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Resumo

O presente trabalho esta dividido em quatro partes. Na primeira parte, através da
analise de varios parametros quimicos, realizou-se a caracterizacdo de 25 vinhos de
mesa (13 vinhos brancos, 5 vinhos rosados e 7 vinhos tintos) e 6 vinhos licorosos (5
vinhos tintos e 1 vinho branco), de oito regides diferentes: Alentejo, Vinhos Verdes,
Lisboa, Douro, Bairrada, D&o, Peninsula de Setibal e Tejo. Os parametros analisados
foram: dioxido de enxofre livre e total, minerais (cobre, célcio, ferro e potassio),
antocianinas, poder antioxidante, indice de Folin, glicose, frutose e as coordenadas
colorimétricas a*, b* e L*. A caracterizagdo dos vinhos teve como objetivo aferir
possiveis tendéncias para se formarem agrupamentos, segundo a regido vitivinicola ou o
tipo de vinho.

Tendo em conta a concentragdo de minerais (cobre, ferro, potéssio e calcio) nos
vinhos, realizou-se uma analise hierarquica de agrupamentos (HCA) e uma analise de
componentes principais (PCA). Mediante a tendéncia para formacdo de agrupamentos,
segundo regido vitivinicola que foi observada, selecionou-se os vinhos de mesa de
quatro regides, para as quais havia maior representatividade: Bairrada, Douro, Vinhos
Verdes e Alentejo. Realizou-se também ANOVA, para verificar se, estatisticamente,
existia diferenca entre estas quatro regides, e teste de Tukey, para averiguar que regioes
diferem, estatisticamente, entre si, ao nivel de 95 % de confianca.

Outros parametros tidos em conta, para realizar HCA e PCA, foram: glicose,
frutose, glicose + frutose e alcool. Os resultados obtidos revelaram também tendéncia
para formacdo de agrupamentos segundo regido vitivinicola, pelo que foi realizada
ANOVA e teste de Tukey, considerando-se os vinhos de mesa e 0s vinhos licorosos das
seguintes regides: Bairrada, Vinhos Verdes, Alentejo e Douro.

Determinou-se a matriz de correlacdo de Pearson para 0s parametros poder
antioxidante, o indice de Folin, antocianinas, o dioxido de enxofre livre e total e as
coordenadas colorimétricas a*, b* e L* , de forma a quantificar a sua interligacéo.
Tendo em conta estes parametros, realizou-se HCA e PCA, que revelaram tendéncia
para agrupamento consoante o tipo de vinho (quanto a cor e quanto ao processo de
producdo), pelo que se realizou ANOVA e teste de Tukey, dividindo os vinhos em 5
distribuicdes: vinhos licorosos brancos, vinhos de mesa brancos, vinhos de mesa

rosados, vinhos licorosos tintos e vinhos de mesa tintos.



Do conjunto de vinhos referido inicialmente, escolheram-se 4 vinhos ( 2 vinhos
brancos e 2 vinhos rosados) das regibes Douro e Alentejo para permanecerem nas
garrafas, depois de abertas, durante 70 dias, de forma a poderem oxidar. Decorrido esse
periodo, foram aplicadas duas colas diferentes aos vinhos oxidados, uma de origem
mineral (a bentonite) e outra de origem proteica (a caseina). As alteracbes na
constituicdo quimica dos vinhos oxidados, produzidas pelas colas, foram avaliadas
através da medigdo das coordenadas colorimétricas a*, b* e L*, indice de Folin e poder
antioxidante.

Um conjunto de 10 vinhos da Bairrada (5 vinhos brancos e 5 vinhos tintos) foi
utilizado para se estudar os efeitos da oxidacdo ao longo do tempo. Os parametros
analisados ao longo de 15 dias, apds abertura das garrafas, foram: coordenadas
colorimétricas a*, b* e L*, indice de Folin, dioxido de enxofre livre e total e poder
antioxidante.

Na quarta parte deste trabalho, foi também objeto de estudo, através de um
mosto artificial, a dinamica populacional, durante a fermentacéo, de 4 monoculturas e 4
combinagOes das estirpes de leveduras, muito utilizadas em vinificagcdo: a Lachancea
thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima, Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora
delbrueckii. A fermentacdo foi levada a cabo sob condicGes adequadas, de forma a

otimizar o desenvolvimento das leveduras.

Palavras chave: caracterizacdo quimica de vinhos, minerais, cobre, ferro, calcio, potassio,
glicose, frutose, alcool, poder antioxidante, indice de Folin, antocianinas, coordenadas
colorimétricas, dioxido de enxofre livre, didxido de enxofre total, vinhos de mesa, vinhos
licorosos, regides vitivinicolas de Portugal, Alentejo, Douro, Vinhos Verdes, Bairrada, PCA,
HCA, ANOVA, teste de Tukey, coeficiente de correlacdo de Pearson, aplicacdo de colas no
vinho, bentonite, caseina, oxidagdo do vinho, leveduras, dindmica populacional de leveduras,
Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae, Metschnikowia pulcherrima, Lachancea

thermotolerans
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Abstract

The present work is divided in four parts. In the first part, through the analysis of
various chemical parameters, it was performed a characterization of 25 table wines (13
white wines, 5 rosé wines and 7 red wines) and 6 liqueur wines (5 red wines and 1 white
wine), from eight different regions: Alentejo, Vinhos Verdes, Lisbon, Douro, Bairrada,
Déo, Peninsula de Setubal and Tejo. The parameters analyzed were: free and total sulfur
dioxide, minerals (copper, calcium, iron and potassium), anthocyanins, antioxidant
power, Folin-Ciocalteu index, glucose, fructose and the colorimetric coordinates a*, b*
and L*. The characterization of wines aimed to assess possible trends to form clusters,
according to the wine region or the type of wine.

Considering the concentration of minerals (copper, iron, potassium and calcium)
in wines, a hierarchical cluster analysis (HCA) and a principal component analysis
(PCA) were performed. Upon the tendency towards the formation of clusters, according
to the wine region that was observed, table wines from four regions were selected, for
which they had the highest representativity: Bairrada, Douro, Vinhos Verdes and
Alentejo. ANOVA was also performed to verify, statistically, whether there existed a
difference among these four regions, and Tukey test to determine which regions differ
from each other, statistically, at a level of 95% confidence level.

Other parameters taking into account, to perform HCA and PCA, were: glucose,
fructose, glucose + fructose and alcohol. The obtained results revealed also a tendency
for the formation of clusters according to wine region, hence ANOVA and Tukey test
were performed, considering the table wines and the liqueur wines from the following
regions: Bairrada, Vinhos Verdes, Alentejo and Douro.

The Pearson correlation matrix was determined for the parameters antioxidant
power, the Folin index, anthocyanins, the free and total sulfur dioxide and the
colorimetric coordinates a*, b* and L*, in order to quantify their interconnection.
Considering these parameters, HCA and PCA were performed, which showed tendency
for clusters according to the type of wine (regarding the color and the production
process), for which ANOVA and Tukey test were performed, dividing the wines into 5
distributions: white liqueur wines, white table wines, rosé table wines, red liqueur wines

and red table wines.
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From the set of wines initially referred, 4 wines (2 white wines and 2 rosé wines)
from the Douro and Alentejo regions were chosen to remain in the bottles, after they
were opened, for 70 days, so that they can oxidize. After this period, two different
fining agents were applied to the oxidized wines, one of mineral origin (the bentonite)
and the other of protein origin (the casein). The alterations in the chemical constitution
of the oxidized wines, produced by the fining agents, were evaluated through the
measure of the colorimetric coordinates a*, b* and L*, Folin index and antioxidant
power.

A set of 10 wines from Bairrada (5 white wines and 5 red wines) was used to
study the effects of oxidation over time. The parameters analyzed over 15 days, after the
bottles were opened, were: colorimetric coordinates a*, b* and L*, Folin index, free and
total sulfur dioxide and antioxidant power.
In the fourth part of this work, it was also object of study, through an artificial medium,
the population dynamic, during the fermentation, of 4 monocultures and 4 combinations
of the yeast strains, widely used in winemaking: Lachancea thermotolerans,
Metschnikowia pulcherrima, Saccharomyces cerevisiae and Torulaspora delbrueckii.
The fermentation was carried out under suitable conditions, in order to optimize yeast

development.

Key words: chemical characterization of wines, minerals, copper, iron, calcium, potassium,
glucose, fructose, alcohol, antioxidant power, Folin-Ciocalteu index, anthocyanins,
colorimetric coordinates, free sulfur dioxide, total sulfur dioxide, table wines, liqueur wines,
Portugal wine regions, Alentejo, Douro, Vinhos Verdes, Bairrada, PCA, HCA, ANOVA, Tukey
test, Pearson correlation coefficient, application of fining agents on wine, bentonite, casein,
wine oxidation, yeast, yeast population dynamics, Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces

cerevisiae, Metschnikowia pulcherrima, Lachancea thermotolerans
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Capitulo 1

1. Introducéo

1.1 Origem do vinho

O local e época em que o vinho foi produzido pela primeira vez ndo pode ser
apontado precisamente [1]. O primeiro indicio de vinicultura vem da Geoérgia no
Céucaso do sul e é datado de 6000 — 5800 a.C. [2].

Apenas em 1860 foi descoberto que as leveduras convertiam agucar em etanol e
dioxido de carbono (processo designado por fermentacdo). Apesar de as pessoas na
antiguidade ndo terem conhecimento deste processo bioguimico, a fermentacdo foi
utilizada por milhares de anos como uma forma efetiva de preservar a qualidade e
seguranca de bebidas e comida [3]. Arqueslogos encontraram evidéncias moleculares
da producéo de bebida fermentada datada de antes de 7000 a.C. numa vila neolitica de
Jiahu na China. Na Asia, bebidas fermentadas eram produzidas principalmente a partir
de arroz. No Egito e Mesopotamia antigos, as bebidas mais utilizadas eram produzidas a
partir de frutos (vinho), a partir de mel (hidromel) e a partir de cereais (cerveja) [3]. E
expectavel que a partir deste periodo, as tecnologias de fermentacdo de bebidas se
expandissem a partir da Asia, Mesopotamia e Egito até ao Velho Mundo.

Dos muitos frutos colhidos pelo Homem antigo, apenas as uvas armazenam
hidratos de carbono predominantemente na forma de agucares soliveis estando, assim, a
fonte caldrica principal das uvas numa forma facilmente metabolizada pelas leveduras
do vinho. A maioria dos outros frutos carnudos armazenam os hidratos de carbono
como amido e pectinas, nutrientes que ndo sao fermentaveis pelas leveduras do vinho. A
rapida e extensa producdo de etanol pela Saccharomyces cerevisae inibe rapidamente o
crescimento da maioria das bactérias e outras leveduras no sumo de uva. Outra
propriedade Unica das uvas consiste nos acidos que estas contém. O principal acido
encontrado em uvas maduras é o acido tartarico sendo que este &cido é raramente
encontrado em fruta. Como o acido tartarico € metabolizado por poucos micro-

organismos, 0 vinho permanece suficientemente acidico para limitar o crescimento da



maioria das bactérias e fungos. A a¢do combinada da acidez da uva e a acumulacéo de
etanol inibe o crescimento e metabolismo da maioria dos organismos que podem
provocar a deterioracdo do vinho. Para 0 Homem antigo, o resultado da transformacéo
da uva foi a transformacdo de um fruto perecivel e disponivel periodicamente numa
bebida relativamente estavel com propriedades peculiares e potencialmente inebriantes.
Por outro lado, as necessidades de minerais e 4gua da videira sdo reduzidas, permitindo-
Ihe prosperar em solos e encostas improprias incompativeis para outras culturas
alimentares, o que também contribuiu para a facil propagacéo da cultura do vinho.

Na propagagdo da cultura da vinificagdo tiveram importancia a expansdo da
cultura grega, a expansao do império romano e a procura dos povos por novas terras no
geral [1].

O vinho era muito importante na cultura grega. Além dos aspetos comercial,
medicinal e hedonico o vinho representava para 0s gregos um elemento mistico,
expresso no culto do deus do vinho, Dionisio [1].

Depois com a colonizagdo os gregos levaram a vitivinicultura para outros
locais.

A expansdo do Império Romano teve grande importancia na disseminagdo da
vitivinicultura pois os vinhedos eram cultivados nas regides conquistadas. Os romanos
levavam o vinho como uma forma de impor 0s seus costumes € a sua cultura nas areas
conquistadas.

Finalmente, € imprescindivel lembrarmos as descobertas sobre os micro-
organismos e a fermentacdo feitas por Louis de Pasteur e publicadas na sua obra
“Etudes sur le Vin” em 1866. Essas descobertas constituem o marco fundamental para o

desenvolvimento da enologia moderna [1].

1.2 A economia do vinho em Portugal e no mundo

A vinha é cultivada para producdo de uvas. Essas uvas podem ser vendidas
diretamente ou entdo utilizadas para produzir sumos, passas ou Vvinho.
Aproximadamente 52 % da producdo é processada e fermentada para dar origem a
vinho, 42 % consumida como fruta fresca e 7 % utilizada para obter passas [4]. A
finalidade varia muito de pais para pais, dependendo muitas vezes dos

preceitos/imperativos politicos e religiosos (proibi¢do de vinho) na regido [5]. Os paises



maiores produtores de uva sdo a China, Italia, Estados Unidos da América, Franga,
Espanha e Turquia como esta ilustrado na Figura 1 [4].
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Figura 1 — Maiores produtores de uva por tipo de produtos (vinho, sultanas e fruto fresco) [adaptado de
2018 World Vitiviniculture Situation — OIV Statistical Report on World Vitiviniculture]

As localizacdes geograficas onde a viticultura é praticada fornecem um exemplo
6bvio de limitacdo climatica. E claro que a distribuicio da temperatura ocorre em
bandas paralelas ao redor do globo (zonas térmicas). Os limites para a viticultura

situam-se nas latitudes 50 ° N e 40 ° S (Figura 2).
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Figura 2 - Distribuicdo global de viticultura na isotérmica 10-20 ° C de acordo com Blij, 1983 (Fonte:

adaptada, apos Gomez-Miguel, 2009) [in http://www.vinetowinecircle.com/en/terroir-2/viewpoints-concerning-the-
dependency-of-viticulture-on-the-environment/ ]

A producdo de uvas € amplamente restrita a regides climaticas semelhantes as da faixa
da indigena de Vitis vinifera. Esta zona aproxima-se da area entre as isotérmicas anuais
de 10 e 20°C. A cultura da uva é ainda mais restrita a regides caracterizadas por climas
do tipo mediterranico. A extensdo para ambientes mais frios, mais quentes ou mais
hamidos é possivel quando as condi¢des locais modificam o clima ou a pratica viticola,
compensando condi¢fes menos que ideais. A producdo comercial ocorre mesmo em
regides subtropicais, onde podas severas estimulam o crescimento de videiras quase 0
ano inteiro [5].

Na Tabela 1 podem observar-se a quantidade de litros de vinho produzidos no
ano de 2017 por varios paises do mundo. A producdo da Italia (maior produtor de
vinho) permaneceu relativamente elevada, em 2017, atingindo 42,5 mhL de vinho

enquanto Portugal produziu 6,7 mhL de vinho.
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Tabela 1 - Produgdo, consumo, exportacdo e importacdo de vinho em 2017 para os maiores produtores
de vinho em mhL (que produzem volume superior a 5 mhL) (os valores de volume produzido e

consumido sdo dados provisorios) [valores do PIB retirados do site https://pt.tradingeconomics.com/country-list/gdp
consultado a 3 de fevereiro de 2018, para se converter os valores em délares americanos para euros usou-se a converséo de 2016,
1USD =0,93447 EUR] [4]

PIB em
Valor Valor de Valor mil
Volume Volume Volume exportado . Volume importado | .. .
. - - h cadalitro | . . milhdes de
Paises produzido | consumido | exportado (mil exportado importado (mil eUros
(mhL) (mhL) (mhL) milhdes de P (mhL) milhdes de 9
(euros) (10
euros) euros)
euros)
Italia 42,5 22,6 21,4 59 2,8 7,6 1728,74
Franga 36,6 27,0 14,9 9,0 6,0 7,6 0,8 2303,89
Espanha 32,5 10,5 23,2 2,8 1,2 1151,35
EUA 23,3 32,6 33 1,3 39 11,8 52 17352,26
Austrélia 13,7 59 7,8 1,7 2,2 1125,68
China 10,8 17,9 75 2,5
Afré‘ifl‘ io 108 45 45 06 13 275,52
Chile 9,5 2,2 9,8 1,7 1,7 230,81
Argentina 11,8 8,9 2,2 0,7 32 510,13
Alemanha 75 20,1 38 1,0 2,6 15,2 2,5 3239,58
Portugal 6,7 52 3,0 0,8 2,7 2,1 191,16
Russia 6,3 8,9 45 09 1199
Outros 11,5 40,4 2,5 51 4.4 434 12,3 13694,83
Total 248 2440 108 30,0 108 30
mundial

A Italia é o pais que maior volume de vinho produz (42,5 mhL), exportando 21,4

mhL (Tabela 1). A Espanha fica a frente da Italia no que se refere a volume exportado

(23,2 mhL). O pais que tem o litro de vinho mais caro é a Franca (6,0 euros), sendo a

Espanha o pais para o qual o litro de vinho é o mais barato, 1,2 euros. Portugal tem o

preco do litro de vinho dentro da média relativamente aos outros paises (2,7 euros).

Para a Franca e para a Italia os valores exportados sdo respetivamente 0,39 % e

0,34 % do PIB. Para Portugal os valores exportados representam 0,42 % do seu PIB. A

Espanha apesar de ser o pais que exporta maior volume de vinho fica atrds da Franca e

da Italia relativamente a percentagem do PIB correspondente aos valores exportados

(0,24 %). A Alemanha é o pais que mais gasta dinheiro com a importacdo de vinho

(0,077 % do PIB), exportando um valor que é 0,03 % do PIB, ou seja, inferior aquele

que ¢é importado (Tabela 1).
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Tabela 2 — Importacéo e exportacdo de Portugal de 2013 a 2017 [6]

2013 2014 2015 2016 2017
Volume (hL) | 3040615 | 2836168 | 2798189 2777631 2985 815
Exportado
Valor (1000 €) 720 794 726 285 735534 723671 777924
Volume (hL) | 1599530 | 2330198 | 2161091 1795 936 2091 209
Importado
Valor (1000€) | 122399 125154 116 755 109 964 133 752

De acordo com o Instituto da Vinha e do Vinho (IVV), o vinho exportado com o
qual Portugal obtém maior capital € o licoroso do Porto, representando este 43,4% dos
valores exportados (ou seja, 314744 milhares de euros), embora o produto que se
exporta em maior volume seja o vinho de mesa (que representa 15,2% dos valores
exportados). Os produtos mais importados por Portugal sdo o vinho de mesa,
representando 82,5 % do volume importado e 60,2 % dos valores importados. Os
espumantes representam também uma fatia significativa dos valores importados (17,5
%), apesar do volume correspondente ser pequeno (2,3 %) [6]. Na Tabela 2,
encontram-se o0s volumes de vinho exportados e importados (e valores correspondentes)

por Portugal.

1.3. Regides vitivinicolas de Portugal

O cultivo da vinha em Portugal estd praticamente espalhado por todo o seu
territorio, estando o mesmo dividido em diversas regifes vitivinicolas (Figura 3):
Douro; Vinho Verde; Tras-os-Montes; Tavora - Varosa; D3o; Bairrada; Beira Interior;
Tejo; Lisboa; Alentejo; Peninsula de Setubal; Algarve; Madeira e Acores.

A regido do Douro situa-se a Nordeste do Pais, € fortemente montanhosa
encontrando-se protegida pela Serra do Mar&o e o seu clima é habitualmente seco, com
invernos frios e verdes muito quentes. A vinha esta instalada nas encostas ingremes do
Douro e seus afluentes. Geologicamente, 0s solos durienses sdo constituidos
essencialmente por xisto, tendo também granito, mas em muito menor quantidade. Estes
solos sdo pobres, os teores em matéria organica e em fosforo assimilavel sdo baixos,

podendo os teores de potéassio apresentar valores médios ou altos [7]. E na regido do



Douro que sdo cultivadas as uvas para o0 emblematico vinho do Porto sendo que para a
sua producéo sdo selecionadas as variedades tintas: Tinta Cdo, Touriga Franca, Tinta
Roriz, Tinta Barroca e Touriga Nacional. Entre as centenas de castas destacam-se
também as variedades tintas Sousdo e Tinta Amarela (Trincadeira) e as variedades
brancas Rabigato, Moscatel, Gouveio, Malvasia Fina e Viosinho [7].

A regido dos Vinhos Verdes situa-se a Noroeste de Portugal continental, no
Entre-Douro-e-Minho, correspondendo a maior Regido Demarcada Portuguesa. Por
influéncia maritima, o clima é temperado, ndo havendo amplitudes térmicas
significativas durante todo o ano, e 0s niveis de precipitacdo sdo elevados. Desta forma,
a maturacao lenta é favorecida, dando origem a vinho com teor alco6lico entre baixo a

médio e acidez elevada. Os solos sdo maioritariamente graniticos variando entre férteis

Beira Interior

Peninsula
de Setubal

Figura 3 — Regides vitivinicolas de Portugal continental [https://vinhosemsegredo.wordpress.com/2013/07/29/tintos-
de-portugal/]
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a muito feérteis e de acidez elevada. As castas brancas dominantes sdo: Avesso,
Loureiro, Alvarinho, Arinto, Azal e Trajadura. Assim, esta regido tem as condigcOes
naturais ideias para produzir excelentes vinhos brancos sendo este tipo de vinhos que
esta associado a esta regido [7], [8].

A Bairrada é uma regido plana que se situa no centro-litoral de Portugal
continental, entre Agueda e Coimbra, tendo como fronteira leste, as serras do Caramulo
e do Bucaco. Como esta regido se desenvolve numa faixa litoral maritima, tem marcada
influéncia do ar mais humido vindo do Atlantico, o que estd na origem de chuvas
abundantes e o clima relativamente temperado com invernos suaves e verdes nao
excessivamente quentes. Dos solos bairradinos destacam-se os terrenos argilo-calcérios
e as faixas arenosas, existindo grande diversidade, por vezes numa pequena extensao,
ndo s6 na composicao e textura, mas também relativamente ao pH. Foi na Bairrada que
se deu 0 nascimento dos primeiros espumantes portugueses que hoje em dia constituem
a produgdo mais emblematica da regido. O clima fresco e himido favorece a sua
elaboracdo, proporcionando uvas de acidez elevada e baixa graduacédo alcoolica [7], [8].
Entre as castas tintas tradicionais predomina a casta Baga, seguida da Camarate,
Trincadeira, Bastardo, Moreto e Tinta Pinheira. Das castas brancas tradicionalis,
destinadas na sua maioria para a producdo de espumante, a principal é a casta Maria
Gomes (Ferndo Pires) seguida de Bical, Arinto, Cerceal, Rabo de Ovelha e Cercealinho.
Nas plantacdes mais recentes, que ddo origem aos novos vinhos bairradinos, sao
utilizadas castas exoticas a regido tanto nacionais como internacionais, destacando-se a
Cabernet Sauvignon, Chardonnay, Merlot, Pinot Noir, Syrah, Touriga Nacional e Tinta
Roriz [7], [8].

Os fatores que influenciam a composicdo quimica das uvas e,
consequentemente, do vinho sdo: a casta; o tipo de solo; a altitude; a humidade; a
precipitacdo; a temperatura; a temperatura noturna; o declive do solo; a exposicao solar,
entre outros. Por exemplo, uma maior exposicao solar vai contribuir para uma maior
concentracdo de polifendis totais; uma maior temperatura favorece a acumulacdo de
acucares; uma menor temperatura noturna vai ajudar a que as uvas acumulem maior
quantidade de polifendis (visto que oscilacBes térmicas favorecem acumulacdo de
polifenois). Assim, é de esperar que consoante a regido vitivinicola, o vinho apresente

caracteristicas quimicas distintas [9].



1.4. Processo de producéo do vinho

A produgdo de vinho envolve vérios processos, nomeadamente: colheita,
desengace e esmagamento, prensagem, fermentacdo, trasfega, clarificacdo e

estabilizagdo, envelhecimento e engarrafamento, tal como ilustrado na Figura 4 [5].
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Figura 4 — Etapas da producéo do vinho (adaptado de http://flowchart.ghkates.com/wine-making-process-flowchart/)

O processo de producdo de vinho influenciara muito as caracteristicas quimicas
do vinho.

O desengace consiste na remocdo de pedunculos e folhas, antes do
esmagamento, e tem a vantagem de minimizar a absor¢do de compostos fendlicos e
lipidicos destas partes da videira. Como o0s compostos fendlicos que constituem
pedunculos e folhas tém maior adstringéncia e amargura, relativamente ao sabor dos
taninos da pelicula e das sementes, que sdo menos adstringentes e mais assertivos, a sua
extracdo normalmente ndo tem interesse [5].

Na etapa do esmagamento, ha 0 rompimento subtil (isto é, sem haver trituracao)
da pelicula das uvas, havendo, depois, um periodo de contacto do sumo com as
peliculas [5]. O periodo de contacto do sumo com as peliculas das uvas pode ser mais
ou menos prolongado, consoante o tipo de vinho que se quer obter. Para vinhos tintos,
demora varios dias, para vinhos rosados, entre 12 a 24 horas, enquanto que para vinhos

brancos, o contacto é minimo, demorando ainda menos tempo. Este periodo de contacto
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permite a extracdo dos constituintes da polpa, peliculas e sementes. No caso dos vinhos
brancos, apds o periodo de contacto com as peliculas, 0 mosto € prensado, de forma a
separar as peliculas e sementes do sumo, antes da fermentagdo. J& nos vinhos tintos e
rosados, a prensagem realiza-se apenas depois da fermentacdo comecar pois deixa-se 0
mosto fermentar algum tempo sem remover as peliculas. O alcool produzido durante a
fermentacdo melhora a extracdo de antocianinas e promove extracdo de taninos das
peliculas e das sementes. Além disso, o etanol aumenta a libertacdo de compostos
aromaticos da polpa e das peliculas.

A etapa da fermentacdo € realizada por micro-organismos (leveduras e
bactérias), sendo uma forma de metabolismo de libertacdo de energia na qual tanto o
substrato (dador de eletrdes inicial) como o subproduto (recetor de eletrfes final) sdo
compostos organicos. A diferenca entre a fermentagdo e a respiragdo consiste na
fermentagdo ndo envolver oxigénio molecular. Apesar de existirem muitas vias
fermentativas, a mais comum € a fermentacdo alcoolica. Nesta o etanol atua como o
recetor de eletrdes final (subproduto), enquanto que a glicose € o dador de eletrbes
preferido (substrato) [5].

A fermentacdo pode iniciar-se espontaneamente devido a leveduras indigenas
provenientes das uvas ou, mais frequentemente, a leveduras presentes nos equipamentos
utilizados para o esmagamento. No entanto, a pratica padrdo é inocular o sumo ou
mosto com uma estirpe de levedura de caracteristicas conhecidas. As leveduras nao
produzem apenas o alcool, mas também dao origem aos atributos gerais de bouquet e
sabor que caracterizam os vinhos [5].

