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RESUMO

RESUMO

Neste trabalho avaliou-se a utilizacdo de uvas com podriddo acida na fermentacao
vinéria e consequente qualidade final do vinho. Foram realizadas microvinificagbes de uvas
tintas sas de Trincadeira Preta e Cabernet Sauvignon, adicionadas de uvas podres. Os
mostos e o0s vinhos, correspondentes a 30 e 50% (p/p) de uvas podres, apresentaram um
aumento nos parametros intensidade de cor, antocianas totais e fendis totais em fungéo da
propor¢cdo de uvas podres. Este aumento também se reflectiu numa maior concentracao de
acucar dos mostos e, por conseguinte, num aumento do grau alcodlico dos vinhos obtidos. A
acidez volatil mais elevada nos vinhos feitos com uvas podres foi devida ao seu teor inicial
mais elevado nos mostos. Foi possivel estabilizar microbiologicamente os vinhos com
podriddo acida de forma a ndo apresentarem microrganismos potencialmente perigosos,
embora possuissem teores mais elevados de acucares residuais. Os resultados da analise
sensorial, por um painel ndo treinado, antes da fermentagdo malolactica e apos seis meses
de estagio, demonstraram n&o existirem diferencas estatisticamente significativas entre os

diferentes tipos de vinhos.

Em concluséo, foi possivel vinificar uvas com elevados niveis de podriddo acida sem

gue a qualidade dos vinhos fosse afectada de forma perceptivel pelo painel de prova.

PALAVRAS-CHAVE: Podriddo &cida, qualidade do vinho, fermentagdo vinaria, andlise

sensorial, leveduras de contaminac&o.

Vi



ABSTRACT

ABSTRACT

In this study we evaluated the use of grapes with sour rot on the wine fermentation
and the consequent final quality of wine. For that, microvinification of healthy grapes
belonging to the variety of Trincadeira Preta and Cabernet Sauvignon were performed to
which were added grapes affected by sour rot. The musts and wines, corresponding to 30
and 50% (w/w) of rotten grapes, showed an increase in the parameters color intensity, total
anthocyanins and total phenols in function to the proportion of rotten grapes. This increase
also reflected in a higher sugar concentration of grape must and therefore an increase in the
alcohol content of wines produced. The higher volatile acidity in wines made from rotten
grapes was due to its higher initial content in musts. It was possible to stabilize
microbiologically wines with sour rot in order to avoid introducing potentially harmful
microorganisms, although they possessed higher levels of residual sugars. The results of
sensory evaluation by an untrained panel, before malolactic fermentation and after six
months of probation, showed no statistically significant differences exist between different

types of wines.

In conclusion, it was possible to vinify grapes with high levels of sour rot without the

guality of the wines being distinctly affected by the tasting panel.

KEY WORDS: Sour rots, wine quality, alcoholic fermentation, sensorial analysis, yeast

contamination.
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EXTENDED ABSTRACT

EXTENDED ABSTRACT

The state of grapes’ health is crucial to the quality of wines. In winemaking, it is
common knowledge that grapes affected by stem rot acidic create wines of lesser quality and
higher microbial instability. However, it is not clear the real contribution to the alcoholic
fermentation and to the final quality of wines made from rotten grapes.

The overall objective of this study was to evaluate the use of grapes affected by sour
rot in alcoholic fermentation and the final quality of wines. For that, microvinification of
healthy grapes belonging to the caste of Trincadeira Preta were performed to which were
added grapes affected by sour rot in two different concentrations (of 30% and 50%,
respectively) and healthy grapes of Cabernet Sauvignon (to which 30% of Trincadeira rotten
was added). Fermentations were followed bi-daily and density and temperature were
removed, as also as samples, in order to determine the volatile acidity content during
fermentation. Wines were subjected to conventional chemical analysis and results revealed
that wines with routs’ arrangements show an increase in the values of colour intensity, total
anthocyanins and total phenols directly proportional to the increase in the percentage of rot
added. It was also found that there is a clear concentration of sugar in the grape and hence
in the alcohol content, while the measure of the concentration of grape rot increases. Wines
and musts were subjected to analysis by Spectrometry Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), which results showed that the parameter index rout obtained by FTIR analysis
determine clearly the different levels of sour rot presented in different test procedures.
Microbiological analysis performed did not show any significant increase in total yeast when
a medium with biphenyl generic GYP is used. It was made a detection of yeasts for
amendment of wines using a specific culture media with DBDM and ZDM, noting the
presence of Dekkera / Brettanomyces in 3 of the tests made. Its presence can be explained
by contamination from the cellar, whereas, after 6 months probation wines were subjected to
further analysis and no contamination was detected. These wines were also subjected to
sensory analysis, before and after malolactic 6 months in bottle stage, in order to evaluate its
aromatic profile. Results show no statistically significant differences between test and control
levels of sour rot and it was noted that wine, to which rotten grapes were introduced, had a

more complex aromatic profile than the witnesses.

KEY- WORDS: Sour rot, quality wine, alcoholic fermentation, sensorial analysis, yeast
contamination.
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO
1.1. Qualidade da uva

A videira é, sob o ponto de vista econdmico, uma das espécies produtoras de frutos
mais importante no mundo, com diferentes utilidades, desde a produc¢éo de vinho, de uva de
mesa, de uvas secas e de diversos compostos organicos (Aigrain, 1999). Vitis vinifera,
representa a principal espécie cultivada, devido a sua grande aptiddo para a producéo de
vinhos. Em Portugal, a vinha é cultivada praticamente em todo o territério incluindo Acgores e
Madeira. Em muitas regifes € a principal actividade agricola, constituindo uma das maiores

riquezas da agricultura portuguesa (Lopes, 2005).

A qualidade do vinho tem uma relagéo directa com a qualidade das matérias-primas.
As uvas utilizadas para a producédo de vinho bem como, os métodos utilizados para o cultivo
destas tém uma relagcdo critica com o produto final (Charters et al., 2007), sendo,
geralmente, aceite que a utilizacdo de uvas em deficiente estado sanitario contribui para a

producéo de vinhos de baixa qualidade e com fraco poder de conservacao.
1.2. Doencgas e pragas da videira

Os inimigos das culturas, também designadas organismos prejudiciais, sao
organismos que pela sua actividade podem contribuir para a reducdo quantitativa ou
qualitativa da producao de uma cultura (Amaro, 2003). O conceito de inimigo da cultura é

condicionado por trés factores: cultura, ambiente e tempo (Amaro, 2003).

Os inimigos das culturas podem ser agrupados em pragas, patogénios causa de
doencas e infestantes. As pragas abrangem organismos animais como &caros, insectos,

moluscos e vertebrados (ex.: roedores, aves) (Amaro, 2003).

As doencas podem ser causadas por fungos, falsos fungos, bactérias, virus. Os
nématodos, embora animais, sédo tradicionalmente considerados como causa de doencas.
As infestantes sdo plantas que se desenvolvem onde nao é desejavel segundo o interesse
do Homem (Amaro, 2003).

Segundo Amaro (2003) o comportamento de uma praga, condicionado pelo seu

potencial bidtico e pela resisténcia do ambiente, pode levar a sua classificacdo em:

e Inimigo Potencial — ndo atingem o nivel econémico de ataque, pelo que nao é

necessario proceder a tratamentos;
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e Inimigo Ocasional — 0 seu aparecimento deve-se a razdes climaticas, mas
também por excesso de luta quimica;

e Inimigo Permanente ou inimigo chave — todos os anos ocorrem ataques de
certas pragas, tornando-se indispensavel a realizacdo sistematica de

tratamentos.

Se considerarmos os inimigos que todos 0s anos apresentam um risco para a vinha,
obrigando a fazer tratamentos para evitar ou atenuar os prejuizos, como oidio, o mildio, a
podriddo cinzenta, a traca da uva e as infestantes vegetais (Amaro & Couto, 2004), ver
tabela 1.

Tabela 1 — Inimigos — chave e inimigos ocasionais da vinha. Adaptado (Amaro& Freitas, 2004).

Classificagao Nome vulgar
Mildio
Oidio

Inimigo — Chave Podridéo — cinzenta

Traca da uva
Infestantes Vegetais
Esca
Escoriose
Eutipiose

o ) Podridao — radicular

Inimigo ocasional Outras podriddes

Acaros tetraniquideos
Altica
Cigarrinha — verde
Cochonilha

1.3. Ecologia Microbiana das Uvas

As uvas sds e maduras possuem uma carga microbiana de 10°-10° UFC/g
constituida principalmente por leveduras, varias espécies de bactérias lacticas e acéticas e
fungos filamentosos (Fleet, 1999). As leveduras localizam-se, principalmente, nas zonas da
pelicula onde possa existir libertagdo de mosto, bem como junto ao pedicelo, aos estomas, e
em microfissuras, onde a integridade da camada cuticular cerosa foi alterada. A existéncia
de leveduras fermentativas, como Saccharomyces cerevisiae, € superior quando a pelicula
da uva é lesada ocorrendo libertacdo de mosto para a superficie destas (Mortimer &
Polsinelli, 1999) e aumentando a carga microbiana para 10°-10° UFC/g (Fleet, 1999) quando
comparada com a de uvas sds. Tendo em consideragdo que a maioria das espécies de
leveduras de alteracdo de vinhos séo igualmente fermentativas, Loureiro & Malfeito-Ferreira
(2003) colocaram a hipotese de que o conhecimento da forma de disseminacdo destas

leveduras melhoraria se fosse dada mais atencéo a microbiologia das uvas afectadas.
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No cacho, os bagos mais proximos do pedunculo possuem 10 a 100 vezes mais
leveduras do que os bagos na base (Rosini et al., 1982). No entanto, é importante referir que
a sucessao microbiana durante a fermentagéo €, normalmente realizada em mostos de uvas
sas (Fleet, 2003), esquecendo o enorme contributo das uvas podres para a diversidade da
flora microbiana (Barata et al., 2008a, b). A disseminacao das leveduras na superficie dos
bagos é muito variavel (van der Westhuizen et al., 2000a, b) e a existéncia de uvas em mau
estado sanitario altera completamente o niumero e a diversidade das espécies isoladas. Na
vinha, as leveduras e de fungos leveduriformes tém origem no solo, ar, outras plantas e
vectores animais (Davenport, 1974), sendo 0s insectos 0s principais vectores de

disseminacao das leveduras (Mortimer and Polsinelli, 1999).

A microflora presente na superficie das uvas é afectada por um grande numero de
factores que influenciam a proporgéo de diferentes espécies de leveduras, sendo o estado

fitossanitario das uvas um dos principais factores (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).

A sanidade das uvas é afectada pelo grau de maturagéo, pela chuva, temperatura,
irradiagéo, vento, sensibilidade da casta e aplicacao de fitofarmacos (Sabate.et al, 2002, van
der Westhuizen et al., 2000b, Rosini et al., 1982, Devenport, 1974). No entanto, os estudos,
de ecologia microbiana realizados em vinhas e a superficie das uvas séo relativamente
escassos quando comparados com os realizados em mostos e na sua fermentagéo além
disso, a maioria dos autores utilizou técnicas inadequadas de amostragem, pré-isolamento,
enriguecimento e cultivo (Barata et al., 2004), contribuindo para que a flora microbiana
contaminante deste ecossistema seja, ainda, mal conhecida (Loureiro & Malfeito-Ferreira,
2003).

1.4. Podriddo Cinzenta versus Podriddo Acida

Segundo Bisiach et al. (1986), a podridao cinzenta e acida confundiam-se bastante, a
ponto de se pensar que esta Ultima era um estado final e mais destrutivo da primeira, e
segundo alguns autores parece haver um certo antagonismo entre Botrytis cinerea,
patogénio da podriddo cinzenta e os agentes da podriddo acida, ndo se verificando o
simultaneo desenvolvimento das duas podridées (Amaro & Freitas, 2004). Por esta razao é

necessario definir cada uma das doencas e diferencid-las convenientemente.
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1.5. Podridéo cinzenta
1.5.1. Biologia e epidemiologia

Os principais problemas fitossanitarios da vinha devem-se a fungos, sendo o mais
comum, a podriddo cinzenta. De acordo com Tomaz & Costa (1983), o agente responsavel,
€ um fungo cujo teleomorfo é Botrytinia fuckeliana e o anamorfo Botrytis cinerea. Este fungo
também designado por podridéo dos cachos, ou simplesmente Botrytis, afecta a qualidade e
a quantidade da producgédo de uva (Santos, 2007). Em 1984, foi descrito pela primeira vez, o
parasitismo do fungo sobre folhas de videira (Bernard & Bugaret, 1989). Uma das principais
caracteristicas deste fungo é, apresentar um comportamento parasita tdo importante como o
de saprofita, tendo a capacidade de colonizar diversos detritos vegetais em decomposicao,
desenvolver-se vigorosamente a partir da sua base nutritiva e contaminar os 6rgdos saos
(Dubos, 1985). Assim, existe sempre no ambiente a presenca de esporos ou micélios, quer
sobre o material vegetal vivo quer morto, capaz de causar prejuizos se as condi¢cdes

climaticas e fisiolégicas do hospedeiro forem propicias (Silva, 1980).

O fungo hiberna durante o Inverno como escleroto sobre sarmentos, sendo bem
visiveis as manchas necrosadas; como micélio nas fendas do ritidoma e, em menor
guantidade, nas gemas (Costa et al., 2004). Na Primavera, em condi¢cbes de humidade e
temperatura favoraveis, da-se a formacao de conidiéforos a partir dos esclerotos e micélios.
Os conidiéforos produzem nas extremidades uma grande quantidade de conidios que sao
arrastados pelo vento e pela chuva, contaminando os 6rgédos verdes da cepa (Costa, et al.,
2004). Os conidios tém a capacidade de penetrar directamente nos tecidos vegetais, no

entanto, esta acgéo € facilitada se existirem feridas na planta.

Os conidios germinam, formando o micélio no interior do 6rgdo atacado que, depois
de destruir os tecidos parasitados, sai para o exterior produzindo novos conidiéforos com
conidios. Inicialmente estes, sdo brancos, mas ao fim de alguns dias adquirem a cor tipica
acinzentada, que caracteriza a doencga. Estes produzem novas contaminagfes ao longo da
fase vegetativa da videira até ao Outono, periodo que da origem aos 6rgados de resisténcia
(Perez, 1998).

No pintor ocorre uma diminuicdo dos compostos naturais anti-fungicos recomecando
a actividade enzimatica da Botrytis, provocando a destruicdo celular acompanhada de

necrose e o0 aparecimento de podridao cinzenta (Doumergue, 2000).
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E durante a maturacdo que os cachos apresentam a maxima susceptibilidade, uma
vez que, a concentracdo de acgUcares nos bagos aumenta contribuindo para o

desenvolvimento do fungo (Perez, 1998).

Os factores climaticos tém uma influéncia muito importante no desenvolvimento do
fungo. Para ocorrer a germinagdo dos conidios é necessaria uma humidade e temperaturas
proximas dos 18 °C (Costa et al., 2004).

As feridas favorecem a entrada do fungo, tais como as produzidas pelo ataque de
traca da uva, oidio, granizo (Perez, 1998) ou as microferidas produzidas pela queda das
caliptras (Doumergue, 2000). As castas com cachos mais compactos e de epiderme mais
fina sdo mais sensiveis ao fungo, assim como em vinhas onde se fertiliza com excesso de
azoto (Perez, 1998), ou que estdo implantadas em solos magros, com um regime hidrico

irregular (Doumergue, 2000).
1.5.2. Sintomatologia

A podridao cinzenta é conhecida por afectar todos os 6rgaos verdes da videira. Nas
folhas, os sintomas manifestam-se frequentemente, na borda do limbo, evidenciando
grandes manchas acastanhadas. Se houver humidade no ar aparece sobre as manchas

acastanhadas um polvilho acinzentado (Perez, 1998).

Durante a floracdo, sobretudo quando se da a libertacdo das caliptras, os sintomas
também sdao traduzidos por manchas acastanhadas sobre as inflorescéncias. Do pintor a
colheita os bagos apresentam uma cor castanha violacea, aspecto caracteristico de podre,
desenvolvendo-se sobre a sua superficie um bolor cinzento (Perez, 1998). Os bagos ficam
engelhados e secam, cobrindo-se do bolor cinzento ou cinzento olivaceo. Boa parte do
cacho ou mesmo a sua totalidade pode ser afectada, com o consequente apodrecimento do,
bago, os bagos situados abaixo da zona necrosada acabam por secar por falta de
alimentacdo podendo o proprio cacho cair quando a zona atingida ndo suporta o peso das
uvas (Costa et al., 2004) (Fig.1) e (Fig.2).

Os ataques nos cachos podem ser divididos temporalmente: os mais precoces
(considerados os mais perigosos), que ocorrem antes da floracdo, podendo provocar a
dissecacdo total ou parcial das inflorescéncias e os mais tardios, durante a fase de
maturacdo (Costa et al., 2004). Estes ataques podem ser confundidos com os do mildio,

embora este Ultimo provoque o caracteristico encurvamento dos cachos (Costa et al., 2004).
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Figura 1 — Cacho afectado por podriddo Figufa 2 — Cacho completamente
cinzenta, (Gomes, 2006). destruido por Botrytis cinerea
(Coutinho, 2002).
A principal caracteristica do desenvolvimento da podriddo cinzenta é a formagdo de
uma “teia de micélios” sobre a superficie das uvas, ocorrendo uma rapida contaminagao dos

bagos vizinhos devido a elevada actividade biolégica do micélio (Doneche, 1992).

Durante a floragdo ou apds o pintor, os ataques podem provocar uma importante
diminuicdo da colheita mas, para além disso, ainda podem diminuir a qualidade dos futuros
vinhos (Perez, 1998).

1.5.3. Alteracdo da composi¢cdo quimica dos vinhos

Os principais indicadores quimicos da utilizacdo de uvas podres nos vinhos sédo a
presenca e concentracdo de etanol, glicerol, acido glucénico, acido galacturénico, acido

citrico, lacase e &cido acético (Zoecklein et al., 2000b).

Dentro do bago o micélio do fungo desenvolve-se, consumindo grandes quantidades,
de acidos organicos, matérias azotadas e agucares. Esta reducdo de agucar nem sempre €
compensada pelo efeito de concentragcdo que ocorre pela evaporacdo da agua que os bagos
sofrem a medida que a podriddo se desenvolve. A invasdo dos cachos pelo fungo, num
primeiro momento, provoca a degradacdo da pectina das paredes celulares, conduzindo a
morte das células da pelicula e ao seu rebentamento. As antocianas da pelicula séo
destruidas, provocando a diminuig&o da cor nos vinhos tintos (Grasin et al., 1987).

