trasfega do silo para a cuba de fermentagdo 15F, correspondentes a amostra

LMC, isto é, do mosto no inicio da fermentacgao.

Tabela 22: Resultados das anélises fisico-quimicas realizadas ao mosto de Loureiro (LMC) na ADB.

LMC (cuBa 15F)
27/set

Densidade corrigida a 20 °C (g/cms) | 1,083
Grau provavel 11,2
pH 3,22

Acidez total (g/L) 7,6
Acidez volatil (g/L) 0,07

Acidez fixa (g/L) 7,5

SO, Livre (g/dmgz) 7

SO, Total (g/dm?) 32
Acido Malico (g/L) 3,83

O valor da densidade, na auséncia da concentragdo de agucares, ajuda a
perceber em que fase vai o processo, e apenas quando atingir um valor menor que
1,000 g/ cm?®é que se sabe que a fermentagéo esta terminada. O mosto obteve ainda
um grau alcodlico provavel de aproximadamente 11 % v/v, relativamente baixo em
comparagao com o grau pedido no protocolo de vinificagdo, mas tal ndo foi possivel.
Relativamente ao pH, teve um valor de 3,30, associado a uma acidez total de 7,6 g/L.
Como se observa na tabela, a acidez volatil € bastante baixa, indicando um valor baixo
de ataque pelas bactérias acéticas. Infelizmente nao foi feita a analise a concentracao
de acido tartarico, mas foi feita sim a do acido malico, obtendo-se um valor de 3,83 g/L.

Calcula-se que a concentragao de acido tartarico seja ainda maior.
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2. Composigao polifendlica

As andlises de composicao fendlica foram realizadas ao mosto das amostras
LMS (mosto no silo), LMC (mosto na cuba no inicio de fermentacao) e da amostra LMC5
(mosto na cuba 5 dias apds o inicio da fermentacgao). Por vezes sao ainda apresentados
os dados do vinho no final da fermentacao para perceg¢ao da evolugao do processo. Os

constituintes fendlicos analisados foram os mesmos que para as uvas.

2.1 indice de fendis totais

Os polifendis sdo substancias muito importantes; porém, nos mostos/vinhos
brancos ndo sdo desejaveis em grandes quantidades pois podem contribuir com um
amargor excessivo e facilitar a oxidagéo, fornecendo coloragbes acastanhadas™'“.

Este parametro foi novamente analisado pelos mesmos dois métodos: analise
da absorvancia por espectrofotometro a 280 nm, e pelo método de Folin-Ciocalteu. Os

resultados obtidos, de ambos os métodos encontram-se, respetivamente, nas Figuras

1a) e 1b).
a) 10,0 b)
e __100,0
8,0 { 3 78,4
£ £ 80,0 =
c 58 57 S
) 6,0 4,8 T 2
@ X 60,0 4,1
< Q £
< Ke)
— 4,0 S
n T 400 30,7
v E 23,1 T
) ~ T
= 200
L
0,0 0,0
LMS LMC  LMC5 LFF LMS LMC  LMC5 LFF

Figura 65: Evolugao do IFT do mosto, por A280 (a) e Folin-Ciocalteu (b), nos primeiros 5 dias de fermentagao.

Como se observa pelo grafico da leitura a 280 nm, o indice de fendis totais do
mosto desce entre a passagem do silo para a cuba, provavelmente devido ao efeito da
flotagado na clarificagao do mosto. Cré-se que este facto ndo se observa no método de
Folin-Ciocalteu devido a algum erro na analise. Depois desta fase, e nos primeiros 5
dias de fermentacgéao, o valor de IFT sobe. Como n&o houve contacto com as massas
neste periodo e, portanto, extragdo de compostos das mesmas, este aumento pode
apenas ser justificado pela transferéncia de compostos fendlicos do blend de aparas de

madeira adicionado ao mosto aquando do enchimento da cuba.
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Em 2004, J. Darias-Martin et al. obtiveram valores de IFT = 5, pelo método da
leitura a 280 nm, para mosto da casta Listan Blanco recolhida nas Canarias, e submetido
a valores de pressdo proximos dos que foram utilizados para o Loureiro, de
aproximadamente 0,5 bar. Estes resultados sdo muito préximos dos obtidos para LMC,

e indicativos de um teor de fendis totais apropriado.

2.2 Taninos proantocianicos totais

A concentracdo de taninos condensados diminui bastante na passagem do silo
(LMS) para a cuba de fermentagao (LMC) e depois mantém-se relativamente constante

até ao fim da mesma (LFF). A Figura 66 ajuda a visualizar melhor esta evolugao.

400

350 322

300 ns

T 122
116 T

Concentracao de proantocianidinas

LMS LMC LMC5 LFF

Figura 66: Evolugao da concentracéo de proantocianidinas do mosto desde a saida do silo (LMS) até ao fim da
fermentagéo (LFF).

Desde a saida do mosto do silo e até este se encontrar na cuba de fermentacéo,
ha uma descida brusca, em cerca de 57 %, do teor de taninos condensados no mosto.
Tal ocorréncia faz todo o sentido no seguimento do processo de vinificagdo do vinho
branco e da existéncia da fase de flotagdo, como ja referido anteriormente, e que tem
como objetivo a clarificagdo do mosto. Para tal foi adicionado um produto enolégico de
proteina de ervilha (PK SOL M2), que tem um efeito positivo na precipitagao, e
consequente diminuicdo, da concentracdo de proantocianidinas de baixa massa
molecular, como comprovado por outros estudos''®, diminuindo assim o teor total de

taninos proantocianicos do mosto.
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Acredita-se que a ligeira diminuigdo do valor deste pardmetro nos primeiros 5
dias de fermentacao se deva a reagdes de complexacdao e associagdo com outros
constituintes, provocando a precipitacao de mais alguns taninos. Este valor mantém-se,
depois, mais ou menos constante até ao fim da fermentacéo, nao havendo diferengas

significativas a registar (ns, p < 0,05).