A estabilizacdo e clarificacdo tém como objetivo produzir um vinho brilhante e
limpido e sem defeitos no sabor. O vinho é submetido a alguns processos onde sao
removidos componentes que podem deixa-lo turvo: ibes de tartarato, proteinas
(responsaveis pela casse proteica), taninos, ides metalicos (ferro e cobre, responsaveis
pela casse férrica e casse cuprica, respetivamente), entre outros [5]. Os diferentes tipos
de casse formam-se quando os compostos que lhe ddo o nome participam na formacao
de compostos insollveis que causam turbidez.

O tratamento da turbidez pode fazer-se consoante o tipo de compostos que a
causam. Assim, pode usar-se tratamento térmico, arrefecimento ou agquecimento para
forcar precipitacdes e, posteriormente, remover os precipitados ou utilizacdo de agentes

coagulantes (colas). A remocdo de alguns compostos do vinho, além de tratar a turbidez,
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também pode ser importante para a reducéo da adstringéncia para se obter uma sensagao

de maior suavidade na boca como é o caso da remocao do excesso de taninos.

1.5. Colas

A colagem é a adicdo de substancias reativas ou adsorventes para remover ou
reduzir a concentracdo de um ou mais constituintes indesejaveis, de forma a melhorar a
luminosidade, a cor, 0 aroma, 0 sabor e/ou modificar a estabilidade [10].

Os mecanismos de acdo das colas podem ser elétricos (interacdo entre cargas),
formacdo de ligacdes e/ou absorcéo e adsorcao [10].

As colas séo utilizadas durante a producdo do vinho, mas também podem ser
utilizadas para revitalizar vinhos oxidados. Estes clarificantes podem ser organicos
(como é o caso, por exemplo, da caseina, da albumina e da polivinilpolipirrolidona -
PVPP - que é um polimero sintético), ou minerais (como as bentonites), sendo a sua
atuacdo diferente [10].

A bentonite é um tipo de argila Montmorillonita composta por silicato de
aluminio, magnésio e calcio hidratado e cuja formula quimica €
(Na,Ca)o3(Al,MQ)2Sis019(OH),.nH,0, sendo muito utilizada para remover proteinas do
vinho. A rede de cargas negativas da bentonite atrai proteinas carregadas positivamente.
A elevada area de superficie interna entre as placas de alumina-silica individuais
oferecem muitos locais para ligagdo. Os grupos carregados das proteinas sao
neutralizados por troca de catifes, originando floculacdo e sedimentacdo na forma de
um complexo de argila-proteina. Contudo, a bentonite tem baixa capacidade para trocar
anides, sendo, portanto, ineficaz a remover proteinas neutras ou carregadas
negativamente [5].

A caseina (proteina do leite) tem carga predominantemente positiva, atraindo
taninos carregados negativamente. A sua interacdo produz grandes complexos de
proteina e tanino. Uma vez formados, estes complexos podem ser removidos por
filtracdo ou centrifugacdo. A caseina ocorre no leite como uma macromolécula
carregada. Na forma seca pode encontrar-se disponivel como caseinato de potassio ou
sodio que € soluvel em &gua. O caseinato deve ser hidratado em &gua, antes da sua

utilizagdo, nunca em sumo ou vinho. Ao pH do vinho, a caseina flocula e o precipitado
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resultante adsorve e remove mecanicamente o material suspenso (preferencialmente,

particulas com carga negativa), a medida que se deposita [5], [10], [11].

1.6. Micro-organismos e o0 vinho

Os micro-organismos sdo essenciais na producgéo do vinho, pois para que 0 sumo
de uva se transforme em vinho é necessaria a sua acao (através da fermentagdo). Estes
micro-organismos sdo leveduras e bactérias, sendo a principal levedura envolvida a S.
cerevisiae e a bactéria principal a Oenococcus [12]. Existem duas fermentacles, a
fermentacdo alcodlica (FA) e a fermentacdo malolatica (FML). Na FA, os agUlcares da
uva (a glicose e a frutose) sao convertidos em etanol, principalmente, através da acao da
S. cerevisiae (equacdo (1)). Na FML, que ocorre no fim da FA, o acido malolatico é
transformado em acido latico pela acdo das bactérias lacticas, sendo a principal a

Oenococcus.

CeH120s — 2 CH3CH,OH + 2 CO, (1)

Assim, a O. oeni, tipicamente, cresce lentamente no sumo e, mais comumente,
no vinho, depois de a S. cerevisae ter completado a fermentacéo alcodlica [5]. Do ponto
de vista da vinificacdo, a FML tem interesse na producdo de vinhos tintos sendo
normalmente evitada nos vinhos brancos. A FML torna vinhos excessivamente acidicos
em vinhos mais aceitdveis ao paladar humano e pode melhorar a estabilidade
microbiana pela remocao de substratos fermentaveis residuais [5].

Como ja foi referido na sec¢do anterior, a FA é um processo anaerébico no qual
0s acgucares presentes nas uvas (frutose e glicose) sdo metabolizados dando origem a
etanol e dioxido de carbono através de um processo de catalise enzimatica, sendo essas
enzimas produzidas por leveduras. Na fermentacdo, além da S. cerevisiae, ha outras
leveduras envolvidas, as ndo Saccharomyces, que também desempenham o seu papel na
producdo do vinho. Estas leveduras que ndo sdo do género Saccharomyces participam
essencialmente nos primeiros estagios da FA espontanea, sendo a S. cerevisae aquela
que conclui a fermentacdo [13], [14]. Portanto, na fase inicial da FA espontanea as
elipticas S. cerevisae encontram-se em pequena quantidade, dominando as leveduras

apiculadas, mas como estas sdo sensiveis ao alcool e ao didxido de enxofre, quando se
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atinge 3-4% de etanol, dao lugar as S. cerevisae, que sdo bastante mais resistentes a
meios com concentracdo elevada de etanol [15]-[19]. De facto, é caracteristico deste
processo Varias populacdes de diferentes espécies de leveduras serem ativas
sequencialmente durante a fermentacéo, sendo cada uma substituida pela seguinte [15].

1.6.1. Lachancea thermotolerans

A Lachancea thermotolerans é uma levedura com pouco poder fermentativo e
pouca resisténcia ao etanol. E uma levedura ubiquista que ocupa uma vasta variedade de
habitats naturais e antrdpicos (incluindo insetos, plantas, solo e culturas horticolas,
particularmente uvas e vinho) que cobre uma ampla extensdo geogréfica [20], [21].

A L. thermotolerans tem a capacidade de produzir acido latico durante a
fermentacdo alcoolica o que é uma atividade metabdlica pouco comum entre leveduras,
mas de grande interesse biotecnologico. De facto, a concentracdo maxima obtida de
acido latico atraves da fermentacdo com a L. thermotolerans que foi registada ¢ 16,6
g/L. Nas mesmas condicdes, a S. cerevisiae produz apenas entre 0,2 a 0,4 g/L de acido
latico [12], [22]. Por causa desta capacidade, a L. thermotolerans tem sido descrita para
acidificacdo de mostos com baixa acidez.

A capacidade da L. thermotolerans em atuar como um agente acidificante

(produtor de L - &cido latico) é de interesse cada vez maior, visto que as mudancas
climaticas do globo e variacBGes das praticas de viticultura e enologia tém resultado
numa tendéncia para a reducédo da acidez total dos vinhos[23].
Além de producdo de elevadas concentracfes de acido latico também se observou em
alguns estudos producdo de elevadas concentractes de 2-feniletanol e glicerol [12].
Além disso, resultado biolégico da acidificacdo pela acdo da L. thermotolerans afeta de
forma positiva as qualidades organoléticas e estabilidade microbiolégica dos vinhos
resultantes[12]. Outras modulacGes quimicas e sensoriais positivas incluem teores finais
de etanol baixos[23] algo cada vez mais procurado no mercado [21] e melhoria no
aroma, sabor e sensacao de corpo[12], [23], [24].

Também h& dados referentes a mostos com L. thermotolerans e S. cerevisiae a

partir dos quais se produziu vinhos com maior acidez e notas de picante mais intensas
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do que vinhos produzidos a partir de fermentacdes de mostos nos quais se usou apenas
S. cerevisiae [12].

A utilizacdo de L. thermotolerans em inoculagcdo simultanea pode levar a um
melhoramento dos aromas frutados tropicais e floral nos vinhos brancos e sabores mais
complexos e arredondados nos vinhos tintos[12].

Pode utilizar-se a L. thermotolerans em conjunto com outras leveduras como
uma alternativa a fermentacdo malolatica tradicional (realizada por bactérias laticas).

A fermentacdo malolatica tradicional pode levar a producdo de sabores
desagradaveis, perda de qualidade do vinho e problemas para a salude humana.
Particularmente em regifes quentes e/ou quando estdo envolvidos mostos de pH
elevado a probabilidade de desvios durante a FML é maior. A consequéncia destes
desvios ¢ a obtencéo de vinhos com elevada acidez volatil e elevados valores de aminas
biogenicas[20].

Num estudo realizado onde se combinou o uso de L. thermotolerans com a
Schizosaccharomyces pombe (espécie de levedura ndo Saccharomyces) em alternativa a
FML tradicional o resultado foi a producéo de vinhos mais frutados como menor teor de
acido acético e aminas biogénicas em comparacdo com controlos nos quais foi realizada
FML tradicional [20].

1.6.2. Metschnikowia pulcherrima

Algumas estirpes de M. pulcherrima demonstram uma forte atividade de
biocontrolo contra varios micro-organismos. O seu valor para a industria do vinho
encontra-se no seu comportamento antagoénico relativamente a outras espécies de
leveduras indesejaveis envolvidas na producéo de vinho.

Algumas estirpes de M. pulcherrima apresentam atividade antimicrobiana para
leveduras do vinho que podem afetar negativamente a qualidade final do vinho
enquanto que relativamente S. cerevisiae ndo revelam comportamento antagonico [25].

A atividade antimicrobiana da M. pulcherrima ndo parece dever-se a compostos
proteicos como acontece no classico fendmeno killer [25]. Em sentido estrito, o termo
killer é dado a leveduras capazes de secretar uma toxina proteica ou glicoproteica letal

para outras leveduras [26]. Em vinificagdo a utilizac&o de leveduras killer para controlar
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a proliferacdo de micro-organismos contaminantes durante a fase pré-fermentagéo
também ¢é uma aplicagéo interessante da atividade bioldgica [27]-[29].

A atividade antimicrobiana observada deve-se ao acido pulcherriminico,
precursor do pigmento pulcherrimino que sequestra o ferro presente no meio,
prejudicando o crescimento de outras leveduras para o qual o ferro é um elemento vital
[25].

1.6.3. Saccharomyces cerevisae

A principal levedura envolvida na vinificagdo, a S. cerevisae, tem as
propriedades de osmotolerancia (alta capacidade de suportar a pressédo feita pela &gua na
membrana da célula), relativa insensibilidade a acidez elevada e boa aceitacdo de
concentracdes de oxigénio baixas. Desta forma, ela esta pré-adaptada para crescer no
mosto e excluir outros competidores potenciais no mosto. Além destas propriedades, a
S. cerevisiae tem também a capacidade de conseguir resistir em meios com
concentragdes de etanol moderadamente elevadas [5].

Apesar de a S. cerevisae possuir a habilidade de respirar, esta fermenta
predominantemente, mesmo na presenca de oxigénio (o efeito Crabtree ou repressdo do
metabolismo respiratério pela glicose) [5]. O efeito de Crabtree consiste no inibicdo do
metabolismo respiratério causado pela presenca de quantidades elevadas de glicose.
Quando os niveis de glicose sdo elevados no meio de cultura a levedura consome
preferencialmente esse substrato nutricional e s6 comeca a utilizar outras fontes de
carbono, como o etanol ou o glicerol, quando a glicose se esgota [30].

O efeito de Crabtree manifesta-se sempre que S. cerevisae se encontra em
condicdes totalmente aerdbicas e utiliza glicose como fonte de carbono. Este fendmeno,
que depende da concentracdo de glicose no meio de cultura, determina o tipo de vias
metabolicas que a célula adota para obter o ATP (adenosina trifosfato) que sustenta o
seu crescimento e sobrevivéncia. Em geral, ocorre uma predominancia da via
fermentativa que inclui a glicolise e a fermentacdo alcodlica/latica sobre a via
respiratoria, onde o piruvato € descarboxilado a acetil-CoA (acetil-coenzima A) que €
oxidado pelo ciclo do citrato para gerar equivalentes redutores sob a forma de NADH e

FADH,, utilizaveis pela cadeia respiratoria para fosforilar ADP (adenosina difosfato)
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em ATP. Este fendmeno ndo é exclusivo da S. cerevisae, mas também de outras

leveduras e bactérias [30].

1.6.4. Torulaspora delbrueckii

Esta levedura € utilizada atualmente como “starter” para determinadas
aplicacOes na vinificagdo, nomeadamente, para reduzir a acidez volatil em fermentagdes
com concentragdo elevada de agUcar.

A T. delbrueckii foi descrita em varios estudos como uma levedura com efeito
positivo no aroma e no sabor de bebidas alcodlicas[31]-[34] e com baixa producdo de
acetaldeido, acetoina, acetato e acetato de etilo[33]-[35]. E conhecida por produzir
pouco acido acético sob condic¢des padrdo. Contudo, esta levedura produz pouco etanol
e tem rendimento de biomassa reduzido e fermentagdo lenta [36].

A quantidade de acidez volatil (principalmente acetato) desempenha um papel
importante no aroma do vinho e concentragdes excessivas deste subproduto de
fermentacao alcoolica prejudicam muito a qualidade do vinho[37].

Devido a elevada pureza de fermentacdo (com baixa producdo de subprodutos
prejudiciais a qualidade do vinho) tem sido proposto o uso desta levedura em culturas
mistas ou sequenciais com S. cerevisiae para diminuir o conteudo de acido acético no
vinho [34][32][38].

A T. delbrueckii € particularmente atil em fermentagdes de mostos com
concentracdo elevada de agucar visto que ao contrario da S. cerevisiae esta especie ndo
responde ao meio hiperosmotico com o aumento da producdo de &cido acético. Antes
pelo contrario mantém a sua capacidade de ter uma fermentacdo de elevada pureza com
baixa producdo de acidez volatil. Contudo, ndo pode ser utilizada sozinha, tem de ser
utilizada juntamente com a S. cerevisiae pois como tem fermentacdo lenta ndo consegue
atingir o teor de alcool requerido nestas fermentacGes (14%), apesar de conseguir

sobreviver a concentrac@es elevadas de etanol [36].
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1.7. Quimica do vinho

O vinho é uma solucdo muito complexa, composta por diversas substancias
quimicas que possuem caracteristicas préoprias e concentracfes variadas. Neste capitulo,
ird fazer-se referéncia a alguns dos seus constituintes principais, nomeadamente, agua,
alcoois, &cidos, compostos fendlicos, aglcares, minerais e gases dissolvidos. Para além
destes constituintes, existem outros tais como aldeidos, cetonas, acetais, ésteres,
lactonas e outros compostos heterociclicos de oxigénio, terpenos, compostos azotados

(aminas e aminoé&cidos), compostos sulfurados e vitaminas [39].

1.7.1. Agua

Como constituinte quimico predominante no vinho, a agua desempenha um
papel critico na estabilizacdo das suas caracteristicas béasicas. Por exemplo, apenas
compostos com solubilidade relativamente elevada em agua desempenham um papel
significativo no vinho. Além disso, a capacidade calorifica elevada do vinho torna o
aquecimento do vinho no copo mais lento. A agua também é um componente essencial

em varias reagdes quimicas envolvidas no envelhecimento do vinho [5].

1.7.2. Alcoois

O élcool mais importante constituinte do vinho é o etanol. Sob condicGes de
fermentacdo normais, o etanol pode atingir concentracGes de até cerca 14-15%. Niveis
mais elevados de etanol podem ser atingidos por adicdo sequencial de agicar durante a
fermentacao, isto é, através de um processo denominado fortificacao [5].

O etanol tem multiplos efeitos no sabor e sensacdo na boca. Aumenta diretamente
a docura através do seu préprio sabor e modifica indiretamente a percecdo de acidez,
fazendo com que vinhos mais acidos parecam menos azedos e mais equilibrados. Em
elevadas concentracdes, o alcool produz uma sensacdo de queimadura e pode contribuir
para a sensacdo de peso ou corpo, principalmente em vinhos secos. O etanol também

diminui a adstringéncia dos taninos [5].
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1.7.3. Acidos

No geral, os &cidos sdo quase tdo importantes para a qualidade do vinho como os
alcoois. Os acidos ndo s6 produzem um sabor refrescante (ou &cido, quando em
excesso), como também alteram a percecdo de outros sabores e sensagdes na boca (por
exemplo, a acidez reduz o sabor a doce e potencia a adstringéncia)[5].

Podemos dividir os &cidos existentes no vinho em dois tipos: acidos organicos (
Tabela 3) e &cidos inorganicos (como o &cido sulfuroso, por exemplo) [5]. Por sua vez, a
acidez no vinho costuma dividir-se em duas categorias: volatil e fixa. A acidez volatil
refere-se aos &cidos que podem ser removidos facilmente através de destilagdo por
arraste de vapor enquanto que a acidez fixa inclui aqueles que sdo pouco volateis. A
acidez total ¢ a combinacéo das duas categorias [5].

Tabela 3 - Estruturas moleculares de alguns acidos orgénicos presentes no vinho.

Acidos organicos | Nome do acido | Estrutura molecular

OH
HON
Acido tartérico !
HON
(o]
(6]
H

Acido malico

(o}

(o]
(0]
R OH )I\
Acido acético

Acido latico \H‘\

(0]

OH

0]
OH
H
0]
OH
H
OH

Para a maioria dos vinhos de mesa, é desejavel uma acidez total ente 5,5 mg/L e
8,5 mg/L. Particularmente, os vinhos brancos devem ter, de preferéncia, valores mais
proximos do limite superior, enquanto que os vinhos tintos devem ter valores de acidez
total mais préximo do limite inferior. Os valores de pH adequados para vinhos brancos
devem estar entre 3,1 e 3,4 e, para vinhos tintos, entre 3,3 e 3,6 [5].

O é&cido acético € o acido volatil principal, com efeitos desejaveis no aroma em
concentracdes até 300 mg/L, mas outros acidos, como o acido férmico, o butirico e o

propiénico, podem também existir [5].
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O &cido tartérico e o acido malico séo os principais constituintes acidos do vinho
e constituem mais do que 90% da acidez fixa. Estes acidos controlam, assim, o pH do
vinho (os &cidos volateis ndo afetam significativamente o pH do vinho ou a acidez
percetivel).

O é&cido malico pode constituir cerca de metade da acidez total do vinho. Na
fermentacdo malolatica, o acido mélico é convertido em &cido latico, tornando-se este o

constituinte principal da acidez do vinho.

1.7.4. Compostos polifendlicos

Os compostos fenolicos revestem-se de grande importancia em enologia uma
vez que estdo relacionados, direta ou indiretamente, com a qualidade dos vinhos. Os
compostos fendlicos podem afetar a aparéncia, sabor, sensacdo de boca, fragrancia e
propriedades anti-microbianas do vinho sendo de importancia primordial na qualidade
de vinhos tintos. Também tém significado em vinhos brancos, embora estejam presentes
em concentracbes muito inferiores. A fonte principal destes compostos sdo as uvas,
podendo ser também extraidos da madeira em quantidades inferiores, enguanto
quantidades vestigiais podem ter origem no metabolismo das leveduras.

Os compostos fendlicos podem ser divididos em flavonoides (Figura 5) e ndo
flavonoides (Figura 6). Os flavonoides podem ser subdivididos em antocianidinas,
flavondis, flavonas, flavanonas, flavanois e isoflavonas. Os tipos de ndo flavonoides
podem ser fenois simples, acidos fendlicos, estilbenos, cumarinas e aldeidos benzdicos.

Depois ainda ha os taninos que podem ser divididos em hidrolisaveis e condensados.

(I‘
/ o

a) b) <)

Figura 5 - Estrutura quimica basica de alguns flavonoides a) antocianidinas b) flavondis c) flavonas.
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OH o

OH

a) b)
Figura 6 - Estrutura quimica basica de alguns néo flavonoides a) fendis simples b) acidos fendlicos.

Os flavan-3-6is sdo o0s responsaveis pelas sensagdes gustativas no vinho e
apresentam um papel importante no envelhecimento do vinho, pois, nas uvas, a
polimerizagdo de flavan-3-6is (ou catequinas) produz uma classe de polimeros
designada por taninos condensados (procianidinas ou proantocianidinas). As
proantocianidinas sdo compostos que pela acdo do calor e em meio acido, decompdem-

se em antocianidinas (como, por exemplo, a cianidina e a delfinidina) ( Figura 7).

OH

Cianidina: R = H
Delfinidina: R = OH

H*/ calor
- +
oxidagdo O,
OH
OH
HO o O
® R

Procianidina: R = H OH
Prodelfinidina: R = OH OH

Catequina: R=H
Galocatequina: R = OH

Figura 7 - Representacdo da decomposicao de proantocianidinas em antocianidina e flavonol por

aquecimento em meio acido.

Os taninos condensados apresentam um papel importante nas propriedades
gustativas dos vinhos, pois interagem com as proteinas salivares, formando complexos
estaveis que provocam a sensacdo de secura da boca, designada por adstringéncia [40].
Estes compostos podem ainda atuar ao nivel da estabilizacdo da cor, por fendmenos de

copigmentacéo, ao ligarem-se as antocianinas.
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Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de um acgucar (normalmente a beta-D-
glicose) e um namero variavel de moléculas de &cidos fendlicos. Este grupo de taninos
divide-se em dois subgrupos, os galotaninos e os elagitaninos, dependendo se o &cido
fendlico € o &cido galico ou o acido elagico, respetivamente. Estes compostos, ao
contrério dos taninos condensados, ndo estdo presentes nas uvas, sendo a sua origem
exdgena, pois estdo presentes na madeira e, por isso, aparecem em vinhos armazenados
ou envelhecidos em barris de madeira. Os taninos hidrolisaveis (baseados em
compostos ndo flavonoides) separam-se rapidamente sob condicdes acidicas. Por outro
lado, taninos condensados (baseados em compostos flavonoides) sdo mais estaveis sob
condi¢des acidicas pois estabelecem ligacdes covalentes entre si [5].

As antocianinas sdo responsaveis pela cor dos vinhos tintos e das uvas, estando
localizadas na pelicula e na polpa das uvas. As antocianinas existem nas uvas como
glicosideos — a ligacdo da antocianidina (catido flavilio) com aclcar (tipicamente, a
glicose). As principais antocianinas do geénero Vitis s&o a cianidina, a delfinidina, a

peonidina, a petunidina e a malvidina (Figura 8).

R4
Antocianina R, R, R;
Ry Cianidina | OH |OH| H
+ Peonidina | OCH; | OH H
HO (o] Delfinidina OH OH OH
N Rs Petunidina | OCH; | OH | OH
/ Malvidina | OCH; | OH | OCHj,
o] CH,0R5
OR,4 o)
HO” on OH

Figura 8 - Estrutura geral das principais antocianinas na espécie Vitis vinifera (adaptado de [40] pagina
440)

Cada antocianidina pode ser adicionalmente complexada (acilada) por uma ligacdo da
por¢do de acucar, geralmente no C6, com acido acético, acido cumarico ou &cido
cafeico.

As antocianinas apresentam-se sobre diferentes formas em equilibrio que
dependem do pH do meio.

Em vinhos tintos jovens, as antocianinas ocorrem predominantemente como um
equilibrio dindmico entre cinco estados moleculares principais, um ligado a di6xido de

enxofre e quatro formas livres (Figura 9) [40].
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OH  SOzH

a)

incolor azul violeta

+ HSO; +H'

pigmentos
poliméricos

vermelho

. d
e) incolor amarelo palido )

Figura 9 - Equilibrio entre as varias formas de antocianinas no vinho. Gl — glicose a) antocianina

sulfonada (incolor), b) base quinoidal (azul violeta), c) catido flavilio (vermelho), d) carbinol (incolor), €)

chalcona (amarelo claro). (adaptado de [5], pagina 288)

A maioria das formas favorecidas sdo sem cor dentro do intervalo de pH tipico

do vinho (aproximadamente 3,5). A cor vermelha provém, principalmente, da pequena

porcdo de antocianinas que existem no estado de ido flavilio. A proporcdo deste ido

depende do pH e do teor de didéxido de enxofre livre do vinho. Baixo pH aumenta a

concentracdo do estado flavilio, aumentando a intensidade da cor vermelha. O tom

azulado-malva de vinhos de pH elevado deve-se a um ligeiro aumento na proporcéo de
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antocianinas quinoidais. Contudo, o fator mais significativo que afeta a densidade de
cor de vinhos tintos jovens ndo é o pH, mas a quantidade de diéxido de enxofre livre. O
diéxido de enxofre é um agente de branqueamento de antocianinas eficaz, embora
reversivel.

As antocianinas livres ndo sdo particularmente estaveis. A estabilidade
desenvolve-se através de uma série complexa de mecanismos, incluindo fatores de curta
duracgéo tais como co-pigmentacéo, e fatores de longa duragéo, tais como polimerizacao
com flavan-3-6is e procianidinas, assim como a formacdo de novos pigmentos tais
como piranoantocianinas. Estas Gltimas também podem condensar com taninos. A
polimerizagdo ajuda a estabilizar a cor do vinho ao proteger a molécula de antocianina
da oxidacdo e outras reagOes quimicas, tais como descoloracdo por sulfito. A co-
pigmentacdo é um fendmeno no qual ha interacdo de Van der Walls entre a estrutura
planar polarizavel da antocianina e outro flavonoide incolor conhecido como co-fator ou
“co-pigmento”, resultando num empilhamento das moléculas. Pode distinguir-se dois
tipos de co-pigmentagdo: intramolecular e intermolecular. A co-pigmentacio
intramolecular ocorre quando o pigmento (antocianina) e o copigmento fazem parte da
mesma molécula, ou seja, quando o croméforo da antocianina e o copigmento (residuo
de acido cinamico) estdo covalentemente ligados ao mesmo residuo de acucar. Na
copigmentacdo intermolecular ha empilhamento de moléculas de antocianinas e de
copigmentos enguanto moléculas independentes. Este empilhamento é resultado de
forcas de van der Walls e efeitos hidrofobicos. A auto-associagdo € um caso particular
da copigmentacdo intermolecular no qual hd empilhamento entre moléculas de
antocianinas entre si. Os copigmentos principais no vinho sdo flavonoides e nao
flavonoides, embora também possam estar envolvidos aminoacidos, acidos organicos,
polissacarideos e purinas. Os catides metalicos (Mg?*, A", Fe**, Cu?*) também formam
complexos com as antocianinas contribuindo para a sua estabilizacdo. A propor¢édo
destes compostos nos vinhos depende da casta, da regido vitivinicola e dos processos de
vinificacdo, o que torna a cor dos vinhos diferente [5], [40]-[42].

As antocianinas e 0s taninos sdo 0s principais constituintes dos vinhos
implicados em fendmenos de oxidacdo, que se traduzem por alteracdes de cor
(acastanhamento) e por uma evolugéo do gosto (perda ou aumento da adstringéncia).

Os ndo flavonoides principais, em vinhos ndo envelhecidos em madeira, sdo 0s

derivados dos &cidos fendlicos, dividindo-se em dois grupos: acidos hidroxibenzoicos e
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hidroxicindmicos. As concentracdes destes compostos nos vinhos tintos sdo de 100 a
200 mg/L e nos vinhos brancos séo de 10 a 20 mg/L [41].