Os estragos mais graves resultantes da presenca de podriddo cinzenta nas uvas no
momento da vindima sédo os fenébmenos de oxidagéo (Grassin et al., 1987), acompanhados
pela producéo e libertagcéo de uma enzima, a lacase, que provoca problemas de estabilidade

e de qualidade no vinho desempenhando um papel primordial no processo alteragéo,
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levando & oxidagdo dos compostos fendlicos (Doneche, 1992). No vinho, em presenca do
oxigénio, a lacase consegue degradar irreversivelmente os polifendis (antocianas e taninos)

responsaveis pela cor dos vinhos (Grassin et al., 1987).

Os ataques de podridao cinzenta tém consequéncias nefastas durante a vinificacao,
pois a composi¢cdo da uva € modificada. O fungo consome os aglcares da uva (uvas podres
apresentam uma concentracao de acucar de 230 g/l) provocando a acumulacao de glicerol e
acido glucoénico (Donéche, 1992). Da-se a degradacao da pelicula, com destruicdo a matéria
corante, obtendo-se o acastanhamento dos vinhos tintos e a reducdo das substancias
aroméaticas. A podriddo provoca a diminuicdo do acido tartdrico, com consequente

diminuicédo da estabilidade do vinho (Doumergue, 2000).

O envelhecimento do vinho condicbes pode ser comprometido pela reducdo de
aromas, pela presenca de odores desagradaveis e pela destruicdo de antocianas e taninos
por acgdo da lacase (Doumergue, 2000). Basta pequenos ataques de podriddo cinzenta
para que numerosas substancias aromaticas desapare¢cam e haja a eliminagdo dos aromas
especificos da casta, aspecto particularmente importante nas castas brancas. Na
elaboragdo dos vinhos, observa-se o aparecimento de odores e gostos desagradaveis,
provenientes de alteragfes de metabolismos naturais em consequéncia da presenca do
fungo (Grassin et al., 1987). As uvas contaminadas possuem um sabor amargo, com

aromas fendlicos e a iodo (Donéche, 1992).

1.5.4. Relacgéo entre traca da uva e podridado cinzenta

A podriddo cinzenta é muitas vezes associada a traca da uva (Lobesia botrana), pois
€ responsavel por atacar os cachos desde da sua formagéo, até a vindima, existindo duas

espécies a Lobesia botrana a mais comum, e a Eupoecilia ambiguella (Coutinho, 2002).

Para além dos prejuizos associados ao ataque da traca da uva, em determinadas
regibes, estes podem ser gravemente aumentados pelo desenvolvimento de diversas
podriddes do cacho, como a podridao cinzenta e a podriddo acida, uma vez que as feridas
provocadas pela traca da uva facilitam a entrada dos agentes patogénicos (Amaro et al.,
2001).

Corroborando com esta ideia, Fermaud (1991) considera que os estragos directos
provocados pela traca da uva sdo pouco importantes em comparacdo com 0s estragos
indirectos, que facilitam quer a penetracdo dos agentes patogénicos da podriddo cinzenta,

quer de outros de caracter secundario, como os dos géneros Aspergillus e Penicillium.
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1.6. Podridao acida

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento da incidéncia de podridbes das
uvas, em especial, a podriddo cinzenta, cujo agente € totalmente conhecido, mas também
existe outras podridées ainda mal compreendidas e controversas, como é o caso da
podriddo acida. Embora sendo uma doenca mais esporadica que a podridao cinzenta, nao é
uma doenca nova, apesar dos conhecimentos sobre ela e a sua etiologia serem muito mais
limitados (Gravot et al., 2001). Esta doenga foi descrita pela primeira vez em Italia. Trata-se
de uma doenca grave das uvas que ocorria frequentemente, no norte e na regido central de
Itdlia, durante os periodos de chuva prolongada (Bisiach et al., 1982). No entanto, tem
assumindo uma prevaléncia cada vez maior, tanto em Portugal como noutros paises
viticolas, originando grandes perdas de colheita (Gomes, 2004). Os ataques manifestam-se
com intensidade variavel, a sua aparicdo é repentina, provavelmente, devido a combinacédo
favoravel de diversas condi¢cBes fisiologicas determinadas pelo clima e as praticas de
cultura. Além disso, as caracteristicas da casta apresentam uma importancia consideravel
(Guerzoni & Marchetii, 1987).

1.6.1. Etiologia

A podridédo acida é uma doenca atipica, visto que o0s agentes causadores raramente
sdo considerados patogénicos primarios e ndo existe um agente etioldgico especifico.
Desenvolve-se quase sempre apds o pintor, parece necessitar de combinacdes simultaneas
de condic¢des fisiol6gicas favoraveis, determinadas pelo clima e pelas praticas culturais e de
certas caracteristicas da sensibilidade da casta (Bisiach et al., 1986; Gravot et al., 2001;
Guerzoni & Marchetti, 1987;Laurent, 1998; Marchetti et al., 1984).

1.6.1.1. Condi¢8es favoraveis ao desenvolvimento da doenca

De acordo com varios autores (Gravot et al. (2001), Blancard et al. (2000), Laurent
(1998), Meroni et al. (1996), Galet (1995) e Bisiach et al., (1986)),e para o desenvolvimento

da podridao 4cida é necessaria a ocorréncia de condi¢gbes favoraveis, resumidas na figura 3:

e Existéncia de feridas na pelicula dos bagos devido a ac¢édo de agentes bioticos: o
estado fitossanitario da vinha reveste-se de grande importancia, uma vez que
outros inimigos da cultura, como os agentes do mildio (Plasmopara viticola), do
oidio (Uncinula necator), as tracas da uva (Lobesia botrana), cochonilhas
(Eupoecilia ambiguella), vespas, passaros, etc., podem causar uma deterioracéo

mais ou menos agravada da pelicula dos bagos. Em Montpellier, verificou-se que
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0S maiores ataques ocorreram em vinhas hibridas que ndo séo tratadas contra
aquelas doencas, além disso, a degeneracdo dos estomas também pode originar
feridas (Laurent, 1998);

Utilizacdo de castas sensiveis que esta relacionada com a espessura menor da
pelicula dos bagos e com a existéncia de cachos muito compactos e com bagos
grandes, verifica-se o aparecimento de microfissuras, que constituem locais
privilegiados para a instalacdo da flora microbiana. Além disso, a sensibilidade
aumenta com a maturidade;

Presencas de vectores na vinha, como o0s insectos, nomeadamente as
Drosophilas, efectuam posturas nas lesGes existentes nos bagos, sendo vectores
de leveduras, bactérias e bolores;

Acontecimentos climéticos, como a ocorréncia de periodos chuvosos na altura do
pintor, apds um periodo de seca, provoca um aumento repentino do tamanho dos
bagos, com o0 consequente rebentamento da pelicula, o granizo bem como,
temperaturas e humidades elevadas proximo da maturagdo e em, especial
durante a noite, sao favoraveis ao desenvolvimento da doenca;

Praticas culturais que levam ao aumento do vigor das vinhas, provocando um
aumento da densidade da folhagem, o sistema de condugédo utilizado, a
fertilizacdo, o porta-enxerto, sdo praticas culturais que permitem evitar teores de
humidade relativa elevados no interior da videira. E de salientar, que a incidéncia
da doenca aumenta ndo s6 com a realiza¢do tardia da vindima, mas também
com a monda de cachos efectuados ap6s o pintor. Nos casos em que estes sao
deixados no solo, as alteragfes a que estes estédo sujeitos aumentam os focos da

doenca, sobre 0s quais os vectores se vao alimentar.
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[ Periodo chuvoso na altura do pintor
Agentes Climaticos Granizo
Temperaturas e Humidades elevadas

Sistema de conducéo
Fertilizacdo

Praticas Culturais < Porta enxerto
Vindima tardia
Monda de cachos

7 r

Ruptura da Pelicula Pelicula de menor espessura
Castas Sensiveis <
Cachos compactos e com bagos
grandes

Drosophilas spp.

Péssaros
Presenca de

Traca
vectores, leveduras, < &

bactérias e bolores Formigas
\ Vespas

_ Nematodes

Figura 3 — Condicdes favoraveis ao desenvolvimento da podridéo acida

1.6.1.2. Microrganismos envolvidos na podridédo 4cida

Através de vérios estudos desenvolvidos verificou-se que a flora dominante da
podridao acida é constituida essencialmente por leveduras e bactérias acéticas (Guerzoni &
Marchetti, 1987 e Bisiach et al., 1986;). As leveduras que mais frequentemente séo isoladas
de bagos afectados por podriddo acida pertencem as espécies Hanseniaspora uvarum,
Torulopsis stellata, Metshnikowia pulcherrima, Candida krusei e Kloeckera apiculata
(Guerzoni e Marchetti, 1987 e Bisiach et al., 1986).

Em Franca, Gravot et al. (2001) e Blancard et al. (2000) apontam as leveduras
Kloeckera apiculata (ou a sua forma telemorfica Hanseniaspora uvarum), Candida stellata e
Pichia membranaefaciens, como sendo as mais frequentemente isoladas de bagos com
podridao acida. Estes ultimos autores referem também a presenca de outras espécies de
leveduras embora mais esporadicamente, como Metschnikowia pulcherrima, Rhodotorula

spp., Candida krusei e Zygosaccharomuces rouxii.

Os trabalhos de Laurent (1998), apontam quatro espécies de leveduras como sendo
as mais importantes: Candida diversa, C. stellata, Kloeckera apiculata e Metschnikowia
pulcherrima. Este autor refere ainda que M. pulcherrima é maioritéria no inicio do ataque
mas, quando a doenca ja se encontra em estado avancado, as espécies do género Candida

(C. diversa, C. stellata) passam a ser a mais representativas.
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Guerzoni & Marchetti (1987) verificaram que as populacdes de leveduras presentes
em uvas afectadas por podridédo acida diferem da flora que coloniza a superficie das uvas
sds quer em quantidade quer na variedade de espécies isoladas. Mais recentemente, Barata
et al. (2008b), demonstrou que a utlizacdo de uvas danificadas constitui um factor
determinante na ecologia das leveduras presente na superficie das uvas e que é necessaria
a utilizacdo de um meio selectivo para caracterizar as leveduras presentes na superficie das

uvas.

Estes autores, efectuaram um amplo estudo, durante alguns anos, dos
microrganismos associados a podriddo acida e isolaram varias espécies de leveduras
(tabela 2). Barata et al. (2004) demonstraram que a utilizacdo de uvas com podriddo acida
contribuiu para o aumento da biodiversidade de leveduras e potencia o desenvolvimento de
leveduras de alteracdo, como Zygosaccharomyces bisporus, Z. bailii e Pichia sp.. Este efeito
€ tanto mais visivel quanto maior a percentagem de uvas afectadas, demonstrando a
elevada capacidade de crescimento destas leveduras na presenca de elevado stress
ambiental, resultante da presenca de acido acético e outros metabolitos produzidos durante
o processo de apodrecimento das uvas afectadas por podriddo acida. A presenca de
leveduras do género Zygosaccharomyces constitui um indicador de futuros problemas de
alteracdo dos vinhos e permite considerar as uvas podres como um dos principais veiculos

de leveduras de alteracdo de vinhos nas adegas (Barata et al., 2004).

Marchetti et al., 1984 tinham conseguido estabelecer um modelo quimico da doenca
constante e reproductivel, in vitro, com espécies como M. pulcherrima e H. uvarum, isoladas
ou em associacao, tendo detectado, frequentemente, actividades pectoliticas extracelulares
em estirpes de Saccharomyces crataegensis, isoladas de bagos podres. Provavelmente,
estas espécies, incapazes de produzir os metabolitos volateis caracteristicos da doenca
(como o acetato de etilo e o0 seu precursor, o acido acético), poderdo favorecer a penetracédo

das outras espécies nos tecidos dos bagos.

Guerzoni & Marchetti (1987) chamaram a atencdo para o facto de apenas as
leveduras dos géneros Candida e Dekkera serem capazes de produzir quantidades de &cido
acético tdo elevadas como as que ocorrem nos ataques de podriddo &cida, nos bagos
podres. A quantidade de &cido acético varia entre 0,3 e 12,4 g/l de sumo, e apenas as
espécies acima indicadas conseguem produzir teores de 4cido acético iguais ou superiores
a 1 g/l. Os mesmos autores colocam a hipotese das condicfes anaerdbias que se fazem
sentir no interior dos bagos, ou em muitos casos, 0 potencial redox e suas variacoes,
poderem criar condi¢cdes que induzem as leveduras a aumentar a producao de acido acético

e de acetato de etilo.

11



INTRODUGAO

Tabela 2 — Principais espécies de leveduras isoladas em uvas afectadas por podriddo acida comparativamente
com uvas sas (Barata et al., 2008a).

Uvas com
Grupo de leveduras Leveduras Uvas sas podridéo
acida
Basidiomicetas +
Oxidativas ou fracamente Candida amapae
fermentativas Candida diversa
Candida ethanolica
Candida stellata/ C. zemplinina +
Candida tropicalis
Candida vanderwaltii +
Hanseniaspora uvarum +

Hanseniaspora guilliermondii

Hanseniaspora occidentalis

Hanseniaspora osmophila

Pichia galeiformis

Pichia guilliermondii

Pichia kluyveri

Pichia membranifaciens +
Issatchenkia spp. Issatchenkia occidentalis

Issatchenkia orientalis

Issatchenkia terricola

Zygoascus hellenicus

Lachancea thermotolerans +

Zygosaccharomyces spp. Zygosaccharomyces bailii
Zygosaccharomyces bisporus

+ |+ |+ FF]F o+ o+ ]+

Para além das leveduras produtoras de acido acético, na opinido de Laurent (1998)
as bactérias lacticas também séo responsaveis pela producéo de &cido acético através do
pico lactico. No entanto, de acordo com Gravot et al. (2001), Blancard et al. (2000), Meroni
et al. (1996), e Bisiach et al. (1986) as bactérias mais frequentes nos bagos atingidos por
podriddo acida ndo sdo as lacticas, mas sim as acéticas. Segundo Sponholz (1992), as
leveduras metabolizam os agulcares das uvas, produzindo etanol, que € depois oxidado em
acido acético pelas bactérias acéticas. Dentro destas, as espécies mais importantes
parecem ser as do género Gluconobacter spp., embora Acetobacter aceti e Acetobacter
pasteurianus, também possam a parecer, mas mais raramente. Todas estas bactérias tém
um poder semelhante de alteracdo dos bagos e, tal como as leveduras, fazem igualmente
parte da microflora natural dos bagos (Gravot et al., 2001, Blancard et al.,2000, Meroni et
al., 1996)e Bisiach et al., 1986;

Quer no caso das leveduras como das bactérias, Gravot et al. (2001) e Blancard et
al. (2000) encontraram diferencas de agressividade entre os isolados pertencentes a uma
mesma espécie. Experiéncias efectuadas por estes autores, em pleno campo, revelaram
que a K. apiculata, C. stellata, Gluconobacter spp., e em menor grau a Acetobacter
pasteurianus e A. aceti, sdo capazes de induzir alteragcbes em bagos comparaveis as

produzidas pela podriddo acida. Na opinido Gravot et al. (2001) e Blancard et al. (2000)
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serdo portanto, estas leveduras e as bactérias acéticas que terdo um papel crucial na
iniciacdo e no desenvolvimento da doenca, contrariando os trabalhos desenvolvidos por
Bisiach et al. (1986) e Marchetti et al. (1984) cujos microrganismos envolvidos eram
limitados (Hanseniaspora uvarum, Torulopsis stellata, Metshnikowia pulcherrima, Candida
krusei e Kloeckera apiculata). Por outro lado, Lisperguer et al. (2003) explicam que a doenga
esta associada a um complexo de organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, presentes naturalmente nas vinhas e que somente sob certas condicbes € que

se tornam prejudiciais.

Alguns autores tém sugerido a influéncia de fungos pertencentes ao género
Aspergillus no aparecimento da podriddo &cida. Varios estudos realizados em diferentes
paises tém revelado que Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger sdo os aspergilos
predominantes na vinha (Battilani et al., 2006, Bejaoui et al., 2006; Tjamos et al., 2006;
Perrone et al., 2006 e Serra et al., 2003). O solo e os detritos da videira no solo séo as

principais fontes de Aspergillus spp. na vinha (Kazi et al., 2007).

O Aspergillus parecem ser invasores secundarios das uvas depois de estas terem
sido danificadas pelas chuvas durante o periodo de maturagdo, outros fungos, insectos,
impactos mecanicos ou mesmo outros factores (Leong et al., 2006). Sabe-se que tanto o
Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger sdo produtores de ocratoxina A (OTA)
(Abrunhosa et al., 2001; Battilani et al., 2001;2003; Cabanes et al., 2001; 2002; Serra et al.,
2003; Tjamos et al., 2006). Algumas micotoxinas tem sido mencionadas nas uvas (patulina,
aflotoxina, tricotecenos), mas a OTA é considerada a mais toxica para a industria do vinho
(Hocking et al., 2007). A OTA é uma micotoxina com propriedades carcinogénicas,
imunotéxicas, nefrotdxicas e hepatotoxicas (Malfeito-Ferreira et al., 2009). No entanto, é
impossivel eliminar as micotoxinas a partir da uva principalmente porque é altamente estavel
e os fungos produtores sao uma parte integrante da ecologia associada com a uva (Bleve et
al., 2006). Actualmente, a pesquisa visa ao desenvolvimento de estratégias de controlo
biol6gico natural para reduzir a presenca de fungos e a producdo de ocratoxinas
(Dimakopoulou et al., 2008).

1.6.1.3. Insectos - Vectores

Os vectores mais importantes da podriddo acida parecem ser os dipteros do género
Drosophila, em particular Drosophila melanogaster que, pelo menos em Franca, constitui a
maior parte da populacdo do género encontrada nas vinhas, préximo da altura das vindimas
(Laurent, 1998). Em trabalhos desenvolvidos em Franca, mais propriamente em Bordéus,

foram identificados duas espécies de Drosophila spp., a Drosophila melanogaster e
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Drosophila simulans nas vinhas (Gravot, 2000), no entanto em anos propicios ao
desenvolvimento de podriddo acida a espécie Drosophila melanogaster é predominante
(Fremaud, et al., 2002).

Estes insectos de pequenas dimensbes, com adultos com 4 mm de comprimento,
amarelo acinzentado, com tipicos olhos encarnados e larvas brancas, possuem o abdomen
negro, sdo atraidas por substéncias odoriferas e pelos materiais em decomposicdo. As
fémeas efectuam as posturas, de coloracdo branca, nas lesdes existentes nos bagos, ao
mesmo tempo que se “carregam” de leveduras e bactérias, que transportam depois de bago
em bago, ndo s6 de forma externa (na cuticula e nas patas), mas também internamente.
Certos esporos permanecem viaveis mesmo apoés o transito intestinal no insecto (Amaro &
Freitas, 2004).