2.3 Poder tanante

Os valores que o mosto apresenta de poder tanante estdo de acordo com o
observado no tépico anterior dos taninos proantocianicos totais. A Figura 67 apresenta

a evolugdo desde o mosto no silo, até ao final da fermentacgao.
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Figura 67: Evolugao do poder tanante do mosto desde a saida do silo (LMS) até ao fim da fermentagao (LFF).

A evolugao do poder tanante do mosto esta alinhada com a da concentragao de
proantocianidinas: diminuiu substancialmente da passagem do silo para a cuba devido
ao efeito clarificador da flotagédo e utilizagcao da proteina de ervilha, o que sugere que
esta tem efeito em taninos condensados capazes de provocar a precipitacdo das
proteinas. A diferenca entre os valores de todos os mostos é significativa (***, ****, p <
0,05).

Cindo dias apds o inicio da fermentagao, o valor do poder tanante é ainda mais
baixo que no inicio da mesma, possivelmente pela mesma razdo que faz descer o teor
de taninos condensados; no entanto, até ao final da fermentagéo, o poder tanante
aumenta, provavelmente pela acdo de transferéncia de taninos hidrolisaveis do blend
de madeiras para o mosto, dai este aumento ndo se registar no teor de

proantocianidinas.
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2.4 Quantificagao e caracterizagédo de acidos organicos por HPLC-ESI-
MS

Os cromatogramas obtidos para as amostras LMS e LMC nao apresentam todos
0s compostos que deveriam porque a sua analise teve um interferente, e dai que nao
foram colocados neste capitulo. No entanto, algumas conclusdes se podem retirar desta
analise: o mosto no silo continua a apresentar resveratrol, embora numa concentracao
relativamente mais baixa (6,13 mg/L, em comparagdo com 7,13 mg/L nas uvas); o valor
de acido citrico mantém-se, bem como o de acido succinico; o que muda
substancialmente é o ndo aparecimento de proantocianidinas no cromatograma do
mosto, ao contrario do das uvas, que apresenta uma grande concentragcdo de
catequinas e proantocianidinas poliméricas. Desde a passagem do mosto do silo (LMS)
para a cuba (LMC), o valor de acido citrico diminui; a amostra LMC apresenta ainda um
composto desconhecido, de [M-H] = 1381 m/z, que se calcula ser uma
proantocianidinas, possivelmente galhificada.

A Figura 68 apresenta entdo o cromatograma do mosto 5 dias apds o inicio da
fermentacéo (LMC5). Logo depois apresenta-se a Tabela 23 que indica qual podera ser
a identificagdo do composto segundo os fragmentos causados pela ionizagcdo da

amostra e respetivo tempo de retencéo na coluna.
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Figura 68: Cromatograma obtido por HPLC-ESI-MS dos acidos organicos e proantocianidinas do mosto apds 5 dias de fermentagéo
(LMC5).
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Tabela 23: Possivel identificagcéo de cada pico e respetiva concentragéo dos acidos organicos e proantocianidinas do

mosto apds 5 dias de fermentacdo (LMCS5).

Composto trR (min) [I(Vln-‘ll-lz]) Fragmentos (m/z) Con(c:rﬁg;[a)xgao
1 Acido tartarico 6,24 149 59; 87; 103 1,81
2 Acido malico 6,41 133 115 1,81
3 Acido t-cinamico 8,30 295 115; 129; 147 3,47
4 Acido citrico 10,23 191 85; 87; 112; 129; 173 8,89
S Acido succinico 11,05 235 17 3,15
6 13,62 235 117 2,94
7 Acido cafeico 16,41 179 89 6,32
8 Cumarato de metilo 18,02 177 59; 103; 112; 131; 159 4,86
9 Cinamato de metilo 24,59 161 72; 87;98; 113; 115; 143 2,71
10 Ferrulato de etilo 25,43 221 - 2,37
11 Desconhecido 28,27 206 - 3,88
12 Acido ascérbico 41,05 175 85; 113; 115; 129; 157 23,27
13 Desconhecido 46,85 1272 973; 1017 5,58
Acido fertarico 55,57 3p5 | 119191 149,199 206 5,65
HexHexNAC 68,07 733 246; 366; 553; 569; 600 3,74

Nesta amostra foram identificados, maioritariamente, acidos organicos, em
concentragcoes muito semelhantes as encontradas nas uvas: o acido tartarico apresenta
a mesma concentragdo, bem como o acido malico. Aparecem, no entanto, alguns
compostos que nao apareciam nas uvas, tais como o cumarato de metilo, cinamato de
metilo e ferrulato de etilo, derivados dos acidos cumarico, cindmico e ferrulico,
respetivamente. Neste momento do processo de vinificagao, o acido ascorbico € o mais
abundante, como aconteceu também nas amostras LMS e LMC, o que é justificado pela
sua adicao sob a forma de um produto enoldgico (Oxyless), que ajuda a diminuir a
quantidade de sulfuroso utilizado devido ao seu efeito protetor da oxidagao do mosto.

No mosto LMC5 aparecem ainda dois compostos desconhecidos, com [M-H] =
206 m/z e [M-H] = 1272 m/z. Cré-se que o segundo seja uma proantocianidina, ja que
um dos fragmentos (1017 m/z) é uma proantocianidina trimérica galhificada (cat-cat-
catgal). O composto HexHexNAC aparece também nesta amostra e nas duas anteriores
relativas ao mosto, sendo uma N-acetilglucosamina ligada a uma outra hexose, com

concentracdes a volta das 3 mg/L.
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3. Andlise da cor

A analise da cor do mosto é importante pois pode ajudar a perceber quais serao
as caracteristicas da cor do vinho, no final do processo. Por esta razao, foi analisada a
intensidade corante e determinados os parametros CIELab do mosto nas varias fases

do processo.