Os écidos fenolicos ocorrem principalmente como ésteres de &cido tartarico, mas
também podem estar associados a agUcares, varios alcoois ou outros acidos organicos.
Exemplos comuns sdo os &cidos caftarico, cartaro e ferrdnico — os ésteres de acido
tartarico dos &cido cafeico, p-cumarico e ferdlico, respetivamente.

Em vinhos que envelhecem em madeira existem elevados niveis de derivados de
acidos hidroxibenzoicos, nomeadamente acido eldgico (a dilactona formada por
associacdo de duas moléculas de &cido galico) (Figura 10), visto que, como ja foi
referido, a hidrdlise dos taninos extraidos da madeira produzem &cido galico e a sua
dilactona, o 4cido elagico. Esteres de &cido elagico podem aumentar a intensidade da

cor do vinho tinto através da formacao de copigmentos com as antocianinas [5].

O

HO o
(0] OH

OH o

O, OH

Figura 10 - Estruturas moleculares do acido galico e do acido elagico (da esquerda para a direita).

1.7.5. Acucares

A concentracdo de aguUcares nas uvas varia consoante a espécie, a casta, a
maturidade e o estado sanitario do fruto [5]. Os principais aclcares nas uvas sdo as
hexoses D-glicose e D-frutose, estando a sua concentracdo em sumo de uva madura
compreendida entre 150 e 250 g/L. Outros acucares além da frutose e da glicose
também estdo presentes (Figura 11), tais como pentoses, por exemplo, a D- xilose e a L
— arabinose que sdo as mais abundantes (presentes no vinho e nas uvas em
concentracBes de algumas centenas de mg/L) e a D-ribose e a L-ramnose (que estdo
presentes em concentracdes inferiores a 100 mg/L). As pentoses sdo0 mais comuns em
vinhos tintos do que brancos [41]. A levedura principal do vinho, a S. cerevisiae, obtém

a maior parte da sua energia a partir do metabolismo da glicose e da frutose, tendo
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capacidade limitada de fermentar outras substancias [5]. De facto, as pentoses ndo séo

fermentaveis pelas leveduras.

CH,0H
OH OH
o CH,OH OH o o
OH o OH OH
—
CH,

OH OH CH,OH OH OH

OH OH OH OH OH
a) b) 9 d)

Figura 11- Estrutura quimica de alguns acucares presentes no vinho. a) Glicose, b) Frutose, c) Xilose e
d) Ramnose.

Durante a fermentacdo alcodlica, a glicose e a frutose originam etanol e varios
subprodutos, sendo necessario 16,5 a 18,0 g/L de acucar para produzir um grau (%
volume) de etanol. Nas uvas e no vinho também existem dissacarideos, geralmente em
pequenas quantidades, como por exemplo, lactose, maltose, rafinose entre outros.
Assim, vinhos secos nos quais 0s agucares foram completamente fermentados contém
quantidades pequenas de hexoses (na ordem dos 1 g@/L). Estas hexoses sdo
principalmente frutose porque a maioria das leveduras fermenta preferencialmente
glicose. Por este motivo, a razdo Glicose/Frutose, que é cerca de 1 no mosto, vai
diminuindo ao longo da fermentacdo. De facto, em vinhos doces contendo varias
dezenas de gramas de acUcar por litro, pode haver duas a quatro vezes mais frutose do
que glicose. Nas uvas, a razdo glicose/frutose € da ordem dos 1,5 durante o pintor e
diminui para valores inferiores a 1 durante a maturacdo. Durante o amadurecimento, a
razdo glicose/frutose varia devido a acdo de uma epimerase havendo uma aumento
significativo na quantidade relativa de frutose. Estes dois acUcares também sdo
distinguidos pela sua dogura e o seu efeito no sabor do vinho. Se a sacarose tiver uma
classificacdo de 1 numa escala de docura, a frutose tem 1,73 e a glicose 0,74 (ja as
pentoses tém 0,40, contribuindo menos para o sabor a doce do que as hexoses).
Consequentemente, se a concentracdo de acUcar residual for a mesma, a dogura aparente
de um vinho depende da razéo glicose/frutose [41].

Na Tabela 4 podemos ver o0s tipos de vinho consoante a concentracao de acglcares
(segundo o Instituto da Vinha e do Vinho).
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Tabela 4- Tipos de vinho consoante a concentracdo de acucares (glicose + frutose).
(https://www.ivv.gov.pt/np4/np4/89)

Tipo de vinho Concentracao de acUcares em g/L (glicose + frutose)
Seco <4
Meio seco 4-12
Meio doce 12 - 45
Doce >45
1.7.6. Minerais

As substancias minerais encontradas no vinho séo provenientes principalmente
da absorcédo radicular. Na maioria das situacdes, a concentragdo de minerais reflete as
caracteristicas de absorcao do porta-enxerto, acumulacdo na copa e influéncia climética
na taxa de transpiracdo. Por exemplo, as uvas em climas quentes tipicamente tém teores
de potéssio mais elevados do que aquelas cultivadas em regides temperadas ou frias [5].

Os elementos maioritarios, que se encontram geralmente em concentracfes de
10 mg/L a 1 g/L, incluem o potéssio, o célcio, o sodio e o magnésio. Também estdo
incluidos neste conjunto o silicio (sob a forma de &cido silicico), o fosforo (presente
essencialmente sob a forma mineral mas também organica, sendo que o teor de fosfatos
varia de 20 a 160 mg/L, para os vinhos brancos e de 50 a 300 mg/L para os tintos), o
enxofre (sob a forma de sulfatos, sulfitos e outras espécies, sendo que os sulfatos
encontram-se em quantidades que vao de 150 a 300 mg/L) e o cloro (sob a forma de
cloretos cuja concentracdo € da ordem dos 50 mg/L e apresenta valores superiores em
vinhos produzidos com uvas originarias de solos salgados). Dos catides presentes nas
cinzas, o potassio € o mais abundante (0,5 a 2 g/L), sendo a sua concentracdo mais
elevada no vinho tinto do que no vinho branco. A seguir ao potassio, 0s mais
abundantes sdo o calcio e 0 magnésio (50 a 150 mg/L). Apesar de o célcio ser mais
abundante do que o magnésio na uva, no vinho esta relacdo inverte-se devido a
precipitacdo do tartarato de calcio durante a conservacdo, principalmente quando as
temperaturas sdo baixas. No vinho branco a concentracdo de calcio esta entre 80 e 140
mg/L, sendo inferior no vinho tinto. O sodio no vinho é pouco abundante e a sua
concentracdo situa-se entre 10 e 40 mg/L. Vinhos provenientes de uvas de solos
salgados (proximos do mar) tém concentracdo de sddio superior [41], [43], [44].

Para um intervalo de concentracdes entre 0,1 mg/L e 10 mg/L, podem referir-se

0 boro (sob a forma de acido bdrico), aluminio, manganésio, ferro, cobre, zinco,
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estroncio e molibdénio elementos minoritérios, e na sua grande maioria oligoelementos
(indispensaveis aos seres vivos, em pequenas quantidades) [44]. O cobre presente no
vinho provém da prépria constituicdo da uva, podendo também o contacto com
materiais que contenham cobre, durante a conservacéo do vinho, a utilizacdo de sulfato
de cobre aplicado ao vinho e a adicdo de aguardente (no caso dos vinhos licorosos)
levar a um aumento da sua concentracdo. A OIV (Organizacao Internacional do Vinho)
estabelece como limite méximo admissivel 1 mg/L para o cobre nos vinhos [44].
Normalmente, o vinho contém concentracdes de ferro entre 2 e 20 mg/L, em parte
resultante do ferro existente nas uvas e sendo o restante veiculado pelo solo que
acompanha os bagos, equipamentos e materiais utilizados na vindima e nos processos
de vinificagdo, estabilizagcdo e conservacdo. O ferro desempenha um papel importante
nos fendmenos de oxidacdo, como catalisador, e nos fendmenos de envelhecimento
[44].

1.7.7. Gases dissolvidos

Os gases dissolvidos que existem no vinho séo o oxigenio, o dioxido de carbono
e o dioxido de enxofre. Também ha azoto, apesar de ndo ter importancia pois € um
composto inerte. O dioxido de carbono existente no vinho provém maioritariamente do
metabolismo das leveduras. Normalmente, o vinho permanece sobressaturado com
dioxido de carbono até ao final da fermentacdo. Durante o envelhecimento, grande parte
da quantidade do dioxido de carbono € libertada para fora do vinho e assim a sua
concentracdo no vinho diminui para cerca de 2 g/L (ficando o vinho saturado) ao longo
do engarrafamento. A esta concentracdo, o dioxido de carbono nédo tem efeito sensorial.
Acima de 5 g/L, o dioxido de carbono comeca a produzir uma sensacao de picar na
lingua. Para se obter vinhos com concentracdo de dioxido de carbono elevada (ao ponto
de esta produzir efeitos sensoriais) € necessario haver refermentacdo [5]. Segundo o
IVV (Instituto da Vinha e do Vinho), consoante a concentracdo de didxido de carbono,

0 vinho tem uma designacéo diferente (Tabela 5).
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Tabela 5 - Tipos de vinho consoante concentracdo de didxido de carbono segundo o 1\VV.

Tipo de vinho Sobrepresséo a 20 °C (bar) Concentracdo de Dioxido de
Carbono (g/L)
Tranquilo <1 <3
Frisante 1-25
Espumante >3

O oxigénio é facilmente consumido em vérias rea¢Ges de oxidacdo, muitas delas
envolvendo fendis. No inicio do envelhecimento pode ser benéfica a incorporagdo de
pequenas quantidades de oxigénio aos vinhos tintos visto que o oxigénio ajuda a
estabilizar a cor e reduz o amargor e adstringéncia dos taninos. J& no caso dos vinhos
brancos € necessario ter mais cuidado pois o oxigénio pode ter um papel mais nefasto
[5].

O dioxido de enxofre € um constituinte natural do vinho pois a maioria das
leveduras séo capazes de produzir uma concentracdo de didxido de enxofre até 10 mg/L.
Contudo, normalmente, concentragdes de diéxido de enxofre superiores a 30 mg/L
resultam de adi¢do durante ou depois da vinificacdo. O dioxido de enxofre é usado pela
sua acdo antioxidante e antimicrobiana, podendo encontrar-se no vinho na forma livre
ou combinada, numa grande variedade de estados. Das formas livres, uma pequena
porcdo existe como gas dissolvido (de 7,5% a 1% consoante o valor do pH), outra
pequena fracdo existe como ides sulfito (SO3~) (de 0.04 a 0.004% dependendo do valor
do pH do vinho), ocorrendo a grande maioria como ifes bissulfito (HSO3). O dioxido
de enxofre também se combina com uma diversidade de constituintes do vinho de forma
reversivel ou irreversivel. A forma combinada mais comum sdo os hidroxisulfonatos
envolvendo principalmente compostos carbonilicos, nomeadamente o acetaldeido
(equacdo (2)). As antocianinas sdo outro substrato relevante na combinacdo com o

dioxido de enxofre em vinhos tintos jovens [5].

CH3CHO + SO, +H;0

CHsCHOH- HSO; (2)

Quando a concentracdo de didxido de enxofre total de um vinho é calculada ndo
esta incluido o didxido de enxofre que tenha formado complexos estaveis ou tenha sido
envolvido em outras reacdes irreversiveis. Determinar a concentracdo de dioxido de
enxofre livre é essencial para fazer estimativa do didéxido de enxofre que pode

efetivamente desempenhar o seu papel de agente antimicrobiano e antioxidante [5].
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Capitulo 2

2. Materiais e métodos

2.1. Determinacao de parametros quimicos no vinho

Para se analisarem o0s parametros minerais, aglcares e antocianinas nos vinhos
utilizou-se um espetrofotometro de UV/Vis dedicado, Miura 200. Este espetrofotdmetro
funciona como um analisador enziméatico que mede a absorvancia a 8 diferentes
comprimentos de onda, nomeadamente, 340, 420, 505, 520, 546, 578, 620 e 700nm.

Na determinagdo do indice de Folin e do poder antioxidante, uitilizou-se um
leitor de placas (Power Wave XS da BIO-TEK).

Para determinar os parametros de cor a*, b* e L*, com o objetivo de caracterizar
0s vinhos, utilizou-se um espetrofotometro Cary 100 UV/Vis da marca Agilent,
contudo, para o estudo da oxidacéo e o efeito da aplicacdo de colas, utilizou-se o leitor
de placas (Power Wave XS da BIO-TEK).

A andlise de dioxido de enxofre dos vinhos foi realizada recorrendo-se ao
equipamento SO, — Matic da CRISON.

Todos os reagentes utilizados sdo da marca Sigma-Aldrich.

2.1.1. Determinacdo de minerais

A determinacdo do ferro no vinho utilizando espetrofotometria de UV/Vis
baseia-se num método colorimétrico, tal como descrito no protocolo (kit de referéncia
2422 do Tecnologia Difusion Ibérica, S. L.). Este método baseia-se na reacao da 3-(2-
piridil)-5,6-di(2-furil)-1,2,4-triazine-5",5"’- sal dissulfénico de sédio (Figura 12) com o

ferro presente na amostra em meio acido e na presenca de um agente redutor [45].
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Figura 12 - Representacéo esquematica da estrutura molecular do 3-(2-piridil)-5,6-di(2-furil)-1,2,4-
triazine-5°,5"’- sal dissulfonico de sddio
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O método para determinacdo do cobre também é colorimétrico. Este método
baseia-se na reacdo do cromogenio 4-(3,5-dibromo-2-piridilazo)-N-etil-N-(3-
sulfopropil)anilina (3,5-diBr-PAESA), cuja estrutura molecular esta representada na
Figura 13, com o cobre presente na amostra, na presenca de dodecil sulfato de sodio,
para formar um croméforo. Os reagentes utilizados pertencem ao kit de referéncia 2418
da TDI. A quantidade do croméforo é diretamente proporcional a quantidade de cobre
na amostra. O complexo colorido formado entre o cobre e o cromogénio absorve

radiacdo de comprimento de onda de 582 nm [45].

B N CH,),CH
r4<\jN>7 \\N ; : N/( 2)2CH3

(CH,)sSO;Na
Figura 13 — Estrutura molecular do 4-(3,5-dibromo-2-piridilazo)-N-etil-N-(3-sulfopropil)anilina

A determinacdo de potédssio nos vinhos é realizada através dum método
turbidimétrico (descrito no protocolo de referéncia 2225 da TDI) e baseia-se na
formacdo de um precipitado estavel que ocorre quando o id0 K' reage com o
tetrafenilborato. Este precipitado estavel é mantido em solugdo homogénea por adicao
de agentes estabilizantes adequados. A absorvancia (ou a transmitancia) medida entre
530 nm e 550 nm, pode ser usada como uma medida da turbidez (dispersao de luz) e é
proporcional a concentracao de potassio na amostra [45].

A determinacdo do célcio é realizada por metodo colorimétrico (descrito no
protocolo de referéncia 2215 da TDI), baseia-se na formacdo de um complexo violeta
entre o célcio e a orto-cresolftaleina em meio alcalino. A intensidade da cor formada é
proporcional a concentracdo de calcio na amostra. Este complexo tem absorvancia
méaxima a 570 nm (560 — 600 nm) [45].
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2.1.2. Determinacao de agucares

Para se determinar a concentragdo de glicose e frutose no vinho, utilizou-se um
método enzimatico com detecdo de radiacdo UV, sendo os reagentes pertencentes ao Kit
de referéncia 2428 da TDI.

A enzima hexoquinase catalisa a fosforilacdo da D-frutose e da D-glicose pela
molécula de ATP (adenosina-5’-trifosfato), havendo formacdo de ADP.

Em seguida, a frutose-6-fosfato é convertida a glicose-6-fosfato na presenca de
fosfoglicose isomerase.

Na presenca da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, a glicose-6-fosfato é
oxidada pelo dinucleotidio nicotinamida-adenina fosfato (NADP). O NADPH originado
absorve radiacdo eletromagnética de comprimento de onda 340 nm. A absorvancia é
diretamente proporcional a concentracdo de D-glicose e D-frutose na amostra de vinho
[45].

2.1.3. Determinacéo do indice de Folin

O método de Folin-Ciacolteu é utilizado para medir polifendis em produtos
naturais. Este reagente € muito estavel se protegido de redutores e, mesmo quando
diluido, se protegido da luz. O mecanismo basico é uma reacdo de reducdo/oxidacdo na
qual os grupos fendlicos séo oxidados e o ido do metal é reduzido [46].

O reagente de Folin-Ciocalteu consiste numa mistura de heteropoliacidos, acido
fosfomolibdico (H3PMo01,04) e é&cido fosfotlngstico (H3PW12040), NOs quais o
molibdénio e o tungsténio estdo no estado de oxidacdo +6. Na reacdo com um agente
redutor, os acidos sdo reduzido a 6xidos de tungsténio e molibdénio (WgO,3 € M0gO53),
que exibem uma coloracdo azul, na regido dos 750 nm, sendo a reacao lenta a pH acido
e rapida quando o pH é basico [46], [47].

Numa placa de 96 pocgos de fundo plano adicionou-se 50 puL de &4gua destilada
em cada poco, 12,5 uL de vinho e esperou-se 5 minutos (os vinhos tintos foram diluidos
20 vezes e 0s vinhos brancos e rosados ndo foram diluidos). Apds o tempo de reacéo,
adicionou-se 125 uL. de Na;COs3 (a 7% m/v) e incubou-se, durante 60 minutos, a 30°C.

Para se obter a curva de calibragdo, procedeu-se como anteriormente, substituindo o
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vinho por solugdes padrdo de &cido galico de 1g/L, 0,750 g/L, 0,625 g/L, 0,500 g/L,
0,375 g/L, 0,250 g/L e 0,125 g/L. Também se preparou um branco, substituindo a
solucdo de &cido galico por agua destilada. A leitura da absorvancia foi realizada a 750

nm.

2.1.4. Determinacao de antocianinas

A pH baixo, as antocianinas estdo ionizadas. O reagente utilizado (referéncia
2414 da TDI - solucdo tampdo, estabilizantes e conservantes) foi otimizado pelo
fornecedor para completar a ionizacdo e eliminar a turbidez causada pelos compostos
proteicos. O reagente utilizado solubiliza e ioniza as antocianinas e reage com estas
produzindo um complexo que absorve na regido visivel do espetro eletromagnético,
podendo ser detetado com um espetrofotometro. Tanto as antocianinas ionizadas como
as ionizaveis sdo detetadas, embora as antocianinas polimerizadas com taninos nao

sejam detetadas com este método [45].

2.1.5. Determinacgdo do Poder Antioxidante

O 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) é um radical de azoto organico, estavel, de
cor violeta, com uma banda de forte absorcdo centrada a um comprimento de onda na
faixa de 515-520 nm. Este radical tem a capacidade de sequestrar radicais livres. Na
presenca de compostos anti-oxidantes, o eletrdo desemparelhado do atomo de azoto no
DPPH recebe um atomo de H proveniente desses compostos. Assim, o radical DPPH é
neutralizado dando origem a forma molecular reduzida (equacdo 3). O composto
formado ndo absorve significativamente na faixa centrada em 520 nm e, assim, a
solucdo perde a cor violeta. A intensidade de absorcdo diminui de forma proporcional
ao numero de eletrbes capturados, ou seja, de forma proporcional a concentracdo de
compostos anti-oxidantes presentes na solugdo. Portanto, quanto maior a concentracdo

de compostos anti-oxidantes, menor sera a absorvancia [48].
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violeta incolor ou amarelo palido (3)

Assim, em cada poco da placa, adicionou-se 10 uL de amostra previamente
diluida em &gua destilada (amostras brancas e rosadas diluidas de 1:2, amostras tintas
diluidas de 1:20), 200 uL da solugdo de DDPH em etanol 96% (200mg/L), incubou-se
durante 40 min no escuro e leu-se a absorvancia a 517 nm no leitor de placas [49].

Para construir a reta de calibragdo, realiza-se o ensaio da mesma forma,
substituindo a amostra por concentracoes de solucdo quercetina em etanol de 0 mg/L, 50
mg/L, 100 mg/l, 200 mg/L, 300 mg/L e 400 mg/L.

2.1.6. Determinacao do dioxido de enxofre (livre e total)

O método de Ripper, baseado numa titulagdo iodométrica, foi aplicado [50],
[51]. A reacdo oxidacdo/reducdo global correspondente a titulacdo pode ser

representada pela equacao (4).

SO, + I + 2H,0 S 21"+ S0,% +4H' (4)

Para se determinar o dioxido de enxofre livre, adiciona-se 0.2g de iodeto de
potassio a 10 mL de vinho e coloca-se em agitacdo, recorrendo a um magnete.
Adiciona-se acido sulfarico (25%), na proporc¢do 1:3 (em volume), de forma a ocorrer a
reacdo representada pela equacdo (5). Este passo é importante para evitar perdas por

volatilizacdo, visto que o dioxido de enxofre é volatil a pH elevado [52].

SO5%+ 2H30" > H,S0; + 2 H,0 (5)

Por outro lado, é importante acidificar a amostra pois, assim, diminui-se a oxida¢do dos

polifendis da amostra pelo iodo. Além disso, o pH baixo desloca o equilibrio entre a
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antocianina sulfonada e o catido flavilio no sentido da hidrdlise da ligacdo entre a
antocianina e o bissulfito, libertando o diéxido de enxofre [52]. O iodeto de potéssio é
utilizado para solubilizar o iodo molecular, que tem baixa solubilidade em solugédo

aquosa, através da formacdo do ido triiodeto (equacéo 6).
L+1" 2> I3 (6)

A determinacgdo do didxido de enxofre total difere da determinagdo do didxido
de enxofre livre no seguinte: depois da adicdo do iodeto de potéssio, adiciona-se
hidréxido de sédio (4 M) com agitacdo, que permanece durante 3 segundos, e, ap6s 5
minutos sem agitacdo (tempo de reacédo), € adicionado o &cido. A adicdo de base tem a
fungdo de promover a hidrolise dos complexos carbonil-bissulfito, libertando o dioxido
de enxofre, conforme representado na equacéo (7) [51].

CH3 — CHOH — OSO,H + OH - CH3CHO + SO3* + 2H,0 (7)

Assim que ¢ detetado o ponto final, eletroquimicamente, a adicdo de iodo €

interrompida, automaticamente.

2.1.7. Determinacdo das coordenadas colorimétricas

A avaliacdo e definicdo objetiva da cor dos vinhos nem sempre é facil. A
“Commission Internationale de L’Eclairage” (CIE) estabeleceu um método para medir a
cor do vinho (e ndo s6) com base na determinacdo dos valores das caracteristicas
cromaticas dos vinhos (coordenadas colorimétricas e as suas magnitudes) que sao
calculadas a partir dos componentes tricromaticos X, Y e Z (estes, por sua vez,
calculados a partir dos valores de absorvancia ao longo do espetro visivel). As
coordenadas colorimétricas, nas quais se baseia 0 espaco de cor tridimensional
designado de espaco CIELAB (Figura 14) sdo: a luminosidade (L*), a componente

verde/vermelha (a*) e a componente azul/amarela (b*) [53]-[55].
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Figura 14 - Espaco CIELAB (adaptado de [56], pagina 22)

O parametro a* representa a coloragdo vermelha (a* > 0) e verde (a* < 0), b* representa
o amarelo quando b* é maior do que 0 e azul quando b* menor do que O (Figura 15) e 0

parametro L* é a luminosidade e pode variar de 0 (opaco) a 100 (transparente) [53]—
[55].
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Figura 15 — Representacdo das coordenadas colorimétricas a* e b* (a cor da macé esta localizada no
ponto A)

Para se calcular os parametros CIELAB dos vinhos, utilizou-se o programa “MSCV-
Coordinates” no qual se introduzem os valores de aborvancia correspondentes aos
comprimentos de onda 450, 520, 570 e 630 nm e obtém-se as coordenadas

colorimétricas a*, b* e L*.

2.2. Revitalizacdo de vinhos oxidados

Os vinhos foram tratados com uma cola mineral, a bentonite, e uma cola
proteica, a caseina. Estes estudo foi executado em tubos de ensaio com 80 mL de vinho
a tratar. Para cada vinho fizeram-se cinco ensaios, um controlo (sem qualquer tipo de
cola adicionada) e uma dose maxima e uma minima para cada cola, em quantidades
recomendadas pelo Instituto Australiano de Investigacdo do Vinho [57]. A dose minima
para a bentonite foi de 0,2 g/L e a dose maxima foi de 1g/L. A dose maxima de caseina

foi de 0,25 g/L e a dose minima foi de 0,05 g/L. As colas foram dissolvidas em agua

36



destilada (0,5 g de bentonite em 10 mL e 1 g de caseina em 10 mL) e deixou-se
homogeneizar durante 3 horas com agitador magnético. Em seguida, adicionou-se, a
cada tubo de ensaio, a cola e tapou-se o tubo de ensaio com parafilme e agitou-se
suavemente. Os tubos de ensaio foram deixados sem qualquer agitacdo e protegidos da
luz durante 48 horas. Apés esse periodo, recolheu-se cuidadosamente, com uma pipeta,
da superficie um pequeno volume para se proceder a determinacdo dos parametros de
cor, ao indice de Folin ao poder antioxidante.

2.3. Estudo da oxidacédo do vinho

Para o estudo de oxidacdo, imediatamente ap0s a abertura das garrafas, cada
vinho foi distribuido por trés tubos de Falcon de 50 mL protegidos da luz. As medigcdes
foram feitas no primeiro dia, e nos terceiro, sétimo, décimo e décimo quinto dias. Para
cada analise, foram recolhidos cerca de 22 mL com uma pipeta e analisados os valores

de poder antioxidante, SO, livre e total, indice de Folin e parametros de cor.

2.4. Estudo da dinamica da populacéo de leveduras na fermentacéo

Neste estudo, foram usadas quatro leveduras disponiveis comercialmente:
Lachancea thermotolerans (previamente Kluyveromyces thermotolerans) da Viniflora
(CHR Hansen, Concerto), Metschnikowia pulcherrima da Excellence (Bio-naturae,
Bioprotection, Amothe-abiet), Saccharomyces cerevisae da Viniflora (CHR Hansen,
Merit) e Torulaspora delbrueckii da Viniflora (CHR Hansen, Prelude).

Estas espécies de leveduras foram cultivadas em placas de Petri com meio
YEPD (extrato de levedura 10 g/L, glicose 20 g/L, peptona 20 g/L e agar 20 g/L). Com
0 auxilio de uma anca efetuou-se um espalhamento das leveduras previamente
hidratadas e depois incubou-se as placas invertidas na estufa a 30°C durante pelo menos
48 horas para que se pudessem formar colonias. Na camara de fluxo laminar selecionou-
se uma colonia e inoculou-se para tubos de 50 mL previamente cheios com 10 mL de
meio YEDP liquido (composicdo igual ao anterior, mas sem agar); em seguida,
transferiu-se um total 1.2x10° células de leveduras (1 unidade de densidade Gtica =

3x10" células /mL) segundo as combinacdes das referidas leveduras (Tabela 6) para
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baldes de Erlenmeyer de 500 mL contendo 400 mL de meio YEDP com aglcar em
concentragcdes semelhantes ao mosto de uvas (extrato de levedura 10 g/L, glicose 100
g/L, frutose 100 g/L e peptona 20 g/L).