A Drosophila spp. assegura uma grande difuséo e proliferagdo dos microrganismos
nos locais privilegiados para o efeito, isto é nas feridas dos bagos (Bisiach et al., 1986;
Laurent, 1998; Meroni et al., 1996 e Delpuech, 1993). Os primeiros estudos foram realizados
por Phaff et al. (1956) que isolou leveduras como Hanseniaspora uvarum, Kloeckera
apiculata, Candida stellata e Candida krusei do tubo digestivo de diferentes espécies de
Drosophila spp. Fermaud et al. (2000) isolaram frequentemente Kloeckera apiculata e
Candida stellata, ndo s6 da superficie (sobretudo térax e das patas), mas também do papo
de espécies de Drosophila melanogaster e de Drosophila simulans, colhidos em vinhos da
regido francesa de Bordéus. Pontualmente, outras leveduras, como Metshnikowia
pulcherrima e Candida krusei, e diversos fungos filamentosos, como Rhizopus sp.,
Penicillium sp. e Botrytis cinerea, também foram isolados a partir de exemplares de
Drosophila spp. (Fermaud et al., 2002). Relativamente, a flora bacteriana, estes autores
encontraram frequentemente Gluconobacter spp., quer na superficie quer no papo e, com
menor frequéncia, Acetobacter pasteurianus. O poder fitopatogénico destes microrganismos,
transportados pelos insectos, revelou-se semelhante ao dos microrganismos presentes no

interior dos bagos podres (Fermaud et al., 2002).

Trabalhos recentes desenvolvidos por Barata et al., (2009), afirmam que o
desenvolvimento da podriddo &cida na vinha é dependente da presenca das moscas
Drosophila sp. na superficie das uvas. Afirmam também que as Drosophila sp. induzem o
aumento da populacdo bacteriana das uvas danificadas pela podridao 4cida trazidas pelas
moscas da fruta. A Zygoascus hellenicus e Issatchenkia terricola apenas foram detectadas
em uvas danificadas por podridao acida e sado transportados pelas moscas Drosophilas spp.
(Barata et al., 2009).
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Outro vector também referido na bibliografia associada a podriddo acida sdo os
nematodos. Trabalhos desenvolvidos em Verona, Italia, por Shann (1987a) revelaram que
as Drosophila spp. para além de transportarem a flora microbiana habitual, transportam uma
espécie de nematodo o Panagrellus zymosiphilus encontrado em bagos com podriddo, na
forma de ovos, larvas e adultos. Este neméatodo € portador de leveduras e que podera ser
transmitido pelas moscas (Shann, 1987b). Também Smith et al., (1992), provou que a partir
da espécie Botryozyma nematodophila foram isolados o nematodo (Panagrellus

zymosiphilus) proveniente de uvas afectadas com podriddo acida.

Também Lorrain & Romero (1999) detectaram a presenca sistematica de populacdes
consideraveis de nematodos do grupo dos saprofitas- bacteriéfagos, a superficie ou no
interior dos bagos atacados por podriddo acida. Estes nematodos, coabitavam com as
larvas de Drosophila spp. Segundo aqueles autores, o nematodo pode ter um papel
importante nas fases de explosdo da doenca, durante os periodos humidos, nos quais ele
possui uma actividade externa muito intensa, colonizando todo o cacho, servindo-se de
microfissuras existentes na pelicula, em particular nas zonas de insercdo peduncular. O
nematodo pode favorecer, deste modo, o alastramento da podriddo &cida aos bagos saos

explicando, assim, a ac¢do favoravel que a humidade tem no desenvolvimento da doenca.

1.6.2. Sintomatologia

A podridao acida manifesta-se ap6s o pintor, em particular na fase avancada de
maturagdo, onde ocorre o aumento do teor de agucar favorecendo o desenvolvimento desta
doenca (Guerzoni & Marchetti, 1987 e Bisiach et al., 1986;). O ataque inicia-se na
proximidade da zona de insercdo peduncular ou ao nivel das feridas existentes nos bagos,
nomeadamente devido a bicadas de passaros, accdo de insectos, agentes patogénicos,
granizo e micro/ macro fissuras resultantes das variagbes do tamanho dos bagos,
associados a alternancia de periodos de stress hidrico com outros de abundancia de agua
(Gravot et al.,, 2001). Esta doenca € responsavel por alteragcbes tipicas e facilmente
reconhecidas, caracterizadas pelo acastanhamento e desagregacéo da polpa (Bisiach et al.,
1986; Guerzoni & Marchetti, 1987). Os tecidos alterados sdo oxidados e adquirem uma
coloracao varidvel em funcdo do estado de evolugéo da podriddo e da casta em questdo. Os
bagos pertencentes a castas brancas, adquirem uma tonalidade castanha (Fig.4), enquanto
nas castas tintas a colorac¢édo é castanha violacea ou avermelhada (Fig.5 e Fig.6). Os bagos
alterados por bactérias acéticas apresentam, por vezes, uma cor mais clara do que a que é
induzida por leveduras (Gravot et al., 2001; Blancard et al., 2000 e Guerzoni & Marchetti,
1987).
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Apds o inicio da infec¢do a podriddo acida alastra-se rapidamente a totalidade do
bago, fazendo com que a pelicula se torne fragil até a ocorréncia da ruptura do bago. Como
consequéncia, ocorrem escorrimentos de sumo vado dar um aspecto luzidio aos bagos
situados mais abaixo. Esta situacdo favorece as contaminacdes secundérias por
escorrimento ou por contacto entre bagos podres e bagos sdos, sobretudo em cachos mais
compactos (Guerzoni & Marchetti, 1987 e Bisiach et al., 1986). Por ultimo, os bagos ficam
ocos/secos em relac@o ao seu conteldo visto que este € utilizado na sua totalidade devido a
completa fermentacdo e desintegracdo da polpa restando apenas a pelicula seca e
mumificada (Bisiach et al., 1986). Uma caracteristica da podriddo acida é o odor a &cido
acético ou vinagre, por vezes bastaste forte, que emana dos cachos e das videiras
parcialmente atacadas, e que resulta dos elevados teores a acido acético, e em menor grau,
de acetato de etilo formado (Guerzoni & Marchetti, 1987 e Bisiach et al., 1982).

Quando a podriddo acida ainda estda na fase inicial, é dificil de diagnosticar os
sintomas podendo ser confundidos com outras doencas, nomeadamente a podridao
cinzenta. A partir do pintor, este fungo provoca o acastanhamento dos bagos, adquirindo
uma coloracdo cinzento-escura, no entanto, a alteracdo dos bagos limita-se aos tecidos
situados imediatamente abaixo da pelicula, ndo se verificando a desintegracdo total da
polpa como acontece na podriddo &cida (Bisiach et al., 1986). Os fungos Botrytis cinerea e
Rhizopus stolonifer podem-se desenvolver em simultdneo com a podriddo 4cida, sobre os
mesmos cachos, mas nao sobre os mesmos bagos. Os bagos atacados por podriddo acida
nao sao invadidos por aqueles agentes, embora o contrario possa acontecer (caso em que
os agentes de podriddo acida beneficiam das microfissuras causadas pela Botrytis cinerea),
as infeccdes pré — existentes daqueles fungos séo inactivados: o acido acético da polpa dos
bagos atacados por podriddo Acida, inibe a germinacdo dos esporos e o crescimento dos

dois fungos, quer por contacto, quer por volatilizacdo (Gravot et al.,2001).

Também se observam, embora mais raramente, uns amontoados mucosos
esbranquicados que ndo devem ser confundidos com os ovos de Drosophila. Ao nivel das
feridas dos bagos podres, estes ovos ddo origem a larvas e pupas cuja presenca, em
grande numero, nos bagos atacados, € um factor distintivo da podriddo acida, tal como a
presenca de dipteros adultos (Gravot et al., 2001; Meroni et al., 1996). Ao microscopio
podem-se observar grandes quantidades de adultos, larvas e ovos de nematodos (Gravot et

al., 2001) e de acordo com Lorrain & Romero (1999), trata-se de nematodos saprofitas.
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Figura 4 — Sintomas de podriddo acida num cacho da
casta Chardonnay, na vinha da Regido da Bairrada
(Gomes, 2004).

Figura 5 — Sintomas de podriddo &cida num Figura 6 — Bagos esvaziados do seu contetido
cacho da casta Trincadeira Preta, na vinha e a presenca de Drosophila sp. na superficie da
do Instituto Superior de Agronomia, Vindima pelicula, na vinha Instituto Superior de
de 2008. Agronomia, Vindima de 2008

1.6.3. Alteracdo da composicado quimica dos vinhos

A podriddo acida das uvas € uma das preocupacdes actuais da viticultura e enologia. Nao

existem muitos estudos relativamente a influéncia de uvas afectadas pela podridao &cida na

estabilidade e na qualidade dos vinhos, comparada com os estudos efectuados por vinhos

afectados Botrytis cinerea.

A accdo indirecta da podriddo acida resulta da modificagdo da composicdo dos

bagos, em especial aumento da acidez volétil, devido a producéo de &acido acético (uvas

com 20% de ataque com podriddo &cida podem apresentar um aumento de acidez volatil de

0,25g de acido acético/litro) e da acidez total (para o0 mesmo nivel de ataque, 0 aumento de
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acidez total pode ser 0,25g de &cido tartarico/ litro). Verifica-se ainda, uma diminuigdo dos

conteudos em alcoois superiores, extracto seco e cinzas (Gomes, 2004).

Além disso, é possivel constatar uma reducdo dos teores de acglcar, hos mostos,
resultando vinhos com teores alcodlicos inferiores, a0 mesmo tempo que ocorre um
aumento da intensidade da cor, do acetato de etilo, do acido urénico, do glicerol, do &cido
galacturénico, do &cido piravico, do acido mucico e as vezes, do acido glucénico e das
substancias azotadas, embora também haja relatos da diminuicdo do azoto total (Guerzoni e
Marchetti, 1987). De acordo com Torres (1998), nas castas Moscatel, a podriddo acida
causa também um abaixamento do aroma varietal (devido aos 4&lcoois terpénicos).
Relativamente ao processo de vinificagdo constata-se alteragfes da composi¢cdo das uvas
quando afectadas pela podriddo acida, podendo esta afectar o crescimento das leveduras,
durante a fermentacdo alcodlica e até mesmo das bactérias lacticas, durante a fermentacéo
malolactica (Sponholz, 1992). Até determinadas concentracbes de acido acético, poderdo
ndo ocorrer problemas com a cinética fermentativa, pois apesar da espécie de levedura
dominante durante a vindima, ser diferente consoante as uvas estejam ou ndo atacadas por
podriddo acida. No entanto, Saccharomyces cerevisiae podera conseguir suplanta-la e
assegurar o desenrolar da fermentagéo alcodlica até ao fim (Laurent, 1998). Laurent (1998)
efectuou contagens de leveduras no decurso da fermentacdo alcodlica que demonstraram

que:

e Candida stellata era maioritaria (80 a 90 %) na vindima atacada por podridao
acida, mas as leveduras Saccharomyces spp. asseguravam o fim da fermentacéo
alcodlica;

¢ Nas vindimas sas, Kloeckera apiculata estava presente em 90% no inicio da
fermentacédo alcodlica, mas depois S. cerevisiae passava a representar 90 e 100%

da flora perto do fim da fermentacéo alcodlica.

Laurent (1998) afirma que se deve efectuar uma sulfitagem de 80 mg de SO,/ |I; uma
boa inoculagéo de estirpes de Saccharomyces spp. no inicio bem como de bactérias no fim
da fermentacdo, permite reduzir o tempo de laténcia e adiantar o inicio da fermentacéo

malolactica.

Para complementar estes trabalhos, Zoecklein (2000a) desenvolveu diversos
estudos na Virginia, com objectivo de descrever a influéncia da utilizagao de uvas afectadas
pela podriddo acida na qualidade dos mostos. Tanto Botrytis cinerea como a podriddo acida

apresentam uma influéncia na quimica dos vinhos, como descrito na Tabela 3.
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E de salientar que nestes dois tipos de vinhos é frequente observar-se niveis

elevados de acido acético e lactico.

Tabela 3 — Comparacgao de mostos de vinhos da casta Riesling na Virginia (Zoecklein, 2000a)

Uvas Sds  Uvas afectadas por Uvas afectadas por
Botrytis cinerea podridao acida
Brix 18,5 21 16,0
Acidez total (g/l) 8,0 6,5 50
pH 3,3 3,5 >3,4
Acido glucénico (g/) 0,5 1-5 >0,5
Acido acético (g/l) 0 1,1 >1,5
Glicerol (g/l) Vestigial 1-10 Vestigial
Etanol (%, v/v) 0 0-vestigial >0,2%
Lacase (ug/ml) Vestigial 0,1-8 vestigial até 0,5
Glucano (mg/l) 0 247 65

Tanto Botrytis como a podridao acida reduzem os niveis de azoto disponiveis para o
metabolismo das leveduras, para além disso os niveis de tiamina (vitamina B,) e piridoxina
(vitamina Bg) s@o esgotados. Por esta razdo este autor sugere que os vinhos produzidos a
partir de uvas danificadas com estas doencas devem ser suplementadas com azoto e
vitaminas evitando assim os amuos de fermentacdo e uma possivel formagcédo de H,S. Tal
como outros fungos Botrytis cinerea produz lacase, que catalisa a oxidagdo dos compostos
fendlicos, isso, combinado com a perda de aroma varietal € um problema causado pelas
podriddes (Zoecklein, 2000a). Os principais compostos fendlicos das uvas, o acido cafeico e
0 acido p-cumarico livres sao esterificados com o &cido tartarico e transformados em
quinonas pela lacase provocando a polimerizagéo originando o escurecimento da uva, mais

dificil de detectar em uvas tintas (Zoecklein, 2000a).

A lacase é resistente ao diéxido de enxofre, ndo sendo facilmente removida pela
bentonite e, é activada na presenca de alcool, por isso é importante a reducdo do tempo de
pré-fermentagéo (Zoecklein, 2000a).

O acido glucénico é considerado um indicador de contaminagéo das uvas, podendo
afectar a qualidade a qualidade organoléptica do vinho (McCloskey, 1974). Sponholz e
Dittrich (1985) apenas referem as bactérias acéticas como produtoras de acido glucénico em
vez dos fungos, Zoecklein (2000b) afirma que a presenca de Aspergillus, Botrytis e
Penicillium sp provoca a oxidacdo da glucose produzindo &cido gluconico que nado é
utilizado por leveduras nem por bactérias (Benda, 1984), podendo ser utilizado como

indicador de podridao.
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Num estudo mais recente Ramachandran et al. (2006) considera que o acido
glucénico é produzido por algumas espécies de bactérias e leveduras como Pseudomonas
savastanoi, Gluconobacter oxydans, Acetobacter methanolicus e Aureobasidium pullulans.
O aumento de &cido glucénico permite juntamente com o dioxido de enxofre reduzir a
quantidade de SO, livre, levando ao aumento da dose de SO, necesséria para proteger o
vinho da oxidagcdo e do ataque microbiano durante o armazenamento e envelhecimento
(Peinado et al., 2009).

Ribereau-Gayon (1988), sugere que a propor¢cdo de glicerol para acido gluconico
indica a “qualidade” da podridao, quando esta propor¢ao € elevada indicam podriddo nobre
e propor¢cdes mais baixas sugerem a podriddo acida. Para este autor, um dos maiores
impactos da presenca de podridao acida nos vinhos é a formacao de polissacéaridos que
originam problemas de clarificacdo, pois as pectinas sdo hidrolizadas pela
poligalacturonases formando B-1,2 e 1,6-glucanas. No vinho o alcool etilico faz com que as
cadeias de glucano se agreguem inibindo a clarificacdo e a filtracdo. Abaixo encontra-se

uma tabela resumo sobre a incidéncia quimica de podriddes em mosto de uvas.

Tabela 4 — Incidéncia quimica de diversas podriddes no mosto/uva.

Qualidade da Acido acético (g/L) Acido glucénico (g/L) Glicerol
uva
Uvas sas 0 (Zoecklein, 2000) >0,5 (Peinado, 2009) Vestigial

0,5 (Ribereau-Gayon, Zoecklein,

1988) 2000)
Podridao <1 (Ribéreau-Gayon et al., 2006) 1/2 (Flanzy, 2000) 1-10 (Flanzy,
Nobre 1,28/5,89 (McCloskey, 2000)

1974)
Podridao <1,1 (Anénimo, 2009) 2,0/5 <20 (Anémimo,
Cinzenta 1/5 (Ribereau-Gayon, 2009)

1988)
Podridao 0,3-12,4 (Guerzoni e Marchetti, <25 (Ribéreau-Gayon et Vestigial
Acida (1986) al., 2006) (Zoecklein,

<1,5[2] 2000)

<40(Ribéreau-Gayon et al., 2006)

1.7. Estratégias de proteccao

1.7.1. Estimativa do risco e tomada de decisao

N&o existe um modelo que permita estimar os riscos de ataque da podriddo acida
Gomes (2004) e de acordo com Pafos (1998b), para efectuar a estimativa do risco da
doenca, devem-se observar os cachos, a partir da maturagcdo, procurando feridas que

aparecam nos bagos, e tentando localizar a presenca de dipteros Drosophila spp. e do odor
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a vinagre. As cepas mais vigorosas e com maior carga, existentes numa parcela, devem ser
alvo de maior vigilancia. Relativamente a Drosophila spp., também né&o existe um modelo de
previsdo de risco, pelo que o seu aparecimento é imprevisivel (Gomes, 2004). Pafios
(1998a) refere um método que consiste na colocacdo de armadilhas com vinho, vinagre e
polpa como atractivo. Estas armadilhas que deverdo ser observadas regularmente, devem
ser colocadas na vinha no inicio do pintor, ou seja, quando comeg¢a a aumentar o teor em

acucar dos bagos.
1.7.2. Meios de proteccao

Os meios de proteccdo devem incidir sobre medidas que evitam tudo o que possa
causar feridas nos bagos, recorrendo a todos os meios que possibilitem uma reducdo do
vigor da vegetacéo e evitem uma folhagem muito densa, de forma a reduzir a humidade ao
nivel dos cachos. Deste modo, torna-se importante uma boa proteccao fitossanitaria relativa
a inimigos que possam danificar a pelicula dos bagos, sobretudo a partir do pintor, como
seja o mildio, o oidio e a traca da uva. E importante também ter cuidado com as fertilizacdes
azotadas e com a rega durante a maturagdo, com a condugdo e poda das videiras
(efectuando inclusivé podas em verde que favorecam uma boa ventilagdo da zona dos
cachos) com a escolha dos porta-enxertos (ndo muito vigoroso, devem estar adaptados ao
solo e apresentar sistemas radiculares profundos) e das castas (evitando, se possivel, as
mais sensiveis), de forma a evitar o amontoar de cachos e folhagem, conseguindo cachos
de tamanho médio. O enrelvamento também podera contribuir para a limitacdo da doenca,
através da reducdo do vigor da vinha (Laurent, 1998; Lorrain & Romero, 1999; Pafos,
1998b).