3.1 Intensidade corante

Os valores de intensidade corante do mosto desde o silo até ao fim da
fermentagédo encontram-se ilustrados na Figura 69, onde se pode observar também a

contribuicdo da leitura a ambos os comprimentos de onda (320 e 420 nm).
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Figura 69: Evolugao da intensidade corante do mosto até ao final da fermentagao.

A intensidade corante do mosto diminui na passagem do silo para a cuba de
fermentagéo, possivelmente devido ao efeito da flotagdo na remogédo de compostos
fendlicos. Esta descida continua até, pelo menos, 5 dias apds o inicio da fermentagao.
No entanto, o valor no final da fermentagao é bastante maior, o que pode ser justificado
pela transferéncia de compostos fendlicos do blend de madeiras para o mosto,
aumentando a intensidade da sua cor. A diferenca entre os valores de todos os mostos
é significativa (****, p < 0,05).

Como se observa pelo grafico, a contribuicdo de ambos os comprimentos de

onda é constante, sendo maior a do 320 nm, como acontece nas uvas, mas ainda com

142



maiores valores de percentagem (entre 94 e 97 %, em comparagéo com 92 % nas uvas),

nao sendo significativo.

3.2 Pardmetros CIELab

Os parametros CIELab do mosto no silo (LMS), e na cuba, no inicio (LMC) e

apos 5 dias de fermentacao (LMC5) encontram-se apresentados na Tabela 24.

Tabela 24: Parametros CIELab do mosto (LMS, LMC e LMC5).

Parametros CIELab
L* a* b* Cc* H°
LMS 92,2 1,06 16,93 16,96 86,41
LMC 94,7 -0,54 9,99 10,01 93,03
LMC5 | 95,6 -0,61 7,14 717 94,86

Pela leitura das coordenadas, observa-se um valor de luminosidade (L*)
bastante grande, e que vai aumentando a medida que a vinificagdo vai evoluindo:
aumenta na passagem do mosto do silo para a cuba devido ao efeito clarificador da
flotagdo, e aumenta um pouco mais nos primeiros 5 dias de fermentacido, mantendo-se
depois constante até ao fim da mesma. Diferengas significativas foram encontradas
entre LMS e LMC (**, p < 0,05), ao contrario da relagéo entre LMC e LMC5, que n&o
obteve diferencas significativas (ns, p < 0,05). Relativamente ao parametro a*, observa-
se, mais uma vez, uma mudancga entre LMS e LMC, na medida em que este valor diminui
e entra nos valores negativos, em dire¢ao a tonalidade verde, ndo havendo, no entanto,
diferengas significativas entre eles (ns, p < 0,05). Quanto a b*, também sofre uma
diminuicao significativa no mesmo periodo (****, p < 0,05), afastando-se da tonalidade

amarela. A relagcéo destes parédmetros entre as trés amostras encontra-se na Figura 70.
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Figura 70: Grafico radar com as coordenadas L*a*b* do mosto no silo (LMS), na cuba no inicio da fermentagéo (LMC)
e apo6s 5 dias (LMCS5).

A cromaticidade (C*) varia muito similarmente a b*, e com valores muito baixos
e longe do 50 para serem consideradas cores vivas®; ja a tonalidade (H°) varia
inversamente, tendo aumentado neste periodo e ultrapassado a marca dos 90°, que
corresponde a tonalidade amarelo puro, distanciando-se do vermelho e em diregdo ao
azul, mas ainda na zona do amarelo. No entanto, entre LMC e LMC5, tal como acontece

em L*, ndo existem diferencas significativas (ns, p < 0,05).
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Loureiro - Vinhos (LP e LT)

1. Controlo dos parédmetros de vinificagdo

Os parametros analisados no mosto s&do os mesmos determinados nos mostos,

e estdo apresentados na Tabela 25 para o vinho Loureiro Premium (LP).

Tabela 25: Resultados das andlises fisico-quimicas realizadas ao vinho Loureiro Premium (LP) na ADB.

LP (cuBa 55)
23/nov
Densidade corrigida a 20 °C (g/cms) | 0,9890
Grau alcodlico (% v/v) 13,7
pH 3,46
Acidez total (g/L) 5,4
Acidez volatil (g/L) 0,31
Acidez fixa (g/L) 50
SO, Livre (g/dmg) 39
SO, Total (g/dmz) 86
Acido Malico (g/L) s/ malico

Acucares (g/L) 0,29

A densidade é consideravelmente mais baixa que a obtida para o mosto devido
a transformacao dos agucares durante a fermentacéo alcodlica; para além disso, baixou
ainda apés o fim da fermentagéo devido a trasfega e remogéo das borras grossas. O
grau alcodlico é consideravelmente maior que o grau provavel obtido para o mosto
possivelmente devido a erros na analise deste ultimo. O pH aumentou devido a
ocorréncia da fermentagao malolatica e consequente transformacao do acido malico em
latico, um acido mais fraco. A par disto a acidez total diminuiu também, como esperado,
e a acidez volatil aumentou, significando que o ataque das bactérias acéticas € maior
no vinho que no mosto. O teor de dioxido de enxofre aumentou pois ja procedimento
normal regular este pardmetro conforme o necessario para manter o vinho protegido
durante a sua conservagao.

Comparativamente ao LT, este ultimo apresenta um valor de pH mais baixo e,
portanto, uma acidez total ligeiramente maior (6,2 g/L, em comparagao com 5,4 g/L de
LP); a acidez volatil é, no entanto, menor, estando este vinho mais protegido das
bactérias acéticas. A nivel de agucares, LP apresenta um valor menor (0,29 g/L), em

comparagao com LT (0,52 g/L).
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2. Composicao polifendlica

As analises de composicao fendlica foram realizadas a ambos os vinhos, LP e

LT. Os constituintes fendlicos analisados foram os mesmos que para as uvas € mostos.