Tabela 6 - Ensaios de fermentacéo e correspondentes leveduras, quer isoladas, quer em combinagdo com
outras de diferentes espécies em cada baldo de Erlenmeyer. O sinal (+) indica presenca e o sinal (-) indica
auséncia).

Espécie da levedura

Bal&o de Erlenmeyer Lachancea Metschnikowia  Saccharomyces  Torulaspora
thermotolerans  pulcherrima cerevisae delbrueckii
A - - + +
B + - + -
C + - + +
D - + + -
E - + - -
F + - - -
G - - + -
H - - - +

Para se colocar o mesmo nimero inicial de células mediu-se a densidade 6tica em cada
meio e, assim, foi possivel determinar o volume correto a transferir de cada levedura,
por forma a que a quantidade total fosse sempre constante e estivessem na proporcao
correspondente, ou seja, no ensaio de duas culturas, houvesse metade de cada, e no
ensaio de trés culturas houvesse um terco de cada uma delas. A fermentacdo foi
realizada a 30°C e com agitacdo (Figura 16), tendo sido acompanhada pela medicédo de

massa ao longo de varios ao longo do tempo até as 50h.

Figura 16 — BalGes de Erlenmeyer a fermentar com agitacéo e a temperatura de 30°C
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2.5. Andlise hierarquica de agrupamentos (HCA — hierarchical Cluster
analysis)

A anélise hierdrquica de agrupamentos (HCA) consiste num método
quimiométrico que tem por finalidade reunir, através dum critério de classificacdo, 0s
objetos em grupos, de tal forma que exista homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade entre grupos. Assim, ocorrem sucessivas divisdes do conjunto de dados
e o resultado final é uma sequéncia de agrupamentos, que pode ser representado num
dendrograma. Ao interligar 0s objetos pelas suas associagdes, no dendrograma
produzido, os objetos semelhantes, segundo as varidveis escolhidas, sdo agrupados entre
si, sendo que, quanto menor for a distancia entre os objetos, maior a semelhanca entre
eles. Este processo de associacdo ocorre até que todos 0s objetos pertengcam apenas a
um grupo. Ha trés métodos de agrupamento: classical, k — means e neighbour joining,

neste trabalho o método seguido foi o classico [58].

2.6. Andlise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) é uma ferramenta quimiométrica
cuja ideia principal € reduzir a dimensionalidade de um conjunto de dados com um
grande numero de variaveis inter-relacionadas, mantendo tanto quanto possivel a
variabilidade presente no conjunto de dados, o que permite extrair as informacdes mais
relevantes para a sua interpretacao.

Esta reducéo € possivel com a transformacéo num novo conjunto de variaveis, as
componentes principais, ndo correlacionadas. Assim, as variaveis originais sao
reescritas em novas varidveis, atraves de uma transformacdo de coordenadas. Esta
transformacdo de coordenadas € um processo trivial quando efetuado através de
matrizes, envolvendo a reducdo da dimensionalidade de grandes matrizes ou dados. As
componentes principais, que sdo expressas como combinacfes lineares das variaveis
originais, sdo ortogonais entre si e podem ser usadas para uma representacdo mais
eficiente do sistema em estudo, com um niimero menor de variaveis do que na situacao
original. As coordenadas das amostras do novo sistema de referéncia, caracterizado

pelas novas variaveis, sdo designadas por scores, enquanto que o coeficiente de
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combinacédo linear que descreve cada componente principal (PC), isto €, os pesos das
variaveis originais em cada PC, sdo denominadas por loadings (expressos pelos vetores
préprios). Entre todas as possiveis combinacBes lineares, escolhem-se aquelas que
apresentam a variancia maxima, dado que as PC devem refletir, tanto quanto possivel,
as caracteristicas dos dados.

Teoricamente, é possivel determinar as PC, por ordem decrescente de
contribuicdo para a variancia total, sendo que normalmente é suficiente considerar as
principais componentes e ainda manter a maior parte da variancia. Existem varios
critérios que podem ser usados para a escolha do nimero de PC: regra dos 80%, critério
de Kaiser (A>1) e scree plot [59], [60].

2.7. Analise de variancia (ANOVA)

A ANOVA ¢ uma ferramenta estatistica importante para distinguir as diversas
contribuigdes sobre a variancia total observada. Ou seja, dentro da variabilidade total de
diversos conjuntos de valores experimentais, permite uma distingdo entre as
contribuicdes puramente aleatdria e sistematica.

Os pressupostos sdo que as distribuicdes em causa sdo normais e independentes
e que ha homogeneidade de variancia (variabilidade interna).

Embora a ANOVA seja insensivel a falta de homogeneidade interna,

recomenda-se sempre um teste prévio de homogeneidade (teste de Cochran).

2.8. Teste de Tukey

O teste de Tukey compara diferencas entre as médias, testando toda e qualquer
diferenca entre duas médias. Este teste tem como base a diferenca minima significativa
e € aplicado quando o teste de Fisher para tratamentos de ANOVA é significativo. O

programa utilizado para realizar este teste foi o Graph Pad.
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2.9. Coeficiente de correlacéo de Pearson

A medida de uso mais frequente para se estabelecer a associa¢do entre duas
variaveis quantitativas, X e Y, é o coeficiente de correlagdo, também chamado de
coeficiente de correlacdo linear ou coeficiente de correlacdo de Pearson. Algumas das
propriedades do coeficiente de correlacdo sdo: adimensionalidade, ou seja, 0 seu valor
ndo é afetado pelas unidades de medida nas quais sdo expressas as variaveis X e Y (ao
contrério da covariancia); o seu valor esta sempre compreendido entre -1 e 1; medida de
um tipo especifico de interdependéncia, designadamente, interdependéncia linear (o que

significa que, havendo uma forte dependéncia entre duas variaveis quantitativas) [61].
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Capitulo 3

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacao de vinhos de diferentes regides e de diferentes tipos

Efetuou-se a caracterizagdo de 31 vinhos de diferentes tipos, de oito regides
diferentes (Vinhos Verdes, Douro, D&o, Bairrada, Alentejo, Tejo, Lisboa e Peninsula de
Setubal) e de diferentes tipos: quanto a cor (vinhos brancos, vinhos rosados e vinhos
tintos) e quanto a concentracdo de agucares (vinhos de mesa e licorosos) — ver
Tabela 7 - com o objetivo de concluir sobre as tendéncias e/ou agrupamentos de
diferentes vinhos segundo regido ou tipo e também, a partir do momento em que ha
tendéncias, tentar caracterizar cada regido ou tipo de vinho. Para este fim, recorreu-se a
analise multivariada, nomeadamente, HCA, PCA, ANOVA e teste de Tukey, tendo em
conta trés conjuntos de parametros: minerais (calcio, potassio, cobre e ferro); glicose,
frutose e alcool; poder antioxidante, compostos fendlicos, dioxido de enxofre e
parametros de cor. Também se utilizou o coeficiente de correlacdo de Pearson para
averiguar possiveis correlacdes entre os diferentes parametros.

Para todos os testes estatisticos, ajustaram-se alguns valores, aqueles que se
verificou serem inferiores ao limite de detecdo foram substituidos pela metade do valor
do limite de dete¢do para cada parametro, sendo que os limites de detecdo para o ferro,

0 cobre e a glicose sdo, respetivamente, 0,4 mg/L, 0,1 mg/L e 0,03 g/L.
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Tabela 7 - Vinhos utilizados, a sua cor, nome, regido, castas e teores de acucar e alcool (para os
vinhos brancos, rosados e tintos, utilizou-se os codigos VB,VR e VT, respetivamente).

Codigo | Cor Actcar | Alcool Nome Regido Ano Castas
(%)
VB1 branco Seco 11 Casal da Eira Néo definido - -
Desperta
sabores
VB2 branco Seco 13 Herdade do Alentejo 2016 | Arinto, Roupeiro, Antéo
Peso Vaz
VB3 branco Meio 10 Urbe Augusta Vinho Verde - -
Seco
VB4 branco Meio 9 Gazela Vinho Verde - -
Seco
VB5 branco Meio 9,5 Contemporal Lisboa 2016 Ferndo Pires, Seara
doce Nova, Malvasia
VB6 branco Meio 11 Cacho Fresco Tejo (Almeirim) - -
doce
VB7 branco Seco 13 Vinha Grande Douro 2016 -
VB8 branco Seco 12,5 Marqués de Bairrada 2016 Arinto, Bical, Maria
Marialva Gomes
VB9 branco Seco 12,5 Gréo Vasco Déo 2016 Encruzado, Bical,
Malvasia Fina
VB10 | branco Seco 12,5 Fontanario de Peninsula de 2017 Ferndo Pires, Arinto
Pegbes Setubal (Palmela)
VB11 | branco Meio 12 Contemporal Bairrada - -
doce
VB12 | branco Seco 12 Contemporal Bairrada - -
VB13 | branco Meio 12 Contemporal Bairrada - -
doce
VR14 | Rosado Meio 11 Cacho Fresco Tejo (Almeirim) - -
doce
VR15 | Rosado Seco 12,5 Herdade do Alentejo 2016 Touriga Nacional
Peso
VR16 | Rosado Meio 9,5 Contemporal Lisboa 2016 Casteldo, Aragonez
doce
VR17 | Rosado Meio 9,5 Gazela Vinho Verde - -
doce
VR18 | Rosado Seco 11,5 Vinha Grande Douro 2016 -
VT19 Tinto Seco 13,5 Fontanério de Peninsula de 2016 Casteldo, Touriga
Pegdes Setlbal (Palmela) Nacional, Cabernet
Sauvignon
VT20 Tinto Seco 13 Marqués de Bairrada 2014 | Baga, Touriga Nacional,
Marialva Aragonez
VT21 Tinto Seco 14 Vinha Grande Douro 2015 -
VT22 Tinto Seco 10 Urbe Augusta Vinho Verde - -
VT23 Tinto Seco 13,5 Herdade do Alentejo 2015 Touriga Nacional,
Peso Aragonez, Syrah
VT24 Tinto Meio 13 Grao Vasco Dao 2016 | Touriga Nacional, Tinta
Seco Roriz, Alfrocheiro
VT25 Tinto Seco 11,5 Casal da Eira Né&o definido - -

44




Tabela 7 — (continuacéo)

Cddigo | Cor Acucar Alcool Nome Regido | Ano Castas
(%)
VT26 | Tinto Licoroso 15 Jeropiga Paciéncia Tejo - -
(Alpiarca)
VB27 | Branco | Licoroso 19,5 Porto, Quinta do Douro - Gouveio,
(seco) Infantado Rabigato,
Viosinho,
Moscatel Galego
VT28 | Tinto Licoroso 19,5 Porto, Quinta do Douro - -
(meio Infantado, Ruby
Seco)
VT29 Tinto Licoroso 19,5 Porto, Quinta do Douro - -
(meio Infantado, Tawny
Seco)
VT30 tinto Licoroso 19,5 Porto, Quinta do Douro - -

Infantado, Jodo
Lopes Roseira,
reserva

VT3l tinto Licoroso 19,5 Porto, Quinta do Douro - -
Infantado, Dona
Margarida, reserva

3.1.1. Minerais

Os varios estudos que tém sido realizadas revelam que é possivel, e de forma
eficaz, diferenciar geograficamente vinhos através da sua composicdo em metais [62]—
[64]. De facto, os minerais sdo o melhor parametro a considerar quando queremos
diferenciar vinhos de acordo a origem geogréafica devido a sua relacdo direta com a
composicdo do solo [63], [64]. Da mesma forma, os minerais sdo considerados bons
indicadores da origem do vinho visto que ndo sdo metabolizados nem modificados
durante o processo de vinificacdo, a excecdo do ferro e do cobre que costumam ser
removidos [65]. Os metais mais frequentemente quantificados sdo: K, Na, Fe, Zn, Ca,
Mg, Mn, Cu, Cr, Co, Sb, Cs, Br, Al, Ba, As, Li e Ag [65]. Também se tem observado
que determinados metais sdo mais importantes do que outros consoante 0 caso em
estudo [63], [64]. Por exemplo, um determinado estudo ja foi possivel diferenciar
geograficamente vinhos espanhodis de vinhos das Ilhas Canérias apenas através da
medicdo das concentragdes de magnésio e sodio (tendo sido determinadas
concentragdes de 11 metais entre os quais cobre, ferro e célcio) [63]. Por outro lado, por

vezes, as informagGes que se obtém atravées da medicdo de alguns metais
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complementam informacg6es que se obtém da medigéo de outros metais; numa pesquisa
realizada com vinhos brasileiros de trés regides diferentes, verificou-se que dentro de
um conjunto de metais, 0 Rb e o Li revelaram ser os parametros mais eficazes para
diferenciar os vinhos de uma determinada regido em relagdo as outras, mas que o Mn
era 0 melhor para diferenciar uma outra em relacdo as outras duas [62]. Assim, neste
ensaio, o que se fez foi analisar a concentracao de ferro, cobre, potassio e calcio, metais
que costumam ser medidos em analises de rotina no controlo de qualidade para
controlar turbidez, pois sabe-se que estes metais tém um papel importante na formacao
de casses, mas que neste trabalho foram utilizados ndo com esse intuito, mas com o
intuito de tentar descriminar diferentes regibes vitivinicolas. Estes metais, ndo obstante
a importancia da sua medicdo durante o processo de producéo, devido ao controlo das
casses, tambem tém sido bastante utilizados para descriminagdo de vinhos [63], [66].
Conhecer a origem geografica do vinho é importante pois fornece-nos garantia de
autenticidade, qualidade e tipicidade dos produtos. A autenticidade do vinho é uma
questdo cada vez mais importante no contexto atual de mercado de vinho globalizado
[67] e a sua determinacdo por métodos analiticos tem como objetivo confirmar
informac@es dos rétulos, sendo de grande interesse para a industria e para o consumidor.

A Tabela 8 resume os valores obtidos para a concentragdo dos diferentes metais

(potassio, ferro, cobre e calcio) existente nos diferentes vinhos testados (Tabela 7).
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Tabela 8 - Valores dos minerais em mg/L nos vinhos testados(- dados nédo indicados por falta de

amostra, **** abaixo do limite de detecéo)

Cadigo Potassio (mg/L) Ferro (mg/L) Cobre (mg/L) Calcio (mg/L)
VB1 1268 4,212 0,06 41,4
VB2 924 0,578 0,08 55,2
VB3 1010 0,936 0,18 34,0
VB4 1095 4,668 0,06 51,9
VB5 838 2,848 0,09 51,6
VB6 920 6,063 0,07 42,8
VB7 677 0,072 0,09 46,3
VB8 1103 0,856 0,22 58,8
VB9 965 0,251 0,08 57,8
VB10 1309 0,935 0,08 37,6
VB11 1131 2,458 0,28 53,9
VB12 1107 2,531 0,25 51,6
VB13 1141 2,489 0,27 51,9
VR14 1057 3,404 0,08 50,4
VR15 747 0,189 0,07 47,1
VR16 841 2,801 0,32 52,1
VR17 1150 3,593 0,07 53,4
VR18 830 Fokkx 0,05 41,7
VT19 1682 3,260 0,04 51,4
VT20 1395 2,019 0,05 53,3
VT21 1568 0,149 ek 41,7
VT22 1513 5,489 0,03 47,0
VT23 1492 1,736 0,06 47,1
VT24 1500 0,542 0,04 445
VT25 1464 5,150 0,06 43,5
VT26 1089 2,564 0,49 42,5
VT27 1188 0,473 0,19 43,0
VT28 1324 ool - 45,0
VT29 1372 Kk - 39,3
VT30 1258 ool - 42,7
VT3l 1285 0,221 - 40,0

O método pelo qual foram determinadas as concentracBes encontra-se

apresentada nos Anexos.

Duma forma geral, os vinhos tintos tém tendéncia para apresentar uma maior

concentracdo de potassio (entre 1089 e 1682 mg/L) do que os vinhos brancos (entre 677
e 1309 mg/L) e os vinhos rosados tém concentracdes intermédias (entre 747 e 1150

mg/L) (Tabela 8). A maior concentracdo de potassio no vinho tinto deve-se a maior

participacdo da polpa no processo de producdo, pois sdo geralmente utilizadas

maceragdes mais longas. Isto € consequéncia dos catibes se encontrarem localizados,
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principalmente, na parte solida da uva, ou seja, na pelicula, semente e polpa [68]. Por
outro lado, a maior concentracdo de potassio em vinhos tintos relativamente aos
vinhosbrancos e vinhos rosados, deve-se a capacidade dos fendis, que estdo presentes
emmaiores quantidades nos vinhos tintos, inibirem a precipitacdo de bitartarato
depotassio, dificultando a sua remog&o durante a etapa de clarificacdo do vinho [41].

As concentracdes de ferro sdo bastante inferiores as de potassio: entre 0,072
€6,063 mg/L para os vinhos brancos, entre 0,189 e 3,593 mg/L para vinhos rosados
eentre 0,149 e 5,489 para vinhos tintos (Tabela 8). Portanto, ndo ha tanta diferenca entre
vinho brancos e vinhos tintos como no que se refere a concentracdo de potassio. No
caso da concentracdes do calcio e do cobre ndo ha muita diferenca entre os vinhos de
diferente cores. Para a concentracdo de calcio os valores variam da seguinte forma:
entre 34,0 58,8 mg/L para vinhos brancos, entre 41,7 e 53,4 mg/L para vinhos rosados
e entr 39,30 e 53,3 mg/L para vinhos tintos (Tabela 8). Por outro lado, para o cobre tem-
se para o0s vinhosbrancos gama de 0,06 a 0,28 mg/L, para os vinhos rosados de 0,05 a
0,32 mg/L e paraos vinhos tintos de 0,03 a 0,49 mg/L. Estes resultados véo ao encontro
daquilo que édescrito na literatura, quantidades abundantes de potassio e de calcio (de

10 mg/L a 1g/L) e concentragdes baixas (de 0,1 mg/L a 10 mg/L) de cobre e ferro [44]
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Para se observar possiveis tendéncias dos vinhos para agrupar consoante a
regido, procedeu-se a uma HCA, tendo como objeto de estudo apenas os vinhos de mesa
do VB1 ao VT25 (ou seja, excluindo os vinhos licorosos). Para se obter o dendrograma
da Figura 17, utilizou-se o programa Past tendo sido utilizado o método classico de
agrupamento. O algoritmo utilizado foi o “Paired Group (UPGMA)” e o indice de
semelhanca foi a disténcia euclidiana

Numa distancia de 0,75, obtém-se 3 agrupamentos e, quando se iminui para
uma distancia de 0,45, obtém-se 5 agrupamentos. Ao se reduzir ainda mais a distancia
para 0,35, obtém-se 6 agrupamentos.

Numa distancia de 0,75, num dado agrupamento, ficaram todos os vinhos do
Douro (VB7, VR18 e VT21), os vinhos do D&o (VB9, VT24) e os vinhos do Alentejo,
excecdo do vinho tinto, (VB2 e VR15). Em outro agrupamento, ficaram todos os
brancos da Bairrada (VB8, VB11, VB12 e VB13), sendo que o vinho tinto da Bairrada
ficou de fora, ficando num terceiro agrupamento. Neste terceiro agrupamento, ficaram
os vinhos verdes (VB4, VR17 e VVT22), embora o vinho VB3 tenha ficado de fora (no
agrupamento no qual ficaram os vinhos brancos da Bairrada), os vinhos do Tejo (VB6,
VR14) e o vinho tinto VT23 do Alentejo. Portanto, da analise do dendograma da Figura
17, retiram-se as seguintes ilacOes: € possivel descriminar a Bairrada em relacdo as
regibes D&o e Douro; a regido do Douro apresenta-se diferenciada das regides Tejo,
Bairrada e Vinhos Verdes, ndo podendo ser distinguida do Alentejo nem do Dao; a
regido do Dao diferencia-se de Vinhos Verdes, do Tejo e da Bairrada, sendo que nao é
possivel distingui-la do Douro ou Alentejo.

Quando se diminui a distancia do corte, sendo o corte efetuado a 0.45, o
agrupamento que continha os vinhos do D& e do Douro divide-se em dois
agrupamentos, ficando um dos agrupamentos constituido por trés vinhos do Douro
(VB7, VR18 e VT21), o vinho VB9 do Dédo e o vinho VB2 do Alentejo, e outro
agrupamento constituido pelo vinho VT24 do Déo, o VB2 do Alentejo e o VB10 da
Peninsula de Setubal. Portanto, esta subdivisdo resultante da diminuicdo da distancia de
corte ndo permitiu fazer descriminacdo entre a regido do Douro e a regido do Dao,

havendo separacdo de vinhos da mesma regido (Alentejo e Dao).
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Figura 17 — Dendrograma dos vinhos baseado nas concentragdes de célcio, potéssio, ferro e cobre (DO —
Douro, DA — Ddo, BA — Bairrada, VV — Vinhos Verdes, TE —Tejo, AL — Alentejo, LI — Lisboa, PS —
Peninsula de Settbal, ND- Nao definido)
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Para se poder tirar mais ilagdes acerca da semelhancga das amostras (proximidade
umas das outras), realizou-se uma ordenagdo dos dados por PCA (Figura 18),
utilizando-se o programa estatistico Past, de forma a visualizar mais facilmente
possiveis semelhangas entre amostras, obtendo, assim, uma mais facil interpretacdo dos
resultados. Mais uma vez, consideraram-se apenas 0s vinhos de mesa (do VB1 ao
VT25). Como os valores apresentavam diferentes ordens de grandeza, realizou-se uma
transformacdo dos dados, através da logaritmizacdo dos dados, para se obter dados
normalizados. Antes dessa logaritmizacdo, para as amostras para as quais 0s minerais
ndo foram detetados, por estarem em concentracdes abaixo do limite de detecdo,
considerou-se metade do valor do limite de detecéo.

Na representacdo grafica da Figura 18, podemos observar no eixo horizontal a
componente 1 (PC1), ou seja, aquela cuja contribuicdo maior é do ferro e, no eixo
vertical, a componente 2 (PC2), ou seja, aquela cuja contribuicdo maior € do cobre.
Pelas direcdes dos vetores correspondentes ao ferro e ao cobre, conclui-se que estes dois
parametros variam de forma praticamente independente pois sdo quase perpendiculares.

Ao analisar o grafico da Figura 18, verifica-se que os vinhos de mesa do Douro,
VT21, VR18 e VB7, sdo muito semelhantes, independentemente do seu tipo quanto a
cor, pois tém composicao tanto de ferro como de cobre muito similar (concentracdes de
ferro e de cobre mais baixas relativamente aos restantes vinhos). Os vinhos verdes
(VT22, VB4, VR17 e VB3), independentemente da cor e da marca, também se
revelaram muito semelhantes em relacdo a concentracdo de cobre e de ferro, a excecéo
do vinho VB3. O vinho VB3 destaca-se dos restantes vinhos verdes por ter maior
concentracdo de cobre e menor concentracdo de ferro. De notar que o vinho branco VB3
é da marca Urbe Augusta, enquanto que o vinho branco VB4 e o vinho rosado VR17
sdo da marca Gazela, o que podera justificar o afastamento no grafico do vinho VB3
relativamente aos vinhos VB4 e VR17. O ferro presente no vinho tem origem nas uvas e
nos solos, equipamento para vinificacdo, manuseio e transporte. Por sua vez, o cobre
tem também origem na uva e nos solos, mas a maioria da sua concentracdo tem origem
nos sprays de cobre utilizados para tratar as videiras com mildio. Por outro lado, o cobre
é eliminado por reducdo, durante a fermentacdo e envelhecimento. Ou seja, as

concentragdes de cobre e de ferro no vinho séo dependentes das uvas e dos solo,
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Figura 18 - Representacdo a duas dimensdes das amostras de vinho, do VB1 ao VT25, no sistema de
eixos PC1/PC2 com evidéncia das diferentes regides vitivinicolas (DO —Douro, DA — Déo, BA —
Bairrada, VV — Vinhos Verdes, TE —Tejo, AL — Alentejo, LI — Lishoa, PS — Peninsula de Setubal, ND-
N&o definido)
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praticas fitossanitarias e ainda as condi¢des de fermentacdo. Portanto, as quantidades de
ferro e cobre devem ser mais semelhantes em vinhos da mesma regido e produzidos de
modo semelhante. Os vinhos que s&o produzidos de forma semelhante sdo: vinhos
brancos e rosados (tempo de contacto com a pelicula das uvas relativamente curto e
fermentacgdes curtas); vinhos tintos (tempo de contacto com as peliculas da uva longo e
fermentagdes longas); vinhos da mesma marca [41]. Os vinhos brancos da Bairrada
(VB8, VB11, VB12 e VB13) tém composi¢do de cobre e de ferro muito semelhante e,
portanto, sdo bem discriminados. O vinho tinto VT20 da Bairrada, embora tenha
concentracdo de ferro e de calcio muito semelhantes aos vinhos brancos da mesma
regido, ficou separado no grafico dos restantes por apresentar uma concentracdo de
cobre muito menor. Como ja foi referido, o facto de o cobre ser eliminado por reducdo
durante a fermentacdo pode ser a justificacdo para esta diferenca visto que vinhos tintos
tém tempo de fermentacdo mais prolongado do que vinhos brancos e rosados. De notar
também que os dois vinhos de regido vitivinicola ndo definida (um branco e outro tinto),
que sdo da mesma marca (Casal da Eira), revelaram ser semelhantes, tanto na
composicao de ferro como de cobre, 0 que se justifica, mais uma vez, pelo facto de a
mesma marca corresponder a praticas semelhantes de vinificacdo. Os vinhos do
Alentejo, VB2, VR15 e VT23, com concentracfes de cobre muito semelhantes, ficaram
proximos uns dos outros no grafico, o que indica que a regido do Alentejo pode ser
relativamente bem discriminada.

Como a contribuicdo de cada metal difere na discriminacdo das diferentes
regides e ha metais que poderdo influenciar mais do que outros para determinada regido,
procedeu-se a uma ANOVA (analise de variancia) de um fator para os conjuntos da
Tabela 9 (cada conjunto correspondente a uma regido vitivinicola diferente) e teste de
Tukey para cada metal, isoladamente, para compreender qual ou quais metais sdo

melhores para diferenciar cada regido.
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Tabela 9 — Conjuntos de vinhos, correspondentes a cada regido, utilizados para ANOVA e teste de Tukey
tendo em conta a concentra¢do dos minerais.

Regides Codigo dos vinhos
Bairrada VB8, VB11, VB12, VB13, VT20
Douro VB7, VR18, VT21
Vinhos Verdes VB3, VB4, VR17, VT22
Alentejo VB2, VR15, VT23

Assim, iremos reduzir o problema a 4 regides: Bairrada, Douro, Vinhos Verdes e
Alentejo. Estas regides foram aquelas que revelaram ter mais tendéncia para serem
discriminadas e também para as quais temos maior representatividade dos trés tipos de
vinho de mesa: vinhos brancos, vinhos rosados e vinhos tintos. Para este tratamento de
dados utilizou-se programa Graph Pad. Os pardmetros considerados foram a
concentracdo dos ibes calcio, potassio, ferro e cobre presente nos diferentes vinhos
analisados. A analise da ANOVA permitir-nos-a4 concluir se existe, ou ndo, diferenca
entre conjuntos de vinhos de regides diferentes; no entanto, tal analise ndo nos permitira
concluir sobre qual ou quais conjuntos diferem entre si. Por isso, usou-se o teste de
Tukey para complementar a analise e, assim, saber qual (ou quais) 0s conjuntos que
diferem. Os testes foram realizados a um nivel de confianca de 95 %.