Na opinido de Pafios (1998b), o recurso a substancias fitorreguladoras podera
apresentar vantagens para a producao de cachos menos compactos, contribuindo também
para a seleccdo de clones dirigidos para a producéo de cachos soltos de tamanho médio e
com pelicula resistente. Recentemente, na Suiga, foi utilizado uma hormona bioreguladora,
a giberelina (GAs), que ocorre naturalmente na uva, influenciando a morfologia do cacho
estimulando o alongamento e a divisdo celular, reduzindo assim a fecundac&o n&do deixando
qualquer tipo de residuos na vinha. Na viticultura, a aplicacdo de GA; deve coincidir com a
floracéo para atingir os objectivos desejados. Os testes realizados durante quatro anos em
Pinot Noir, mostra a redugcdo de podriddo cinzenta e da podriddo &cida, sendo que o0s
melhores resultados foram obtidos com doses de 50 e 100 ppm de GAj;, sem afectar
negativamente a qualidade da uva e do vinho. Doses mais baixas (10 e 20 ppm), também
tiveram efeito positivo na reducao da podridéo acida, o que é proporcional a dose aplicada
(Spring & Viret, 2009).
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A realizacdo de mondas de cachos convém ser efectuada antes do pintor ou, caso
contrério, acompanhé-las da limpeza da parcela, no que respeita aos cachos caidos no solo
(Torres, 1998). A presenca de frutos em putrefac¢do, no solo ou nas plantas, devera ser

sempre de evitar, visto que podem contribuir para um foco de infeccéo (Pafios, 1998a).

A aplicacdo de meios de protec¢ao quimica contra a podridao acida € muito limitada.
Segundo Laurent (1998), nenhum dos fungicidas existentes para combater a podridao
cinzenta tem qualquer ac¢ao sobre os agentes da podriddo 4cida, embora Pafos (1998b)
refira que as dicarboximidas permitam ligeiras diminui¢cdes da doenca. Segundo Bisiach et
al. (1986), a actividade destes fungicidas (ineficazes contra leveduras e bactérias) na
reducdo da podriddo &cida, resulta na eliminagéo de Botrytis cinerea, que causa feridas nos
bagos. O mesmo papel € desempenhado pelos fungicidas anti-mildio e anti-oidio,
relativamente, a reducdo das feridas causadas por estas doencas. Para além disso, nao
existe substancias activas eficazes que se possam usar contra os agentes da podridao
acida (bactérias e leveduras). Bisiach et al. (1986), refere que os fungicidas do grupo das
ftalimidas apresentam uma grande toxicidade relativamente a leveduras, permitindo uma
boa reducdo da podriddo acida, mesmo em baixas concentra¢cdes, no entanto, a sua

utilizacdo depende dos residuos que deixa no mosto, que € bastante elevada.

Sabe-se que a acgdo do cobre é eficaz contra os agentes das podriddes, sendo
importante a realizagdo de um tratamento com fungicidas contendo cobre, que tem uma
accdo fungistatica e bacteriostética, ainda n&o esclarecida, contra agentes da podriddo
acida Meroni et al. (1996). Segundo Meroni et al. (1996), mostraram haver uma correlagéo
entre o abandono da aplicacdo do cobre e 0 aumento da incidéncia da doenca. Lorrain &
Romero (1999) colocam a hipétese do cobre ter, ainda, um efeito tamp&o da humidade dos
cachos, prejudicando assim, a actividade do nematodo Turbatrix aceti e limitando a sua

accao no alastramento da podridao acida.

De acordo com Torres (1998), os tratamentos com cobre tém uma certa eficacia mas
ndo asseguram uma proteccdo completa da vinha relativamente a podriddo acida. No
entanto, os tratamentos com cobre poderdo deixar residuos sobre as uvas tratadas, tanto
mais quanto maior for o numero de tratamentos mas dependendo, sobretudo, do
posicionamento do Ultimo tratamento relativamente a vindima. Todavia, parece que 0s
residuos encontrados nos mostos desaparecem, em grande parte, durante a fermentacdo
alcodlica, ndo se detectando nos vinhos produzidos (Torres, 1998). Para Meroni et al. (1996)
a adicdo de calda bordalesa parece ter, por vezes, uma accdo desfolhamento ao nivel da
zona tratada, permitindo assim, um melhor arejamento dos cachos, sem necessidade de

desfolha manual.
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Laurent (1998), afirma que o combate directo aos dipteros do género Drosophila,
vectores da doenca e Delpuech (1993) pensa que deverdo ser considerados e tratados
como verdadeiras pragas, ndo sO das culturas mas também da industria alimentar, visando
a sua reducdo através da aplicacdo de insecticidas. Como ndo existe nada homologado
especificamente contra estes dipteros na vinha os ensaios realizados respeitaram as doses
homologadas para a traca das uvas, utilizando organofosforados e/ou piretréides, no
entanto, foi conseguida alguma reducdo da intensidade do ataque da podriddo 4cida,

embora nem sempre muito significativa (Laurent, 1998).

Mas, segundo Pafios (1998a), os insecticidas especificos contra dipteros nédo séo
muito eficazes (ndo atingindo larvas e pupas que se encontram dentro dos bagos e a sua
accao é relativa e de curta duracdo) e as aplicacdes contra pragas como as tracas dos
cachos, embora contribuam para a reducéo da populagcéo de Drosophila spp., também néo

resolvem o problema definitivamente.

1.8. Enquadramento e objectivos do trabalho

Em enologia, € de conhecimento comum que uvas afectadas com podriddo acida
originam vinhos de menor qualidade e de maior instabilidade microbiana. No entanto, ndo é

claro o seu efeito real na fermentacao vinaria e na qualidade final dos vinhos produzidos.

O presente trabalho vem na sequéncia da investigagéo realizada no laboratoério de
Microbiologia do Instituto Superior de Agronomia, sobre a flora contaminante de uvas com
podridao &cida desde 2003, tendo-se demonstrado a presenca de leveduras de alteragéo de

vinhos neste tipo de matéria-prima (Barata et al., 2008 a, b).

O objectivo global deste trabalho foi avaliar o efeito da utilizacdo de uvas afectadas
por podridao acida nas fermentacdes vinarias e avaliar a qualidade final dos vinhos. Para a

sua concretizagdo foi realizado um conjunto de ensaios, englobados nas seguintes tarefas:

1. Realizagdo de 5 ensaios de microvinificagdo com matéria-prima sd e com varios
niveis de podridao;

2. Acompanhamento das fermentacdes das diferentes modalidades através da
densidade, temperatura e acidez volatil no decorrer da fermentacao;

3. Analise quimica convencional ao mosto de encuba, ao vinho apds a fermentacéo

malolactica e estagio em garrafa;
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4. Andlise quimica das modalidades estudadas por Espectrometria de Infravermelho
por Transformadas de Fourier (FTIR) ao mostos de encuba e ao vinho apos a
fermentagdo malolactica;

5. Analise microbioldgica dos vinhos para pesquisa de leveduras totais, leveduras de
alteracdo de vinhos, bactérias acética e lacticas apds a fermentacdo malolactica e
estagio em garrafa;

6. Andlise sensorial aos vinhos apos a fermentacdo malolactica e estagio de 6
meses em garrafa, recorrendo a um painel de provadores com objectivo de

verificar a existéncia de diferencas qualitativas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Vindima

Os ensaios experimentais foram realizados durante a vindima de 2008, numa vinha
experimental do Instituto Superior de Agronomia (ISA), situada na Tapada da Ajuda, Lisboa
(Vinha do Almotivo, 38° 42°31. 40""N de latitude e 9° 11°13. 62 O de longitude). O estudo
incidiu nas parcelas referentes as castas tintas Trincadeira Preta e Cabernet Sauvignon,

conduzidas segundo o sistema de conducdo monoplano ascendente.
2.1.1. Controlo de maturacéo

A marcacdo da data de vindima foi suportada recorrendo a determinacao de alguns
parametros analiticos, pH, °Brix, grau provavel e acidez total (analises realizadas no
Laboratério Ferreira Lapa do ISA). A amostragem foi realizada uma vez por semana,
analisando cerca de 300 bagos, de cada casta, recolhidos aleatoriamente ao longo da

parcela da casta Trincadeira Preta e Cabernet Sauvignon.
2.2.  Microvinificacdes de uvas com podridao acida

Na Tabela 5 apresentam-se as diferentes modalidades de vinificagdo testadas,
referindo a casta e a percentagem de uva utilizada em fungdo do estado sanitario, na figura
7 encontram-se esquematizados os ensaios de microvinificagdo, realizados na Adega do
ISA.

Tabela 5 — Percentagens e variedade de uvas utilizadas nos 5 ensaios de microvinificagéo realizados
durante a vindima de 2008.

Modalidades de vinificacdo (% uvas)

i To Tso Tso Cro CTs
Casta Sanidade 0%
Testemunha _ S0 i ra Testemunha 'estemunha
Podridso Trincadeira
Trincadeira s 100 0 o " —
Preta
Po,drldao o 20 50 B i
acida
Cab_ernet . B B B - 0
Sauvignon
*Testemunhas
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30 Kg de uvas Esmagamento e
tintas desengace total

l

Encuba em
microvinificadores de —>
50 L

Figura 7 — Esquema dos ensaios de microvinificagcdo realizados nas vindimas

2.2.1. Vinificacdes

As uvas foram transportadas em caixas de 20 Kg para a adega experimental do ISA
e pesadas as quantidades necessarias para cada modalidade de microvinificacao.
Posteriormente, as uvas foram esmagadas e desengacadas num esmagador desengacador,
foi medido o volume de mosto obtido (parte liquida) e pesados os engacos. ApOs 0O
esmagamento e desengace total, procedeu-se a distribuicdo dos mostos e das massas
correspondentes a um total de 40 Kg de uva por modalidade em microvinificadores de
capacidade de 50 L, seguindo-se a desinfec¢cdo dos mostos com a adi¢cdo de 50 mg/ L de

metabissulfito de potassio (MK).

Apéds a encuba, os mostos foram deixados a temperatura ambiente durante um

periodo de aproximadamente 18 horas em maceracgéo pelicular pré-fermentativa.

2.2.2. Levedurade fermentacdo inoculada

Neste trabalho foi utilizada uma estirpe de levedura Saccharomyces cerevisiae (ISA
1000) pertencente a coleccéo de leveduras do Laboratorio de Microbiologia do ISA, isolada

de um fermento comercial (Fermivin®, DSM, Delft, The Netherlands).

2.2.3. Preparacéo do inoculo

O inéculo foi preparado a partir de trés ansadas de uma cultura fresca obtida apés
incubacado a 25°C em placa de meio de cultura genérico GYP (composto por glucose 20g/L
(Merck, Darmstadt, Germany), extracto de levedura 5¢g/L (Oxoid, Hampshire, UK), peptona
5g/L (Oxoid) e agar 20g/L a pH 6), durante 24-48h. A biomassa fresca inoculada num baléo

de Erlenmayer de 3000 mL contendo meio de cultura GYP liquido.

26



MATERIAL E METODOS

2.2.3.1. Avaliacao da viabilidade celular e calculo do volume de in6culo

Todos os ensaios foram inoculados com uma concentracdo de 10° cel/ mL da estirpe
referida em 2.2.2. A quantificagdo do numero de células totais por mL de cada ensaio foram
determinadas por contagem directa das células em hemocitémetro (Camara de Neubauer),
apoés coloragdo com azul metileno. Para tal, foi utilizada uma técnica referida por Thomas et

al., (1978), adaptada de Fink e KUhler, a seguir descrita.

Retiraram-se 500 ul de inéculo que foram introduzidos num tubo Eppendorf contendo
500 pl de uma solugao de coloragao, composta por 0,01% (p/v) de azul metileno (Merck) e
2% (p/v) de citrato de sédio (Sigma), pH 7,6. A mistura foi homogenizada num vortex,
deixando-se em repouso durante 5 minutos. De seguida, esta mistura foi diluida de forma a
encontrar a diluicdo adequada que permitisse efectuar uma contagem de células numa
camara de contagem. Com auxilio de uma micropipeta (Gilson), retirou-se uma aliquota da

diluicdo adequada, a qual foi introduzida sob a superficie da cAmara de contagem.

Neste método, as células viaveis sdo contabilizadas por observagdo microscopica,
apresentando-se incolores, ao contrario das células nédo viaveis, que surgem coradas de

azul.
2.2.4. Fermentacdo dos mostos

As modalidades em estudo foram inoculadas com o indculo preparado anteriormente,
descrito 2.2.3. O volume de in6culo a adicionar em cada ensaio foi determinado de acordo
com o descrito em 2.2.3.1. Todos os microvinificadores foram inoculados com uma

concentracdo de 10° cel/mL da estirpe de levedura referida em 2.2.2.

A fermentagcdo das modalidades em estudos foi acompanhada por leituras bi-diarias
da massa volumica (utilizando um mostimetro) e de temperatura (ver Anexo 1), efectuando-
se, ao longo da fermentacdo remontagens manuais bi-diarias das massas. Para a avaliacédo
da producdo de acido acético durante as fermentacdes, foram retiradas diariamente
amostras para a determinacdo da acidez volatil expressa em acido acético (NP 2140) ao
longo de toda a fermentacdo. Visto que algumas modalidades apresentavam uma
percentagem mais elevada de alcool foi necessario fazer um suplemento com 50 mg/L de
difosfato de amonio (DAP), sempre que se verificou um abrandamento na fase final da

fermentacéo.
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2.2.5. Fim de fermentacgéo

Durante a fermentacédo, as peliculas e as grainhas encontravam-se em contacto com
0 mosto permitindo a extraccdo de componentes da cor, bem como outros compostos. Apos
a fermentacdo alcodlica os vinhos foram prensados utilizando uma prensa hidraulica e foi
realizada a primeira transfega dos vinhos, estes foram colocados em garrafées de vidro de
5, 10 e 20 litros.

2.2.6. Fermentagdo malolactica

A fermentacdo malolactica (FML) ocorreu espontaneamente e a temperatura
ambiente para todas as modalidades excepto na amostra T50, onde foi necessario recorrer
a inoculacdo de bacterias lacticas utilizando um fermento comercial (Enoferm), seguindo

criteriosamente as instrucdes dadas pelo fabricante.

No fim da FML, foi feita a segunda transfega, contabilizando o volume de vinho limpo
e a quantidade de borra, em seguida procedeu-se & correc¢do do sulfuroso com 40 mg/L de
MK antes do engarrafamento. Os vinhos foram engarrafados em garrafas de 0,75 L ficando

em estagio durante 6 meses na adega experimental do ISA.

2.3. Determinac@es analiticas

As modalidades em estudo foram sujeitas a uma andlise quimica convencional ao
mosto de encuba, ao vinho em fim de fermentacdo e apds seis meses em estagio. Estas
andlises realizaram-se no Servico de Andlises do Laboratério de Enologia do Departamento
de Agro-Industrias e Agronomia Tropical (DAIAT) no ISA, tendo sido determinados os
seguintes parametros analiticos: massa volumica a 20°C (p,), teor alcodlico volumétrico a
20°C (NP 2143), acidez total expressa em acido tartarico (NP 2139), acidez volatil expressa
em acido acético (NP 2140), sulfuroso (SO,) livre e total (NP 2220), acUcares redutores (NP
2223), intensidade e tonalidade da cor (O.1.V., 1990), indice de polifendis totais determinado
pelo produto da absorvancia a 280nm pelo factor de diluicdo (Ribéreau- Gayon, 1970),
antocianinas totais pela descoloracdo pelo bissulfito de sodio (Ribéreau-Gayon, 1965) e

pesquisa da fermentacdo malolactica (FML).

Foram ainda, realizadas analises complementares ao mosto, vinho em fim de
fermentacdo e vinho ap6s 6 meses de estagio pelo Servico de Andlises da Adega
Cooperativa de Borba por Espectrofotometria de Infravermelho por Transformadas de

Fourier (FTIR), que permite a quantificacdo numa so6 andlise, varios parametros de
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maturacdo e sanidade das uvas. O produto GrapeScan, permite analisar, em cerca de 1
minutos 0s seguintes parametros: glucose/frutose (g/L), grau Brix, acidez total expressa em
acido tartarico (g/L), pH, acido tartarico (g/L), acido malico (g/L), acidez volatil expressa em
acido aceético (g/L), amédnia (mg/l), alfa amino azoto (mg/L) azoto assimilavel total (mg/L),
potassio (mg/L), indice podriddo cinzenta, indice podriddo acida. Trata-se de um método de
andlise indirecto, sendo necesséria a calibragdo para todos os parametros a analisar, esta

por sua vez deve ser ajustada a matriz de mosto ou do vinho a analisar.