2.1 indice de fendis totais

Este pardmetro foi novamente analisado pelos mesmos dois meétodos: analise
da absorvancia por espectrofotometro a 280 nm, e pelo método de Folin-Ciocalteu. Os
resultados para ambas as amostras, de ambos o0s métodos encontram-se,

respetivamente, nas Figuras 71a) e 71b).
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Figura 71: Comparagao dos valores de IFT dos vinhos Loureiro Premium (LP) e Loureiro
Tradicional (LT), por A280 (a) e Folin-Ciocalteu (b).

Observando a comparacgao dos resultados obtidos para ambos os vinhos nota-
se que LP apresenta um maior teor de fendis totais, possivelmente resultante da
fermentacdo em contacto com as aparas e aduelas de madeira, e consequente
transferéncia de compostos fendlicos destes para o vinho. A diferenga entre os vinhos,
nas duas determinagdes, € extremamente significativa (****, p < 0,05). Esta diferenga é
visivel nos resultados de ambos os métodos. Desde o fim da fermentagéo (LFF) que o
valor de IFT subiu em cerca de 50 %, resultante do contacto prolongado com as borras
finas e com o blend de madeiras, que foram transferidos para a cuba de conservacao
juntamente com o vinho.

Comparativamente a resultados obtidos em outros estudos, o valor de IFT
parece ser relativamente baixo: M. N. Miti¢ et al. em 2010 com vinhos brancos sérvios'¢,
e N. Paixao et al. em 2007 com vinhos brancos madeirenses''’, parecem ter registado

valores muito préximos de indice de fendis totais para vinhos brancos de diferentes
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castas, com valores médios entre 300 e 340 mg/L, cerca de 3x mais que o obtido para
o Loureiro. No entanto, o tempo de conservacao de cada vinho anterior a analise nao é
claro em ambos os estudos, e cré-se que mais fatores possam ter tido efeito, para além
dos habituais fatores genéticos e culturais''®. Outra razdo para estes valores serem um
pouco mais baixos que em outros estudos pode ser o facto de o mosto ter sido
oxigenado devido a suspeitas de producdo de sulfureto de hidrogénio (o conhecido
aroma a ovos podres), e tal procedimento parece ter resultado em valores de IFT

menores também em outros estudos'"8.

2.2 Taninos proantocianicos totais

A concentracao de taninos condensados de ambos os vinhos encontra-se na
Figura 72.
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Figura 72: Concentragdo de proantocianidinas em ambos os vinhos, LP e LT.

Como se observa pelo grafico, o vinho LP apresenta menor concentracao de
proantocianidinas, correspondendo a cerca de 81 % do valor de LT. Isto parece ir ao
contrario dos dados encontrados de fenois totais, mas na verdade essa diferenca no IFT
pode ser justificada pela utilizagcdo de madeira na vinificagdo de LP, como referido
anteriormente; no entanto, a relagao dos taninos condensados é inversa pois os taninos
que a madeira fornece sao os denominados hidrolisaveis, e ndo contribuem para este
valor. Sendo assim, aparenta que o vinho LT apresenta maior valor destes taninos,

possivelmente devido a diferengas na composigao das uvas que Ihe deram origem, e
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nao propriamente a diferengas no processo de vinificagdo. No entanto, a diferencga entre
os valores nao é considerada significativa (ns, p < 0,05).

No entanto, estes valores sdo maiores que os obtidos para o indice de fendis
totais, o que parece nao fazer muito sentido e, por isso, e em conjungdo com os valores
obtidos por outros estudos em outras castas, se pensa que o método de Folin-Ciocalteu

parece admitir alguns erros.

2.3 Poder tanante

Os resultados do poder tanante de ambos os vinhos encontram-se na Figura 73.

14

1,2 T

Poder tanante (NTU/mL)

LP LT

Figura 73: Poder tanante de ambos os vinhos, LP e LT.

O poder tanante de LP é quase 2x maior que o de LT. Devido aos resultados de
concentracao de taninos condensados, tal facto é justificado pela contribuicdo de
taninos por parte da madeira que, embora sejam hidrolisaveis, contribuem para o poder
tanante atuando na precipitacdo de proteinas e causando a conhecida sensagao de
adstringéncia. Note-se que estes valores, embora diferentes, podem nao ser
suficientemente grandes para causar um grande efeito a nivel sensorial,
correspondendo a uma diferenga significativa, mas de baixo grau (*, p < 0,05), o que

mais a frente se ird comprovar pela analise sensorial dos vinhos.
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2.4 Quantificagao e caracterizagédo de acidos organicos por HPLC-ESI-

MS

A Figura 74 apresenta o cromatograma obtido para o vinho LP, cuja legenda se

encontra na Tabela 26, logo de seguida.
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Figura 74: Cromatograma obtido por HPLC-ESI-MS dos acidos organicos e proantocianidinas do vinho Loureiro Premium (LP).

Tabela 26: Possivel identificacdo de cada pico e respetiva concentragdo dos acidos organicos e proantocianidinas do

Composto

vinho Loureiro Premium (LP).

[M-H]

Concentragao

trR
(min)

(miz)

Fragmentos (m/z)

(mgl/L)

1 Acido tartarico 6,23 299 149 7,24
2 Acido malico 8,28 133 115 5,18
3 | Acido tartarico + malico | 10,21 | 149/133 115 17,10
4 Acido succinico 13,56 235 117 3,11
5 16,44 3,32
6 Cumarato de metilo 16,80 177 59; 87 102;11623; 17,131, 4.44
7 18,00 6,03
8 . . 24,60 71; 82; 87;: 113; 115; 133; 2,74
9 Cinamato de metilo 25.38 161 143 247
10 Desconhecido 32,29 219 - 3,15
11 Acido ascorbico 40,96 175 85; 113; 127; 129; 157 28,11
12 Acido t-cinamico 46,71 147 - 5,68
13 Acido cafeico 50,39 179 89 4,63
14 Acido fertarico 55,39 325 113; 131; 149; 193; 208; 282 8,38
15 HexHexNAC 67,89 733 366; 389; 429; 478; 569 4,01
16 Acido mucico 92,06 209 79: 153 2,94
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E importante referir que o pico n° 3 se refere a saida de ambos, acidos tartarico
e malico, simultaneamente, ou num intervalo de tempo que impossibilitou a separacao
dos dois, dai que a concentracdo de 17,10 mg/L é a totalidade dos dois. Muitos
compostos sdo 0os mesmos encontrados, principalmente, no mosto, tais como acido
cafeico, cumarato e cinamato de metilo, e ainda o acido fertarico, mas em concentragdes
ligeiramente maiores.