O potassio e o calcio revelaram ser os metais menos eficientes para discriminar
0s vinhos por regides, pois ao fazer ANOVA (ver Tabela 10), verificamos que a
probabilidade de a hipotese nula ser aceite é superior a 0,05 (p-value = 0,8337 e 0,0918,
respetivamente). Assim sendo, a hipdtese nula é aceite. Isto significa que as variagdes
existentes sdo aleatorias, ou, por outras palavras, o fator regido ndo tem efeito nas
amostras. A falta de diferenca na concentracdo de calcio dos vinhos entre regibes
distintas estd de acordo com aquilo que é descrito na literatura, por exemplo, Cabello-
Pasini e colegas estudaram as concentracdes de célcio, potassio, sodio e magnésio em
varios vinhos do mundo, observarando que o calcio apresentava os resultados mais
semelhantes [69].

Ao considerar-se a concentracdo de ferro e de cobre em separado, verificou-se
que a probabilidade de a hipdtese nula ser aceite € inferior a 0,05 (p-value = 0,0096 e
0,0197, respetivamente); consequentemente, a hipdtese nula é rejeitada e, portanto, ha
diferenca significativa entre 0s conjuntos quando se consideram estes dois metais
(Tabela 10). Ou seja, considerando a concentracdo de ferro e de cobre, consegue-se

obter discriminacdo dos vinhos por regifes. De todos os minerais quantificados, aqueles
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cuja concentracdo depende mais das préaticas enoldgicas sdo o ferro e o cobre. As
praticas que afetam a concentracdo do ferro sdo o equipamento utilizado e o
envelhecimento do vinho. Por sua vez, a concentracdo de cobre depende da sua
aplicacdo nas uvas como medida de tratamento do mildio, apesar de grande parte ser
perdida na fermentacdo [41]. Os vinhos usados neste estudo tém origem em regides
geograficas diferentes e, simultaneamente, foram agrupados em tipos de vinhos
semelhantes (vinhos de mesa), o que justifica ter sido possivel alguma discriminacao

por regides geograficas.

Tabela 10 - Resultados da ANOVA, de uma via, tendo em conta as concentracdes de potéssio, ferro,
cobre e de célcio, em separado, para os conjuntos Bairrada, Douro, Vinhos Verdes e Alentejo da Tabela

9.
Metal potassio | ferro | cobre | calcio
F 0,2872 | 6,288 | 5,02 | 2,769
p-value 0,8337 | 0,0096 | 0,0197 | 0,0918
p-value summary ns ** * ns
Diferenca significativa entre médias (p < 0.05)? Né&o Sim Sim Néo
R’ 0,07264 | 0,6317 | 0,5779 | 0,4303

(F- F de Fisher, ns —ndo tem significado, * - pouco significativo, ** - significativo, *** - muito
significativo)

Quando comparamos as médias de concentracdo de potassio das diferentes

regides (

Figura 19), verificamos que ha diferencas, mas essas diferencas, quando
comparadas com a variabilidade dentro de cada conjunto (traduzida pelo desvio padrao),
ndo tém significado, ou seja, os valores de um conjunto poderiam pertencer a outro

conjunto (pois as distribuicdes estdo muito sobrepostas).
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Figura 19 — Histograma das concentracbes médias de potéssio tendo em conta os conjuntos de vinhos da
Tabela 9: BA — Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo.

Relativamente as concentracdes de calcio, apesar de se observar pouca variabilidade
dentro de cada conjunto (valores do desvio padrdo sdo pequenos), os valores das médias
das diferentes distribuicdes sdo proximos (Figura 20).
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Figura 20 — Histograma das concentrac@es médias de calcio tendo em conta os conjuntos de vinhos da
Tabela 9: BA — Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo.

Ao observarmos o histograma relativo as concentracbes médias de cobre, verificamos
que a regido da Bairrada se destaca por ter uma concentracdo média maior do que as

restantes regides, embora o seu desvio padrdo seja grande (Figura 21).
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Figura 21 — Histograma das concentragdes médias de cobre tendo em conta os conjuntos de vinhos da
Tabela 9: BA — Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo.

Ao comparamos as distribuicdes relativas as concentracdes de ferro, verificamos

que aquelas que estdo mais afastadas entre si sdo as correspondentes ao Douro e a

Vinhos Verdes (Figura 22).
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Figura 22 - Histograma das concentra¢des médias de ferro tendo em conta os conjuntos de vinhos da
Tabela 9: BA — Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo.

Os testes de Tukey realizados, tendo em conta 0s minerais potassio e calcio,

revelaram que os vinhos de diferentes regibes ndo diferem entre si. Entretanto, quando

levamos em conta a concentracao de ferro (Tabela 11), tanto os vinhos do Douro como

os do Alentejo sdo distintos do conjunto de Vinhos Verdes, mas ndo se distinguem

entre si.
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Tabela 11 — Resumo do teste de Tukey tendo em conta a concentracéo de ferro para os conjuntos de
vinhos da Tabela 9: BA — Bairrada, DO — Douro, VV - Vinhos Verdes e AL — Alentgjo.

Multiplas Significado o
Intervalo de | Estatisticamente .
comparacoes da ) S Sumaério | p-value
) confianca 95% significativo?

de Tukey diferenca

BAvs DO 1,980 -0,5949 a 4,555 N4o ns 0,1537

BAvs VV -1,601 -3,966 a 0,7646 N4o ns 0,2328

BAvs AL 1,236 -1,339a 3,811 N&o ns 0,4996

DO vs VV -3,581 -6,274 a-0,888 Sim *x 0,0096

DO vs AL -0,744 -3,6232a2,135 Na&o ns 0,8629

VVvs AL 2,837 0,144 a 5,53 Sim * 0,0382

ns - ndo significativo, * - significativo e ** - muito significativo
g g

Ao fazer-se o teste de Tukey, quando levamos em conta a concentracdo de cobre,
verifica-se que o conjunto de amostras do Douro é diferente do conjunto de amostras da
Bairrada. No entanto, tanto o conjunto da Bairrada como o conjunto do Douro nao

diferem dos restantes conjuntos (Tabela 12).

Tabela 12 — Resultado do teste de Tukey tendo em conta a concentracdo de cobre para 0s conjuntos de
vinhos da Tabela 9: BA — Bairrada, DO — Douro, VV - Vinhos Verdes e AL — Alentejo.

Multiplas Significado o
Intervalo de Estatisticamente .
comparagdes da ) o Sumaério | p-value
] confianca 95% significativo?

de Tukey diferenca

BAvs DO 0,164 0,01286 a 0,3151 Sim * 0,0326

BAvs VV 0,129 -0,009834 a 0,2678 Nio ns 0,0711

BAvs AL 0,144 -0,007143 a 0,2951 Nio ns 0,0633

DO vs VV -0,035 -0,1931a 0,1231 Nio ns 0,9075

DO vs AL -0,020 -0,189 a 0,149 Nio ns 0,9837

VV vs AL 0,015 -0,1431a0,1731 Nio ns 0,9914

(ns - ndo significativo, * - significativo e ** - muito significativo)
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3.1.2. Glicose, frutose e alcool

A quantidade de glicose e frutose no vinho depende das castas, do clima, do
estado de maturacdo da uva e da vinificacdo, se ocorreu a fermentacdo completa ou se
foram tomadas medidas para a evitar. O clima é muito importante, pois temperaturas
elevadas permitem maior acumulacdo de acUcares na uva, assim como grandes
amplitudes térmicas (baixas temperaturas a noite e elevadas de dia) e humidade. Antes
do pintor, a razdo glicose/frutose na uva é préxima de 4; no pintor é perto de 2, sendo
que na maturidade se aproxima da unidade e, na sobrematuracdo, pode ter valores
inferiores a um. Assim, vinhos com elevadas quantidades de frutose foram produzidos
com uvas muito maduras, o que se observa no caso dos vinhos licorosos que tém
quantidade de frutose muito superior a quantidade de glicose (além disso, as leveduras
fermentam, preferencialmente, glicose) [70]. A quantidade de alcool no vinho tem a ver
com a quantidade de glicose e frutose que a uva tinha, quanto maior quantidade de
glicose e frutose na uva, maior quantidade de alcool provavel terd o vinho [5].

Para este estudo utilizaram-se os vinhos do VB1 ao VT31 (
Tabela 7). Os parametros glicose e glicose + frutose foram medidos através de um
método enzimatico, descrito no capitulo 2 . O parametro frutose foi determinado por
diferenca entre os dois parametros acima referidos. A Tabela 13 resume os resultados
obtidos.
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Tabela 13 - Valores de glicose, glicose + frutose e frutose e g/L

Codigo | Glicose (g/L) | Glicose + frutose (g/L) | Frutose (g/L) | Alcool (%)
VB1 AAHE 0,20 0,20 11
VB2 falelolel 0,50 0,50 13
VB3 7,10 10,62 3,53 10
VB4 4,16 5,87 1,71 9
VB5 8,38 13,28 4,90 9,5
\VVB6 9,85 14,92 5,07 11
VB7 HAAH 0,51 0,51 13
VB8 ok 1,54 1,54 12,5
VB9 0,19 2,04 1,85 12,5

VB10 1,16 3,27 2,11 12,5
VB11 14,49 24,43 9,93 12
VB12 0,95 3,01 2,06 12
VB13 19,06 36,13 17,08 12
VR14 10,26 16,56 6,29 11
VR15 HARE 0,50 0,50 12,5
VR16 9,19 14,37 5,18 9,5
VR17 6,54 13,55 7,01 9,5
VR18 ool 0,33 0,33 115
VT19 0,25 2,00 1,74 13,5
VT20 0,92 3,16 2,24 13
VT21 i 0,86 0,86 14
VT22 ool 0,10 0,10 10
VT23 i 0,91 0,91 13,5
\VT24 2,45 4,61 2,17 13
VT25 ek 0,94 0,94 11,5
VT26 17,69 81,75 64,05 15
VB27 13,46 44,70 31,24 19,5
VT28 14,37 64,93 50,57 19,5
VT29 17,54 82,76 65,22 19,5
VT30 14,22 64,58 50,35 19,5
VT3l 16,20 80,41 64,21 19,5

(**** - abaixo do limite de dete¢do)
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Para facilitar a interpretacdo dos dados realizou-se uma HCA, tendo em conta
todos os vinhos da Tabela 13 (Figura 23). Numa distancia de 2,5, obtém-se dois
agrupamentos, um deles composto pelos vinhos do Alentejo (VB2, VR15 e VT23),
pelos vinhos de mesa do Douro (VB7, VR18 e VT21), o vinho VB8 da Bairrada, o
vinho VT22 de Vinhos Verdes e o vinho VB1 de regido ndo definida. O outro
agrupamento contém os restantes vinhos de mesa e os vinhos licorosos. Portanto, 0s
vinhos de mesa do Alentejo e do Douro parecem destacar-se da maioria dos restantes
vinhos. Dadas as caracteristicas especiais dos vinhos licorosos (glicose, frutose e alcool
muito elevados relativamente aos restantes vinhos analisados), seria expectavel que
fossem esses a destacar-se dos restantes vinhos, o que ndo se verificou. Numa distancia
de 1,4 obtém-se trés agrupamentos. Ao reduzirmos a distancia de 2,5 para 1,4, o
agrupamento que englobava os licorosos divide-se em dois agrupamentos diferentes,
sendo um deles constituido pelos vinhos licorosos, os vinhos de Lisboa (VB5 e VR16),
os vinhos do Tejo (VB6 e VR 14), dois vinhos verdes (VB3 e VR17) e dois vinhos da
Bairrada (VB11 e VB13). Portanto, ao diminuir a distancia, os vinhos licorosos ainda
ndo se conseguem discriminar. Numa distancia de 0,6, obtém-se seis agrupamentos,
sendo um composto apenas pelos vinhos licorosos, outro pelos vinhos de mesa do
Alentejo e do Douro e um vinho da Bairrada (VVB8) e ainda um outro no qual ficaram os
vinhos de Lisboa e do Tejo, o vinho branco e o vinho rosado de Vinhos Verdes (VB3 e
VR17) e dois vinhos brancos da Bairrada (VB11 e VB13). Portanto, 0 Alentejo e o
Douro distinguem-se de todas as outras regides a excecdo da Bairrada, embora ndo se
consigam diferenciar entre si. Estas elevadas concentracfes sao justificadas pelo modo
de producdo de vinhos licorosos/fortificados em que a fermentacdo da levedura é
interrompida por fortificacdo com alcool, aquando o metabolismo de cerca de 50% do
acucar total da uva, resultando em um produto com 18 a 20% v / v de alcool e cerca de
40 g/L de glicose e 70 g/L de frutose. O valor da concentracdo de frutose ser muito
superior ao da concentracdo de glicose deve-se ao facto de as leveduras preferirem
fermentar glicose em vez de frutose. Também é possivel distinguir tanto Lisboa como o
Tejo das regibes Ddo e Peninsula de Setubal, pois os vinhos de Lisboa e do Tejo
ficaram num mesmo agrupamento e separados dos vinhos do D&o e Peninsula de
Setlbal. O facto de ndo ser possivel distinguir vinhos da regido do Alentejo da regido

do Douro pode ser explicada pela semelhanca do clima nestas regides, que se
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caracteriza por regimes de precipitacdo baixos, o que leva as videiras a estarem sujeitas
a um elevado défice hidrico potencial e a verGes de temperaturas elevadas [71].
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Figura 23 — Dendrograma dos vinhos do VB1 ao VT31 tendo em conta os valores de concentracdo de
glicose, frutose e alcool. (BA — Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes, LI — Lishoa, TE — Tejo, PS
— Peninsula de Settbal, DA — Dédo, AL — Alentejo e ND — Nao definida).

62



Realizou-se anélise PCA para as caracteristicas, glicose, frutose e alcool (Figura
24). Os vinhos brancos e rosados de Vinhos Verdes (VB3, VB4 e VR17), Lisboa (VB5
e VR16) e Tejo (VB6 e VR14) destacam-se pela sua menor quantidade de glicose
(sendo classificados alguns como meio secos e outros como meio doces) relativamente
aos vinhos das demais regifes. Também os vinhos do Alentejo (VB2, VR15 e VT23) e
do Douro (VB7 e VT2l), independentemente da sua cor, puderam ser bem
discriminados relativamente as outras regides. Portanto, os vinhos do Alentejo e do
Douro distinguem-se muito bem dos vinhos de Lisboa e do Tejo e dos vinhos brancos e
rosados de Vinhos Verdes. Os vinhos licorosos (VB27, VT28, VT29, VT30, VT3l e
VT26), sendo provenientes da regido do Douro (& excecdo do VT26 que é proveniente
do Tejo), caracterizam-se por ter um elevado grau de alcool, de glicose e,
particularmente, de frutose, devendo ser analisados em separado, devido as suas
caracteristicas muito proprias. O menor teor alcoodlico no caso dos vinhos verdes
explica-se facilmente porque o clima na regido Vinho Verde, as castas usadas e as
praticas de viticultura com videiras extremamente vigorosas, resultam em uvas com
acido malico extraordinariamente alto e niveis de agucar relativamente baixos, levando
a producdo de vinhos com baixo teor de alcool e baixa concentracdo de glicose e frutose
[7]. Os vinhos da Peninsula de Setubal (VB10 e VT19) e do Dao (VB9) apresentam
valores intermédios dos trés parametros. Estas observacdes vdo ao encontro das
observac0es feitas na HCA: vinhos do Alentejo e do Douro nédo se distinguem entre si,
mas distinguem-se dos restantes vinhos; os vinhos de Lisboa e Tejo sdo semelhantes; 0s
vinhos licorosos distinguem-se bem dos restantes vinhos; a Bairrada néo se distingue de
nenhuma das outras regides, tendo vinhos espalhados perto de todas as regides. Quando
olhamos para a Figura 24, vemos que vinhos do Alentejo e do Douro ndo se distinguem
e, por outro lado, os vinhos de Lisboa e Tejo estdo muito préximos, entre si, e também
de Vinhos Verdes. Ao observarmos o mapa da Figura 3, conseguimos compreender
melhor esta associacdo, através da posicdo das regides vitivinicolas do mapa. Vinhos
Verdes, Lisboa e Tejo estdo mais proximos do litoral, enquanto que Douro e Alentejo
estdo mais localizados no interior. Assim, os climas do Alentejo e Douro vao ser
semelhantes, verbes quentes, que favorecem a acumulacdo de acgucares e clima seco,
que faz com que a absor¢do de agua pela videira seja menor e, consequentemente, a

concentracdo de agucares na uva seja maior. Por outro lado, o clima moderado e a maior
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humidade de Lisboa, Tejo e Vinhos Verdes proporciona acumulacdo de acucares
reduzida. O facto de os vinhos de Vinhos Verdes apresentarem maior quantidade de
acucar significa que durante a sua producdo a fermentacdo ndo foi completa, o que se
poder dever aos proprios produtores recorrerem a essa pratica de forma a mascarar a

maior acidez caracteristica das uvas dessa regido [7], [71]-[73].
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Figura 24 - Representacdo a duas dimensdes das amostras dos vinhos do VB1 ao VT31, sistema de eixos
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Mais uma vez, por uma questdo de representatividade, ird realizar-se ANOVA
tendo em conta as regides vitivinicolas: Bairrada, Douro, Vinhos Verdes e Alentejo. Os
vinhos utilizados para esta anélise estdo na Tabela 14.

Tabela 14 — Conjunto de vinhos, correspondentes a cada regido, utilizados para ANOVA e teste de
Tukey, tendo em conta concentracdes de glicose, frutose e alcool.

Regides Codigo dos vinhos
Bairrada VB8, VB11, VB12, VB13, VT20
Douro VB7, VR18, VT21, VB27,VVT28, VT29, VT30, VT31
Vinhos Verdes VB3, VB4, VR17, VT22
Alentejo VB2, VR15, VT23

Ao considerar-se a concentracdo de glicose, frutose e glicose+frutose,
isoladamente, através da analise de variancia ANOVA, verifica-se que ndo ha diferenca
significativa entre os conjuntos de diferentes regibes (Tabela 15). Esta informacéo, a
primeira vista, ndo vai ao encontro com as ilagdes tiradas por observacdo da Figura 24,
pois 0s vinhos parecem estar separados, mas, de facto, ao visualizarmos a projecdo dos
vinhos tanto no vetor glicose como no vetor frutose, verificamos que as amostras de
diferentes regides se espalham de forma homogénea ao longo desses vetores. Entdo, os
resultados da ANOVA ndo estdo a contradizer os resultados do PCA .

Por outro lado, ao considerar-se o teor de alcool, observa-se que ha diferenca

entre 0s COI’]jU ntos.

Tabela 15 - Resultados da andlise ANOVA, de uma via, tendo em conta as concentragdes de glicose,
frutose e glicose+frutose, em separado para 0s conjuntos de regides apresentados na Tabela 14.

Parametros Glicose | Frutose | Glicose+Frutose | Alcool
F 1,444 2,16 3,009 9,931
p-value 0,2670 | 0,1282 0,0611 0,0006
p-value summary ns ns ns HxE
Diferenca significativa entre médias (p< 0.05)? N&o N&o Néo Sim
R 0,2131 | 0,2647 0,3607 0,6506

(F- F de Fisher, ns —ndo significativo e *** - muito significativo)
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Apesar das médias dos conjuntos serem um pouco diferentes, os desvios padrdo das
distribuicdes das concentragdes de glicose séo grandes (Figura 25), o que significa que
as distribuicdes se sobrepdem, ndo sendo possivel diferencia-las entre si.
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Figura 25 — Histograma das concentracGes meédias de glicose tendo em conta os conjuntos de vinhos (BA
— Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo)

Os vinhos do Douro apresentam valores de glicose + frutose muito superiores aos
restantes vinhos (Figura 26). No entanto, o desvio padrdo correspondente a distribuicao
dos vinhos do Douro é muito grande, o que faz com que nao seja possivel discriminar o0s

vinhos do Douro quando consideramos as concentracdes de glicose + frutose.
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Figura 26 - Histograma das concentracdes médias de glicose + frutose tendo em conta os conjuntos de
vinhos (BA — Bairrada, DO — Douro, VV —Vinhos Verdes e AL — Alentejo)
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Na Figura 27, observa-se que também para a distribuicdo de concenracfes de
frutose dos vinhos do Douro o desvio padréo é muito grande.
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Figura 27 - Histograma das concentrac@es médias de frutose tendo em conta os conjuntos de vinhos (BA
— Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo)

Quando consideramos as distribuicbes das concentracdes de alcool para cada
regido, verificamos que os desvios padrdo correspondentes a Bairrada, Vinhos Verdes e
Alentejo, sdo muito pequenos (Figura 28). O desvio padrdo correspondente a
distribuicdo dos vinhos do Douro € um pouco maior, mas a média correspondente

também é bastante superior, dai que ja seja possivel uma distin¢do entre regides.
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Figura 28 - Histograma das concentrac@es medias de alcool tendo em conta os conjuntos de vinhos (BA
— Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo)

Através do teste de Tukey (Tabela 16), tendo em conta a concentracéo de alcool,
conclui-se que o conjunto de vinhos do Douro € diferente do conjunto de vinhos de
Vinhos Verdes e do conjunto de vinhos da Bairrada, ndo sendo distinguivel do Alentejo,
0 que confirma as ilacdes anteriores.

Tabela 16 — Resultados do teste de Tukey, tendo em conta a concentracao de alcool para os conjuntos da
Tabela 14: BA — Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo.

Mudltiplas Significado Intervalo de Estatisticamente | Sumario | p-value
comparagdes da confiancga 95% significativo?
de Tukey diferenca

BA vs DO -47 -8,536 a -0,8643 Sim * 0,0140
BAvs VV 2,675 -1,838a 7,188 Né&o ns 0,3578
BA vs AL -0,7 -5,614 a 4,214 Néao ns 0,9764
DO vs VV 7,375 3,255a11,5 Sim el 0,0005
DO vs AL 4 -0,555 a 8,555 Nao ns 0,0959
VV vs AL -3,375 -8,514 a 1,764 Né&o ns 0,2753

(F- F de Fisher, ns —ndo significativo, * - significativo e *** - muito significativo)

Isto pode ser justificado pelo facto de no conjunto de vinhos do Douro estarem
incluidos os licorosos que tém teor de alcool muito elevado, fazendo, desta forma, o que

faz aumentar a média do conjunto. Por outro lado, os Vinhos Verdes tém tipicamente

68



teores mais baixos de alcool porque as uvas ndo atingem um estado de maturagdo
avancado, devido ao clima, o que d& origem a vinhos com pouco alcool. Portanto, seria
expectavel esta diferenca significativa entre o conjunto dos Vinhos Verdes e o conjunto
de vinhos do Douro.

Para se confirmar que esta diferenca ndo se deve apenas a presenca dos vinhos
licorosos no nosso universo, repetiu-se o teste ANOVA, considerando a concentracao
de &lcool, desta vez, retirando os vinhos licorosos. Ao se retirar os licorosos do conjunto
dos vinhos do Douro, verifica-se que continua a haver diferenca entre os conjuntos (ver
Tabela 17).

Tabela 17 — Resumo da ANOVA, de uma via, tendo em conta a concentracdo de alcool para os conjuntos
da Tabela 14: BA — Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo, com excluséo dos
vinhos licorosos, VT26 e VT31.

Parametros Alcool
F 19,69
p-value <0,0001
p-value summary o

Diferenca significativa entre médias (p < 0.05)? Sim
R° 0,843

(F- F de Fisher e **** - pastante significativo)

Através do teste de Tukey, que estd resumido na Tabela 18, verifica-se que ao
excluir os vinhos licorosos, 0 Douro ndo é discriminado, mas sim Vinhos Verdes, ou
seja, Vinhos Verdes destaca-se da Bairrada, do Douro e do Alentejo. De facto, tendo em

conta o teor de alcool, observando a

Tabela 7 e o grafico PCA da Figura 24, verificamos que os vinhos verdes sédo
aqueles que apresentam menores concentracdes de alcool relativamente aos restantes

vinhos de outras regides.
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Tabela 18 — Teste de Tukey, tendo em conta a concentracdo de alcool, para os conjuntos da Tabela 14:
BA — Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo, com exclusdo dos vinhos licorosos,

VT26 e VT3L
Multiplas Significado Intervalo de Tem Sumério | p-value
comparacoes da confianca 95% | significado?

de Tukey diferenca

BA vs DO -0,5333 -2,0382a0,9711 Né&o ns 0,7156
BAvs VWV 2,675 1,293 a 4,057 Sim falekel 0,0006
BA vs AL -0,7 -2,204 a 0,8045 Né&o ns 0,5244
DO vs VV 3,208 1,635a4,782 Sim falekel 0,0004
DO vs AL -0,1667 -1,849a 1,515 Né&o ns 0,9903
VV vs AL -3,375 -4,948 a -1,802 Sim falekel 0,0002

(F- F de Fisher, ns —ndo significativo, * - significativo e *** - muito significativo)

Ao retirarmos os vinhos licorosos do estudo, verificamos que a que mais se afasta das
outra é a correspondente aos vinhos verdes (Figura 29).
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Figura 29 - Histograma das concentrac@es médias de alcool tendo em conta os conjuntos de vinhos (BA
— Bairrada, DO — Douro, VV — Vinhos Verdes e AL — Alentejo), com exclusdo dos vinhos licorosos
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3.1.3. Poder antioxidante, compostos fendlicos, dioxido de enxofre e cor

O vinho possui uma elevada quantidade de compostos com caracteristicas
antioxidantes, sendo que a maior parte € proveniente da uva, como, por exemplo
compostos fendlicos (nomeadamente, estilbenos, como licopeno e [ - caroteno),
vitamina A e vitamina E, acido lipdico, entre outros. Fontes adicionais destes compostos
sdo os barris de carvalho, utilizados para envelhecimento do vinho; 0s micro-
organismos, responsaveis pela producdo de compostos fendlicos de tamanho pequeno,
como o tirosol e o 4-etilfenol; adicdo de conservantes no vinho como diéxido de
enxofre e &cido ascorbico (vitamina C) [74]. Os compostos que mais contribuem para o
poder antioxidante sdo os compostos fendlicos. Por outro lado, as propriedades
cromaticas, traduzidas pelos parametros a*, b* e L*, sdo um reflexo dos constituintes do
vinho. Quanto mais negativos forem os valores do parametro a*, maior a intensidade da
coloracdo verde no vinho e, quanto mais positivos forem, maior a intensidade da
coloracdo vermelha. Os mostos de vinho branco contém tragos de clorofila, caroteno e
xantofila. Por vezes, determinadas castas de uva branca, quando se desenvolvem em
climas frios, retém alguns derivados de clorofila. Assim, os vinhos brancos podem
apresentar, alem da gama mais comum que varia do praticamente incolor ao ambar,
coloracdo verde. A extragdo de coloragdo vermelha no vinho depende da casta, da
regido, da maturidade e da condic¢éo fisica do fruto (maciez do bago, presenca de fungos
e tratamento fisico que lhe é aplicado). Ha castas que tém a maioria das antocianinas
presentes na forma de glicosideo e, assim, é mais facil a sua extracdo. Por outro lado, as
castas tintureiras tém os seus pigmentos presentes na polpa, estando estes, assim,
facilmente acessiveis [10]. A coloracdo vermelha, no vinho, estd diretamente
relacionada com a sua concentracédo de antocininas.

