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AS CASTAS ANCESTRAIS IBERICAS NA GENESE DA
DIVERSIDADE VITICOLA DE PORTUGAL
E DE ESPANHA

Jorge CUNHA'%; Jodo BRAZAOQ'; Lalla H. ZINELABIDINE?; Margarida TEIXEIRA
SANTOS!; Pedro FEVEREIRO??%; José Miguel MARTINEZ
ZAPATERS?; Javier IBANEZ3; José E. EIRASDIAS'

RESUMO

A identificacdo e a preservagao de castas na Colecdo Ampelografica Nacional tém permitido
realizar estudos de diversidade e filogenia das castas de Portugal e a sua ligagdo ao germoplasma
internacional, em particular com o de Espanha.

A genotipagem com 261 marcadores de polimorfismo de nucleétido tnico (single

nucleotide polimorphisms — SNPs), foi fundamental para identificar castas ancestrais Ibé-
ricas, tais como as

Alfrocheiro ou Brufial, Cayetana Blanca ou Sarigo ¢ Hebén ou Mourisco Branco.

Resultados ja obtidos permitemnos inferir que estas castas ancestrais estdo na origem e/ou
apresentam graus de parentesco com inlimeras castas existentes apenas em Portugal e outras, ainda
que em menor numero, apenas existentes em Espanha. As castas Casteldo, Moreto e Malvasia
Fina sdo muito importantes para Portugal e representam mais de 12 500 ha de area cultivada. Em
Espanha, as castas Xarello, Vitra, Airén, Cayetana Blanca e Pedro Ximenes representam mais de
300 000 ha do encepamento daquele Pais.

Este trabalho levanos a concluir que estes dois paises tradicionalmente vitivinicolas apre-
sentam uma origem comum para muitas castas que ao longo dos anos se diferenciaram pelas
diferentes regides de Portugal e de Espanha, formando um patriménio genético Ibérico unico e
acrescentando uma grande quantidade de castas ao pool genético mundial.

Palavras chave: Vitis vinifera L; castas ancestrais; SNPs; Portugal; Espanha.

1- INTRODUCAO

A Vitis vinifera L. subsp vinifera ¢ a cultura que ocupa maior superficie cultivada
em todo o mundo (FAO 2013). A sua cultura na Peninsula Ibérica (Vale do Tejo e Sado)
parece remontar a 2 000 anos a.C. (http://www.ivv.minagricultura.pt/np4/91.html) e
tem evoluido de acordo com as preferéncias do consumidor. No passado, a cultura da
vinha foi um misto de plantas (variedades) com diferentes caracteristicas morfologicas:

! Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria, Portugal. (jorge.cunha@iniav.pt).

2 Universidade Nova de Lisboa, Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica (ITQB), Portugal.

3 Instituto de Ciéncias de la Vid y del Vino (CSIC, Universidad de La Rioja, Gobierno de La
Rioja), Espanha.

* Universidade de Lisboa, Faculdade de Ciéncias, Departamento de Biologia Vegetal, Portugal.
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bagos pequenos e grandes, brancos, tintos e rosados e, sobretudo, tolerantes as
principais doengas criptogdmicas. Atualmente a vinha ¢ orientada segundo a varie-
dade, caracteristicas de qualidade e rentabilidade economica.

Quer em Portugal, quer em Espanha, a atual superficie agricola cultivada
(240 000 ha e 1 000 000 ha, respetivamente) ¢ ocupada por um numero reduzido de
variedades. Muitas outras variedades, as chamadas variedades minoritarias, permane-
cem apenas em colec¢des ampelograficas e de preservagdo do germoplasma, como
em Portugal, no Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria (INIAV),
localizado em Dois Portos, e em Espanha, em Alcald de Henares, no Instituto Madrilefio
de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario e Alimentario (IMIDRA). Este estudo foi
dirigido as castas ibéricas e mediterranicas ancestrais das castas minoritarias autoctones
locais, de forma a criar uma imagem de marca da historia evolutiva da videira em cada
um dos dois paises da Peninsula Ibérica.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Material vegetal

As amostras das castas estudadas neste trabalho sdo predominantemente prove-
nientes de Portugal e de Espanha.