A Figura 75 apresenta, agora, o cromatograma obtido para o vinho LT, cuja
legenda se encontra na Tabela 27.
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Figura 75: Cromatograma obtido por HPLC-ESI-MS dos acidos organicos e proantocianidinas do vinho Loureiro Tradicional (LT).

150



Tabela 27: Possivel identificagcéo de cada pico e respetiva concentragéo dos acidos organicos e proantocianidinas do

vinho Loureiro Tradicional (LT).

Composto (n:?n) [I(Vln;II-E) Fragmentos (m/z) Con(cr:;;[?gao
1 Acido tartarico 6,29 149 - 5,90
2 Acido malico 8,31 133 71; 75; 90 4,10
3 Acido malico 9,83 133 71;75; 90 2,72
4 Acido tartarico 10,17 | 299 149 4,24
5 Acido succinico 13,45 | 235 117 2,77
6 Cumarato de metilo 16,29 177 | 59; 87; 102; 103; 117; 131; 159 9,12
7 17,98 4,61
8 Cinamato de metilo 24,43 161 71; 82; 87; 113; 115; 133; 143 4,36
115; 135; 187; 206; 232; 251;

9 Desconhecido 28,95 382 266 6,26
10 Desconhecido 32,23 219 - 3,39
. . 203; 245; 258; 287; 299; 328;

11 (epi)catequina- 38,62 | 577 | 340; 381; 407; 425; 437; 451; 15,91

(epi)catequina 468; 493; 517; 533; 559
12 Acido ascérbico 40,92 175 85; 113; 115; 129; 147 5,27
13 Acido t-cinamico 46,64 | 147 - 8,56
14 Acido cafeico 50,32 179 89 7,12
15 Acido fertarico 55,26 | 325 113; 131; 149; 193; 208; 282 11,24
560; 906; 1017; 1085; 1254;
16 Desconhecido 58,07 | 1359 1264 3,18
17 HexHexNAC 67,79 | 733 281; 366; 414; 450 3,75
18 Cinamato de metilo 73,93 161 71;82;87; 113; 115; 133; 143 5,88
19 Desconhecido 82,49 | 1444 | 89%1 11; %;1 12:(4,)35;;;1 12232 1269; 7,91
20 Acido mucico 82,49 | 209 79; 153 3,64

A composicdo do vinho LT é bastante semelhante a do vinho LP, na medida em
que a maior parte dos compostos sdo 0os mesmos, mas, por vezes, em concentragdes
diferentes: LP parece ter uma maior concentracao de acido tartarico, malico e succinico;
no entanto, LT apresenta maior concentracdo de acidos cafeico, cindmico e fertarico.
Relativamente ao acido ascérbico, esta presente em ambos os vinhos, mas em
concentragées muito superiores em LP, correspondendo a 5,3 x o valor de LT. Esta
diferencga resultara da utilizagéo do produto Oxyless, como ja foi referido anteriormente,
na vinificacdo do vinho Loureiro Premium.

O pico n® 3 do cromatograma de LP, ja referido anteriormente, e que corresponde
a saida dos acidos tartarico e malico, encontra correspondéncia nos picos n° 3 e 4 do
cromatograma de LT que eluiram separadamente. O vinho Loureiro Tradicional

apresenta a eluigdo de um composto desconhecido, de [M-H] = 382 m/z, aos 28,95
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minutos, com concentragao relativamente alta (6,26 mg/L) e que nao aparece em LP;
no entanto, ambos apresentam um outro composto desconhecido por volta dos 32,20
minutos, com [M-H] = 209 m/z, com concentragdes muito semelhantes. LT apresenta
ainda uma (epi)catequina dimérica em concentracdes significativas, contrariamente a
LP onde nao se observa tal composto. Aos 58 minutos, LT volta a apresentar um
composto desconhecido com [M-H] = 1359 m/z, que se cré ser uma proantocianidina,
ja que um dos fragmentos (1017 m/z) € uma proantocianidina trimérica galhificada (cat-
cat-catgal).

Tal como no mosto, ambos apresentam N-acetilglucosamina ligada a uma outra
hexose (HexHexNAC) em concentracdes semelhantes, embora ligeiramente maior em
LT. Em LT existe ainda outro composto, possivelmente proantocianidinas, com [M-H]
= 1444 m/z, que nao parece aparecer em LP; no entanto, ambos tém concentracbes
relativamente baixas de acido mucico, sendo maior em LT. Tal acido parece ser
caracteristico em uvas afetadas pelo fungo Boftrytis cinerea, o responsavel pela
conhecida “podriddo cinzenta”'®, o que é um pouco estranho visto ndo se ter detetado
este composto nas uvas.

De forma geral, LT parece apresentar maior variedade de compostos organicos,
enquanto que LP os apresenta em maior quantidade, de forma global, o que parece
estar de acordo com os teores de fendis totais analisados. Varios compostos registados
em ambos os vinhos, tais como a maioria dos acidos, foram também registados em
outros estudos com vinhos de diferentes castas brancas'?; no entanto, quase todos
identificaram &cido galhico, embora em baixas quantidades'”'?°, o que no foi

observado em nenhumas das amostras de uva, mosto ou vinho da casta Loureiro.