2.4. Anélises microbioldgicas

No final da FML e apds o estagio de 6 meses em garrafa, devidamente corrigido com
sulfuroso e engarrafado, foi retirada uma garrafa de 0,75 L das cinco modalidades em
estudo e procedeu-se a analise microbioldgica da flora de leveduras totais, o despiste da
flora de leveduras de alteracdo, Dekkera bruxellensis e Zygossacharomyces, e

contaminacao por bactérias lacticas e acéticas.
2.4.1. Meios de cultura utilizados

Para a contabilizacdo de leveduras totais presentes, recorreu-se ao uso do meio
GYP com bifenil (0,5g/L) (descrito no ponto 2.2.3). Para a deteccdo de leveduras de
alteracdo dos vinhos foram usados meios selectivos e diferenciais designados por
Dekkera/Brettanomyces Differential Medium (DBDM), descrito por (Rodrigues et al., 2001) e
Zygosaccharomyces differential médium (ZDM) descrito por (Schuller et al., 2000) no
despiste de Dekkera/Brettanomyces e Zygossacharomyces, respectivamente. Para a
quantificag@o de bactérias lacticas e acéticas presentes nas modalidades em estudo foram
utilizados meios de cultura liquidos, Mann Rogosa Sharpe, (52g/L MRS, Oxid, 20g Agar-
Agar, depois de esterilizar preparar a solugéo de L-cistina 0,5g/mL com 2,59 L-cistina e 5 mL
adgua desmineralizada em seguida esterilizar por filtracdo de membrana 0,2um e armazenar
no frigorifico) e GY Penicilina e Pimaricina (10g extracto levedura, 50g glucose, acertar pH
4,5, 27g agar-agar, 1000ml agua desmineralizada), apés a esterilizacdo preparar as
solucdes stock de penicilina 3000U/mL (0,0188g penicilina, 10 mL agua desmineralizada,
esterilizacao por filtragdo em membrana 0,20um e adicionar 1 mL de solucao estéril para 1
mL de meio e armazenar no frigorifico) e solucdo Pimaricina/Natamicina (100 ppm) igual
Delvocid (200 ppm) (0,2g Delvocid, 5 mL DMSO, adicionar 5 mL preparados directamente a

1 mL de GY esterilizados) respectivamente.
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Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 120°C durante 15 minutos e
vertidos em placas de petri no caso dos meios de cultura solidos relativamente, aos meios

de cultura liquidos foram vertidos em tubos apropriados para este tipo de andlise.
2.4.2. Quantificacdo dos microrganismos apds a F.M.L

As garrafas contendo as amostras de vinho em estudo, foram abertas em condiges
de assépsia. A quantificagdo da flora total presente nos vinhos foi efectuada através da
contagem de col6nias em placas, método que permite quantificar o nimero de unidades
formadoras de colénias (UFC/mL), recorrendo a diluicdes. Neste caso foi apenas necessario
duas diluicbes (10" e 10?) em tubos contendo 9 mL de solucdo de Ringer estéril. Esta
contagem foi realizada por espalhamento de 0,1 mL de vinho ou da diluicdo apropriada em
meio GYP com bifenil (em duplicado). As placas de GYP com bifenil foram posteriormente
colocadas invertidamente na estufa a 25°C e os resultados anotados ao fim de 5 dias, as

coldnias foram examinadas visual e microscopicamente.

Para a quantificacdo das colonias crescidas nos meios de cultura selectivos e
diferencias, DBDM e ZDM, foi efectuada com recurso a de filtracdo de membrana. Foram
Filtrados em duplicado, 1 mL, 10 mL e 100 mL de cada amostra, em membrana de 0,22 um
de poro (Millipore). Os filtros foram colocados nas placas com meio de cultura DBDM e
ZDM, respectivamente estas foram, em seguida as placas foram colocadas invertidas na
estufa a uma temperatura de 25°C, sendo o crescimento acompanhado ao longo do tempo e
os resultados anotados ao fim de 12 dias, as colénias foram examinadas visual e

microscopicamente.

Para a avaliacdo da existéncia de bactérias acéticas e lacticas nas modalidades em
estudo recorreu-se a técnica do Numero Mais Provavel (N.M.P), este método consiste em
fazer um numero de diluicbes suficientes da amostra até a extingdo. As amostras foram
inoculadas em triplicado em meio MRS e meio GY liquido. Para cada uma das amostras de
cada vinho, foram inoculados os seguintes volumes: 1 mL de vinho para 3 tubos contendo (5
mL de meio de cultura MRS e 3 mL de meio GY) e 1 mL de uma série de diluicbes decimais
de cada amostra, desde 10" a 10 (usando tubos com 9 mL de solugéo de Ringer estéril),
para 3 tubos contendo cada um dos meios de cultura referidos. As amostras foram incubar
na estufa a 30°C durante 5 dias

O N.M.P. obteve-se directamente a partir de uma tabela (ver anexol), em funcéo de
um numero de trés algarismos representativos do nimero de tubos positivos de uma série

de trés diluicdbes ordenadas e consecutivas, correspondendo a mais concentrada, ao
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algarismo das centenas. A seleccdo das trés diluicdes definidoras depois namero referido
(numero caracteristico), foi realizada aplicando aos resultados experimentais, um conjunto

de regras definidas pelo método (anexo 1).

A leitura dos resultados consiste em contar, para cada diluicdo, o nUmero de tubos
positivos. Este nimero permite a entrada em tabelas estatisticas, designadas por tabelas

estatisticas de Migrada que fornece o NMP de microrganismos.

Este método é util na contagem de microrganismos que nao crescem em meio de
cultura sélida mas também em contagem de bactérias que crescem em meios liquidos

diferenciados.

2.4.3. Quantificagdo dos microrganismos ap6s 6 meses de estagio em garrafa

Para esta analise foi decidido recorrer a filtracdo de membrana para a quantificagéo
da flora total, leveduras de alteracdo crescidas em meio de cultura DBDM e ZDM. As
garrafas de vinho contendo as amostras de vinho a analisar, foram abertas em condi¢des de
assepsia. Foram filtrados em duplicado 1 mL, 10 mL e 100 mL de cada amostra de vinho,
em membrana de 0,22 ym de poro (Millipore). Para a contabilizagdo da flora total a
membrana foi colocada nas placas com meio de cultura GYP com bifenil, para avaliar a
presenca de leveduras do género Dekkera bruxelensis e Zygosaccharomyce a membrana

foi colocada em placa DBDM e ZDM respectivamente

As placas foram colocadas invertidas em estufa a uma temperatura de 25°C, sendo o
crescimento acompanhado ao longo do tempo e os resultados anotados ao fim de 12 dias
no caso das leveduras crescidas nos meios de cultura selectivos e diferencias (DBDM e
ZDM) e sensivelmente 5 dias depois no caso das leveduras totais, as colénias foram
examinadas visual e microscopicamente. Relativamente, as bactérias acéticas e lacticas

procedeu-se da mesma maneira ao descrito no ponto 2.4.2.

2.4.4. Isolamento e purificacdo da flora de leveduras apos F.M.L e estagio em garrafa

A partir dos isolados obtidos nos diferentes meios de cultura sélidos utilizados, foram
observados e seleccionados os diferentes tipos morfologicos das colonias representativas

da biodiversidade encontrada.

Para cada modalidade em estudo, foram purificadas os varios isolados através da

realizacdo de placas de isolamento contendo meio GYP solido (descrito no ponto 2.2.3.).
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2.4.5. ldentificacdo dos isolados de leveduras obtidas nas andlises microbioldgicas

Apbs a purificacdo dos isolados obtidos em 2.4.4., os mesmos foram enviados para o
servico de identificacdo de leveduras do Laboratério de Microbiologia do ISA. A identificacao
foi realizada recorrendo ao método molecular de andlise por PCR-RFLP da regido do gene
5.8S-ITS do rRNA das leveduras (Esteve- Zarzoso, et al., 1999).

2.5. Andlise Sensorial

2.5.1. Anadlise sensorial antes da FML

A primeira analise sensorial foi realizada em prova cega por um painel de 8
provadores, numa sala de provas localizada no laboratério do DIAP. Foi elaborada uma
ficha de prova onde se encontravam descrito alguns atributos utilizados para a
caracterizacdo de cada um dos vinhos tintos foi a seguinte: cor (intensidade), aroma
(intensidade, qualidade, equilibrio) gosto (intensidade, qualidade, equilibrio, corpo,
persisténcia, fim de prova) e apreciagdo global. Para a avaliacdo dos atributos cor, aroma e
gosto foi utilizado uma escala numérica continua (1 a 5), relativamente, a apreciacao global
utilizou-se uma escala hedodnica crescente de 0 a 20 (ficha de prova em Anexo 2). A analise
estatistica foi feita recorrendo ao teste de distribuicdo simples t-Student (p<0.05) e as somas

parciais de cada um dos atributos.

2.5.2. Anadlise sensorial apds seis meses de estagio

Apbs seis meses de estagio em garrafa os vinhos foram sujeitos a nova analise
sensorial. Esta analise foi realizada em prova cega utilizando um painel de 15 provadores,
este ensaio foi realizado na sala de provas do DIAP. Para esta prova foi elaborada nova
ficha de prova na qual os atributos utilizados para a caracterizagdo de cada um dos vinhos
foram os seguintes: cor (intensidade), aroma (intensidade, limpeza), gosto (intensidade,
limpeza, equilibrio, corpo, persisténcia, fim de prova) e apreciacao global (ficha de prova em
Anexo 3). A avaliagdo dos atributos cor, aroma e gosto foi feita recorrendo a uma escala
numeérica crescente e continua (1 a 5), quanto a apreciacao global utilizou-se uma escala
hedénica crescente de 0 a 20 (ficha de prova em Anexo 2). O tratamento estatistico foi

realizado utilizando o teste t-Student (p<0,05).

Nesta fase, os varios vinhos foram sujeitos a outro exercicio sensorial utilizando o
mesmo painel de 15 provadores, para cada vinho provado o provador teria de associar ao
nivel do aroma uma ou mais caracteristicas gerais, nomeadamente, a caracteristica floral,

frutado, complexo, incaracteristico, maca, podre, volatil, cola, quimico e outros.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Controlo de maturacao

O controlo de maturacéo foi realizado nas parcelas das castas Trincadeira Preta e
Cabernet Sauvignon da vinha do Almotivo localizada no ISA conduzidas pelo sistema de
condugdo monoplano ascendente. Este controlo foi executado recorrendo a determinagéo
de alguns parédmetros quimicos. Nas tabelas 6 encontram-se os resultados dos parametros
determinados, com base nestes resultados foi possivel acompanhar a maturacao das uvas e

determinar a marcacao da vindima para o dia 15 Setembro de 2008.

Tabela 6 — Controlo de maturacéo da casta Trincadeira Preta e Cabernet Sauvignon.

Alcool _
Castas Data pH ° Brix provavel Acidez total

(% vIv) (g/L)
25-Ago 3,22 19,3 10,6 5,8
Trincadeira 01-Set 3,36 20,0 11,0 5,6
Preta 04-Set 3,48 21,4 11,9 4.8
08-Set 3,43 20,8 11,5 4,7
15-Set 3,45 21,8 12,1 4,7
Cabernet 04-Set 3,36 21,2 11,8 7,0
Sauvignon 08-Set 3,35 22,6 12,7 59
15-Set 3,36 23,3 13,1 6,3

3.2. Rendimentos de vindima

O rendimento foi determinado através de um balango de massas, com objectivo de
determinar o efeito das uvas afectadas por podriddo no rendimento de uva e de vinho. A
tabela 7 mostra como foram obtidas as misturas de uvas com diferentes percentagens de

podridao acida.

Tabela 7 — Rendimento da vindima de 2008

0, 0,
100% Trincadeira 70% Cabernet + 30%

Trincadeira
Parametro Testemunha 30.%~ 50%~ Testemunha 30%~
Podriddo Podrid&o Podridao
TO TSO T50 CTO CT30
Peso total de uvas (Kg) 30 30 30 30 30
- Trincadeira Sa (Kg) 30 21 15 9 -
- Trincadeira Podre (KQg) - 9 15 - 9
- Cabernet séo (Kg) - - - 21 21
Peso de engaco (g) 1178 1400 1559 1195 1291
Mosto de gota (L) 5,0 45 2,9 4,8 3,6
Rendimento % (engago/uva total) 3,9 47 5,2 4,0 43
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A analise da tabela 7 permite constatar que nas modalidades T3, Tsg € CT3 OCOrreu
uma diminuicdo do mosto obtido sendo necessario um maior numero de cachos para
produzir a mesma quantidade de vinho (30 L), por esta razdo a quantidade de engacos
extraidos foi superior influenciando o rendimento engago/uva proporcional ao aumento da

podridao

3.3. Fermentacfes Vinarias

As fermentacdes foram acompanhadas realizando-se leituras bi-didrias da massa
volumica e temperatura dos mostos. Para cada ensaio efectuou-se a andalise da quantidade
de acucares residuais presentes no vinho, no momento em que se obtinham duas leituras
idénticas de densidade no final de fermentagdo, decidindo assim o momento da primeira
transfega.

A primeira transfega foi realizada a partir do momento em que o vinho produzido
apresentou um valor de densidade inferior ou igual a 997. As figuras 8 e 9 revelam a
evolucdo da densidade, temperatura e da acidez volatii ao longo da fermentacéo,
verificando-se uma temperatura média de fermentagdo de 24°C em todos 0s ensaios. A
acidez volatil foi aumentando ao longo da fermentacao, nédo influenciando o decorrer da

fermentagéo (Anexo 3).
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3.4. Andlises quimicas

Para melhor compreender o efeito da introducéo de uvas afectadas por podriddo na
acida na vinificacdo, as modalidades em estudo foram sujeita a uma andlise quimica
convencional e por andlise do FTIR, nos mostos de encuba, apds a FML e estagio de 6

meses em garrafa.
3.4.1. Analise quimica ao mosto

Nas tabelas 8 encontram-se os valores dos parametros quimicos dos mostos de

determinados por analise convencional e por analise do FTIR na vindima de 2008.

E importante referir que o equipamento foi calibrado de acordo com os mostos e

uvas da Adega Cooperativa de Borba.

A andlise destes resultados permite avaliar a influéncia da adicdo de uvas com
podriddo acida nos valores de alguns parametros quimicos como a intensidade de cor,
antocianas totais, fenais totais, verificando-se um aumento destes parametros € proporcional
ao aumento da percentagem de podriddo presente nos mostos. A adi¢cdo crescente de uvas
com podriddo &cida, implicou uma crescente concentracdo de agucar nos mostos e, por
consequéncia, do grau alcodlico provavel, quando comparado com as modalidades

testemunha compostas exclusivamente por uvas sas. Este resultado vem contrariar a
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bibliografia que afirma uma reducgéo dos teores de aglcar, nos mostos, resultando vinhos de
teores alcoolicos inferiores (Guerzoni e Marchetti, 1987). Por sua vez, a andlise do
parametro acidez volatil e acidez total permitiu observar um aumento proporcional a

guantidade de podridao acida presente no mosto.

Tabela 8 — Analises convencionais e por FTIR dos mostos das modalidades realizadas na vindima de 2008

0, i i 0,
100% Trincadeira 70% Trincadeira +30%

Trincadeira
Parametro Testemunha Poﬁ?iog)éo Po%?;ﬁéo Testemunha Poil??y(;l)éo
TO T30 TSO CTO CTSO
Brix ? 21,4 22,4 23,8 21,3 22,7
Densidade ° 1092 1098 1109 1093 1106
Grau provéavel ° 11,8 13 14,2 11,8 13,5
pH? 3,52 3,29 3,19 3,39 3,31
Ac. total (g/L)*? 4,26 4,54 5,72 3,94 4,35
Ac. volatil (g/L)* 0 0,1 0,33 0 0,07
Acido Tartérico (g/L) ? 4,7 2,4 1,8 2,8 1,8
Acido Malico (g/L) ? 3,4 3,2 3,3 33 3,2
SO, total (mg/L)° 110 98 104 108 134
SO, livre (mg/L)° 49 13 6 52 52
Glucose/Frutose (g/L)? 214 223 235 208 223
Alfa Amino Azoto (mg/L)* 90 79 105 67 65
Azoto Assimilavel Total (mg/L)® 253 230 270 223 206
Fendis totais " 18,6 20,2 23,9 14,8 18,4
Antocianas ” 314 357 390 297 361
Intensidade Cor” 1,56 5,85 9,09 0,92 1,52
indice Podriddo Cinzenta (0-60)%* 29 45 48 31 47
indice Podriddo Acida (0-30)** 3 6 13 4 6

2 Andlise por FTIR; ° Analise Convencional; * Desconhecido o parametro utilizado

O resultado obtido pelo FTIR constata-se um decréscimo de acido tartarico e acido
malico, & medida que aumenta a quantidade de uvas podres adicionadas. E de notar que
através desta analise ndo se constatou a diminuicdo de azoto assimilavel proporcional ao

aumento da introdug&o de uvas com podrid&do acida, como referido por Zoecklein (2000a).

Por outro lado, os resultados mostraram que o parametro “indice de podriddo acida e
“indice de podridao cinzenta” obtido pelo FTIR permite determinar os diferentes niveis de
podriddo acida presentes nas diferentes modalidades proporcional ao aumento de uvas

podres, é de referir que de acordo com a calibragdo que a Adega Cooperativa de Borba
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calcula para a matriz das suas uvas, consideram que as uvas tém mau estado sanitario
quando apresentam valores para o indice Podriddo Cinzenta > 30, ou quando o indice de
Podriddo Acida é >10 e o indice de actividades fermentativas é >15. De acordo, com Adega
Cooperativa de Borba para este ultimo indice, a casta Cabernet Sauvignon, nas suas
condi¢cdes, apresenta normalmente valores altos, em virtude das suas caracteristicas
naturais e da maior quantidade de leveduras indigenas que possui, quando comparada com
outras castas.

3.4.2. Analise quimica ao vinho apds Fermentacao alcodlica

Apos a fermentacdo alcodlica os vinhos em estudo foram sujeitos a nova analise

guimica convencional e por FTIR, os resultados encontram-se resumidos na tabela 9.

Tabela 9 — Analise por FTIR e convencional dos vinhos finais apds a fermentacéo alcodlica.

70% Cabernet
100% Trincadeira Sauvignon+30%
Trincadeira

Parametro 30% 50% 30%
festemunha by jriga0  podriddo ' SMUNN pogrigao

To Tao Tso CTo CTso

Massa volimica® 0,9904 0,9922 0,9919 0,9906 0,9910

Teor alcoolico (%)* 12,5 13,5 14,9 13,0 14,3

pH? 3,38 3.3 3,35 3,34 3,32

Acidez Total (g/L)* 5,12 6,26 7,00 5,95 6,60

Acidez fixa (g/L)" 5,9 6,9 6,8 6,7 7.2

Acidez volatil (g/L)? 0,00 0,21 0,40 0,05 0,21

Acido Malico (g/L)? 2,0 2,1 2,2 2,4 2,4

Acida Léactico (g/L)* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Acucares (g/L)? 1,7 4.3 4,3 1,2 2,4

Extracto Seco (g/L)* 23,6 30,2 331 25,7 30,4

Sulfuroso Total (mg/L)" 78 78 98 88 88

Sulfuroso Livre (mg/L)° 16 23 19 23 23

indice de Polifenois totais® 30,2 32,8 39,7 36,7 40,2

Fenois totais” 50,2 51 56,8 48,1 50

Antocianas (mg/L)" 466 478 510 473 475

Intensidade cor?® 24,9 20,4 26,0 26,0 23,9
Pesquisa da F.M.L" A dar-se A dar-se A dar-se A dar-se A dar-se

2 Anélise por FTIR; ® Analise Convencional

Os resultados obtidos permitem avaliar o efeito das uvas afectadas por podridao

acida nos vinhos finais, pela andlise da tabela 9 verifica-se 0s resultados obtidos nas
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determinagfes analiticas dos mostos, representados na tabela 8, no que diz respeito ao
maior, teor de agucares, grau alcodlico, ao teor de antocianas, a quantidade de fendis totais
e indice de polifenois totais nos vinhos pertencentes as modalidades com podriddo &cida.
De realcar que apesar dos valores mais elevados de acidez volatil iniciais pertencerem aos
mostos com podriddo, apos a fermentacado alcodlica, os vinhos finais ndo apresentaram um
aumento significativo no valor deste parametro. E de notar que os valores dos parametros
antocianas, intensidade da cor e fendis totais aumentaram proporcionalmente a
percentagem de uvas podres introduzidas nas modalidades em estudo, apresentando
valores superiores na fermentacgéo alcodlica comparado com os valores obtidos na analise

quimica aos mostos tabela 8.