Neste capitulo, 0 nosso estudo debrugou-se sobre parametros que estdo ligados
entre si, portanto, € de se esperar que ao considerarmos estes parametros, 0s vinhos
sejam discriminados consoante 0 seu tipo quanto a cor e consoante 0 processo de
vinificacdo.

Para este estudo, utilizaram-se o0s vinhos do VB1 ao VT31 (

Tabela 7). Os parametros indice de Folin, antocianinas, poder antioxidante, SO,
livre e total e propriedades cromaticas foram medidos. A Tabela 19 e a Tabela 20

resumem os resultados obtidos.
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Tabela 19 — Valores do poder antioxidante, indice de Folin, antocianinas e SO, livre e total

Cadigo do Poder antioxidante Indice de Folin (g de Antocianinas .
vinho (mg de quercetina/L) 4cido galico/L) (mg/L) SOz livre SO total
VB1 373,2 0,227 2 34 161
VB2 283,2 0,240 1 50 139
VB3 232,5 0,251 1 43 261
VB4 2738 0,255 1 41 235
VB5 2823 0,218 2 48 160
VB6 308,2 0,268 1 46 190
VB7 388,0 0,289 2 54 148
VB8 2647 0,191 0,1 14 146
VB9 3317 0,232 1 46 129
VB10 333,22 0,255 2 55 148
VB11 295,7 0,239 3 5 96
VB12 3318 0,253 4 27 157
VB13 275,0 0,260 3 5 110
VR14 520,3 0,462 81 28 100
VR15 301,0 0,321 15 45 135
VR16 346,0 0,329 20 37 112
VR17 472,0 0,501 47 65 166
VR18 380,7 0,347 21 46 105
VT19 3761,7 2,388 382 34 148
VT20 2761,7 1,412 443 37 121
VT21 3565,0 2,761 527 19 62
VT22 3150,0 2,264 485 20 110
VT23 2916,7 2,246 376 21 85
VT24 3593,3 2,202 451 24 70
VT25 2528,3 1,353 145 3 88
VT26 560,0 0,017 42 4 14
VB27 381,5 0,548 14 232 *
VT28 1991,7 1,755 354 134 *
VT29 911,7 0,603 120 396 *
VT30 2250,0 1,939 429 271 *
VT3l 611,7 0,398 74 379 *

* - ndo ha dados por falta de amostra

72




Tabela 20 — Parametros da cor em coordenadas CIELAB dos diferentes vinhos de diferentes regides
utilizados neste estudo.

Codigo do
L* a* b*

vinho

VB1 88,5 2,30 14,93
VB2 96,0 -3,28 24,17
VB3 97,0 -1,90 10,24
VB4 98,2 -2,37 13,23
VB5 96,0 -2,17 12,76
VB6 97,1 -3,03 18,11
VB7 96,1 -2,73 21,31
VB8 97,0 -1,84 13,56
VB9 96,6 -1,98 15,31
VB10 94,5 -2,27 24,12
VB11 88,8 -1,11 33,70
VB12 94,0 -2,16 26,22
VB13 90,9 -1,60 30,27
VR14 83,7 16,12 13,70
VR15 93,5 6,21 6,98
VR16 91,9 7,48 7,91
VR17 89,7 10,05 8,92
VR18 93,4 6,93 7,44
VT19 23,5 48,02 26,94
VT20 26,0 51,75 30,53
VT21 -2,6 10,32 -15,36
VT22 7,9 42,45 3,99
VT23 154 45,10 16,43
VT24 14,4 44 56 14,69
VT25 19,6 41,29 20,53
VT26 62,8 29,59 27,34
VB27 61,7 31,85 79,74
VT28 57 40,97 0,53
VT29 33,7 49,13 43,27
VT30 1,9 32,70 -6,51
VT3l 42,1 45,39 51,15

Da observacdo da Tabela 21, pelos valores do coeficiente de correlacdo de Pearson
conclui-se, por exemplo, que, de acordo com o valor 0.9708 do coeficiente de
correlacdo de Pearson entre o poder antioxidante e o indice de folin que, existe um grau
de associacdo positiva, muito elevado, entre eles. Entre o parametro L* e o poder
antioxidante também ha uma associac¢do negativa forte, ou seja, quando um aumenta, 0
outro diminui (coeficiente de Pearson de — 0.8971). J4 o diéxido de enxofre livre e 0

poder antioxidante quase ndo tém correlacdo (coeficiente de Pearson de — 0.0638).
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Tabela 21 — Matriz de Correlagdo (de Pearson), tendo como base os valores apresentadosnas taelas 19 e
20 nas Tabelas Tabela 19 e a Tabela 20.

Indice
Poder - SO,
antioxidante de_ Antocianinas livre L* a b*
Folin
Poder
e 1,0000 0,9708 0,9516 -0,0638 | -0,8971 | 0,7204 | -0,2706
antioxidante
'”g:;fnde 0,9708 1,0000 0,9623 -0,0038 | -0,9015 | 0,6643 | -0,3379
Antocianinas | 0,9516 0,9623 1,0000 0,0416 | -0,9149 | 0,7061 | -0,3419
SO, livre -0,0638 -0,0038 0,0416 1,0000 | -0,2873 | 0,4230 | 0,4261
L* -0,8971 -0,9015 -0,9149 20,2873 | 1,0000 | -0,8553 | 0,1276
a* 0,7204 0,6643 0,7061 04230 | -0,8553 | 1,0000 | 0,2197
b* -0,2706 -0,3379 -0,3419 04261 | 01276 | 0,2197 | 1,0000
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Com o recurso ao programa Past, realizou-se uma HCA com os vinhos de mesa,
do VBl ao VT25, considerando os seguintes parametros: indice de Folin, poder
antioxidante, antocianinas e SO, livre e total (Figura 30). A auséncia na analise dos
vinhos do VT25 ao VT31 ficou a dever-se a auséncia de dados para o SO, total.

A uma distancia de 1.5 ha quatro agrupamentos: vinhos tintos, vinhos rosados,
vinhos brancos e vinho VB8 isolado (Figura 30).

No que se refere ao indice de Folin, os vinhos com maior valor s&o o0s vinhos
tintos (VT19, VT20, VT21, VT22, VT23, VT24 e VT25). Com valores intermédios sdo
os vinhos rosados ( VR14, VR15, VR16, VR17, VR18). Com valores mais baixos sdo
os vinhos brancos (VB1, VB2, VB3, VB4, VB5, VB6, VB7, VB8, VB9, VB10, VB11 e
VB13) e também o vinho tinto licoroso VT26 (jeropiga) que tem valor de indice de
Folin na gama dos valores dos vinhos brancos. O vinho branco VB8 destaca-se por ter
um valor de indice de Folin muito menor do que os restantes vinhos brancos. A maior
parte da quantidade de compostos fendlicos encontra-se na pelicula da uva, apesar de as
uvas de castas tintureiras, usadas para producdo de vinhos tintos, também terem
quantidade de compostos fenolicos significativa. Na producdo de vinhos tintos, as
peliculas estdo presentes no mosto durante a fermentagédo, sendo o periodo de contacto
entre estas e 0 mosto de varios dias. Este longo periodo de contacto, associado a
presenca do alcool, produto da fermentagcdo, que permite maior solubilizacdo das
antocianinas e outros compostos fendlicos, leva a uma extracdo mais eficiente. Por outro
lado, na producdo de vinhos rosados, deixa-se 0 mosto fermentar durante pouco tempo
(entre 12 a 24 horas) antes de remover as peliculas, 0 que permite uma extracdo de
compostos fendlicos, e também de outros constituintes da pelicula, um pouco maior do
que no caso dos vinhos brancos (cuja producao envolve a remocéo das peliculas antes
da fermentacdo). Um dos compostos muito importantes que é extraido das peliculas das
uvas e tem capacidade antioxidante é o resveratrol (estilbeno) [56].

Relativamente as antocianinas, os vinhos tintos sdo aqueles que apresentam
valores mais elevados (a excecdo do vinho VT26 que apresenta um valor intermédio).

Os vinhos rosados apresentam valores intermédios e 0s vinhos brancos
apresentam valores mais baixos, sendo que o vinho VB8 se destaca por ter mesmo

muito pouca quantidade de antocianinas.

75



Distance

=0¢
=01
g

-
tn
|

I V126 TL‘

0E
52

VR1E R

VR18 RM

ve27 BL
{: V29 TL
VT3 TL

|— VB11 EM

l— V813 BM

vs1z EM

WB5  BM

va7 EM

vsig BEM

VB1 BM

vez BM
vee  BM
VBS  EBM
ve: EM
va4  BM

ves  BM

vTzo T
VT30 TL

VT25 T

Figura 30 - HCA do vinho VB1 ao VT31 considerando os parametros poder antioxidante, indice de
Folin, SO, livre e antocianinas (BM — vinhos brancos de mesa, BL — vinhos brancos licorosos, RM —
vinhos rosados de mesa, TM — vinhos tintos de mesa, TL — vinhos tintos licorosos)

Quanto ao SO, livre e total, os vinhos com maior quantidade sdo a maior parte
dos vinhos brancos (VB1, VB2, VB3, VB4, VB5, VB6, VB7, VB8, VB9 e VB10). Os
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vinhos rosados (VR15, VR16, VR17, VR18) e o vinho branco VB12 também tém
concentracdo SO, elevada, mas ligeiramente menor do que aqueles referidos
anteriormente. Os vinhos com menor concentracdo de SO, sdo os vinhos tintos (VT19,
VT20, VT21, VT22,VT23 e VT24, VT25 e VT26) e os vinhos brancos VB11 e VB13
sendo que a quantidade de SO, do vinho rosado VR14 também se encontra ha mesma
gama de valores. Os vinhos VT25 e VT26 destacam-se por ter um teor de SO, mais
baixo do que os restantes vinhos tintos, sendo que o vinho VT26 apresenta uma
concentracdo de SO, muito mais baixa.

Observou-se que os vinhos tintos sdo aqueles que apresentam valores mais
elevados de poder antioxidante (a excecdo do VT26 que apresenta um valor de poder
antioxidante na ordem dos valores para os vinhos rosados), sendo que os vinhos rosados
apresentam valores intermédios e os vinhos com menores valores s&o os vinhos brancos.

Com recurso ao programa Past, realizou-se uma PCA com os parametros SO,
livre, indice de Folin, antocianinas e poder antioxidante tendo-se obtido o gréafico da
Figura 31. Verificou-se uma boa discriminagdo entre vinhos brancos, rosados e tintos,
sendo que no caso dos vinhos licorosos ja existe uma maior variancia. Pode observar-se
também que os parametros poder antioxidante e antocianinas sdo diretamente

proporcionais.
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Figura 31 — Gréfico da PCA do vinho VVB1 ao VT31 considerando os parametros poder antioxidante,
indice de Folin, SO, livre e antocianinas (BM — vinhos brancos de mesa, BL — vinhos brancos licorosos,
RM —vinhos rosados de mesa, TM — vinhos tintos de mesa, TL — vinhos tintos licorosos)
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Considerando os conjuntos da Tabela 22, realizou-se uma ANOVA.

Tabela 22 — Conjuntos de vinhos, correspondentes a cada tipo de vinho, utilizados para ANOVA e teste
de Tukey, tendo em conta os parametros: poder antioxidante, indice de Folin, antocianinas e didxido de

enxofre livre.

Tipo de vinho

Cadigo do vinho

Branco de mesa

VB1,VB2,VB3,VB4,VB5,VB6,VB7,VB8,VB9,VB10,VB11,
VB12, VB13

Branco licoroso

VB27

Rosado de mesa

VR14, VR15, VR16, VR17, VR18

Tinto de mesa

VT19, VT20, VT21, VT22,VT23,VT24,VT25

Tinto licoroso

VT26, VT28, VT29, VT30, VT31

Confirmou-se que ha diferenca entre os conjuntos da Tabela 22, quando consideramos

qualquer um dos parametros poder antioxidante, indice de Folin, antocianinas e SO,

livre.

Tabela 23 —Resutados da ANOVA, de uma via, tendo em conta, separadamente, os parametros poder
antioxidante, indice deFolin, antocianinas e dioxido de enxofre livre, para 0s conjuntos da Tabela 22

. Poder indice de o SO,
Parametros o . Antocianinas .

antioxidante Folin livre

F 68,81 23,7 24,01 11,09
p-value <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

p-value summary BRI Hokkk Fokkk P

Diferenca significativa entre Si
im . . .
médias (p< 0,05)? Sim Sim Sim
R® 0,9137 0,7848 0,7869 0,6304
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Nos vinhos tintos licorosos, existe grande variabilidade nos valores do poder
antioxidante, como se pode verificar pela observacdo da Figura 32 (o desvio padrdo é

grande).
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Figura 32 — Histograma dos valores médios de poder antioxidante tendo em os conjuntos de vinhos

Através do teste de Tukey verificamos que os vinhos tintos de mesa se distinguem de
todos os outros e que 0s vinhos tintos licorosos se distinguem dos vinhos brancos e

rosados de mesa (Tabela 24).

Tabela 24 — Teste de Tukey, tendo em conta o valor do poder antioxidante, para 0s conjuntos da Tabela

22
Multiplas Significado Intervalo de Tem
comparacoes da diferenca confianga 95% significado? Sumério | p-value
de Tukey
BMvs. BL -75,86 -1257 a 1106 N#o ns 0,9997
BM vs. RM -98,36 -697,5 a 500,8 N4o ns 0,9885
BMvs. TM -2877 -3411 a -2343 Sim ekx <0,0001
BMvs. TL -959,4 -1559 a -360,2 Sim ok 0,0007
BL vs. RM -22,5 -1270 a 1225 N4o ns >0,9999
BLvs. TM -2801 -4018 a -1584 Sim ko <0,0001
BLvs. TL -883,5 -2131 363,8 N&o ns 0,261
RMvs. TM 2778 -3445 a -2112 Sim Fedededk <0,0001
RMvs. TL -861 -1581 a -140,9 Sim * 0,0134
TMvs. TL 1917 1251 a 2584 Sim ko <0,0001

ns — sem significado, * - pouco significativo, *** - significatico, **** - muito significativo
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O que se verifica para o poder antioxidante dos diferentes conjuntos (valores elevados
para os vinhos de mesa tintos e desvio padrdo grande no conjunto dos vinhos tintos
licorosos), verifica-se também para o indice de Folin como se pode constatar na Figura
33, 0 que seria de esperar dada a forte associacao entre estes dois parametros.
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Figura 33 - Histograma dos valores médios do indice de Folin tendo em os conjuntos de vinhos

Dos resultados do teste de Tukey conclui-se que os vinhos tintos de mesa se
distinguem dos vinhos rosados de mesa e dos vinhos brancos. Os vinhos tintos licorosos

e 0s vinhos de mesa brancos também sédo diferentes entre si (Tabela 25).

Tabela 25 - Teste de Tukey, tendo em conta o valor do indice de Folin, para os vinhos do VB1 ao VT31
agrupados nas diferentes distribuicdes: BM — vinhos brancos de mesa, BL — vinhos brancos licorosos,
RM — vinhos rosados de mesa, TM — vinhos tintos de mesa, TL — vinhos tintos licorosos

Multiplas Significado Intervalo de Tem
comparagoes da confianga 95% significado? | Sumario | p - value

de Tukey diferenca
BM vs. BL -0,3035 -1,577 a 0,9699 Néo ns 0,9551
BM vs. RM -0,1475 -0,7933 a 0,4982 Néo ns 0,9613
BM vs. TM -1,845 -2,42 a-1,27 Sim TR <0,0001
BM vs. TL -0,6979 -1,344 a-0,05217 Sim * 0,0294
BL vs. RM 0,156 -1,188a1,5 Néo ns 0,9969
BLvs. TM -1,541 -2,853 a -0,2296 Sim * 0,0154
BLvs. TL -0,3944 -1,739 a 0,9499 Néo ns 0,909
RMvs. TM -1,697 -2,416 a-0,9789 Sim ke <0,0001
RM vs. TL -0,5504 -1,327 a 0,2257 Néo ns 0,2600
TMvs. TL 1,147 0,4285 a 1,866 Sim ekl 0,0007

ns — sem significado, * - pouco significativo, *** - significatico, **** - muito significativo

81



A Figura 34 confirma aquilo que é descrito na literatura, os vinhos brancos possuem
concentragdes muito reduzidas de antocianinas, os vinhos rosados tém uma quantidade

um pouco maior e os vinhos tintos sdo aqueles que apresentam maiores concentragdes.
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Figura 34 - Histograma das concentrac@es médias de antocianinas tendo em os conjuntos de vinhos
Os resultados do teste de Tukey, que se encontram resumidos na Tabela 26,
estdo de acordo com os resultados para a indice de Folin, os vinhos tintos de mesa sao
estatisticamente diferentes dos vinhos rosados e brancos. Os vinhos brancos de mesa

também sdo diferentes estatisticamente dos vinhos tintos licorosos.

Tabela 26 - Teste de Tukey, tendo em conta a concentracéo de antocianinas, para os conjuntos de vinhos

da Tabela 22

Multiplas Significado Intervalo de Tem
comparacoes da confianga 95% | significado? | Sumario | p - value

de Tukey diferenca
BM vs. BL -12,22 -291,8 a 267,4 Néao ns >0,9999
BM vs. RM -35,02 -176,8 a 106,8 Né&o ns 0,9492
BM vs. TM -399,5 -525,8 a-273,2 Sim RS <0,0001
BMvs. TL -202 -343,8 a -60,23 Sim ** 0,0025
BL vs. RM -22,8 -318a272,4 Néao ns 0,9994
BLvs. TM -387,3 -675,3 a-99,23 Sim ** 0,0046
BL vs. TL -189,8 -485 a 105,4 Néao ns 0,3509
RMvs. TM -364,5 -522,3 a -206,7 Sim Fkkk <0,0001
RM vs. TL -167 -337,4a 3,417 Néao ns 0,0568
TMvs. TL 197,5 39,71a355,3 Sim ** 0,0090

ns — sem significado, * - pouco significativo, *** - significatico, **** - muito significativo
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Os vinhos licorosos sdo aqueles que apresentam maiores concetragcdes de
dioxido de enxofre livre, pois, como possuem elevadas concentragfes de aglcares, 0S
produtores colocam grandes quantidades de dioxido de enxofre, para garantir que ndo
ha proliferacdo de micro-organismos (Figura 35).
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Figura 35 - Histograma das concentrag@es médias de dioxido de enxofre tendo em os conjuntos de vinhos

Tabela 27 - Teste de Tukey, tendo em conta a concentracao de didxido de enxofre livre, para os
conjuntos de vinhos da Tabela 22

Multiplas Significado Intervalo de Tem
comparacoes da confianga 95% | significado? | Sumaério | p - value
de Tukey diferenca
BM vs. BL -196 -399,7 a 7,675 Nao ns 0,0635
BM vs. RM -8,2 -111,5a 95,08 Né&o ns 0,9993
BMvs. TM 13,43 -78,58 a 105,4 N&o ns 0,9926
BMvs. TL -200,8 -304,1a-97,52 Sim Fkkk <0,0001
BL vs. RM 187,8 -27,2 2 402,8 N&o ns 0,1084
BLvs. TM 209,4 -0,3888 a 419,2 Né&o ns 0,0506
BL vs. TL -4,8 -219,8 a 210,2 Né&o ns >0,9999
RMvs. TM 21,63 -93,29 a 136,6 Né&o ns 0,9808
RMvs. TL -192,6 -316,7 a -68,47 Sim Hxx 0,001
TMvs. TL -214,2 -329,2a-99,31 Sim Fkkk <0,0001

ns — sem significado, * - pouco significativo, *** - significatico, **** - muito significativo
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Observando as representa¢es dos vinhos no circulo colorimétrico (a* vs b*)
(Figura 36), verifica-se que os vinhos brancos, rosados e tintos se encontram
circunscritos numa zona bem definida, sendo os vinhos tintos aqueles que apresentam
maiores valores de a* (entre 30 e 55).

(Amarelo)
60 *b*

-60 60 +3*
(Verde) (Vermelho)

-60
(Azul)

Figura 36 — Diagrama de cor com zonas assinaladas onde se encontram os vinhos B — vinhos brancos, R
—vinhos rosados e T — vinhos tintos

3.2. Estudo de revitalizacédo do vinho por aplicacdo de colas a vinhos
oxidados

Os efeitos pretendidos da aplicacdo de colas podem ser os mais variados e, esses
efeitos, vdo variar também consoante o tipo de vinho ao qual as colas sdo aplicadas.
Além de servirem para clarificar, as colas servem, nos vinhos tintos, para amaciar um
vinho adstringente (através da remocao de taninos), eliminar leveduras e bactérias e
estabilizar a matéria corante; nos vinhos brancos, para facilitar a filtracdo e eliminar
riscos de casse proteica. Todos estes efeitos mencionados séo para ter em conta durante

0 processo da produgdo do vinho. Contudo, as colas podem ser utilizadas em vinhos
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finalizados, nomeadamente, permitem refrescar vinhos oxidados. Foi com esse intuito
que as colas bentonite e caseina foram utilizadas neste estudo [10].

As doses utilizadas também sdo muito importantes pois quanto maior a dose,
mais expressivo € o efeito [75].

Do conjunto de vinhos caracterizados no capitulo 3.1, foram escolhidos quatro
vinhos, 2 brancos (VB2 e VB7) e 2 rosados (VR15 e VR18) para permanecerem nas
garrafas, depois de abertas, durante 70 dias de forma a poderem oxidar. Apds decorrido
esse periodo, foram aplicadas duas colas, uma de origem mineral (a bentonite) e outra
de origem proteica (a caseina). As alteracBes na constituicdo quimica dos vinhos,
produzidas pelas colas, foram, posteriormente, avaliadas através da medicdo dos
parametros de cor a*, b* e L*, tendo-se medido também o indice de Folin e o poder
antioxidante. Um dos objetivos desta analise foi verificar se, atraves da aplicacdo de
colas, seria possivel o vinho oxidado recuperar a sua cor inicial (antes de sofrer
oxidagéo).

A caseina é um agente de colagem proteico e age sobre os polifendis,
eliminando preferencialmente os polifendis flavonoides, como as catequinas e
procianidinas; também atua adsorvendo a fracdo oxidada e instavel do polifenol. Por
outro lado, a bentonite é um tipo de argila composta por silicato de aluminio, magnésio
e célcio, cujo principal alvo sdo as proteinas, levando a sua precipitacdo. Quando
utilizada em excesso, pode remover compostos aromaticos do vinho.

Uma vez que as colas podem interagir com particulas com capacidades antioxidantes,
precipitando-as, faria sentido uma diminuicdo do poder antioxidante dos vinhos
resultante da adicdo das colas. No entanto, esta diminuicdo nem sempre se verificou
(ver Figura 37). Também faria sentido que a diminuicdo do poder antioxidante fosse
mais expressiva quando seutiliza quantidade maior de cola. No vinho VB7, com dose
minima de bentonite, atingiu-se um valor de poder antioxidante de 45 mg/L e, com dose
minima de caseina, atingiu-se 66 mg/L, sendo que o controlo tinha 80 mg/L. Este
resultado é facilmente justificavel pois a diminuicdo correspondente a bentonite foi mais
expressiva. Para este mesmo vinho, ao utilizar-se dose maxima de caseina, obteve-se
um valor de poder antioxidante maior do que o do controlo (85 mg/L) e, para dose
méaxima de bentonite, o valor obtido (78 mg/L) também foi maior. Ou seja, ao usar-se
dose minima de bentonite, obteve-se uma maior reducdo do poder antioxidante do que

ao usar-se dose méaxima. Este resultado ndo tem justificacdo, sendo a Unica explicagdo
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Figura 37 - Histograma dos valores do poder antioxidante depois da aplicacdo das colas (B_ MAX —
bentonite dose maxima, B_MIN — bentonite dose minima, C_MAX — caseina dose maxima, C_MIN —
caseina dose minima)

plausivel que alguma cola esteja ainda em suspensao, interferindo com a leitura de
absorvancia por efeito de dispersdo de luz. Desta forma, os valores obtidos com a
aplicacdo das doses minimas podem estar inflacionados e, portanto, a reducdo do poder
antioxidante pode ter sido maior do que aparenta. De igual modo, para o vinho VB2, 0s
valores do poder antioxidante, depois de aplicacdo das colas, sdo superiores (entre 30
mg/L e 50 mg/L) aquele correspondente ao controlo (15 mg/L), a exce¢do do valor
correspondente a aplicacdo de dose minima de bentonite (8mg/L). No caso do vinho
VR15, todos os valores apos aplicacdo de colas sdo superiores ao valor do controlo
(entre 183 mg/L e 166 mg/L), sendo o controlo 151 mg/L. Os valores mais elevados que
foram obtidos correspondem a utilizacdo de doses maximas (169 mg/L para a bentonite
e 183 mg/L para a caseina), o que acentua a hipdtese da existéncia de cola em
suspensdo, 0 que esta a sobreavaliar (por efeito de dispersdo de luz) os valores de
absorvancia. Para o vinho VR18, quando se utilizou a dose maxima de bentonite e a
dose minima de caseina, houve a reducdo do valor de poder antioxidante (obtendo-se
155 mg/L e 177 mg/L, respetivamente). A maior reducédo foi obtida quando se utilizou a
dose maxima de bentonite (155 mg/L). Porém, quando se utilizou a dose minima de

bentonite e a dose méaxima de caseina, houve um aumento no valor (205 mg/L e 206
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mg/L, respetivamente). Portanto, o que se verificou € que ndo existe um efeito
consistente nos valores do poder antioxidante, ndo se observando tendéncias. Uma vez
que o procedimento aplicado na aquisicdo destes valores ndo englobava o uso de
filtracdo, num estudo futuro serd interessante aplicar um passo de filtracdo para
minimizar o efeito de coldides ndo precipitados.