3. Analise da cor

A andlise da cor do produto final, o vinho, é bastante importante ja que esta € uma
caracteristica indicativa do estado e qualidade do produto, e tem forte impacto na

recegao pelo consumidor.

3.1 Intensidade corante

A Figura 76 apresenta os resultados da intensidade corante de ambos os vinhos,

bem como a respetiva contribuicdo de cada comprimento de onda, 320 e 420 nm.
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Figura 76: Valores de intensidade corante e contribuigdo de cada comprimento de onda (320 e 420 nm) em ambos os
vinhos, LP e LT.

Como se observa pelo grafico, a intensidade corante dos vinhos é bastante
semelhante, havendo apenas uma diferenca de, aproximadamente, 0,05 %. No entanto,
a contribuicdo dos diferentes comprimentos de onda apresenta mais diferengas: LP
parece apresentar uma maior contribuigdo dos 420 nm que LT, correspondendo a 5 %
do IC, comparativamente a 1 % de LT, ndo correspondendo a diferengas significativas
no valor total e nas contribuigdes dos dois comprimentos de onda (ns, p < 0,05).

Desde meados da fermentacao que IC tem vindo a subir, estando maior que o
valor obtido no final da fermentacao, possivelmente devido a extragao de compostos da
madeira. Talvez seja mesmo esta a explicagao para justificar as diferengas entre ambos

os vinhos, visto LT n&o ter estado em contacto com madeira.

3.2 Parametros CIELab

Os pardmetros CIELab de ambos os vinhos, LP e LT, encontram-se

apresentados na Tabela 28.

Tabela 28: Parametros CIELab dos vinhos LP e LT.

Parametros CIELab
L* a* b* C* HO
LP 91,3 | -1,42 10,34 10,44 97,79
LT 67,7 | -0,71 5,66 5,71 97,18

O valor da coordenada a* de ambos os vinhos é relativamente semelhante, sem

diferencga significativa (ns, p < 0,05), e encontram-se do lado negativo, pelo que estdo
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mais perto da tonalidade verde; observando os valores de b*, este parametro € maior
em LP, o que significa que este vinho apresenta maior tonalidade amarela que LT.
Relativamente a luminosidade (L*), é significativamente maior em LP, em cerca de 26
%, correspondendo a uma diferenga bastante significativa (***, p < 0,05), significando
que este apresenta um vinho mais claro que LT. A relacéo entre estes trés parametros
nos dois vinhos encontra-se na Figura 77, para facilitar a observacao das diferencas

entre eles, e que tem um valor global de AE = 24,07.

L*
100,0
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0,0
-20,0

b* a*

LP LT

Figura 77: Grafico radar com as coordenadas L*a*b* de ambos os vinhos, LP e LT.

Quando se observa a cromaticidade (C*), repara-se que evolui paralelamente a
b*, mantendo-se a relacdo entre os vinhos; no entanto, nenhum é considerado de cor
viva, o que se mantém desde as uvas®; Relativamente a tonalidade (H°), o valor de
ambos 0s vinhos encontra-se bastante perto do amarelo puro, embora mais desviados
em diregdo ao verde que ao vermelho, néo existindo diferengas significativas (ns, p <
0,05).

Outros estudos em vinhos brancos determinaram valores de L* e H° bastante
semelhantes aos de LP e, portanto, semelhantes também aos de LT, sem utilizagao de
madeira, 0 que parece ser um claro sinal que estes parametros nao sio dependentes
desta técnica de vinificagdo''; outros ainda registaram valores de b* bastante
superiores (até 5x maior) que LP, o que provavelmente sao diferencgas justificadas pelo
facto de serem castas diferentes’??. J. J. Darias-Martin et al. encontraram valores para
Listan Blanco semelhantes aos obtidos para LT, exceto no pardmetro da luminosidade,
que era mais parecido com o obtido para LP'?. A conclusdo que se tira destas

comparagdes € que muitas podem ser as variaveis que alteram os parametros da cor,
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mas que as principais serdo as caracteristicas intrinsecas da casta'®' e o método de

vinificagéo, onde a temperatura e o contacto com madeira'?? tém bastante influéncia.

4. Analise sensorial

Tal como no caso do Vinhao, a analise sensorial ao Loureiro foi realizada por um
painel de seis provadores da CVRVV, um més e meio apds a recolha das amostras das
respetivas cubas de conservagéo. Esta andlise é importante para perceber o impacto
que as diferencas entre os vinhos tém a nivel do interesse por parte do consumidor. A
analise incluiu uma avaliagao visual, olfativa e gustativa pormenorizada e global de cada
vinho, utilizando uma escala de 0 a 5 para cada atributo, conforme o indicado na Ficha

de Prova.

4.1 Avaliacéao visual

A Figura 78 apresenta os dados obtidos da analise da cor, nomeadamente

intensidade corante e limpidez, dos dois vinhos, LP e LT.

5,00 4,00
4,00 3,33
l 2,67 2,67 T
6
3,00 T l
2,00 J J
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0,00
Intensidade da cor Limpidez

LP = LT

Figura 78: Avaliagédo da intensidade da cor e limpidez dos vinhos LP e LT.

Os valores apresentados correspondem a média das notas dadas pelos seis
provadores nos parametros de intensidade de cor e limpidez. Por observagao do grafico
percebe-se que, para o painel, LP apresenta maior intensidade corante, o que nao esta
de acordo com os resultados da analise deste mesmo parémetro; quanto a limpidez, LT

parece ser um vinho mais limpido que LP.
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4.2 Avaliagao olfativa

A Figura 79 mostra a avaliagcao olfativa com recurso aos descritores de aroma
encontrados em ambos os vinhos: frutos citrinos, frutos de arvore, frutos secos, vegetal
seco, vegetal fresco, floral e madeira, bem como a avaliagao global da qualidade

olfativa.
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Figura 79: Avaliagéo olfativa pormenorizada e global dos vinhos LP e LT.