E de notar um aumento do extracto seco nas modalidades com uvas podres, este
resultado pode ser explicado devido ao facto das uvas com podriddo desidratarem e
concentrarem as quantidades de matérias solidas. Constata-se que o valor de pH
encontram-se dentro dos parametros ideais para a ocorréncia da FML, quando se procedeu
a esta analise os vinhos ainda néo tinha iniciado a FML, por esta razdo a quantidade de
acido lactico nas modalidades € inexistente. Relativamente, ao 4cido malico verifica-se um
aumento proporcional ao aumento da concentracdo de uvas com podriddo &cida, mas

apenas nas modalidades constituidos por Trincadeira.

Apds a FML os vinhos foram sujeitos a uma nova analise quimica por FTIR, os

resultados encontram-se na tabela 10.

Tabela 10 — Analise por FTIR dos vinhos finais ap6s a FML.

70% Cabernet

o Tri .
100% Trincadeira Sauvignon+30% Trincadeira

Parametros Testemunha Po?j?;)(/;éo Poz?i(yc;)éo Testemunha Po?j??(/;éo

TO TSO T50 CTO CTSO
Massa volumica 0,9900 0,9911 0,9917 0,9905 0,9911
Teor alcodlico (%) 12,3 14,1 14,6 11,9 13,3
Extracto seco (g/L) 21,7 28,7 31,6 221 27,0
Acucares (g/L) 1,6 3,2 4,1 0,7 2,0
Acidez Total (g/L) 3,96 5,30 5,94 4,32 5,25
Ac. volatil (g/L) 0,10 0,36 0,45 0,11 0,33
pH 3,63 3,54 3,54 3,57 3,53
Acido Malico (g/L) 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3
Acido Lactico (g/L) 0,8 0,7 0,7 0,8 0,7
indices Polifenois totais 33,5 35,9 39,4 36,5 39,7
Intensidade cor 17,0 15,9 20,1 16,8 17,5
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Pela andlise da tabela verifica-se um aumento do extracto seco, acucares
proporcional ao aumento de uvas afectadas por podriddo &cida, no entanto ocorre uma
diminuicdo destes pardmetros quando comparados com analise elaborada anteriormente,
representada na tabela 9. E de realgar o aumento da acidez volétil e de polifenois totais com
a introducéo de uvas podres nas modalidades em estudo e o aumento desta relativamente a
analise anterior (tabela 9). E possivel também constatar um aumento do pH dos vinhos apés
a FML, da quantidade de &cido lactico nos vinhos, ndo sendo este aumento muito
significativo, verifica-se também uma diminuicdo pouco significativa do acido malico
relativamente & analise anterior, € de notar uma diminui¢do significativa da intensidade da
cor ap6s a FML, possivelmente devido as amostras estarem congeladas durante alguns

meses até se proceder a analise quimica.
3.4.3. Analise quimica ao vinho ap6s 6 meses de estagio

Os vinhos em estudo permaneceram em estagio de garrafa durante 6 meses, apés
este periodo de tempo as modalidades em estudo foram novamente sujeitas a uma analise
guimica convencional e por FTIR, de modo a compreender a evolugdo destes vinhos

produzidos a partir de uvas afectadas por podriddo acida.

Na tabela 11 encontram-se os resultados obtidos, e permitiu verificar a ocorréncia de
algumas alteracbes quimicas, comparativamente a andlise feita apos a FML, apresentada

na tabela 10.

Pela observacdo da tabela 11 encontram-se resumidos os valores obtidos pela
analise quimica por FTIR e convencional ap6s 6 meses de estagio em garrafa. Pode-se
verificar um aumento do grau alcodlico, extracto seco, agucare e polifenois totais dos vinhos,
a medida que aumenta a percentagem de uvas podres introduzidas nas modalidades em
estudo. A acidez volatii aumenta em todas as modalidades sendo o aumento mais
significativo na modalidade Ts,, quando comparada com andlise feita no fim da fermentagéo
alcodlica, representada na tabela 10, também se verificou que a acidez total e fixa de todas
as modalidades descritas diminuiram, comparadas com a andlise anterior (tabela 9), € de
notar que nas modalidades que possuem na sua composi¢cao uvas podres apresentam uma

maior acidez total e fixa comparada com as respectivas testemunhas.

Esta analise permitiu demonstrar que os valores de sulfuroso livre e total
aumentaram ao fim de 6 meses de estagio quando comparados com o0s resultados
anteriores (tabela 9), estes valores podem ser explicados devido ao tratamento feito com MK

antes de se proceder ao engarrafamento do vinho.
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De realcar que os valores dos fendis totais diminuiram ao fim de seis meses de

estagio, mas nas modalidades com podriddo e quanto maior a percentagem de uvas podres

maior foi o valor de fendis. Por sua vez as antocianas aumentaram ao fim de 6 meses em

estagio quando comparados com a Ultima analise quimica (tabela 9) e, mais uma vez, o

aumento deste parametro foi proporcional a introducdo de uvas podres nos vinhos. No

entanto, é de mencionar uma diminuicdo mais acentuada da intensidade da cor,

provavelmente devido as amostras encontrarem-se congeladas durante alguns meses até

se proceder a esta analise quimica final. E possivel observar que a modalidade Ts, demorou

80 dias a completar a FML, ndo sendo possivel dar-se espontaneamente como as restantes

amostras.

Tabela 11 — Analise quimica por FTIR e convencional dos vinhos apds 6 meses de estagio.

100% Trincadeira

70% Cabernet
Sauvignon+30% Trincadeira

Parametro Testemunha Poz?iot/;éo PO(Sj?io(/;éo Testemunha Po?jcr)i(?éo

TO T30 T50 CTO CT30
Massa volumica® 0,9905 0,9907 0,9919 0,9906 0,9913
Teor alcodlico (%)? 11,4 13,3 13,9 12,1 12,8
pH® 3,62 3,52 3,54 3,57 3,55
Acidez Total (g/L)? 3,70 4,85 5,53 4,47 5,02
Acidez fixa (g/L)" 4,0 4,9 5,4 4,9 5,3
Acidez volatil (g/L)? 0,12 0,30 0,46 0,15 0,33
Acido Malico (g/L)? 0,1 0,2 0,3 0,2 0,3
Acida Léactico (g/L)? 0,8 0,7 0,6 0,9 0,7
Acucares (g/L)? 1,4 2,6 3,8 0,6 1,9
Extracto Seco (g/L)* 20,3 25,5 29,9 22,6 26,3
Sulfuroso Total (mg/L)° 112 90 128 83 109
Sulfuroso Livre (mg/L)° 29 32 32 32 42
indice de Polifenois totais® 30,8 29,6 39 37,8 39,4
Fenois totais” 42,9 45,7 53,8 42,5 42,6
Antocianas (mg/L)" 632 658 668 584 569
Intensidade cor® 14,1 12,6 14,8 18,3 14,8
Numero de dias fim FML 47 40 80 59 38

2 Andlise por FTIR; ° Analise Convencional

3.5. Andlise microbiolégica dos vinhos

Os vinhos foram mantidos em garrafées até a FML. Apés a FML foram trasfegados e

engarrafados em garrafas de vinho de 0,75 L. Durante este periodo realizaram-se as
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andlises microbioldgicas, de forma a avaliar a evolugdo da carga microbiana dos diferentes
vinhos produzidos. Na tabela 12 encontram-se os resultados das quantificacbes das
leveduras totais e contagem de leveduras de alteracdo crescidas no meio de cultura
especifico e diferencial DBDM e ZDM presentes nas cinco modalidades, apés a FML e 6

meses de estagio.

Pela observacdo da tabela 12 pode-se ver que a contagem de leveduras totais
utilizando meio de cultura GYP, apés a FML foi baixa, sendo a modalidade testemunha (To)

a que apresenta uma maior contagem de leveduras totais, ao contrario do esperado.

Tabela 12 — Contagem de leveduras totais em meio GYP, leveduras de alteragdo crescidas em meio especifico e
diferencial DBDM especifico para Dekkera/Brettonomyces e ZDM especifico para Zygosaccharomyces presentes
nas modalidades estudadas no fim da F.M.L e ap6s 6 meses de estagio em garrafa.

70% Cabernet Sauvignon

100% Trincadeira +30% Trincadeira

Meio de

cultura Amostragem Testemunha 30% 20% Testemunha 30%
Podriddao Podridao Podridao
TO TBO TSO CTO CTSO
Ap6s FML (UFC/mL) 1,34x10° 7,8x10°  6,15x10° 8,5%10° 5,35x10°
GYP Apbds 6 meses estagio
P 9 384/100 <1/100 <1/100 31/100 190/100
(UFC/x mL)
Apbs FML (UFC/x mL) <1/50 26/1 25/50 182/1 25/10
DBDM Apds 6 meses estagio
(UFC/100 mL) <1 <1 <1 <1 <1
Ap6s FML (UFC/x mL) 198/50 <1/50 <1/50 <1/50 <1/50
ZDM ADGS 6 ‘aqi
pos meses estaglio <1 <1 <1 <1 <1

(UFC/100 mL)

*Os resultados sao médias de duas amostras

Depois de engarrafados e corrigidos com sulfuroso (40 mg/L de MK), os vinhos
estagiaram em garrafa durante 6 meses, e foram sujeitos a nova analise microbioldgica.

Constatou-se uma contagem baixa de leveduras totais em qualquer das modalidades.

Na tabela 12 encontram-se os resultados da quantificacéo de leveduras de alteracéo
crescidas em meio de cultura especifico e diferencial DBDM. Pode-se observar que, apés a
FML, o crescimento de microrganismos em meio de cultura DBDM foi relativamente baixo
em todas as modalidades. A modalidade CT, apresentou uma maior contagem de
microrganismos, tendo-se confirmado a presenca de Dekkera bruxellensis por analise de
PCR-RFLP (ver ponto 3.5.1). Por sua vez, ap0s o estagio de 6 meses em garrafa ndo

ocorreu crescimento de microrganismos neste meio de cultura, explicavel devido ao
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tratamento executado depois da FML. Em relacdo ao meio ZDM, n&o ocorreu crescimento

de leveduras em nenhuma das modalidades em estudo, excepto na modalidade T,

3.5.1. Espécies de leveduras isoladas nas diferentes modalidades

Depois dos isolados obtidos nos diferentes meios de cultura sélidos utilizados, os
diferentes tipos morfologicos de coldnias foram seleccionados e purificados através da
realizacdo de placas de isolamento contendo meio GYP solido. A espécie de leveduras
isoladas nos diferentes meios de cultura sélidos utilizados ap6s a FML e 6 meses de estagio
em garrafa, como se pode observar, a maioria das leveduras isoladas nas diferentes
modalidades foi Saccharomyces cerevisiae (Anexo V). Verificou-se, o isolamento de
Dekkera bruxellensis nas modalidades Tg,, CTo € CT3 ndo havendo uma correlacéo entre a
introducdo de uvas podres com a contaminacdo desta levedura de alteracdo, o seu
aparecimento pode ser explicado por uma contaminagdo proveniente da adega,
nomeadamente da prensa de madeira utilizada. Também foi observado a contaminacéo de
Pichia sp., na modalidade testemunha T, e Trigonopsis sp.na modalidade Ts, € CT3p, Depois
do estagio de 6 meses apenas foi isolada S. cerevisiae de todas as modalidades, permitindo

concluir que os vinhos estavam microbiologicamente estaveis (tabela 13).

Tabela 13 — Quantificacéo da flora de leveduras presentes nas 5 modalidades testadas apds a F.M.L e 6 meses
de estagio.

Fase Modalidade Espécie leveduras Meios Contagem (UFC/ x ml)
To Saccharomyces cerevisiae GYP 1,34x10°/ 1
Pichia sp. ZDM 6/50
T3 Saccharomyces cerevisiae GYP 1,34x10°/ 1
Trigonopsis sp. DBDM 26/10
Tso Saccharomyces cerevisiae GYP 6,15x10*/ 1
Apos Dekkera bruxellensis DBDM 11/50
FML Trigonopsis sp. DBDM 14 /50
CTy Saccharomyces cerevisiae GYP 7,0x10%/ 1
Dekkera bruxellensis DBDM 1,82x10%/1
CTy Saccharomyces cerevisiae GYP 5,35x10%/ 1
Dekkera bruxellensis DBDM 2/10
Trigonopsis sp. DBDM 23/10
6 Meses To Saccharomyces cerevisiae GYP 384 /100
de CTo Saccharomyces cerevisiae GYP 31/100
estagio CTs Saccharomyces cerevisiae GYP 115/ 100
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3.5.2. Quantificagdo de bactérias acéticas e lacticas

Para a avaliacdo da existéncia de bactérias acéticas e lacticas nas modalidades em
estudo recorreu-se a técnica do Niumero Mais Provavel (N.M.P), na tabela 14 encontram-se
as contagens de microrganismos nas modalidades estudadas apds a FML e 6 meses em

estagio.

Os resultados obtidos, demonstraram que a contaminacdo em bactérias acéticas e
lacticas foi relativamente baixa nas duas fases estudadas. No entanto, € de referir que foi
observado um maior nimero de tubos positivos nas bactérias lacticas, resultado explicado
devido ao facto de as andlises terem sido executadas ap6s a FML sendo possivel ainda
existir algumas bactérias lacticas no vinho. E de referir que a contaminacdo de bactérias
acéticas foi baixa, em todas as modalidades, sendo a Ts, a que apresenta menor
contaminacéo, ndo se verificando uma relacdo com a introdugdo de uvas afectadas por
podriddo acida. Apds 0os 6 meses em estagio a contaminagdo dos vinhos por bactérias
lacticas e acéticas foi mais baixo, resultado explicado devido ao tratamento com MK no
engarrafamento. E de salientar que em alguns tubos positivos, foi necessario confirmar
através de uma simples observacdo microscopica se houve crescimento bacteriano, ou se

ocorreu contaminagcao por outros microrganismos.

Tabela 14 — Quantificagdo de bactérias lacticas e acéticas presentes nos vinhos analisados, apds FML e estagio
de 6 meses, utilizando a técnica do N.M.P.

Fase Microrganismo Modalidade Contagem (NMP/mL)
To 4,5x10°"
3
Bactéria Lactica Ts0 1,110,
(Meio MRS) Tso 1,4x10,
CT, 1,1x10
; CTa 1,4x10"
Apos FML T, 2.5x10"
1
Bactéria Acéticas Ts0 2,5x10
(Meio GY) Tso 25 |
CT, 2,5%x10
CTso 2,5
To 2,5
Bactéria Lactica F’O gg
1 50 H
(Meio MRS) CTo 0.40x10?
3
Ap6s 6 meses de estagio $T3° 1’108(10
0
1
Bactéria Acéticas PO 2’5310
H 50
(Meio GY) CTo 0
CTs 0
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3.6. Analise Sensorial dos Vinhos no fim da fermentacéo alcodlica

No final da fermentacao alcodlica os vinhos em estudo foram sujeitos a uma analise
sensorial recorrendo a um painel de 8 provadores. Na tabela 15 encontram-se as médias
das notas atribuidas pelo painel aos atributos cor, aroma, gosto (escala de 0 a 5) e

apreciacao global (escala de 0 a 20) (Anexo Il e 1lI).

As notas melhores foram atribuidas aos vinhos produzidos de uvas sas (T, e CTy).
No entanto, pela analise da variancia os resultados demonstraram que através da analise
sensorial ndo houve diferencas estatisticamente significativas, para qualquer atributo

avaliado (Anexo V).

No entanto, é de mencionar que o0s vinhos produzidos com uvas podres

apresentavam uma menor classificagdo relativamente, & intensidade de cor.

Tabela 15 — Avaliagdo organoléptica dos vinhos obtidos a partir de uvas sés e com podriddo acida apoés
fermentacao alcodlica.

Amostras — Vinhos

To LES To Tso CTo CTso
COR
INTENSIDADE 463 a 425 a 463 a 450 a| 463 a 450 a
AROMA
INTENSIDADE 338 a 3,38 a 338 a 33 a| 375 a 375 a
QUALIDADE 3388 a 33 a 338 a 288 a| 313 a 3,13
EQUILIBRIO 350 a 350 a 350 a 2,75 a| 325 a 3,25 a
SOMAS PARCIAIS
AROMA 10,2 a 9 a 10,2 a 9 al 10,2 a 104 a
GOSTO
INTENSIDADE 363 a 363 a 363 a 3,75 a| 350 a 350 a
QUALIDADE 263 a 263 a 263 a 213 al| 313 a 3,13 a
CORPO 300 a 300 a 300 a 2,75 a| 350 a 350 a
EQUILIBRIO 275 a 2,75 a 275 a 200 a| 263 a 2,63 a
PERSISTENCIA 325 a 325 a 325 a 2,75 a| 325 a 3,25 a
FIM DE PROVA 300 a 300 a 300 a 2,75 a| 338 a 3,38 a
SOMAS PARCIAIS
GOSTO 182 a 158 a 18,2 a 16,1 a| 193 a 17,3 a
APRECIACAO
GLOBAL 1419 a 13,38 a 14,19 a 13,38 a|15,00 a 14,25 a

Valores médios na mesma linha, seguido de minusculas diferentes de cor igual, representam diferengas significativas (P<0,05)
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3.7. Andlise Sensorial dos Vinhos ap6s 6 meses em estagio de garrafa

Depois de engarrafados e corrigidos com sulfuroso, os vinhos permaneceram em
estagio de garrafa (0,75 L) durante seis meses. Ao fim deste tempo, foram novamente
sujeitos a uma andlise sensorial recorrendo a um painel de 15 provadores Na tabela 16
encontram-se as médias das notas atribuidas pelo painel aos atributos cor, aroma, gosto
(escala 0 a 5) e apreciacdo global (escala 0 a 20) (Anexo VI). Nesta mesma tabela

encontram-se as somas parciais do aroma e do gosto.