Em Portugal, foram colhidas 288 amostras na Colegdo Ampelografica Nacional
(PRTO051) do INIAYV, localizada em Dois Portos, na exEstagdo Vitivnicola Nacional.

As amostras das variedades de Espanha foram colhidas nas cole¢des de videira
do Instituto de Ciéncias de la Vid y del Vino (ICVV), do Governo de La Rioja, em La
Grajera (ESP217), e do IMIDRA (ESP080), em Alcala de Henares.

Como possiveis progenitores, foram utilizados 1120 genotipos ndo redundantes
(dados ndo apresentados), dos quais 263 sdo genotipos portugueses, incluindo plantas
silvestres.

2.2 — Analise de ADN

O é4cido desoxirribonucleico (ADN) foi extraido a partir de folhas jovens conge-
ladas, utilizando o método descrito por CUNHA et al. (2010). As variedades estudadas
foram genotipadas no Cento Nacional de Genotipagem de Espanha (CEGEN, www.
cegen.es) para marcadores de polimorfismo de nucledtido tnico (SNPs) previamente
identificados por CABEZAS et al. (2011) e segundo ZINELABIDINE et al. (2012).

2.3 — Analise de parentesco

A analise de parentesco foi calculada com base em perfis de SNPs, utilizando o
software CERVUS 3.0 (KALINOWSKI ef al. 2007). Para cada um dos parentescos
encontrados (trios e duos) foi calculado o LOD score (fiabilidade dos cruzamentos/
parentescos encontrados). Foram considerados trios (dois progenitores e descendente)
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0s cruzamentos que apresentaram no maximo 3 alelos incompativeis e duos (um proge-
nitor e descendente) os que apresentaram no maximo 2 alelos incompativeis.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Identidade das variedades

A analise conjunta das castas de Portugal e de Espanha permitiu confirmar sindni-
mos previamente identificados por caracteristicas morfoldgicas e analise de ADN, uti-
lizando microssatélites (SSRs) ou SNPs. No Quadro 1 fazse a ligagdo entre a identi-
dade das castas em estudo amostradas em Portugal com as de Espanha e subsequente
confirmagdo com a base de dados internacional do Vitis International Variety
Catalogue (VIVC, http://www.vivc.de/). As restantes castas s3o apresentadas nos

Quadros 2 e 3 e sdo designadas pelo nome reconhecido no seu pais de origem.

Quadro 1 Sinonimias identificadas nas castas em estudo

Identidade em Portugal Identidade em Espanha Nome principal VIVC
Alfrocheiro Bruiial Alfrocheiro

Arjungao Listan Prieto Listan Prieto

Bastardo Maturana Tinta Trousseau Noir
Diagalves Manttio Mantuo

Espadeiro Mole Ferron Manseng Noir

Ferral Teta de Vaca Ahmeur Bou Ahmeur
Jaen Mencia Mencia

Malvasia Candida Malvasia de Aromatica Malvasia di Sardegna

Moscatel de Alexandria

Moscatel de Alejandria

Muscat of Alexandria

Mourisco Branco Hebén Heben

Negra Mole Mollar Cano Mollar Cano
Roal Rocia Roal

Sarigo Cayetana Blanca Cayetana Blanca
Siria Cigiiente Siria

Tinta Gorda Mouraton Mouraton

Tinta Mitda Graciano Graciano
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3.2 — Relag¢do genética entre as castas

A andlise conjunta das castas de Portugal e de Espanha permitiu identificar um
elevado numero de castas que apresentam graus de parentesco entre si (resultados nao
apresentados). Os parentescos identificados (trios e duos) sao claramente confirmados
pelos valores de LOD score obtidos e pelo baixo numero de alelos incompativeis, trés
alelos no maximo para os trios identificados e dois alelos no maximo para duos identi-
ficados (Quadros 2 e 3).

Quadro 2 - Trios que envolvem as variedades Alfrocheiro, Cayetana Blanca e Hebén.