Os valores do parametro a* dos vinhos poderiam ter diminuido ap6s aplicacdo
de colas porque o que confere cor vermelha séo principalmente as antocianinas e a sua
cor € estabilizada por catides e outros compostos fendlicos que sdo ambos removidos
pelas colas o que, consequentemente, levaria a perda da cor vermelha. Contudo, 0s
vinhos utilizados eram comercias, pelo que ja tinham sido sujeitos a um processo de
estabilizacdo e colagem, desta forma ndo é surpreendente que os dados ndo apresentem
variacdes de cor significativas. No vinho VB2 a tendéncia foi a diminui¢do do valor do
parametro a* apds a aplicacdo das colas (Figura 38), ndo se verificando diferenca entre
colas nem entre quantidades aplicadas (controlo tinha uma valor de a* de — 1,04,
obtendo-se valores entre -1,28 e -1,12 depois da aplicagdo das colas). No vinho VB7 a
tendéncia também foi diminuir o valor de a* de -0,68 para valores entre -0,93 e -0,85.
Como esperado para dose maxima de caseina a diminuicdo foi maior (a* = -0,92)
relativamente ao valor obtido para dose minima (a* = -0,85). Quando se utilizou dose
minima de bentonite obteve-se um valor de a* de -0,93 o0 que seria de esperar pois a
bentonite ¢ mais eficaz do que a caseina. Contudo, quando se utilizou bentonite dose
méaxima o valor obtido ndo foi o esperado (a* = - 0,69). Para os vinhos VR15 e VR18
(valor de a* do controlo 1,81 e 1,97, respetivamente), os valores permaneceram
praticamente iguais (entre 1,76 e 1,86 para o vinho VR15 e entre 1,93 e 2,03 para o
vinho VR18).
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Figura 38 - Histograma dos valores do parametro a* antes e depois das colas (B_MAX — bentonite dose
méaxima, B_MIN — bentonite dose minima, C_MAX — caseina dose maxima, C_MIN — caseina dose
minima)

Relativamente ao valor de b* ndo houve variagdes significativas (Figura 39). No
vinho VB2 o controlo apresentava um valor de b* de 8,47 e, depois das colas, os valores
variam entre 8,56 e 8,75. O controlo do vinho VVB?7 tinha um valor de b* de 7,47 sendo
os valores obtidos depois da aplicacdo das colas compreendidos entre 7,29 e 7,64. Para
0s vinhos rosados os resultados foram os seguintes: o vinho VR15 apresentou b* de
2,76 para o controlo e valores entre 2,68 e 2,74 depois da aplicacdo de colas enquanto
que o vinho VR18 apresentou 3,02 para o controlo e valores entre 3,05 e 3,09 depois

das colas.
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Figura 39 - Histograma dos valores do parametro b* depois da aplicacdo das colas (B_ MAX — bentonite
dose méxima, B_MIN — bentonite dose minima, C_ MAX — caseina dose méxima, C_MIN — caseina dose
minima)

Quanto ao parametro L* (Figura 40), os valores apresentados nos controlos
(98,2, 98,6, 98,0 e 97,9 para os vinhos VB2, VB7, VR15 e VR18, respetivamente) sdo
muito semelhantes aos intervalos de valores obtidos apos aplicacdo de colas (98,1 —
98,3, 98,2 — 98,5, 98,1 — 98,0 e 97,8 — 97,9 para os vinhos VB2, VB7, VR15 e VR18,
respetivamente).
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Figura 40 - Histograma dos valores do parametro L* ap6s aplicacdo de colas (B_MAX — bentonite dose
méaxima, B_MIN — bentonite dose minima, C_MAX — caseina dose maxima, C_MIN — caseina dose
minima)
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Relativamente aos compostos fendlicos ndo se verificou alteracGes significativas
pois o indice de Folin ja estava muito baixo antes da aplicacdo das colas (Figura 41).
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Figura 41 - Histograma dos valores do indice de Folin depois da aplicacdo das colas (B_ MAX —
bentonite dose maxima, B_MIN — bentonite dose minima, C_MAX — caseina dose maxima, C_MIN —
caseina dose minima)

3.3. Estudo da oxidag&o do vinho ao longo do tempo

Com o objetivo de se estudar a oxidacdo do vinho ao longo do tempo,
utilizaram-se dez amostras de vinhos da Bairrada, diferentes daquelas que foram objeto
de estudo no capitulo 3.1 e 3.2, cujas caracteristicas estdo descritas na Tabela 28. Os
parametros estudados foram: poder antioxidante, SO, livre e total, polifendis totais e a
evolucao de cor.

Os fendmenos de oxidacdo, nos vinhos, estdo relacionados com a presenca de
oxigénio, sulfitos ou enzimas, podendo, assim, a oxidacdo ser quimica ou enzimatica
[76]. O oxigénio oxida os compostos do vinho, sendo que o didéxido de enxofre, ao
reagir com o oxigenio, provoca a diminuicdo da quantidade de oxigénio que reage com
0s restantes constituintes do vinho.

Embora o estudo realizado neste trabalho ndo seja estudo de envelhecimento,
que se trata de um fendmeno de longa duracéo, tendo sido, antes, realizado um estudo

de fendmenos de curto prazo (duas semanas), podemos fazer uma analogia, pois o que
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se trata nos dois casos sdo de fendmenos de oxidacdo. Assim, por analogia ao que
ocorre durante o envelhecimento, durante os 15 dias em que analisdmos 0s vinhos,
houve evolucdo da sua composi¢do quimica, evolucdo essa que esta relacionada com a
presenca de oxigénio, a natureza e concentracdo dos compostos fendlicos, da
temperatura, da concentracdo de bissulfito e, também, do pH, teor em polissacarideos,
proteinas, ibes metélicos, etc [77]. Os compostos fendlicos sdo muito facilmente
oxidaveis pelo oxigénio e, como sdo também compostos com um papel muito

importante na cor do vinho, faz sentido que haja alteragdo da cor do vinho.

Tabela 28 — Vinhos da Bairrada utilizados para o estudo da oxidag&o

o Alcool :
Cddigo Cor Nome Regido Ano Castas
(%)
QMF (Quinta da Mata Bairrada . .
VB32 branco 12 . 2016 Arinto, Bical
Fidalga) (DOC)
Selecgdo de Enofilos ) ) )
) o Bairrada Bical, Maria
VB33 Branco 12 (Comissdo Vitivinicola 2016
. (DOC) Gomes
da Bairrada)
Marqués de Marialva — ) . .
Bairrada Arinto, Bical,
VB34 Branco 12,5 Adega de Cantanhede 2017 .
_ _ (DOC) Maria Gomes
(colheita selecionada)
Est. 1926 — Messias Bairrada Arinto, Bical,
VB35 Branco 11 . .
(selection) (DOC) Maria Gomes
_ Bairrada .
VB36 branco 12,5 Quinta do Encontro 2016 Bical
(DOC)
Baga (30%),
. QMF (Quinta da Mata Bairrada Colheita Touriga-
VT37 tinto 13 . .
Fidalga) (DOC) 2013 Nacional (50%),
Syrah (20%)
. Baga, Touriga-
_ . Bairrada ) .
VT38 Tinto 12,5 Selecéo de Endfilos 2014 Nacional, Tinta-
(DOC) :
Roriz
A . ) Colheita Baga, Aragonez,
. Marqués de Marialva — Bairrada . .
VT39 Tinto 13 selecionada Touriga-
Adega de Cantanhede (DOC) .
2014 Nacional
_ Est. 1926 — Messias Bairrada Baga, Touriga
VT40 Tinto 12 . 2014 :
Selection (DOC) Nacional
. Quinta do Encontro .
VT41 tinto 13,5 Bairrada 2014 Baga, Merlot
(Merlot — Baga)
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3.3.1. Evolucéo do poder antioxidante ao longo do tempo

Da analise dos resultados podemos concluir que os vinhos brancos
demonstraram um poder antioxidante entre 187-367 mg/L (VB32 e VB33) no primeiro
dia, diminuindo para 40-195 mg/L (VB32 e VB33) apds 15 dias (Tabela 28).
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Figura 42 — Evolucdo do poder antioxidante ao longo do tempo (em dias) dos vinhos brancos

Relativamente ao vinhos tintos, estes apresentaram um poder antioxidante
bastante superior aos vinhos brancos. No dia 1 os vinhos tintos apresentaram valores
entre 3390-3966 mg/L (VT38 e VT41), diminuindo para 2047-2728 mg/L (VT37 e
VT40) no dia 15. Todos o0s vinhos apresentaram um decréscimo do poder antioxidante,

com um maior decréscimo do dia 1 para o dia 3 (Figura 42 e Figura 43).
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Figura 43 — Evolucdo do poder antioxidante ao longo do tempo (em dias) dos vinhos tintos

3.3.2. Evolucéo do indice de Folin ao longo do tempo

Os vinhos brancos demonstraram valores de indice de Folin entre 0,2 g/L
(VB32, VB34 e VB35) e 0,3 g/L (VB33 e VB36). Ocorreu uma diminuicao do indice de
Folin até ao dia 3, atingindo-se valores entre 0.1 g/L (VB32, VB34 e VB35) e 0,2 g/L
(VB33 e VB36), mas depois o valor de indice de Folin manteve-se constante (Figura
44).
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Figura 44 — Evolucéo do indice de Folin ao longo do tempo (em dias) nos vinhos brancos
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Os vinhos tintos apresentaram valores de indice de Folin superior ao dos vinhos
brancos, variando entre 1,5 g/L (VT38) e 3,1 g/L (VT40). Por outro lado, o indice de
Folin dos vinhos tintos diminuiu ao longo dos 15 dias (Figura 45) atingindo, no dia 15,
valores entre 1,1 g/L (VT38) e 1,5 g/L (VT40) sendo que 0 maior decréscimo ocorreu
até ao dia 3, no qual os vinhos apresentavam valores de indice de Folin entre 1,2 g/L
(VT38) e 1,7 g/L (VTA40).
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Figura 45 - Evolucédo do indice de Folin ao longo do tempo (em dias) nos vinhos tintos
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3.3.3. Evolucao do diéxido de enxofre ao longo do tempo

Os vinhos brancos apresentaram concentragdes de dioxido de enxofre livre entre
19 mg/L (VB32) e 52 mg/L (VB36), diminuindo até ao dia 15 no qual apresentaram

concentracgdes de dioxido de enxofre entre 9 mg/L (VB32) e 20 mg/L (VB36) (Figura
46).
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Figura 46 — Evolucéo do dioxido de enxofre livre com o tempo nos vinhos brancos

Quanto ao didxido de enxofre total as concentracdes apresentadas aquando da abertura
da garrafa variaram entre 90 mg/L (VB32) e 167 mg/L (VB34), diminuindo até atingir
valores entre 81mg/L (VB32) e 126 mg/L (VB34 e VB36) no dia 15 (Figura 47).
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Figura 47 - Evolugdo do didxido de enxofre total com o tempo nos vinhos brancos
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No que se refere aos vinhos tintos, as concentracdes de dioxido de enxofre livre
apresentadas inicialmente situavam-se numa gama entre 9 mg/L (VT37) e 40 mg/L
(VT39), que diminuiram até ao dia 15 no qual se registou concentragdes entre 2 mg/L
(VT37) e 8 mg/L (VT39) (Figura 48).
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Figura 48 — Evolucéo do dioxido de enxofre livre com o tempo nos vinhos tintos

A concentracdo de dioxido de enxofre total diminui igualmente até dia 15, partindo de
concentracdes entre 79 mg/L (VT41) e 163 mg/L (VT40) até concentracOes entre 35
mg/L (VT41) e 134 mg/L (VT40) (Figura 49).
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Figura 49 — Evolucdo do dioxido de enxofre total com o tempo nos vinhos tintos
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3.3.4. Evolucéo dos parametros de cor ao longo do tempo

Na literatura estdo descritas alteracbes na cor dos vinhos associadas a sua
oxidacéo [10]. Durante o envelhecimento do vinhos, tintos ha mudanca na cor, havendo
um desvio do vermelho-violeta para um vermelho acobreado. Estas mudangas de cor
estdo associadas a ocorréncia de oxidacdo e fendmenos de condensacdo de moléculas
[77].

Relativamente ao parametro a*, verifica-se um aumento ligeiro entreo dial e o
dia 15 nos vinhos brancos, sendo que estes vinhos apresentam inicialmente valores de
a* entre -1,22 (VB35) e -0,66 (VB33) e no dia 15 apresentam valores entre -1,00
(VB35) e -0,55 (VB32) (Figura 50).
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Figura 50 — Evolucdo do parametro a* dos vinhos brancos ao longo do tempo (em dias)

Nos vinhos tintos os valores de a* apresentados foram bastante superiores aos
dos vinhos brancos, entre 29,26 (VT37) e 37,73 (VT41). A semelhanca do que
aconteceu com os vinhos brancos, nos vinhos tintos observou-se um ligeiro aumento
nos valores do parametro a*, atingindo-se valores entre 29,58 (VT37) e 40,94 (VT39)
no dia 15 (Figura 51). Os compostos que mais contribuem para a cor vermelha sdo as
antocianinas, porém, nem todas as suas formas apresentam cor vermelha. O aumento do

parametro a* nos vinhos tintos pode dever-se ao facto de estar a ser consumido diéxido
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de enxofre. Como a concentragdo de dioxido de enxofre livre diminui na solucédo, o
equilibrio quimico entre a forma da antocianina com bissulfito adicionado (incolores) e

a ndo ligada (vermelhas) desloca-se no sentido da formagéo do catido flavilio(vermelho)

[5].
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Figura 51 - Evolucdo do parametro a* ao longo do tempo dos vinhos tintos

O valor do parametro b* ndo apresenta diferencas nos vinhos brancos,
apresentando um aumento ligeiro nos vinhos tintos, aumentando de valores entre 14,16
(VT39) e 20,75 (VT40) no dia 1 até valores entre 16,90 (VT39) e 22,74 (VT41) no dia
15 (Figura 52 e Figura 53). Isto pode dever-se a formacdo de compostos (produtos da
oxidacdo) com cor amarela, e ao aumento de antocianinas na forma de catido flavilio
que acaba por compensar a diminuicdo de antocianinas por oxidacdo com espécies
oxidantes, pois pela diminuicdo do indice de Folin sabe-se que os compostos fenolicos
(entre os quais as antocianinas) estdo a ser oxidados. Ou seja, por outro lado, as
antocianinas na forma de catido flavilio estdo a ser oxidadas para dar origem a base
carbinol incolor e a chalconas (de cor amarela). A formacdo de chalconas tambem

contribui para o aumento do parametro b*[5].
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Figura 52 - Evolucdo do parametro b* ao longo do tempo dos vinhos brancos

As uvas degradadas por fungos tais como Botrytis, Penicillium e Aspergillus séo
ricas em enzimas oxidativas que a menos que sejam inativadas ou removidas podem
catalisar a oxidacdo de compostos fenolicos. O resultado € o aparecimento de cor
castanha ou cor tawny em vinhos vermelhos e um desvio de amarelo para ambar em
vinhos brancos [10].

Com a diminuicdo de dioxido de enxofre, é possivel que 0s micro-organismos
que produzem as polifenoloxidases possam ser reativados (0 que faz sentido porque o
indice de Folin decresce da mesma forma que decresce o didxido de enxofre) e, essas
enzimas, o que fazem é oxidar os complexos de &cido hidroxinamico glutationa, que sao
incolores, dando origem a polimeros ou pigmentos de cor castanha, o que justifica o

facto de a oxidagdo provocar a diminuicdo do parametro L* dos vinhos [5], [77].
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Figura 53 - Evolucdo do parametro b* ao longo do tempo dos vinhos tintos

Relativamente a luminosidade (L*), os vinhos brancos apresentaram uma
luminosidade de 98,2 (VB33) a 99,1 (VB32), que até ao dia 3 aumentou atingindo
valores entre 99,7 (VB35) e 100 (VB32), vindo depois, nos restantes dias, a diminuir
atingindo, no dia 15, valores entre 98,7 (VB33 e VB35) e 99,2 (VB36) (Figura 54).
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Figura 54 - Evolugdo do pardmetro L* ao longo do tempo dos vinhos brancos
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Todos os vinhos brancos e tintos apresentam 0 mesmo comportamento, com um
aumento até ao terceiro dia, seguido de uma diminui¢do até dia 15 (Figura 54 e Figura
55). Isto pode estar relacionado com o facto de o didéxido de enxofre diminuir muito até
dia 3 e, depois, estabilizar um pouco (continua a diminuir mas essa diminuicdo é pouco
acentuada). Como o dioxido de enxofre inibe as leveduras, a sua diminuicdo podera
reativa-las e estas poderdo participar na formacéo de novos compostos com cor (através
da producéo de enzimas), dai o escurecimento (ou seja, diminuicdo do pardmetro L*).
O ponto de inversdo na curva do parametro L* pode corresponder ao momento em que

se atingiu a concentracgdo de didxido de enxofre minima e as leveduras foram reativadas.

69

67 -
*
4
© 65 ﬁ_
g ——VT37
© 63
s > == VT38
3 61 e -
bt VT39
e /\

57 - =ie=\VT41

55

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tempo (dias)

Figura 55 - Evolucdo do parametro L* ao longo do tempo dos vinhos tintos

3.4. Estudo da dinamica da populacéo de leveduras na fermentacao

O estudo da dindmica da fermentacdo, através de um mosto artificial, foi feito de
acordo com os seguintes moldes: os ensaios E, F, G e H consistem em monoculturas, 0s
ensaios A, B e D correspondem a combina¢fes de duas culturas e o ensaio C € uma
mistura de trés leveduras. A fermentacdo foi levada a cabo sob condi¢des adequadas, de
forma a otimizar o desenvolvimento das leveduras: nutrientes adequados (relativamente

a quantidade e razdo C/N adequada), durante 50 horas, sob agitacdo e a 30 °C.
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Mediu-se a massa do meio que continha as leveduras ao longo de 50 horas de
fermentacdo, e calculou-se a correspondente variacdo relativamente a massa inicial,

tendo-se obtido os resultados do gréafico apresentado na Figura 56.
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Figura 56 - Gréfico da percentagem de massa do meio relativamente & massa inicial em funcédo do
numero de horas de fermentagdo (A — S. cerevisiae + T. delbrueckii, B — S. cerevisiae + L.
thermotolerans, C — S. cerevisiae + L. thermotolerans + T. delbrueckii, D — S. cerevisiae + M.
pulcherrima, E — M. pulcherrima, F - L. thermotolerans, G — S. cerevisiae, H — T. delbrueckii).

Para todos 0s meios a massa diminui porque a glicose e a frutose foram

convertidos em dioxido de carbono e etanol, havendo perda de massa por evaporagéo.
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Figura 57 - Gréfico da percentagem de massa do meio relativamente a massa inicial em funcéo do
numero de horas. (E — M. pulcherrima, F - L. thermotolerans, G — S. cerevisiae, H — T. delbrueckii).

Nos meios em que se colocaram as diferentes espécies de leveduras isoladas,
verificou-se que o decréscimo mais acentuado na massa corresponde a S. cerevisiae, ou
seja, esta levedura é a que tem consumo de aglcar mais rapido e, portanto, fermentacao
mais rapida (Figura 57). Este facto vai ao encontro da literatura onde a S. cerevisiae €
descrita como uma levedura de grande poder fermentativo ao contrario das leveduras
ndo Saccharomyces que tém pouco poder fermentativo. Apds apenas 7 horas o meio
com a S. cerevisiae apresenta um decréscimo de 2% da sua massa enquanto gque 0S
restantes meios permaneciam com aproximadamente 100% da sua massa inicial (Figura
57). Ap6s 24 horas, 0 meio que continha a S. cerevisiae apresentou um decréscimo de
4% da massa inicial; ou seja, a S. cerevisiae tinha ja tinha consumido todo o agUcar

presente enquanto que a M. pulcherrima permanecia com 99% da massa inicial. A
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levedura L. thermotolerans sé apds 50 horas converteu todo o aglcar em etanol e a M.
pulcherrima mesmo apo6s 50 horas ainda apresenta cerca de metade do acucar inicial.

Portanto, a M. pulcherrima é a levedura que apresenta menor poder fermentativo.

101
100
99
——A
Variagdo da
98 =—B
massa (%)
== C
= D
97 R C
96
95 T T T T 1
0 7 24 35 50
Tempo de fermentagdo (horas)

Figura 58 - Gréfico da percentagem de massa do meio relativamente a massa inicial em funcéo do
numero de horas. Os meios com S.cerevisiae sozinha e misturada com outras leveduras (A — S. cerevisiae
+ T. delbrueckii, B —S. cerevisiae + L. thermotolerans, C —S. cerevisiae + L. thermotolerans + T.
delbrueckii, D — S. cerevisiae + M. pulcherrima, G — S. cerevisiae).

Nos meios em que existe S. cerevisiae em conjunto com outras espécies de leveduras, o
consumo de agucar foi mais rapido (pois houve um decaimento mais acentuado em 24
horas) e maior (uma vez que a reducdo da massa foi maior), indicando que a
fermentacdo foi mais rapida e mais eficiente, relativamente ao meio que tem S.
cerevisiae sozinha (Figura 58). No meio que tem duas espécies diferentes misturadas
com a S. cerevisiae 0 consumo de acucar foi ainda maior do que nos meios onde ha

apenas uma espécie de levedura misturada com a S. cerevisiae. Quando ocorre
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fermentagdo espontdnea num mosto real, as leveduras ndo Saccharomyces, em
determinado ponto, deixam de fermentar, sendo a S. cerevisiae a levedura que leva a
fermentacdo até ao fim. Uma das razbes para isto acontecer é a suscetibilidade das
leveduras ndo Saccharomyces a concentracGes relativamente elevadas de etanol. Porém,
neste trabalho experimental, considera-se que o etanol evaporou e, portanto, nao
exerceu influéncia negativa sobre as espécies a ele suscetiveis, 0 que permitiu que estas
se pudessem desenvolver e fermentar. Como leveduras de diferentes espécies utilizam
0s recursos de forma diferente, o consumo de aglcar foi maior, sendo o Unico recurso
limitante o acUcar visto que os aminoacidos estavam presentes de forma abundante no
meio.

As populagdes e interagdes entre leveduras sdo condicionadas por vérios fatores,
como: teor de etanol, temperatura, killer factors, disponibilidade de oxigenio e
nutrientes (vitaminas e compostos azotados). Em condigcdes anaerdbicas a S. cerevisiae
cresce mais rapidamente que as leveduras do género Hanseniaspora, Kloeckera e do
que as especies T. delbrueckii e L. thermotolerans.

Os nutrientes (vitaminas e compostos azotados) sdo outros fatores limitantes, e,
em geral as espécies ndo-Saccharomyces crescem a uma velocidade superior no inicio
da fermentacdo do vinho, consumindo os nutrientes e limitando o crescimento das S.
cerevisiae. Porém, no nosso caso, 0 meio utilizado é rico em nutrientes ndo sendo este
um fator limitante. Na perspetiva de interagdes benéficas, algumas leveduras tém
capacidades proteoliticas, nomeadamente, espécies pertencentes aos géneros
Hanseniaspora e Metschnikowia que podem contribuir para o enriquecimento da
cultura, promovendo a utilizacdo de proteinas e aminoacidos pelas outras leveduras.

O efeito antagonista de S. cerevisiae € em grande parte dependente da
temperatura e da quantidade de alcool, no entanto, como o0 meio era arejado, a
concentracdo de etanol ndo atingiu niveis para inibir o crescimento das outras leveduras.
Adicionalmente, a S. cerevisiae com o seu efeito crabtree positivo muito acentuado vai
favorecer a fermentacdo independentemente do nivel de oxigénio presente, produzindo
etanol em todas as fermentacGes em que esta presente, e levando a diminuicdo de mais
massa nestas fermentacdes. As leveduras T. delbrueckii e L. thermotolerans também
apresentam efeito crabtree positivo sendo, no entanto, menos expressivo do que a S.
cerevisiae, 0 que também ¢é visivel na diminuicdo da massa nos frascos. A Unica

levedura que apresenta efeito crabtree negativo é a M. pucherrima sendo a Unica que
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apresenta menos decréscimo de massa pois favorece a respiracio em vez da
fermentacdo. Ou seja, em termos gerais, o principal fator limitante no crescimento e no
meio era a disponibilidade de agucares.

O meio no baldo de Erlenmeyer G (contendo apenas a S. cerevisae) apresentou
sempre massa inferior aquela do meio no baldo de Erlenmeyer D (contendo S. cerevisae
e M. pulcherrima).

Ao fim de 50 horas com o auxilio de um mustimetro mediu-se a densidade de
cada meio com as diferentes combinacGes de leveduras obtendo-se os valores descritos
na Tabela 29.

Tabela 29 - Valores de densidade dos mostos apos fermentacéo e composigdo em aglcar (A —S.
cerevisiae + T. delbrueckii, B — S. cerevisiae + L. thermotolerans, C — S. cerevisiae + L. thermotolerans +
T. delbrueckii, D — S. cerevisiae + M. pulcherrima, E — M. pulcherrima, F - L. thermotolerans, G —S.
cerevisiae, H — T. delbrueckii).

Baldo de Densidade (g/dm®) Acucar (g/L)
Erlenmeyer
A 1001 -
B 1000 -
C 1000 -
D 1000 -
E 1045 98,1
F 1005 -
G 1000 -
H 1016 -

O meio, que foi uma simulacdo de um mosto, tinha potencial (no caso de ocorrer
uma fermentacdo completa) para dar origem a uma solugdo com 10,99% de teor em
alcool visto que apresentava uma densidade de 1079 g/dm® o que corresponde a 185,0
g/L de acgucar (de acordo com as tabelas dos mustimetros). Para os meios dos baldes
Erlenmeyer A, B, C e D a fermentacéo foi praticamente completa porque a densidade do
meio estd proxima da densidade da agua o que significa que quase todo o agucar
presente foi convertido pelas leveduras (Tabela 29). O mosto artificial que terminou a
fermentacdo com maior densidade, ou seja, maior quantidade de acucar por fermentar,
foi 0 mosto que continha a M. pulcherrima, o que esta concordante com os resultados
anteriores (Tabela 29). A segunda maior densidade corresponde ao mosto que continha
a T. delbrueckii o que também estd de acordo com os resultados anteriores. Nao se
contabiliza para a densidade o etanol produzido pois admite-se que este evaporou

devido a grande area de superficie.
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Capitulo 4

4. Conclusdes e perspetivas futuras

Os parametros quimicos de 31 vinhos portugueses de 8 regides diferentes (Vinho
Verde, Douro, Dédo, Bairrada, Alentejo, Tejo, Lisboa e Peninsula de Setibal) foram
determinados. Uma vez que a composicdo quimica de um vinho depende de maltiplos
fatores como regido vitivinicola, castas utilizadas na sua producgdo, processo de
producdo, entre outras, tentou-se caracterizar os diferentes vinhos e procurar tendéncias
para formacdo de agrupamentos consoante a regido vitivinicola ou o tipo de vinho
quanto a cor (visto que vinhos da mesma cor foram submetidos a uma producédo
semelhante) ou quanto a concentracdo de acucares e alcool (visto que vinhos licorosos
tém processo de producéo diferente de vinhos de mesa). O que se verificou atraves da
HCA e PCA ¢ que, se considerarmos apenas a composi¢édo relativamente aos minerais,
consegue-se observar alguma tendéncia para se formarem agrupamentos, sendo esta
tendéncia independente do tipo de vinho quanto a cor (ou seja, conseguiu-se colocar nos
mesmos agrupamentos, vinhos tintos, brancos e rosados de uma mesma regido). A
ANOVA e teste de Tukey, considerando as regides Alentejo, Douro, Vinhos Verdes e
Bairrada, mostraram que 0s minerais que discriminam os vinhos consoante a regido séo
o ferro e o cobre. Tendo em conta a concentracdo de ferro, os vinhos do Douro e do
Alentejo sdo diferentes dos Vinhos Verdes embora as duas primeiras nao se distingam
entre si. O cobre permite distin¢do entre a Bairrada e o Douro. O potéssio e o célcio ndo
permitiram discriminacdo conforme a regido vitivinicola. Considerando os parametros
glicose e frutose, ndo foi possivel distinguir vinhos de diferente regides. Ja o parametro
alcool revelou ter alguma capacidade de distinguir a regido de Vinhos Verdes das
regibes Bairrada, Douro e Alentejo. Quando tivémos em conta os parametros poder
antioxidante, indice de Folin, antocianinas e diéxido de enxofre (cuja correlacdo foi
analisada através da determinacdo dos coeficientes de correlacdo de Pearson,
verificando-se uma forte interligacdo entre os parametros indice de Folin, antocianinas,
parametro a* e poder antioxidante), conseguimos diferenciar os vinhos consoante o tipo
(processo de producdo): vinho de mesa branco, vinho de mesa rosado, vinho de mesa

tinto, vinho licoroso branco ou vinho licoroso tinto.
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Também se estudou o efeito da aplicacdo de colas (nomeadamente, a bentonite e
a caseina) na cor de alguns destes vinhos (vinhos brancos e rosados, por serem aqueles
mais suscetiveis a mudanc¢as na cor devido a oxidacdo) apds 70 dias de abertura das
garrafas. Neste estudo de revitalizagdo do vinho por aplicacdo de colas, os resultados
obtidos n&o permitiram tirar ilagbes significativas pois ndo houve resultados
consistentes, possivelmente, pela presenca de alguma cola em suspensdo que tenha
interferido com a leitura da absorvancia.