Tabela 16 — Efeito da adicdo de uvas com podriddo acida nas caracteristicas organolépticas dos vinhos
produzidos seis meses de estagio em garrafa

Amostras - Vinhos

To LES To Tso LES Tso CTy CTso
COR
INTENSIDADE 356 a 350 a 356 a 340 b 350 a 340 a]l 380 a 3,33 b
AROMA
INTENSIDADE 320 a 320 a 320 a 340 a 320 a 340 a]l 360 a 3,20 A
LIMPEZA 327 a 287 a 327 a 280 a 287 a 280 a]l293 a 293 A
SOMAS PARCIAIS
AROMA 6,47 a 6,00 a 6,47 a 6,27 a 6,00 a 6,27 a] 6,53 a 6,13 A
GOSTO
INTENSIDADE 307 a 307 a 307 a 287 a 307 a 287 al320 a 3,20 A
LIMPEZA 307 a 327 a 307 a 267 a 327 a 267 bl287 a 313 A
EQU|LiBR|O 287 a 3,13 a 2,87 a 253 a 3,13 a 253 a]260 a 307 A
CORPO A 293 a 287 a 293 a 260 a 287 a 260 a]293 a 300 A
PERSISTENCIA 2,73 a 307 a 2,73 a 287 a 3,07 a 287 a]300 a 333 A
FIM DE PROVA 300 a 280 a 300 a 253 a 280 a 253 a] 314 a 3,00 A
2%|\SA¢CS) PARCIAIS 17,67 a 18,13 a 17,67 a 16,07 a 18,13 a 16,07 a|l17,73 a 18,87 A
APRECIACAO
GLOBAL 13,60 a 13,67 a 13,60 a 12,80 a 13,67 a 12,80 a]13,40 a 13,60 A

Valores médios na mesma linha, seguido de minudsculas diferentes de cor igual, representam diferencas
significativas (P<0,05)

Os resultados demonstraram que através na avaliacdo sensorial ocorreram algumas
diferengas ao nivel do atributo cor entre a modalidade T, e Tso € entre a modalidade CT, e
CT5o confirmando que estes dois vinhos séo estatisticamente diferentes, para além disso é
de referir um decréscimo das notas atribuidas a todos os vinhos apés os 6 meses
relativamente a andlise sensorial anterior (tabela 15). Quando comparado com analise
quimica representada na tabela 11 os vinhos produzidos com uvas afectadas com podriddo
acida apresentam valores mais elevados de intensidade de cor relativamente as
testemunhas, contrariando os resultados obtidos pela andlise quimica. Constataram-se
também, que ao nivel do Gosto, na Limpeza do vinho os vinhos T3y € Tso sdo diferentes
entre si. Quantos aos outros atributos podemos afirmar que nao se verificaram diferencas
estatisticas entre eles, apesar de ocorrer nesta prova relativamente a anterior representada

no ponto 3.6 uma diminuicdo das notas atribuidas as modalidades produzidas somente com
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uvas sas T3 e Tso. Também foi possivel observar que a modalidade T, foi @ menos

classificada pelo painel quanto a apreciacao global.
3.7.1. Caracteristicas arométicas dos vinhos

As cinco modalidades foram avaliadas ao nivel aromatico ao fim dos 6 meses de
estagio em garrafas de 0,75 L, com o objectivo de definir um perfil sensorial associado aos
vinhos que possuem na sua composicao uvas afectadas com podriddo acida comparando
com as modalidades testemunhas. Para esta andlise foi pedido para cada provador associar
um ou mais descritor aromético a cada um dos vinhos provados. Para este exercicio foram
utilizados alguns descritores como, o Floral, Frutado, Complexo, Incaracteristico, Maca,
Podre, Volatil, Cola, Quimico e Outros que cada provador associava. Na Figura 10
encontram-se os graficos referentes aos perfis aromaticos dos 5 vinhos avaliados, os quais

refletem o nimero de vezes em que cada descritor aromatico foi detectado pelos provadores

(tabela 17).
TO T30 T50
(Trincadeira 100% 53) (Trincadeira 30% Podrid3o acida) Trincadeira (50% Podridao acida)
FLORAL FLORAL .
12 14 HERBACED _— -~ FRUTRADO
10 auiMico 12 FRUTRADO 4
10~
8 2 MI NERAL COMPLEXD
VEGETAL 5 FRUTRADO -
1 4
e COLA /' 5 -} COMPLEXO
\ - [ MIEL | INCARACTERISTICO
0
\ I auiMico e | MACA
PODRE COMPLEXO  VOLATIL f INCARACTERISTICO
coLA ' __—"PODRE
PODRE “MACA VOLATIL
MACA
Cabe rnet Sauvignon + Trincadeira (100% S3) Cabernet Sauvignon+ Trincadeira (309 Podrid3o cida)
FLORAL
FLORAL 12
12 — 10
BAFIO 10 FRUTRADO VEGETAL, 2 FRUTRADO
= 6 :
6 4
HERBACEC 4 COMPLEXG 3
v 2 F 1
auiMico = 7 cOMPLENO
VEGETAL - ! ) INCARACTERISTICO
COLA™— MACA PODRE“MAck

PODRE

Figura 10 — Caracterizacéo do perfil aromatico dos 5 vinhos testados ap6s 6 meses em garrafa com base nas
frequéncias de deteccao indicadas na tabela 17 para cada descritor.
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Tabela 17 — Frequéncia de deteccao dos descritores aromaticos indicados pelos 1t
provadores (frequéncia maxima = 15), referentes aos 5 vinhos apds 6 meses de
estagio em garrafa.

Vinhos
Descritor aromatico TO T30 T50 CT0 CT30
Floral 5 5 4 4 5
Frutado 12 13 10 12 12
Complexo 2 2 1 3 2
Incaracteristico 1 3 2
Maca 2 2 1 1 1
Podre 2 1 3 2 2
Volatil 2 2
Cola 1 2 1
Quimico 1 1 1
Vegetal 2 2 1
Mel 1
Mineral 1
Herbaceo 1 1
Bafio 1

Através da andlise da tabela 17, podemos verificar o que o perfil aroméatico associado
a modalidade T, (testemunha), predomina o frutado e alguns provadores descreveram o
aroma como sendo a podre. A modalidade Tsy, constituida por 70% Trincadeira sa e 30% de
Trincadeira podre, foi caracterizada pelo painel por apresentar um aroma essencialmente
frutado e para alguns provadores identificaram o aroma a macga, volatil e o complexo. No
que diz respeito a modalidade Ts, 50% de Trincadeira s& e 50% de Trincadeira podre,
constata-se que neste vinho o painel identificou um maior nimero de descritores aromaticos,
sendo mais uma vez o frutado predominante, seguindo-se o podre, incaracteristico, cola e
mineral. Verificou-se que nesta modalidade ocorreu uma maior dificuldade do provador em

identificar o aroma associado a uma maior percentagem da podridao nos vinhos.

Na modalidade CT,, foi possivel verificar uma concordancia por parte dos provadores
em identificarem o aroma frutado como o predominante neste vinho, ainda foi identificado o
aroma a podre e a herbaceo por alguns provadores, por fim, a modalidade CT3y, 0 painel
mencionou em maior proporgdo o aroma frutado e alguns provadores identificaram o atributo

a podre e a vegetal mas em propor¢cdes bem menores.

E de mencionar que o painel ndo conseguiu identificar um aroma caracteristico
associado a podriddo acida. De facto, o aroma a podre foi atribuido tanto aos vinhos

produzidos a partir de uvas sds como aos vinhos produzidas com uvas podres.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho cumpriu os objectivos a que se propds, tendo sido determinada
a constituicdo quimica dos vinhos afectados por podriddo acida e avaliada a sua analise
sensorial. Foi possivel avaliar qual o real impacto da adicdo de uvas com podridado 4cida na

vinificacao e nas caracteristica organolépticas finais dos vinhos.

Os resultados obtidos durante a vindima de 2008 revelaram que 0s mostos, 0S
vinhos e os vinhos ap0s 6 meses de estagio em garrafa, referentes as modalidades com
podridao &cida apresentaram um aumento nos valores dos parametros como a intensidade
de cor, antocianas totais, fendis totais e indice de polifenois totais directamente proporcional
ao aumento da percentagem de podriddo adicionada. Os resultados revelaram existir,
igualmente, uma clara concentragdo do agucar dos mostos e, por conseguinte, do grau
alcoolico provavel, a medida que a concentragdo de uvas com podriddo aumentou. E de

realgcar também o aumento do extracto seco nas modalidades com uvas podres.

Foi possivel constatar que, através da analise microbiologica executada ap6s a FML,
os vinhos se encontravam estaveis, tendo sido isoladas trés estirpes de leveduras, Pichia
sp. na modalidade T,, Trigonopsis sp. da modalidade Tsg Tso € CTsg € Dekkera bruxellensis
na modalidade Tso CTo € CTs. E de referir, também, que em todas as modalidades foi
isolada S. cerevisiae. Ap6s 6 meses de estagio em garrafa os vinhos encontravam-se
microbiologicamente estaveis tendo sido apenas isolada S. cerevisiae. Quanto a
quantificacdo de bactérias lacticas e acéticas esta foi baixa, contrariando os resultados
referidos na bibliografia. E de mencionar o estudo da flora microbiana associada a esta
doenca, desenvolvida no laboratério de microbiologia do ISA durante os ultimos 4 anos,
demonstrou a maior inicidéncia de leveduras de alteracdo em uvas podres. No entanto, este
trabalho demonstrou que é possivel evitar a sua proliferagdo em vinhos estabilizados

adequadamente.

Os resultados obtidos na primeira analise sensorial dos vinhos, demonstraram que
ndo existiram diferengas estatisticamente significativas entre os ensaios testemunha e os

vinhos com podrid&o &cida.

Apds os 6 meses de estagio os vinhos foram novamente sujeitos a uma analise
sensorial, os resultados demonstraram diferencas ao nivel do atributo cor entre a
modalidade T, e Tsq € entre a modalidade CT, e CTyo confirmando que estes dois vinhos s&o
estatisticamente diferentes, também ao nivel do atributo gosto, na limpeza os vinhos T3, €

Ts, séo diferentes entre si, quanto aos outros atributos podemos afirmar que ndo se

48



CONSIDERACOES FINAIS

verificaram diferencas estatisticas entre eles, apesar de ocorrer nesta prova relativamente a
primeira andlise sensorial uma diminuicdo das notas atribuidas as modalidades. Os vinhos
foram sujeitos a uma avaliagdo aromatica por parte do painel, constatando-se que o painel
ndo conseguiu identificar um aroma caracteristico associado a podriddo acida, sendo

desejavel desenvolver mais estudos futuros nesta temética.

E importante referir que foi possivel vinificar uvas podres de forma que os vinhos
finais sejam equivalentes, do ponto de vista organoléptico, aos vinhos produzidos com uvas
sas. De facto, se ensaios posteriores a nivel da adega permitirem obter as mesmas
conclus@es, deve ser equacionado a actual desvaloriza¢cdo das uvas com podridao 4cida e a

forma como sao vinificadas.
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Técnica Numero Mais Provavel (N.M.P.)

1. Regras necesséarias para escolher as 3 diluicbes definidoras do Numero
Caracteristico:

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Se apenas uma diluicdo apresenta todos os tubos positivos, escolha o
conjunto de 3 diluicbes consecutivas mais diluidas que a inclua;

Se mais do que uma diluicdo apresenta todos os tubos positivos, escolha o
conjunto que inclua, delas, apenas a mais diluida;

Se apenas uma apresenta diluicdo nenhum tubo positivo, escolha o conjunto
dos mais concentrados que a inclua;

Se mais do que uma diluicdo apresenta nenhum tubo positivo, escolha o
conjunto que inclua delas, a mais concentrada,;

Se a aplicacdo das 4 regras anteriores seleccionar o mesmo conjunto de 3
diluicBes, a entrada na tabela fornece directamente o N.M.P..

Se a aplicacdo dessas mesmas regras seleccionar 4 diluicbes diferentes,
tome os 2 conjuntos de 3 diluigbes que pode com elas formar, obtenha da
tabela os respectivos N.M.P., converta-os em logaritmos de base 10. Ao
namero assim determinado devera ser dado o significado de indicacéo
grosseira de populagédo microbiana;

Se aplicacéo das 4 regras seleccionar mais do que 4 diluicdes diferentes,
entdo estas tabelas ndo poderédo ser aplicadas aos dados. Podera recorrer-se
a tabela de W.L. Steves, apresentada sob o namero VIII, 2 por Fisher e Yates
(1963) para estimar a densidade de organismos e significancia
correspondente. Nesse caso, porém aconselha-se que se repita o ensaio,
sempre que possivel, visando corrigir possiveis deficiéncias técnicas.
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2. Tabela dos valores de N.M.P. para 3 repeticdes de diluicdes sucessivas de razdo

1:10.
Numer de resultados NMP? NUmero de resultados NMP?
positivos * positivos®
a b a b C

0 0 0 <0,3 2 2 0 2,1

0 0 1 0,3 2 2 1 2,8

0 1 0 0,3 2 2 2 3,5

0 1 1 0,6 2 3 0 2,9

0 2 0 0,6 2 3 1 3,6

0 3 0 0,9 3 0 0 2,3

1 0 0 0,4 3 0 1 3,8

1 0 1 0,7 3 0 2 6,4

1 0 2 1,1 3 1 0 4,3

1 1 0 0,7 3 1 1 7,5

1 1 1 1,1 3 1 2 12,0
1 2 0 1,1 3 1 3 16,0
1 2 1 1,5 3 2 0] 9,3

1 3 0 1,5 3 2 1 15,0
2 0 0 0,9 3 2 2 21,0
2 0 1 1,4 3 2 3 29,0
2 0 2 2,0 3 3 0 24,0
2 1 0 1,5 3 3 1 46,0
2 1 1 2,0 3 3 2 110,0
2 1 2 2,7 3 3 3 >110,0

1- Numero de tubos positivos observados nas diluicbes a,b e ¢
2- Numero Mais Provavel de microrganismos por ml. Para referir a amostra inicial
multiplicar pelo expoente de 10 correspondente a diluigéo a.

Taras, M.J., (1971), Standard methods for the examination of water and wastewater.
Washington: American Public Health Association, 874 p.
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Ficha de Prova -

Vinhos Tintos

Nome :

Data:

/

/ 2008

Prove os vinhos na ordem apresentada e classifique os diferentes atributos, utilizando as seguintes escalas de 1 a 5, sendo:

Cor

1- Inexistente

2- Pouco Intensa
3- Intensa

4- Bastante Intensa
5- Muito Intensa

Aroma / Gosto / Apreciagdo Global

1- Mediocre
2- Satisfatorio
3- Bom

4- Muito Bom
5- Excelente

Vinhos/ Cédigos

Cor Intensidade

Intensidade

Aroma Qualidade

Equilibrio

Intensidade

Qualidade

Gosto Corpo

Equilibrio

Persisténcia

Fim de Prova

Fim de Prova

Observagoes:
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Ficha de prova — Vinhos Tintos

Nome:

Data: / /2009

A. Prove os vinhos na ordem apresentada e classifique os diferentes atributos,
utilizando as seguintes escalas:

Cor: 1- Inexistente; 2- Pouco Intensa; 3- Intensa; 4- Bastante Intensa; 5- Muito Intensa

Aroma/Gosto: 1- Mediocre; 2- Satisfatdrio; 3- Bom; 4- Muito Bom; 5- Excelente

Apreciagao Global: utilize uma escala heddnica de 0 a 20.

Vinhos/ Cédigos

Cor

Intensidade

Aroma

Intensidade

Limpeza

Gosto

Intensidade

Limpeza

Equilibrio

Corpo

Persisténcia

Fim de Prova

Apreciagéo Global

B. Ao nivel do aroma assinale, com uma cruz, qual ou quais das seguintes
caracteristicas associa a cada vinho provado.

Caracteristicas
Gerais

Floral

Vinhos/Cédigos

Frutado

Complexo

Incaracteristico

Maca

Podre

Volatil

Cola

Quimico

Outros

Observacgdes:
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Tabela 1 — Leveduras isoladas a partir dos meios de cultura sélidos utilizados ap6s a FML e estagio de 6 meses em garrafa.

Fase Modalidade Isolado Meio de Contagem Espécie
Cultura (UFC/mL
Apoés To LMLO8_1 GYP 4,5x10° Saccharomyces cerevisiae
F LMLO8_2 GYP 3x10° Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_3 ZDM 2/50 Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_4 ZDM 4/50 Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_5 ZDM 20/50 Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_6 ZDM 6/50 Pichia sp.
LMLO8_7 ZDM 156/50 Saccharomyces cerevisiae
LMLO8 8 ZDM 10/50 Saccharomyces cerevisiae
Tso LMLO8_9 GYP 7,5x10° UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_10 GYP 2,5%x10* UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_11 GYP 5,0x10 UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_12 DBDM 26/10 mL Trigonopsis sp.
LMLO8 13 DBDM 3/1 mL Saccharomyces cerevisiae
Tso LMLO8_26 GYP 2,5x10° UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_27 ZDM 1,66x10° UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_28 ZDM 100/50 mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_29 DBDM 11/50 mL Dekkera bruxellensis
LML0O8 30 DBDM 14/50 mL Trigonopsis sp.
CTo LMLO8_ 14 GYP 7,0x10 UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_ 15 GYP 1,5x10% UFC/mL Dekkera bruxellensis
LMLO8_ 16 ZDM 3,19x10° UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_ 17 ZDM 5,52x10° UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_ 18 DBDM 1,76x10° UFC/mL Dekkera bruxellensis
LMLO8_ 19 DBDM 6/1 mL Dekkera bruxellensis
CTaso LMLO8_20 GYP 1,5x10 UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_21 DBDM 23/10 mL Trigonopsis sp.
LMLO8_22 DBDM 2/10 mL Dekkera bruxellensis
LMLO8_23 ZDM 5,28x10° UFC/mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8_24 ZDM 12/1 mL Saccharomyces cerevisiae
LMLO8 25 ZDM 10/1 mL Saccharomyces cerevisiae
Apbs 6 To L6MO1 GYP 384/100 mL Saccharomyces cerevisiae
meses de
estagio Tso L6MO02 GYP 19/10 mL Saccharomyces cerevisiae
Tso L6MO3 GYP 115/100 mL Saccharomyces cerevisiae
CTo L6MO4 GYP 4/100 mL Saccharomyces cerevisiae
CTso L6MO5 GYP 4/100 mL Saccharomyces cerevisiae
L6MO6 DBDM 2/100 mL Saccharomyces cerevisiae
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Tabela 1: Resultados obtidos na primeira Analise Sensorial.