Progenitor 1 Progenitor 2 Descendente N°SNP Valor Ref*.®
(inc.) LOD

Alfrocheiro Cayetana Blanca Tinta Gorda 247(2) 187 4

Alfrocheiro Cayetana Blanca Cornifesto 240(0) 70,3 3);4)

Alfrocheiro Cayetana Blanca Camarate Tinto 239(0) 79,0  3);4)

Alfrocheiro Cayetana Blanca Casteldo 250(0) 86,4  3);4)

Alfrocheiro Cayetana Blanca Malvasia Preta 248 (0) 82  3);4)

Alfrocheiro Cayetana Blanca Casteloa 211(0) 71,0

Alfrocheiro Cayetana Blanca Casculho 212(1) 69,0

Alfrocheiro Cayetana Blanca Castela 209 (1) 76,7

Alfrocheiro Cayetana Blanca Jampal 218(0) 76,4

Alfrocheiro Cayetana Blanca Moreto 247(0) 713 3)

Alfrocheiro Airén Parreira Matias 211(0) 75,7

Alfrocheiro Amaral Douradinha 214(3) 514 3)

Alfrocheiro Patorra Jaen 249 (1) 64,7

Alfrocheiro Ramisco Concieira 214(3) 549

Alfrocheiro Tinto Cdo Malvarisco 202(2) 57,7

Alfrocheiro Hebén Allarén 241(0) 78,6

Alfrocheiro Hebén Casteldo Branco 220000 715

Alfrocheiro Hebén Malvasia Fina 252(3) 70,9 3)

Alfrocheiro Hebén Tinta Grossa 222(0) 747 3)

Alfrocheiro Hebén Trincadeira das Pratas 2450) 79,9

Hebén Amaral Malvasia 221(00 745  1)3)

Hebén Arjungdo Verdejo de Salamanca 238(0) 953

Hebén Bastardo Trincadeira Branca 209 (0) 64,6

Hebén Bou Qsob Diagalves 253(1) 944

Hebén Brustiano Faux Vitira 241(1) 788  2);3)

Hebén Brustiano Faux Xarello 239(1) 803 3)

Hebén Ferral Larido 192(2) 70,2

Hebén Folgasao Roupeiro Branco 215(2) 532

Hebén Malvasia Candida Malvasia Babosa 250(0) 70,5

Hebén Malvasia Fina Boal Espinho 212(2) 839

Hebén Manseng Noir Sefla 238(0) 79,9

Hebén Monastrell Cot de Cheragas 241(0) 875 3)

Hebén Moscatel de Alexandria Moscatel de Angiiés 240 (0) 80,8

Hebén Moscatel de Alexandria Moscatel Nunes 215(1) 734

Hebén Rabigato Cédega do Larinho 214(1) 70,6

12



Hebén Rabigato Rabigato Moreno 213(0) 82,1
Hebén Tinta Miuda Mandon 240(2) 764 2);3)
Hebén Vinhdo Padeiro 216 (1) 66,3  3)

a) Trios previamente identificados por: 1) LACOMBE et al. (2007); 2) GARCIA MUNOZ et al.
(2011); 3) LACOMBE et al. (2013); 4) ZINELABIDINE et al. (2012). 1), 2) e 3) utilizaram
SSRs e 4) utilizaram SNPs.

Quadro 3 — Duos que envolvem as variedades Alfrocheiro, Cayetana Blanca e Hebén.