Observando o grafico, nota-se que sao percecionadas algumas diferencas entre
os dois vinhos: LP parece apresentar muito menos aroma a frutos citricos e aroma floral,
correspondendo a apenas 21 e 34 %, respetivamente, do aroma de LT; parece ainda
apresentar outros aromas, tais como frutos secos, vegetal seco e madeira que néo
foram percecionados em LT. A existéncia do aroma a madeira é facil de perceber, uma
vez que o vinho Loureiro Premium realizou uma fermentacdo em contacto com aduelas
de madeira, ao contrario do vinho Loureiro Tradicional. Pelo contrario, LT parece
apresentar aroma a vegetal fresco, ainda que por apenas um provador, enquanto que
este nao foi percecionado para LP.

De forma geral, a qualidade olfativa do vinho Loureiro Tradicional parece ser

melhor, comparativamente com o vinho Loureiro Premium.
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4.3 Avaliagao gustativa

A Figura 80 mostra a avaliacao olfativa com recurso aos descritores encontrados
em ambos os vinhos: docgura, acidez, amargor, adstringéncia, estrutura, equilibrio,

persisténcia, bem como a avaliacéo global da qualidade olfativa.
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Figura 80: Avaliagdo gustativa pormenorizada e global dos vinhos LP e LT.

Ao contrario da avaliagdo olfativa, a avaliagdo gustativa apresenta mais
semelhancas entre os vinhos. A Figura 81 permite perceber melhor estes dados e a

relagdo dos descritores entre os vinhos.
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Figura 81: Grafico radar da avaliagéo gustativa pormenorizada dos vinhos LP e LT.

Os provadores percecionaram o mesmo nivel de docura em LP e LT, mas
registaram algumas diferengas a nivel dos outros descritores: LT parece apresentar um

maior amargor e acidez, o que é comprovado por um maior valor de acidez total, como
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visto anteriormente; ja LP parece ser mais adstringente que LT, o que também esta de
acordo com os resultados de poder tanante; parece ainda apresentar maior estrutura,
equilibrio e persisténcia. Todos estes atributos fazem com que o vinho LP seja o vinho

com maior nota de qualidade gustativa.
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V. Conclusao

As analises efetuadas aos diferentes vinhos tintos revelam diferencas
significativas entre o Vinhao de Maceracao a Frio (VMF) e o Vinhao Tradicional (VT),
maioritariamente ao nivel de concentragdo de compostos fendlicos e, por consequéncia,
da intensidade da cor: VMF parece apresentar menor concentragdo destes compostos,
nomeadamente antocianinas e taninos, o que é corroborado pela medida do indice de
dialise e do poder tanante, um parametro também referido na analise sensorial, onde
VT é percecionado como um vinho mais adstringente. No entanto, é interessante referir
que a percentagem da antocianina com maior contribuicdo na concentracdo total de
antocianinas, a malvidina-glicosideo, pelo método do bissulfito, € maior em VMF, bem
como a percentagem de antocianinas glicosiladas total, em comparagdo com o vinho de
vinificacdo tradicional, o que pode, eventualmente, facilitar a sua absorcdo pelo
organismo.

Relativamente aos vinhos tintos, podemos dizer que o objetivo da realizagdo do
protocolo de maceracgao foi alcangado, na medida em que a maceracéo a frio promoveu
uma extracdo mais seletiva de compostos aromaticos, e isso é percecionado em VMF,
em comparagao com VT; mas, essa diferengca nao significa, necessariamente, que o
consumidor o prefira ao invés de VT, como se percebeu pelos resultados da analise
sensorial. De futuro, é imprescindivel que a logistica da etapa de maceracao se torne
mais eficaz, para permitir uma melhor composi¢do fendlica do vinho obtido, e
consequente aprovacgao pelo consumidor.

Os resultados das anadlises efetuadas aos vinhos brancos revelam também
grandes diferengas na sua caracterizagdo, nomeadamente a nivel da acidez e,
novamente, do seu perfil fendlico: o vinho obtido pelo protocolo em teste, vinho Loureiro
Premium (LP), apresenta uma menor acidez, quando comparado com o de vinificagao
tradicional (LT), o que pode significar que tera menor capacidade de guarda; no entanto,
apresenta maior concentragao de fendis totais e poder tanante, o que parece equilibrar
esta questdo. Os taninos hidrolisaveis extraidos do contacto com a madeira parecem
aumentar a capacidade deste vinho em precipitar as proteinas sendo,
consequentemente, considerado mais adstringente, o que é corroborado com a analise
sensorial do mesmo. Esta analise permitiu ainda perceber que LP, mesmo apresentando
maior variedade de aromas que LT, nao foi o preferido do painel de provadores no

decorrer da analise olfativa, ao contrario do que aconteceu na analise gustativa.
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De forma geral, o vinho obtido pelo protocolo Premium parece apresentar
caracteristicas favoraveis a aceitagao por parte do consumidor, o que parece também
ser validado pela avaliagdo do painel de provadores. O seu sucesso e, possivelmente,
a possibilidade de continuar a utilizar o mesmo protocolo sera decidida pelo seu
desenvolvimento em cuba de conservagdo. Futuramente, seria adequado ajustar o

protocolo com o objetivo de obter um perfil aromatico mais apreciado pelo consumidor.
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V1. Anexos

Anexo 1: Estrutura de produgdo do vinho Estreia Vinhao.