Atributo COR

Vinhos
Provador TO T30 T50 CT0 CT30
1 5 4 4 5 5
2 4 4 4 4 4
3 4 4 4 4 4
4 5 4 5 5 5
5 5 4 5 5 4
6 5 5 5 5 5
7 5 5 5 5 5
8 4 4 4 4 4
média 4,625 4,25 4,5 4,625 45
Somas parciais atributos AROMA
Vinhos
Provador TO T30 T50 CTO0 CT30
1 12 10 10 10 12
2 11 10 9 10 12
3 12 9 7 11 14
4 11 9 10 12 9
5 8 5 9 8 8
6 12 12 12 12 12
7 7 9 9 9 8
8 9 8 6 9 8
media 10,25 9 9 10,125 10,375
Somas parciais atributos GOSTO
Vinhos
Provador TO T30 T50 CT0 CT30
1 26 18 20 27 26
2 12 12 10 12 12
3 19 16 14 22 17
4 21 13 16 22 18
5 19 18 20 17 16
6 20 20 20 20 18
7 16 17 18 20 18
8 13 13 11 15 14

media 18,25 15,875 16,125 19,375 17,375
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APRECIACAO GLOBAL

Vinhos
Provador TO T30 T50 CTO CT30
1 17 13 14 17 18
2 12 12 11 12 12
3 15 14 12 18 16
4 14,5 13 14 16 15
5 14 14 15 13 13
6 16 16 16 16 15
7 13 14 15 15 13
8 12 11 10 13 12

media 14,19 13,38 13,38 15,00 14,25

Tabela 2: Andlise estatitica da primeira analise sensorial

One-Way ANOVA on columns selected between Col(A) -> Col(l)
Data Mean Variance N

A 12.125 2.69643
12.375 1.69643
13 2.85714
10.75 2.21429
14.1875 3.28125 8
13.375 2.26786 8

13.375 4.55357 8

15 4.57143 8

1425 45 8

o 00 00

T IOTMMOOW

F=4.16181
p = 4.85552E-4

At the 0.05 level,
the means are significantly different.

[23-10-2008 11:46 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(A) -> Col(l):

Data Mean Variance N

12.125 2.69643
12.375 1.69643
13 2.85714
10.75 2.21429
14.1875 3.28125 8
13.375 2.26786 8

13.375 4.55357 8

15 457143 8

14.25 45 8

TIOTMMmMOO®>
0 0 o Co

F=4.16181
p = 4.85552E-4
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At the 0.05 level,
the means are significantly different.

[23-10-2008 11:47 “/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(A) -> Col(B):

Data Mean Variance N
A 12.125 2.69643 8
B 12.375 1.69643 8
F=0.11382
p = 0.74084

At the 0.05 level,
the means are NOT significantly different.

[23-10-2008 11:47 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(B) -> Col(C):

Data Mean Variance N
B 12.375 1.69643 8
C 13 2.85714 8
F =0.68627
p =0.42133

At the 0.05 level,
the means are NOT significantly different.

[23-10-2008 11:47 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(C) -> Col(D):

Data Mean Variance N
C 13 2.85714 8
D 10.75 2.21429 8
F = 7.98592
p =0.01347

At the 0.05 level,
the means are significantly different.

[23-10-2008 11:48 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(D) -> Col(E):

Data Mean Variance N

D 10.75 2.21429 8

E 14.1875 3.28125 8
F=17.20146

p = 9.86429E-4

At the 0.05 level,

71



ANEXOS

the means are significantly different.

[23-10-2008 11:48 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(E) -> Col(F):

Data Mean Variance N

E 14.1875 3.28125 8
F 13.375 2.26786 8
F=0.95173

p = 0.34584

At the 0.05 level,
the means are NOT significantly different.

[23-10-2008 11:48 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(F) -> Col(G):

Data Mean Variance N
F 13.375 2.26786 8
G 13.375 4.55357 8
F=0
p=1

At the 0.05 level,
the means are NOT significantly different.

[23-10-2008 11:49 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(G) -> Col(H):

Data Mean Variance N
G 13.375 4.55357 8
H 15 4.57143 8
F = 2.31507
p = 0.15039

At the 0.05 level,
the means are NOT significantly different.

[23-10-2008 11:49 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(H) -> Col(l):

Data Mean Variance N
H 15 4.57143 8
| 14.25 45 8

F = 0.49606

p =0.49279

At the 0.05 level,
the means are NOT significantly different.
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[23-10-2008 11:50 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(A) -> Col(D):

Data Mean Variance N
A 12.125 2.69643 8
B 12.375 1.69643 8
C 13 2.85714 8
D 10.75 2.21429 8
F = 3.04654

p = 0.04508

At the 0.05 level,
the means are significantly different.

[23-10-2008 11:50 "/Datal" (2454762)]
One-Way ANOVA on columns selected between Col(A) -> Col(C):

Data Mean Variance N
A 12.125 2.69643 8
B 12.375 1.69643 8
C 13 2.85714 8
F=0.67241
p=0.52113

At the 0.05 level,
the means are NOT significantly different.

ResultsLog
0
[23-10-2008 11:25 "/Datal" (2454762)]
One population t-Test on Datal col(B):

Data Mean Variance N
B 13 2.85714 8
t=21.75316

p = 1.09465E-7

At the 0.05 level,
the two means are significantly different.

[23-10-2008 11:26 "/Datal" (2454762)]
Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 12.125 2.69643 8
B 13 2.85714 8
t=1.05019
p=0.31142
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At the 0.05 level,
the two means are NOT significantly different.

[23-10-2008 11:29 “/Data3" (2454762)]
Independent t-Test on Data3 col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 12.375 1.69643 8
B 10.75 2.21429 8
t=-2.32418
p = 0.03567

At the 0.05 level,
the two means are significantly different.

[23-10-2008 11:33 "/Data6" (2454762)]
Independent t-Test on Data6 col(A) and col(B):

Data Mean Variance N

A 14.1875 3.28125 8
B 13.375 2.26786 8
t=-0.97557

p = 0.34584

At the 0.05 level,
the two means are NOT significantly different.

[23-10-2008 11:35 "/Data9" (2454762)]
Independent t-Test on Data9 col(A) and col(B):

Data Mean Variance N

A 14.1875 3.28125 8
B 13.375 4.55357 8
t=-0.82102

p =0.4254

At the 0.05 level,
the two means are NOT significantly different.

[23-10-2008 11:38 "/Datal2" (2454762)]

Independent t-Test on Datal2 col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 15 4.57143 8
B 14.25 45 8
t=-0.70432

p =0.49279

At the 0.05 level,
the two means are NOT significantly different.
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Tabela 1: Médias, desvio padrao e variancia do atributo Cor

COR

PROVADOR TO T30 T50 CTO CT30

1 3 4 4 5 3

2 3 3 3 4 3

3 4 4 3 4 4

4 4 3 3 3 2

5 4 3 3 4 3

6 4 5 4 4 4

7 4 4 3 3 3

8 4 4 4 4 4

9 3 3 3 4 4

10 3 3 3 4 4

11 5 4 3 3 3

12 4 4 3 4 3

13 4 4 4 4 3

14 4 4 4 4 3

15 4 4 4 3 3
Media 3,80 3,73 3,40 3,80 3,27
desvio padrao 0,54 0,57 0,49 0,54 0,57
Varidncia 0,31 0,35 0,26 0,31 0,35

Tabela 2: Médias, desvio padrdo e varidncia do atributo Aroma

Somas parciais do AROMA

PROVADOR TO0 T30 T50 CT0 CT30

1 9 5 8 5 3

2 7 5 5 7 6

3 8 6 8 6 6

4 6 6 7 6 4

5 5 7 4 7 6

6 8 9 7 8 10

7 4 6 7 7 7

8 6 6 5 6 7

9 7 7 7 8 8

10 7 6 6 7 8

11 7 6 6 5 6

12 5 6 7 6 4

13 7 4 6 7 5

14 5 6 8 7 6

15 6 5 3 6 6
Media 6,47 6,00 6,27 6,53 6,13
desvio padrao 1,31 1,10 1,44 0,88 1,71
Variancia 1,84 1,29 2,21 0,84 3,12
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Intensidade

Tabela 3: Médias do atributo AROMA

AROMA-Intensidade

1

PROVADORES

10
11
12
13

14
15

3,33 3,20 3,40 3,60 3,27

médias

Tabela 4: Médias do atributo AROMA- Limpeza

AROMA- Limpeza

1

PROVADORES

10
11
12
13

14
15

3,27 2,87 2,80 2,93 2,93

médias
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Tabela 5: Somas Parciais do Gosto

Somas parciais do GOSTO

PROVADOR TO T30 T50 CTO CT30

1 22 19 15 19 21

2 20 19 17 23 19

3 17 23 19 25 19

4 16 14 17 16 18

5 13 16 11 16 14

6 20 23 19 20 23

7 13 13 18 10 13

8 14 20 15 14 20

9 20 25 17 23 26

10 19 17 15 20 19

11 20 19 17 15 23

12 17 14 15 15 16

13 21 19 17 15 18

14 17 17 20 20 17

15 16 14 9 15 17
Media 17,67 18,13 16,07 17,73 18,87
desvio padrao 2,80 3,52 2,84 3,96 3,32
Variancia 8,38 13,27 8,64 16,78 11,84

Tabela 6 : Média do Atributo Gosto-Intensidade

GOSTO-Intensidade

PROVADORES 1 2 3 4 5
1 4 3 4 4 4
2 3 3 3 3 3
3 3 4 3 4 3
4 2 2 3 3 2
5 2 2 2 2 2
6 3 4 3 3 4
7 2 3 3 1 2
8 3 3 3 4 4
9 4 4 3 4 4
10 3 3 3 4 4
11 4 3 3 3 4
12 3 3 3 3 3
13 4 3 3 4 3
14 3 3 3 3 3
15 3 3 1 3 3

médias 3,07 3,07 2,87 3,20 3,20
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Tabela 7 : Média do Atributo Gosto-Limpeza

GOSTO- Limpeza

1

PROVADORES

10
11
12
13

14
15

3,07 3,27 2,67 2,87 3,13

médias

Tabela 8 : Média do Atributo Gosto-Equilibrio

GOSTO- Equilibrio

1

PROVADORES

10
11
12
13

14
15

2,87 3,13 2,53 2,60 3,07

médias
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Tabela 9: Média do Atributo Gosto-Corpo

GOSTO -Corpo

1

PROVADORES

10
11
12
13

14
15

2,93 2,87 2,60 2,93 3,00

médias

Tabela 10: Média do Atributo Gosto- Persisténcia

GOSTO - PERSISTENCIA

1

PROVADORES

10
11
12
13

14
15

2,73 3,07 2,87 3,00 3,33

médias
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Tabela 11: Média do Atributo Gosto-Fim de Prova

GOSTO - Fim d Prova

PROVADORES 1 2 3 4 5

1 3 2 2 4 3

2 4 3 3 3 3

3 3 3 3 4 3

4 3 3 2 3 2

5 2 3 2 3 2

6 4 4 3 4 4

7 2 1 3 2 2

8 2 3 3 2 3

9 3 4 3 4 4

10 4 3 2 4 3

11 4 4 3 2 4

12 3 3 3 3 3

13 3 2 2 2 4

14 2 2 3 3 2

15 3 2 1 3 3
médias 3,00 2,80 2,53 3,07 3,00

Tabela 12: Somas parciais da Atribuicdo Global
APRECIACAO GLOBAL

PROVADOR TO T30 T50 CT0 CT30

1 15 13 11 10 14

2 15 14 13 16 14

3 11 13 14 15 12

4 15 14 16 15 12

5 12 14 11 14 12

6 15 16 14 15 17

7 10 12 15 11 10

8 12 15 10 12 13

9 12 14 11 13 15

10 15 13 12 15 14

11 15 14 12 12 14

12 12 14 13 13 14

13 17 14 15 12 16

14 14 13 15 15 13

15 14 12 10 13 14
media 13,60 13,67 12,80 13,40 13,60
desvio padrao 1,89 1,01 1,90 1,70 1,67
variancia 3,83 1,10 3,89 3,11 2,97
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Tabela 13: Analise estatistica realizada na segunda sessdo de analise sensorial (Teste t-Student, p<0,05).

PARAMETRO Mean Mean t-value df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p

AMOSTRAS Group Group 2 Group Group Groupl Group?2 Variances Variances
1 1 2

COR TO vs T30 3,8000 3,7333 10,3162 28 0,7542 15 15 0,5606 0,5936 1,1212 0,8335
TO vs T50 3,8000 3,4000 2,0494 28 0,0499 15 15 0,5606 0,5071 1,2222 0,7125
T30 vs T50 3,7333 3,4000 11,6536 28 0,1094 15 15 0,5936 0,5071 1,3704 0,5634
CTOvs CT30 3,8000 3,2667 2,5298 28 0,0173 15 15 0,5606 0,5936 1,1212 0,8335
AROMA INTENSIDADE TO vs T30 3,3333  3,2000 0,5214 28 0,6062 15 15 0,7237 0,6761 1,1458 0,8025
TO vs T50 3,3333 33,4000 -0,2500 28 0,8044 15 15 0,7237 0,7368 1,0364 0,9477
T30 vs T50 3,2000 3,4000 -0,7746 28 0,4451 15 15 0,6761 0,7368 1,1875 0,7523
CTOvs CT30 3,6000 3,2667 1,1880 28 0,2448 15 15 0,6325 0,8837 1,9524 0,2230
LIMPEZA TO vs T30 3,2667 2,8667 1,3416 28 0,1905 15 15 1,0328 0,5164 4,0000 0,0140
TO vs T50 3,2667 2,8000 1,2486 28 0,2221 15 15 1,0328 1,0142 1,0370 0,9467
T30 vs T50 2,8667 2,8000 0,2269 28 0,8222 15 15 0,5164 1,0142 3,8571 0,0165
CTOvs CT30 2,9333  2,9333 0,0000 28 1,0000 15 15 0,5936 0,9612 2,6216 0,0820
SOMAS PARCIAIS TO vs T30 6,4667 6,0000 11,0226 28 0,3152 15 15 1,3558 1,1339 1,4296 0,5124
TO vs T50 6,4667 6,2667 0,3850 28 0,7031 15 15 1,3558 1,4864 1,2021 0,7354
T30 vs T50 6,0000 6,2667 -0,5524 28 0,5850 15 15 1,1339 1,4864 1,7185 0,3226
CTOvs CT30 6,5333 16,1333 0,7783 28 0,4429 15 15 0,9155 1,7674 3,7273 0,0193
GOSTO INTENSIDADE TO vs T30 3,0667  3,0667 0,0000 28 1,0000 15 15 0,7037 0,5936 1,4054 0,5327
TO vs T50 3,0667  2,8667 0,8143 28 0,4223 15 15 0,7037 0,6399 1,2093 0,7271
T30 vs T50 3,0667 2,8667 0,8874 28 0,3824 15 15 0,5936 0,6399 1,1622 0,7825
CTOvs CT30 3,2000 33,2000 0,0000 28 1,0000 15 15 0,8619 0,7746 1,2381 0,6950
LIMPEZA TO vs T30 3,0667  3,2667 -0,7783 28 0,4429 15 15 0,7037 0,7037 1,0000 1,0000
TO vs T50 3,0667  2,6667 1,4372 28 0,1617 15 15 0,7037 0,8165 1,3462 0,5856
T30 vs T50 3,2667 2,6667 2,1558 28 0,0398 15 15 0,7037 0,8165 1,3462 0,5856
CTOvs CT30 2,8667  3,1333 -0,9826 28 0,3342 15 15 0,8338 0,6399 1,6977 0,3335
EQUILIBRIO TO vs T30 2,8667  3,1333 -0,8759 28 0,3886 15 15 0,6399 0,9904 2,3953 0,1138
TO vs T50 2,8667 2,5333 11,2283 28 0,2296 15 15 0,6399 0,8338 1,6977 0,3335
T30 vs T50 3,1333  2,5333 11,7949 28 0,0835 15 15 0,9904 0,8338 1,4110 0,5279



4]

Tabela 13: (continuagdo).

PARAMETRO Mean Mean t-value df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p

AMOSTRAS Group Group 2 Group Group Groupl Group?2 Variances Variances
1 1 2

CTO vs CT30 2,6000 3,0667 -1,4924 28 0,1468 15 15 0,9103 0,7988 1,2985 0,6317
CORPO TO vs T30 2,9333 2,8667 0,2236 28 0,8247 15 15 0,7988 0,8338 1,0896 0,8748
TO vs T50 2,9333 2,6000 1,1880 28 0,2448 15 15 0,7988 0,7368 1,1754 0,7665
T30 vs T50 2,8667 2,6000 0,9282 28 0,3612 15 15 0,8338 0,7368 1,2807 0,6498
CTO vs CT30 2,9333  3,0000 -0,2017 28 0,8416 15 15 1,0998 0,6547 2,8222 0,0619
PERSISTENCIA TO vs T30 2,7333 33,0667 -1,2127 28 0,2354 15 15 0,7037 0,7988 1,2885 0,6418
TO vs T50 2,7333  2,8667 -0,5429 28 0,5915 15 15 0,7037 0,6399 1,2093 0,7271
T30 vs T50 3,0667  2,8667 0,7568 28 0,4555 15 15 0,7988 0,6399 1,5581 0,4169
CTO vs CT30 3,0000 3,3333 -1,0000 28 0,3259 15 15 0,8452 0,9759 1,3333 0,5976
EIM DE PROVA TO vs T30 3,0000 2,8000 0,6757 28 0,5048 15 15 0,7559 0,8619 1,3000 0,6302
TO vs T50 3,0000 2,5333 1,8249 28 0,0787 15 15 0,7559 0,6399 1,3953 0,5413
T30 vs T50 2,8000 12,5333 0,9621 28 0,3442 15 15 0,8619 0,6399 1,8140 0,2772
CTO vs CT30 3,0667  3,0000 0,2348 28 0,8161 15 15 0,7988 0,7559 1,1167 0,8393
SOMAS PARCIAIS TO vs T30 17,6667 18,1333 -0,3885 28 0,7006 15 15 2,8950 3,6423 1,5830 0,4006
TO vs T50 17,6667 16,0667 1,5021 28 0,1443 15 15 2,8950 2,9391 1,0307 0,9557
T30 vs T50 18,1333 16,0667 1,7102 28 0,0983 15 15 3,6423 2,9391 1,5358 0,4321
CTOvs CT30 17,7333 18,8667 -0,8205 28 0,4189 15 15 4,0965 3,4407 1,4175 0,5224
APRECIACAO GLOBAL TO vs T30 17,6667 18,1333 -0,3885 28 0,7006 15 15 2,8950 3,6423 1,5830 0,4006
TO vs T50 17,6667 16,0667 1,5021 28 0,1443 15 15 2,8950 2,9391 1,0307 0,9557
T30 vs T50 18,1333 16,0667 1,7102 28 0,0983 15 15 3,6423 2,9391 1,5358 0,4321
CTOvs CT30 17,7333 18,8667 -0,8205 28 0,4189 15 15 4,0965 3,4407 1,4175 0,5224