Duos identificados N° SNP (incomp.)  Valor LOD Ref™. a)
Alfrocheiro Branda 204 (1) 16,7
Alfrocheiro Monvedro 192 (1) 21,8
Alfrocheiro Monvedro de Sines 205 (1) 17,8
Alfrocheiro Tinta Pomar 205 (1) 18,3
Alfrocheiro Savagnin o Traminer 241 (0) 20,2
Cayetana Blanca Antdo Vaz 212 (1) 18,0 4)
Cayetana Blanca Castillo de Arcos 242 (2) 43,1 4)
Cayetana Blanca Siria 245 (0) 34,2 4)
Cayetana Blanca Garrido Macho 248 (0) 37,5 4)
Cayetana Blanca Plateado 248 (0) 38,7 4)
Cayetana Blanca Puerto Alto 200 (0) 34,1 4)
Cayetana Blanca Rabo de ovelha 249 (0) 35.7 4)
Cayetana Blanca Roal 249 (1) 443 4)
Hében Airén 241 (1) 34,1 3)
Hében Alarije 235 (0) 30,9 1);3)
Hében Albillo de Granada 202 (0) 28,8
Hében Almafra 215(1) 15,3
Hében Beba 246 (0) 41,7
Hében Castillo de Arcos 241 (1) 27,8
Hében Cayetana 245 (0) 24,5
Hében Corazon de Cabrito 240 (1) 30,2
Hében Derechero de 239 (1) 23,4
Hében Epero de Gall 237 (1) 20,3 3)
Hében Ferral 233 (1) 33,4
Hében Forcallat 201 (0) 31,0 3)
Hében Tinta Fumat 237 (1) 28,3
Hében Gorgollasa 240 (0) 25,4 2);3)
Hében Gouveio Real 215 (0) 21,9
Hében Jeronimo 225 (0) 32,9 3)
Hében Lourela 214 (0) 17,7
Hében Malvar 234 (0) 37,3 3)
Hében Malvasia Comun 239 (1) 20,6
Hében Merseguera 244 (1) 30,6 3
Hében Miguel de Arco 235(1) 24,9 3
Hében Molinera 230 (0) 32,9
Hében Moll 239 (0) 29,2
Hében Negra Mole 250 (1) 20,9
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Hében Naparo 221 (0) 28,6

Hében Pedro Ximenes 249 (0) 31,9 3);5)
Hében Perrum 211 (1) 26,1 3)
Hében Planta Fina 214 (0) 35,4

Hében Quigat 244 (0) 30,7 3)
Hében Siria 237 (1) 20,4 3)
Hében Sumoll 237 (0) 37,3 3)
Hében Tarragoni 243 (0) 33,6 3)
Hében Torralba 223 (1) 27,2

Hében Trepat 238 (0) 31,8 3)
Hében Turruntés 221 (1) 26,4

Hében Verdil 229 (0) 25,0

Hében Vijiriega Comun 244 (0) 26,6 3)

a) Duos previamente identificados por: 1) LACOMBE ef al. (2007); 2) GARCIAMUNOZ et al.
(2011); 3) LACOMBE et al. (2013); 4) ZINELABIDINE et al. (2012); 5) VARGAS et al.
(2007). 1), 2), 3) ¢ 5) utilizaram SSRs e 4) utilizaram SNPs.

Alguns dos trios e duos encontrados neste estudo foram anteriormente identifi-
cados por outros autores utilizando SSRs e SNPs (Quadro 2). Entre os progenitores
identificados predominam as variedades Alfrocheiro ou Bruial, Cayetana Blanca ou
Sarigo e Hebén ou Mourisco Branco (Quadros 1, 2 e 3).

A casta Alfrocheiro esta envolvida em 20 trios como progenitor 1, sendo os proge-
nitores 2 a Cayetana Blanca, em 10 deles, a Hebén em 5 e diferentes castas nos restantes
5 trios (Quadro 2).

Nos 10 trios em que os progenitores sdo a Alfrocheiro ¢ a Cayetana Blanca,
os descendentes encontrados sao variedades portuguesas, com excegdo da Tinta Gorda
que ¢ conhecida em Espanha como Mouraton e de onde se pressupde ser originaria,
por esta apresentar uma consideravel area cultivada. Dos cinco trios em que os pro-
genitores sdo a Alfrocheiro e a Hebén, apenas a descendente Allarén ¢ originaria de
Espanha e as restantes sdo de origem portuguesa (Quadro 2), sendo a Malvasia Fina
a mais importante no atual encepamento, ocupando mais de 5 000 ha (BOHM 2011).
Os restantes 5 trios tém como segundos progenitores as castas Airén, Amaral, Patorra,
Ramisco e Tinto Céo, que apresentam como descendentes as castas Parreira Matias,
Douradinha, Jaen, Concieira e Malvarisco, respetivamente. Nestes trios, a casta Airén
¢ nitidamente originaria de Espanha e a bibliografia antiga nio a refere como casta
cultivada no encepamento Portugués. A casta Mencia, designada em Portugal por Jaen,
¢ maioritariamente cultivada no norte e no noroeste da Espanha, sendo atribuida a sua
origem a regido de Bierzo (MARTINEZ et al. 2006).