ARG e ESTRUTURAS DE PRODUCAO DE GARRAFAS EPG.12
PON'I:E s BARCA
NOMEDO PRODUTO| ESTREIA VINHO VERDE TINTO VINHAO GRANDE ESCOLHA 0,75L
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MERCADO INTERNO/EXTERNO
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—_— ——
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Z
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O RED WINE - VIN ROUGE - VINHAQ - 201 i
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H | VINIVERDE _P:"mmmf;alfﬁr:‘i::i‘::i:::ﬂ Verdes, S.A. VINHO VERDE
Q }; Engarrafado por | Battled by | Mis en Buﬁcﬂllr par: DEE
n:l: Fr i Adega Cooperativa de Ponte da Barca, CRL » Ponte da Barca « PT
é 1 T Produtode Portugl | Prochetof Pl | Proci e Potugal peserian
E - ;}‘:m::\ \%nu boke ENOLOGIA/ENOLOGY - JOSE OLIVEIRA
| S Tl
h%"s 6022871907556
CAPSULA PVC ROXO COM GRAVACAO PRATA 29,6 x65 mm OBS.
Altura do rotulo a contar do
GARRAFA 75 CL BORGONHA ECOVA SED. (REF.* 6712) CANELA topo do circulo central: 18 cm.
ROLHA CORTICA MICROAGLOMERADA 38 x 24 mm VINIVERDE Altura do rétulo e contra-rotulo
a contar dos cantos SUperiores:
CAIXA CX 6x750 ML WA ESTREIA ROXA 256X 172X 298 mm  |16.7 cm.
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Anexo 2: Resultado + desvio-padrédo de todas as analises realizadas as amostras de Vinhdo na FCUP.

VINHAO
uv VMARGSF VMARG69F  VMARTOF VMAT VFF VMF VT
indice de A280 (u.a.) 20,30:030 16,67+1,89 1800:0,00 1350+0,87 39,83+1,04 26,33+1,15 32,33+252 81,33+321
fendis totais |  Fojin-Ciocalteu (mg equiv. éc. galhico/l) | 150,0£19,1  256,1+56  250,5+23,0 191,9+12,9 666,8+14,4 4237+10,7 4293+141 1167,2+62,1
[Antocianinas] (mg/L) 1185103 2925:2,56 336,4+0,78 257,4+230 340,3+0,69 309,8+2,44 327,1£122 892,2+226
[Taninos proantocianicos totais] (mg/L) 589,6+12,2 641,1+100 757,1:72,8 5992+560 950,4+158 898,4+72,7 1076,0£39,9 25419+ 50,0
Poder tanante (NTU/mL) 137,83+4,19 11437+1551 93,44+3,53 122,89+3,14 12528+4,70 52,81+4,61 71,48+3,47 290,05+ 15,64
indice de dialise 6,171£0,248 3,301+0,314 2,658+0,419 3,228+0,510 2,859+0,128 2,061+0,333 1,855+0,084 2,630 0,051
Intensidade corante (u.a.) 2,69:008  956+0,14 10,47+0,09 858+0,18 13,47+0,15 9,24+0,40 9,16+020  28,9+0,35
indice de cor vermelha (u.a.) 1,74:0,03  6,01+005 676004 540:007 842+007 553£024 500£009 17,70+0,26
L* 71,8+0,2 57,1+0,1 545:04  603+01 47,6401  573+11  549:0,3 20,2+0,2
a* 41,08+0,08 51,00£0,07 53,38:0,09 46,97+0,17 57,73£0,08 50,66+1,04 43,85+007 51,50£0,11
Parcé;Emngos b* 2,05:0,14 585:006  628+006 4,99+009 9,66+003 3,51£061 1,06+0,10 18,60%0,17
c* 41,10£0,09 51,34+0,07 53,75:0,09 47,24+0,17 5853+0,08 50,78+1,08 43,87+0,07 54,75+0,14
He 357,102  6,54+007 671t007 607+0,13 9,50£+0,03 3,95+0,60 1,38:0,13 19,86+0,14




Anexo 3: Resultado + desvio-padréo de todas as analises realizadas as amostras de Loureiro na FCUP.

LOUREIRO
uL LMS LMC LMC5 LFF LP LT

indice de fendis A280 (u.a.) 883+0,12 577+0,06 4,80+046 567+038 7,57+0,06 10,40£0,10 7,57+0,06

totais Folin-Ciocalteu (mg equiv. 4c. galhico/L) 42,1+13 23116 307+19 541+11 784+14 1044+39 851+14
[Taninos proantocianicos totais] (mg/L) 480,0+41,3 322,2+264 1385+435 1160+31,8 122,4+41,3 132,1+264 157,9+468

Poder tanante (NTU/mL) 181296 3,11£0,60 1,04+022 0,2£002 059+003 1,170,005 0,63 +0,20

Intensidade corante (u.a.) 1,36+0,05 3,820,003 3,14+001 2,47£001 327+002 4,11+004 4,14+0,08

L* 96,5+08 92200 947+11 956:+19 953+02 91,306 67,7+12
a* -0,17+0,14 1,06+0,10 -0,54+0,29 -0,61+0,35 -1,47+0,01 -1,42+0,30 -0,710,34

Parcélg‘;tbms b 844033 16,93:0,34 9,99+043 7,14+0,08 892+0,03 10,34+0,34 5,66+0,13
c* 844+033 16,96+0,33 10,01+044 7,17+0,09 9,04+003 10,44+0,38 5,71+0,08
He 91,13+0,90 86,41£0,40 93,03+1,48 94,862,380 99,40+0,07 97,79+136 97,18%3,56
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Anexo 4: Folha de prova utilizada na analise sensorial.

r,:'h.
WINEED
VERDE
i
[ 19" Data:
Frovades AMDSLra:
[ Avaliagio Visual
bramco| rosada) tinto
[cor - qunidade
1 ] 3 4 5 1 F| 3 4
Cor -intensidade |uum:-inunm
(1 = tuewn ; 5 - cristaling)
[ Avaliagdo Olfativa | Avalisgho Oatvar™ frushebr
B | 1 2 ] 4 5 1 2 3 4
rutos mmogl diciird
wias baga [vermefhos) acider
frutos de drvore AMargor
frubos troqieal
wegetal secn
vegetal fresco estrutura
espaciarias) Equilibrio
floral
____ balsimico) | persisténcial | [ [ ]
argireumdtico)
madeira
Quslidade olfativa : | quatidadegustava] [ | | ]

|;msmaqﬁeﬂ