Em terceiro lugar, utilizou-se 10 vinhos da Bairrada (5 brancos e 5 tintos) para
se observar a evolucdo dos parametros quimicos, diéxido de enxofre, indice de Folin,
poder antioxidante e parametros de cor, ao longo de 15 dias, desde a abertura das
garrafas. Este estudo de oxidagdo do vinho ao longo do tempo mostrou que a alteracao
nas propriedades quimicas do vinho é rapida, ocorrendo, essencialmente, nos primeiros
trés dias. Nos trés primeiros dias, houve diminuigdo abrupta do poder antioxidante e do
indice de Folin, dada a perda também acentuada de dioxido de enxofre, que deixou 0s
compostos fendlicos (agentes primarios da oxidacéo do vinho) desprotegidos. Ao longo
da oxidacgdo, ndo houve alteracdo significativa do parametro a* quer nos vinhos brancos
quer nos vinhos tintos. O parametro b* dos vinhos aumentou ligeiramente, o0 que podera
indicar formacdo de polimeros com cor amarela. Tanto os vinhos brancos como 0s
vinhos tintos tiveram diminuicao da luminosidade.

O estudo, atraves de um mosto artificial, da dinamica populacional de 4
monoculturas e 4 combinagdes das estirpes de leveduras (Lachancea
thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima, Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora
delbrueckii) revelou que a levedura M. pulcherrima é aquela que apresenta menor poder
fermentativo, sendo a S. cerevisae aquela que possui maior poder fermentativo,
apresentando consumo de agucar mais rapido quando se encontra na presenca de outras
leveduras. Este facto da a entender a existéncia de uma sinergia entre a S. cerevisae e
outras leveduras de estirpe diferente.

Em termos de perspetivas futuras, seria interessante tornar o estudo mais
especifico, por exemplo, numa caracterizacdo de vinhos para tentar observar tendéncias
de formacdo de agrupamentos, consoante a regido, considerar apenas vinhos tintos, de
um namero menor de regides (por exemplo, apenas Alentejo, Vinho Verde, Douro e
Tejo) e investir numa amostragem mais abrangente (maior nimero de vinhos para cada

regido e de marcas diferentes) para cada regido, de forma a ter uma maior
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representatividade de cada regido. Por outro lado, num futuro estudo, para averiguar
formacdo de agrupamentos consoante a regido, poder-se-ia excluir os metais calcio e
potassio e considerar apenas os metais cobre e ferro.

A nivel de estudo de efeitos da aplicacdo de colas a vinhos oxidados seria
interessante averiguar efeitos ndo s6 na cor, mas também no indice de Folin e teor em

antocianinas.
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Anexos

A.1 — Tratamento de dados referentes ao capitulo 3.1 (Caracterizagéo de
diferentes regides e de diferentes tipos)

A.1.1 — Determinacédo da concentracdo dos minerais, das antocianinas e dos
acucares

As concentracdes dos parametros cobre, ferro, célcio, potassio, glicose, glicose +
frutose e antocianinas foram determinadas por um equipamento automatizado (Miura)
no qual se colocam as amostras de vinho e o0s reagentes apropriados e € o proprio
equipamento que prepara as solucfes padrdo, determina a curva de calibracdo e calcula
as concentracdes, fornecendo ao utilizador trés valores de concentracdo com os quais se
faz a média. As antocianinas ndo sdo determinadas com solucdes padrédo porque € algo
complexo que ndo pode ser representado por uma solucéo padrdo. As equagdes das retas
de calibracéo e os valores de R estéo na Tabela A. 1.

Tabela A. 1 — Equacdes das curvas de calibracdo e valores de R? correspondentes & determinacio dos

minerais e dos acucares realizada no capitulo 3.1 (Caracterizacdo de vinhos de diferentes regides e de
diferentes tipos)

Equacéo da curva de
Parametro analisado calibracgéo R?

Cobre y=0,1677 x —0,0115 0,9999

Ferro y =0,0476 x + 0,0243 0,9982

Calcio y =0,0195 x — 0,0057 0,9986
Potassio y =0,0073 x + 0,3799 0,9891
Glicose y=0,2683 x +0,1761 0,9973
Glicose + frutose y=0,2912 x —0,0008 0,9997
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Tabela A. 2 -Parametros relativos a determinagéo de célcio (N- numero de leituras, Xm — média da
concentracdo, Sx — desvio padrdo, %RSE — erro padrdo relativo)
Cddigo | Leituralda Leitura 2 da Leitura 3 da N Xm SX %RSE
do concentragdo | concentragdo | concentragéo
vinho de calcio de calcio de calcio
VB1 40,4 42,3 41,5 3 41,4 1,0 2,3
VB2 55,8 55,1 54,6 3 55,2 0,6 11
VB3 34,4 33,9 33,6 3 34,0 0,4 1,2
VB4 51,4 52,0 52,3 3 51,9 0,5 0,9
VB5 50,3 52,6 51,9 3 51,6 1,2 2,3
VVB6 43 42,8 42,5 3 42,8 0,3 0,6
VB7 45,9 46,6 46,5 3 46,3 0,4 0,8
VB8 58,8 59,2 58,3 3 58,8 0,5 0,8
VB9 57,8 57,7 57,8 3 57,8 0,1 0,1
VB10 37,8 37,4 37,7 3 37,6 0,2 0,6
VB11 53,9 53,8 54,0 3 53,9 0,1 0,2
VB12 52,3 51,3 51,1 3 51,6 0,6 1,2
VB13 53,3 50,6 51,7 3 51,9 1,4 2,6
VR14 50,1 50,3 50,9 3 50,4 0,4 0,8
VR15 47,5 46,7 47,0 3 47,1 0,4 0,9
VR16 52,1 51,9 52,3 3 52,1 0,2 0,4
VR17 53,5 53,4 53,3 3 53,4 0,1 0,2
VR18 41,4 417 42,0 3 41,7 0,3 0,7
VT19 51,3 51,3 51,6 3 51,4 0,2 0,3
VT20 53,1 54,6 52,3 3 53,3 1,2 2,2
VT2l 42,3 41,2 41,5 3 41,7 0,6 1,4
VT22 62,2 15,9 62,9 3 47,0 26,9 57,3
VT23 47,3 46,6 47,4 3 47,1 0,4 0,9
VT24 448 447 43,9 3 44,5 0,5 1,1
VT25 43,4 43,0 44,0 3 43,5 0,5 1,2
VT26 43 42,3 42,1 3 42,5 0,5 1,1
VB27 43,1 43,4 42,5 3 43,0 0,5 1,1
VT28 45,4 457 44,0 3 45,0 0,9 2,0
VT29 39,5 40,2 38,2 3 39,3 1,0 2,6
VT30 415 447 41,8 3 42,7 1,8 4,1
VT3l 38,6 42,2 39,3 3 40,0 1,9 4,8
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A.1.2 - Determinacéao dos valores do poder antioxidante

Tabela A. 3 - Valores de absorvancia obtidos, respetiva média e desvio padréo referentes a anélise do

poder antioxidante mos vinhos utilizados no capitulo 3.1 (do VB1 ao VT25)

Cadigo valores de absorvancia N Xm SX
do vinho
VB1 2,228 2,285 2,218 3 2,244 0,036
VB2 2,358 2,411 2,502 3 2,424 0,073
VB3 2,467 2,531 2,577 3 2,525 0,055
VB4 2,454 2,434 2,439 3 2,442 0,010
VB5 2,404 2,540 2,332 3 2,425 0,106
VB6 2,375 2,387 2,359 3 2,374 0,014
VB7 2,184 2,158 2,300 3 2,214 0,076
VB8 2,438 2,425 2,519 3 2,461 0,051
VB9 2,377 2,308 2,295 3 2,327 0,044
VB10 2,319 2,265 2,387 3 2,324 0,061
VB11 2,395 2,292 2,509 3 2,399 0,109
VB12 2,250 2,355 2,374 3 2,326 0,067
VB13 2,494 2,560 2,266 3 2,440 0,154
VR14 1,975 1,940 1,933 3 1,949 0,023
VR15 2,395 2,273 2,496 3 2,388 0,112
VR16 2,346 2,299 2,249 3 2,298 0,049
VR17 2,106 1,970 2,062 3 2,046 0,069
VR18 2,248 2,218 2,220 3 2,229 0,017
VT19 2,147 2,307 2,259 3 2,238 0,082
VT20 2,415 2,498 2,400 3 2,438 0,053
VT21 2,224 2,165 2,442 3 2,277 0,146
VT22 2,346 2,396 2,338 3 2,360 0,031
VT23 2,442 2,405 2,373 3 2,407 0,035
VT24 2,359 2,296 2,159 3 2,271 0,102
VT25 2,421 2,565 2,467 3 2,484 0,074

(N —numero de leituras, Xm — absorvancia média, Sx — desvio padréo)

Tabela A. 4 - Curva de calibracdo referente a determinacéo do poder antioxidante dos vinhos utilizados
no capitulo 3.1 (do VB1 ao VT25)

C Valores de absorvancia N Xm Sx
(mg/L)

0 2,911 3,021 3,106 3 3,013 0,098
50 2,840 2,823 2,708 3 2,790 0,072
100 2,553 2,570 2,514 3 2,546 0,029
200 2,254 1,941 2,275 3 2,157 0,187
300 1,672 1,653 1,659 3 1,661 0,010
400 1,269 1,350 1,475 3 1,365 0,104
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bl b0
-0,004 2,990 valor
0,0001 0,031 SE
0,996 0,047 StdFit

Tabela A. 5 - Valores dos parametros da curva de calibracdo (ndf - nimero de graus de liberdade)

Com recurso ao programa Excel, procedeu-se a um teste de homogeneidade de
variancia (Tabela A. 6) para se perceber se se deveria utilizar um modelo com pesos
(WLS), no caso de os pontos terem variancias diferentes, ou sem pesos (OLS), no caso
de as variancias serem estatisticamente iguais. No Excel, a formula utilizada para o
valor de teste (TV) foi o quadrado do quociente entre o desvio padrdo do ponto 1 e o
desvio padrdo do ponto 6. A formula para o F de Fisher foi “=FINV(0,005;2;2)”.
Verificou-se que existe homogeneidade de variancia pois a probabilidade de aceitar a
hipdtese nula (pHO) é superior a 0,03 (pHO = 0,94) e, assim, pode utilizar-se 0 modelo
OLS.

Para escolher o modelo (P01 ou P012), procedeu-se a uma avaliacdo do
significado estatistico dos parametros para cada modelo (Tabela A. 7 e Tabela A. 8),
verificando-se um RSE de 64,3 % para o0 parametro b2 do modelo P012 o que faz

suspeitar que este parametro ndo tenha significado estatistico.

Tabela A. 6 - Teste de homogeneidade de variancia

TV

F~b 0.01

pHO

1.13

199

0,940

Tabela A. 7 - Avaliacdo do significado estatistico dos parametros do modelo P01

Parametro Valor StdErr %RSE
b0 - 0,004 0,000 3,3
bl 2,990 0,031 1,0

Tabela A. 8 - Avaliacdo do significado estatistico dos parametros do modelo P012

Parametro Valor StdErr %RSE
b0 3,022 0,034 11
bl - 0,005 0,0004 9,2
b2 0,000 0,000001 64,3
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Também se realizou um teste de Mandel (Tabela A. 10), utilizando-se os valores da

Tabela A. 9, verificando-se que os modelos ajustam de modo similar visto que a

hipotese nula é aceite e, assim, opta-se pelo modelo com maior nimero de graus de

liberdade, ou seja, POL.

Tabela A. 9 - Dados utilizados para realizar teste de Mandel

Modelo SS ndf VarFit
P01 0,008959 4 0,00224
P012 0,004959814 3 0,001653271

Tabela A. 10 - Teste de Mandel

TV F~u_0.001

pHO

2,42

34,12

0,247

Para se proceder a um diagndéstico de outliers na curva de calibracéo, realizou-se

uma avaliacao através de regressdo robusta (Figura A. 1). O valor do parametro bl foi

obtido fazendo-se a mediana dos valores das cinco colunas a direita e o valor do

parametro b0 fazendo-se mediana dos valores da sexta coluna a contar da direita.

b fm
1 0 3013
2 a0 2790
3 100 2 546
4 200 2157
3 300 1661
5 400 1,365

[ - b1C = b0
3,009 0,004 3013
2,795 0,004 3,004
2,581 0038 2,974
2,153 0,004 3.013
1725 0,083 2,945
1297 0,088 3,077

b 10,0043

b0 3,0085

-0,00445
000489
000389
-0,00455
000297

-0,00467
-0,004224
-0,004422

-0,00396

000428
000452 -00045
000394 -0 00407 00042

Figura A. 1 - Regressao robusta (Ym — valor médio experimental de absorvancia, Y* - valor de
absorvancia previsto pelo modelo)
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Figura A. 2 - Histograma das diferengas em valor absoluto entre o valor de absorvancia experimental e o
valor de absorvancia previsto pelo modelo P01 para cada ponto da curva de calibracéo

Através da observacdo do histograma da Figura A. 2, fez-se uma lista de eventuais
outliers, tendo por base o tamanho das barras. Neste caso, a hipotese nula é o quadrado

da variacdo na variancia por se retirar 0 ponto suspeito (Aafzit) ser menor ou igual a
variancia puramente aleatéria (Aale-t < o.). Ao eliminar-se o ponto 6 (para o qual a

barra é maior), verificou-se que a qualidade do ajuste ndo €é prejudicada por ter o ponto
6, pois como a probabilidade de aceitar a hipdtese nula é superior a 0,03 (pHO = 0,263)
como se pode ver na tabela 29. Desta forma, o ponto 6 ndo é outlier. Portanto, ndo
existem outliers na curva de calibracdo. A férmula utilizada para calcular o valor de F

de Fisher foi “=FINV(0,01;1;3)” e para calcular o valor de pHO foi
ASS
Andf
VarFitmenor

“=FDIST(TV;1;3)”, sendo o valor de TV dado por

Tabela A. 11 - Dados utilizados para calcular os valores deTV, F e pHO para a avaliacdo de outliers a
curva de calibracdo

Ponto eliminado - P6
N 6 5
SS 0,008959 0,006087
ndf 4 3
VarFit 0,00224 0,001522
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Tabela A. 12 - Avaliacdo de outliers na curva de calibracdo (TV - valor de teste, F — F de Fisher, pHO
probabilidade de a hipétese nula ser aceite)

TV

F~u_0.001

pHO

1,89

34,12

0,263
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Figura A. 3 - Curva de calibracdo (poder antioxidante em funcdo da concentracdo de quercetina)

Para se validar a curva de calibracao, realizou-se avaliacdo do significado estatistico dos

parametros b0 e bl do modelo POl (Tabela A. 13). Verificou-se que, no modelo P01,

ambos os parametros tém significado estatistico, pois a hipotese nula é aceite.

Tabela A. 13 - Avaliacdo do significado estatistico dos parametros para validacdo da curva de calibracéo

Parametros Valor StdErr %RSE TV pHO
b0 - 0,004 0,0001 3,3 30,56 0,000
bl 2,990 0,031 1,0 96,95 0,000

Para calcular a concentracdo da amostra utilizou-se a férmula (Abs -
2,990)/0,004 e, em seguida,

brancos e rosados e 20 no caso dos tintos). Na Tabela A. 14 estdo os valores de

multiplicou-se pelo fator de diluicdo (2 no caso dos

absorvancia média, os valores de concentracdo para a amostra diluida (C_diluida) e a

concentracédo para a amostra (C_amostra).
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Tabela A. 14 - Valores de poder oxidante dos vinhos do VB1 ao VT25 em mg de quercetina por litro

Cadigo do vinho Absorvancia média C_diluida C_amostra
VB1 2,244 186,6 373,2
VB2 2,424 141,6 283,2
VB3 2,525 116,3 232,5
VB4 2,442 136,9 273,8
VB5 2,425 141,2 282,3
VB6 2,374 154,1 308,2
VB7 2,214 194,0 388,0
VB8 2,461 132,3 264,7
VB9 2,327 165,8 331,7
VB10 2,324 166,6 333,2
VB1l 2,399 147,8 295,7
VB12 2,326 165,9 331,8
VB13 2,440 137,5 275,0
VR14 1,949 260,2 520,3
VR15 2,388 150,5 301,0
VR16 2,298 173,0 346,0
VR17 2,046 236,0 472,0
VR18 2,229 190,3 380,7
VT19 2,238 188,1 3761,7
VT20 2,438 138,1 2761,7
VT21 2,277 178,3 3565,0
VT22 2,360 157,5 3150,0
VT23 2,407 145,8 2916,7
VT24 2,271 179,7 3593,3
VT25 2,484 126,4 2528,3

Para determinar o poder antioxidante dos vinhos do VT26 ao VT31, utilizou-se
uma placa diferente. Portanto, a curva de calibracdo utilizada também foi diferente. Na

Tabela A. 15 estdo os valores de absorvancia obtidos, a média (Ym) e o desvio padrédo
(Sy).

Tabela A. 15 - Valores de absorvancia referentes aos vinhos do VT26 ao VT31

Cédigo do

vinho Valores de absorvancia N Ym Sy

VT26 2,613 | 2,771 | 2,683 3 2,689 0,079
VB27 2,007 | 2,061 1,956 3 2,038 0,073
V1238 2,402 | 2,391 | 2415 3 2,403 0,012
VT29 2,693 | 2,572 | 2,591 3 2,619 0,065
VT30 2,329 | 2,338 | 2,386 3 2,351 0,031
VT3l 2,731 | 2,658 2,647 3 2,679 0,046

124



Tabela A. 16 — Valores de absorvancia obtidos para as solugdes padrdo utilizadas para tragar a curva de
calibracdo para determinacdo do poder antioxidante dos vinhos do VT26 ao VT31 no capitulo 3.1

C valores de absorvancia N Ym Sy
(mg/L)

0 2,824 2,812 2,821 3 2,819 0,006
50 2,614 2,59 2,6 3 2,601 0,012
100 2,452 2,398 2,483 3 2,444 0,043
200 2,189 2,075 2,035 3 2,100 0,080
300 1,61 1,642 1,61 3 1,621 0,018
400 1,437 1,396 1,349 3 1,394 0,044

(N — nimero de réplicas, Ym — absorvancia média, Sy — desvio padrao)

3.000

<\
2.500 \
2.000 y = -0.0036x + 2.8014

R?=0.9927
1.500 ¢
. N
1.000
0.500
0.000 T \ \ \ \
0 100 200 300 400 500

Figura A. 4 - Curva de calibracdo para determinacdo do poder antioxidante dos vinhos do VT26 ao VT31
utilizados no capitulo 3.1

Tabela A. 17 — Valores de poder antioxidante, em mg de quercetina por litro, dos vinhos do VT26 ao
VT31, utilizados no capitulo 3.1

Cdédigo do vinho C _diluida C_amostra
W& 28,0 560,0
VB27 190,8 3815
Ve 99,6 1991,7
V129 45,6 911,7
VIEY 1125 2250,0
VT3l 30,6 611,7
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A.2 — Dados utilizados no capitulo 3.2 (Estudo de revitalizacao do vinho por

aplicacado de colas a vinhos oxidados)

Tabela A. 18 - Valores de poder antioxidante (mg/L de quercetina) antes e depois da aplicacéo de colas

Cadigo No dia da 70 dias Ap6s aplicacdo de colas
dovinho | abertura apos Controlo Bentonite Caseina
da abertura | (nao tem Dose Dose Dose maxima Dose
garrafa da cola) maxima minima minima
garrafa
VB2 283 58 15 30 8 50 33
VB7 388 128 80 78 45 85 66
VR15 301 137 151 169 166 183 168
VR18 381 173 181 155 205 206 177
Tabela A. 19 - Valores de a* antes e ap6s aplicacdo das diferentes colas
Cédigo Nodiada | 70dias | Controlo Apbs aplicacdo de colas
dovinho | abertura apos (ndo tem Bentonite Caseina
da garrafa | abertura cola) Dose Dose Dose Dose
da maxima minima maxima minima
garrafa
VB2 -0,54 -1,12 -1,04 -1,14 -1,12 -1,27 -1,28
VB7 -0,52 -0,71 -0,68 -0,69 -0,93 -0,92 -0,85
VR15 0,52 1,81 1,81 1,76 1,83 1,83 1,86
VR18 0,61 1,99 1,97 1,95 2,03 2,00 2,03
Tabela A. 20 - Valores de b* antes e ap6s aplicacdo das diferentes colas
Cadigo No dia 70 dias | Controlo Apbs aplicacdo de colas
do da apos Bentonite Caseina
vinho | abertura | abertura Dose Dose Dose Dose
da da maxima minima maxima minima
garrafa | garrafa
VB2 2,82 8,75 8,47 8,60 8,75 8,67 8,56
VB7 2,53 7,32 7,47 7,45 7,55 7,64 7,29
VR15 0,99 2,71 2,76 2,74 2,68 2,71 2,72
VR18 1,02 3,14 3,02 3,05 3,07 3,05 3,09
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Tabela A. 21 - Valores do parametro L* antes e apds aplicagdo de colas

Codigo No dia da 70 dias Apos aplicacdo de colas
dovinho | abertura apos Controlo Bentonite Caseina
da abertura | (ndotem poge maxima Dose Dose maxima Dose
garrafa da cola) minima minima
garrafa
VB2 99,6 98,3 98,2 98,1 98,3 98,1 98,2
VB7 99,6 98,3 98,6 98,4 98,5 98,2 98,5
VR15 99,3 98,2 98,0 98,1 98,0 98,0 98,1
VR18 99,3 98,0 97,9 97,9 97,9 97,8 97,9

Tabela A. 22 - Valores de indice de Folin antes e depois da aplicacéo de colas

Codigo No dia da 70 dias Apos aplicacdo de colas
dovinho | abertura apos Controlo Bentonite Caseina
da abertura | (ndotem ["pose maxima Dose Dose maxima Dose
garrafa da cola) minima minima
garrafa

VB2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2
VB7 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
VR15 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
VR18 0,4 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2
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A.3 — Dados utilizados no capitulo 3.3 (Estudo da oxidagao do vinho ao longo
do tempo)

O tratamento dos dados para determinacdo do poder antioxidante foi andlogo ao
ilustrado no anexo A.1.

Tabela A. 23 - VValores de poder antioxidante (em mg de quercetina por litro) dos vinhos, utilizados no
capitulo 3.3, em diferentes dias

Cadigo do vinho Poder antioxidante (mg/L)

Dia 1 Dia 3 Dia 7 Dia 10 Dia 15
VB32 187 72 54 45 40
VB33 367 242 212 199 195
VB34 214 127 104 89 83
VB 306 182 173 167 165
VB36 277 191 162 143 135
V137

3548 2270 2126 2069 2047

vT38 3300 | 2398 | 2184 | 2004 | 2066
VT39 3718 | 2501 | 2365 | 2306 | 2259
vT40 3036 | 2846 | 2765 | 2738 | 2728
VTa1

3966 3022 2758 2638 2584

Tabela A. 24 - Valores do indice de Folin em g/L ao longo do tempo

Cédigo do vinho indice de Folin (g/L)
Dia 1 Dia 3 Dia 7 Dia 10 | Dia 15
VB32 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
VIEE 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2
VB34 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
ViEED 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
VB36 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2
VY 20 15 1,2 13 13
V138 15 1,2 11 11 11
VI 18 15 13 1,2 1,2
VT40 31 17 17 16 15
VTal 23 16 15 15 14
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Tabela A. 25 - Evolucéo do dioxido de enxofre livre e total ao longo do tempo nos vinhos

Cadigo Didxido de enxofre (mg/L)
do vinho livre total
Dia | Dia | Dia | dia | Dia | Dia | Dia3 | Dia | Dia | Dia
1 3 7 10 15 1 7 10 15

VB32 19 19 13 11 9 90 87 87 84 | 81
VB33 27 16 15 14 13 | 129 127 125 | 123 | 121
VB34 39 25 22 19 17 | 167 144 | 140 | 140 | 126
VB35 34 24 24 19 19 | 116 109 101 | 97 |97
VB36 52 31 27 23 20 | 153 142 135 | 133 | 126
VT37 9 5 2 2 2 86 77 65 56 | 43
VT38 15 10 6 6 6 94 79 62 54 | 49
VT39 40 23 14 13 8 147 130 114 | 104 | 85

4

4

VT40 |17 9 7 5 163 | 151 | 137 | 134 | 134
VT4l |19 10 7 4 79 68 51 | 41 |35

Tabela A. 26 - Evolucdo dos parametros de cor dos vinhos ao longo do tempo

Parametros de cor

Cadigo a* b* L*
do vinho Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia | Dia | Dia | Dia Dia
1 3 7 10 15 1 3 7 10 15 1 3 7 10 15

VB32 -0,93 -0,48 -0,59 -0,85 -0,55 4,28 3,59 3,83 3,91 4,12 99,1 100 99,5 | 994 99,1

VB33 -0,66 0,75 -0,64 0,63 058 | 6,04 6,23 6,10 6,22 6,52 98,2 | 995 | 989 | 988 | 98,7

VB34 0,79 0,92 -0,69 -0,69 0,79 | 432 422 4,08 4,08 433 989 | 100 | 993 | 993 | 99,1

VB35 -1,22 -1,27 -1,05 -1,14 21,00 | 6,62 713 6,85 711 713 984 | 997 | 99,1 | 99,0 | 98,7

VB36 -1,12 -0,94 -0,73 -0,73 -0,81 4,81 5,04 4,68 4,68 5,05 99,0 | 99,7 | 9955 | 995 99,2

V137 29,26 29,99 30,12 29,17 29,58 | 15,69 | 16,23 17,91 19,80 21,21 65,7 | 67,8 | 656 | 658 64,8

VT38 29,96 30,21 30,43 30,11 30,55 | 16,69 | 16,68 17,77 19,74 20,96 66,1 | 67,3 | 657 | 654 64,4

VT39 35,71 37,65 38,92 39,67 40,94 | 14,16 | 14,53 15,14 16,10 16,90 63,2 | 639 | 622 | 61,2 59,7

VT40 33,78 35,47 35,46 35,61 3584 | 20,75 | 21,30 21,93 22,83 22,49 616 | 61,8 | 604 | 302 60,1

VT4l 37,73 38,35 38,60 38,02 38,74 | 16,37 | 16,93 19,23 20,86 22,74 585 | 59,8 | 58,1 | 57,8 57,0
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