A casta Hebén ¢ identificada em Portugal como Mourisco Branco (Quadro 1),
sendo o nome portugués referido pela primeira vez na obra de ALARTE, em 1712.
Em 1900, em Portugal, era cultivada do Douro ao Algarve (MENEZES 1900), sendo
que atualmente, na Peninsula Ibérica, apenas existe em colegdes de preservagdo de
germoplasma.
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A Hebén esta envolvida em 23 trios como um dos progenitores, dos quais 5 trios,
ja referidos anteriormente, envolvem a Alfrocheiro como segundo progenitor.

Dos cruzamentos da Hebén com a Brustiano Faux, com a Moscatel de Alexandria
e com a Rabigato foram identificados os descendentes Viura e Xarello, Moscatel de
Angliés e Moscatel Nunes e Cddega do Larinho e Rabigato Moreno, respetivamente
(Quadro 2). Dos restantes 12 trios que envolvem outras 12 distintas castas como pro-
genitor 2, destacamos a casta Bou Qsob, originaria de Marrocos, como progenitora da
casta Diagalves (http://www.vivc.de/).

Para além dos trios identificados para cada uma das castas Alfrocheiro, Cayetana
Blanca e Hebén também foram identificados diferentes duos (relagdo progenitor/des-
cendente).

Com a casta Alfrocheiro foram identificados 5 duos, um dos quais com a casta
Savagnin que segundo SCIENZA et al. (1990) ¢ considera uma casta bastante antiga
indiciando ser um dos progenitores da Alfrocheiro. Com a casta Cayetana Blanca, em
Portugal designada por Sarigo, cuja origem geografica ¢ a regido fronteirica entre Por-
tugal e Espanha (ZINELABIDINE et al. 2012) foram identificados 8 duos, dos quais
nao se consegue antever quais os progenitores. Na bibliografia mais antiga a designacao
Sarigo ndo ¢ mencionada (MENEZES 1900).

A maioria dos trios identificados nas castas Alfrocheiro, Cayetana Blanca e
Hebén envolvem varias castas portuguesas, na sua grande maioria castas minoritarias,
enquanto que a maioria dos duos identificados envolvem castas de Espanha, principal-
mente com a casta Hebén (Quadro 3). Assim, foi possivel encontrar a chave genética de
algumas das variedades autdctones mais importantes no encepamento da Peninsula Ibé-
rica. Para Portugal, as castas Casteldo, Moreto e Malvasia Fina representam atualmente

12 500 ha de area cultivada. Em Espanha as castas Airén, Cayetana Blanca, Viura,
Xarello e Pedro Ximénez representam cerca de 300 000 ha de area cultivada.

4 - CONCLUSAO

As castas Alfrocheiro ou Bruial, Cayetana Blanca ou Sarigo e Hebén ou Mou-
risco Branco sdo identificadas como progenitoras de 38 castas existentes atualmente nas
diferentes regides vitivinicolas de Portugal e de Espanha. Para estas trés castas, cujos
progenitores sdo desconhecidos, foram identificadas 50 diferentes castas que apresen-
tam uma relagdo de parentesco (progenitor/descendente).

Os dois paises tradicionalmente vitivinicolas apresentam uma origem comum
para muitas castas, que ao longo dos anos se diferenciaram pelas diferentes regioes de
Portugal e Espanha, formando um patriménio genético Ibérico unico e acrescentando
uma grande quantidade de castas ao pool genético mundial.
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INFLUENCIA DA VARIABILIDADE E ALTERACAO
CLIMATICA NA FENOLOGIA DA VIDEIRA: CASO DE
ESTUDO NA REGIAO DE LISBOA

Aureliano C. MALHEIRO ©; Helder FRAGA V; José EIRAS-DIAS ; José SILVES-
TRE®; Jos¢ MOUTINHO-PEREIRA @; Jodo A. SANTOS

Resumo

A fenologia da videira é particularmente sensivel as condi¢des meteorologicas e climati-
cas. Deste modo, as datas de ocorréncia dos estados fenologicos e respetivos intervalos podem
variar de acordo com a casta e o ano. Neste contexto ¢ dentro dos diferentes elementos meteoro-
logicos/climaticos destaca-se a temperatura do ar como potencial regressor no desenvolvimento
de modelos estatisticos. Assim foram utilizadas as médias mensais deste elemento para mode-
lar, por regressao linear multivariada, o abrolhamento, floragdo e pintor de diferentes castas (e.g.
Castelao, Ferndo-Pires) na Regido Vinicola de Lisboa. A floragdo revelou ser particularmente
sensivel a temperatura de Margo-Abril, que por sua vez influencia estados seguintes. Por outro
lado, foram encontradas tendéncias negativas estatisticamente significativas na duragdo dos inter-
valos fenoldgicas no passado recente, indicador dos efeitos térmicos acumulados na fenologia.
O encurtamento temporal dos intervalos e/ou antecipagao dos estados fenologicos sdo ainda mais
patentes fazendo uso de projegdes climaticas futuras (RCP4.5/8.5), o que podera acarretar desafios
acrescidos para a vitivinicultura portuguesa.

Palavras-chave: Vitis vinifera, viticultura, modelagao da videira, impactos do clima

INTRODUCAO

Os estudos sobre a influéncia da variabilidade ¢ alteragdo climatica na viticultura
sdo particularmente relevantes, uma vez que a temperatura ¢ um fator critico no
crescimento e desenvolvimento da videira (Santos et al., 2011; Malheiro et al., 2013;
Fraga et al., 2014, 2015), assim como na sua distribui¢ao geografica mundial (Malheiro
et al., 2010; Fraga et al., 2013). A titulo de exemplo, o conceito de tempo térmico
(similar ao conceito de graus-dia) para que um estado fenologico ocorra ¢ determinado
pelo acumular de temperaturas médias do ar acima de um valor de temperatura base
(Winkler, 1974).
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Os principais estados fenoldgicos sdo o abrolhamento, a floragdo, o pintor ¢ a
maturagdo. Enquanto durante o estado de repouso da videira ¢ geralmente favoravel
condi¢des de significativa precipitacdo (promovendo o armazenamento de dgua no
solo), durante o periodo de maturacdo do bago (pintor-maturacao), condigdes atmos-
féricas estaveis (associadas a auséncia de precipitagdo) tendem a ser benéficas para
um adequado equilibrio entre os parametros do rendimento, em termos de produgdo, e
qualidade do mosto/vinho (Santos et al., 2011). Saliente-se que cada estado fenoldgico
e a durag@o dos intervalos entre os mesmos diferem consoante a casta ¢ estio comum-
mente associados as condigdes climaticas (particularmente térmicas) locais (Lopes et
al., 2008; Garcia de Cortazar-Atauri et al., 2009; Parker et al., 2011).

O clima de Portugal apresenta uma forte variabilidade temporal e espacial, que
tende a influenciar significativamente a fenologia da videira (Malheiro et al., 2013;
Fraga et al., 2014, 2015). Além disso, torna-se mais ainda de particular importancia
avaliar estas relagdes, de forma a promover a implementagdo de medidas de mitigagdo/
adaptacdo adequadas as projetadas alteragdes climaticas. De facto, nesta tematica os
estudos tém geralmente relatado uma antecipagao das datas de ocorréncia dos estados
fenologicos, intervalos mais curtos entre os estados e maturagdes em periodos mais
quentes do ano, apontando-se o aumento da temperatura nos ultimos anos, como justi-
ficacdio para estas mudangas (Jones e Davis 2000; Duchéne e Schneider, 2005; Bock et
al., 2011; Tomasi et al., 2011). Deste modo, como resultado das alteragdes climaticas
podem ocorrer a longo prazo mudangas na produtividade, qualidade do mosto/vinho,
aptiddo de castas para cada regido e porventura mesmo na geografia das principais
regides vinicolas (Malheiro et al., 2010; Fraga et al., 2013, 2014). Assim, o presente
estudo pretendeu avaliar a influéncia da variabilidade e alteragdo climatica, em parti-
cular da temperatura do ar, sobre a fenologia de castas de referéncia na Regido Vinicola
de Lisboa, que ¢ a terceira regido (depois do Douro e Alentejo) mais importante na
producdo total de vinho no pais (IVV, 2014).

MATERIAIS E METODOS

Os dados de fenologia foram obtidos da Cole¢do Ampelografica Nacional per-
tencente ao “Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria”, localizado em
Dois Portos (39.0°N, 9.2°W, 110 m), na Regido Vinicola de Lisboa. Assim, as datas de
ocorréncia do abrolhamento, floragdo e pintor da casta branca (Fernio-Pires) e tintas
(Aragonez e Casteldo) foram registadas durante o periodo 1990-2011, exceto para o
Aragonez, para os quais nao havia dados disponiveis para os primeiros quatro anos. Os
estados fenoldgicos observados foram também utilizados para determinar a duragao
dos intervalos entre os estados fenoldgicos.

A fim de avaliar as relagdes entre a fenologia da videira e temperatura do ar foram
utilizadas como varidveis independentes, em um modelo de regressdo linear multipla,
os valores das temperaturas médias mensais (¢ multi-mensais) das maximas, minimas
e médias. Para tal foram selecionados apenas os preditores nao inter-correlacionadas
e que apresentaram correlagdes estatisticamente significativas com a fenologia.
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Os modelos desenvolvidos foram ainda aplicados a projeccdes climaticas futuras, de
acordo com os preditores definidos. As simula¢des climaticas sdo parte integrante do
“Coupled Model Intercomparison Project” (CMIP5) e sdo for¢adas por dois cenarios
futuros distintos - RCP4.5 e RCP8.5 para 2006-2100 (Kotlarski ez al. 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo do periodo em estudo verificou-se uma clara variabilidade inter-anual
para os diferentes estados fenoldgicos, assim como para os intervalos entre os mesmos
(dados nao apresentados). Nas trés castas (Aragonez, Casteldo e Ferndo-Pires) ndo
foram encontradas tendéncias estatisticamente significativas para os trés estados feno-
logicos, com excepgdo da Aragonez que exibiu uma tendéncia significativa de +1,1
dias/ano para o abrolhamento. No entanto, estes ultimos resultados devem ser inter-
pretados com precaucdo uma vez que a série de dados ¢ mais pequena para esta casta
e podera ser substancialmente influenciada por valores extremos (como o ano de 2005
com o abrolhamento a 6 de Abril).

Relativamente aos intervalos entre estados fenologicos foram encon-
tradas tendéncias significativamente negativas para as castas Aragonez e Casteldo
(Quadro 1). Interessantemente foi ainda encontrado uma tendéncia negativa estatistica-
mente significativa para o intervalo abrolhamento-maturagao para a casta Ferndo-Pires
(R2 = 0,49). Estes resultados evidenciam o efeito térmico acumulado ao longo dos
diferentes anos.

As relagdes entre os estados fenologicos e as temperaturas mensais anteriores
a ocorréncia desses estados sdo apresentadas no Quadro 2. Note-se que estas tempe-
raturas estdo negativamente relacionadas com os estados fenoldgicos (coeficiente de
regressdo <0, dados ndo apresentados), indicando que um aumento da temperatura
pode antecipar o respetivo estado fenologico.

As temperaturas médias das minimas de Janeiro-Fevereiro-Margo (Arago-
nez e Casteldo) e Fevereiro-Marco (Ferndo-Pires) foram o principal preditor para
o abrolhamento 2 (0,46 < RCV < 0,69, coeficiente de determina¢do com validagao
cruzada), com o Casteldo evidenciando a resposta mais clara. A floragdo apresen-
tou geralmente os coeficientes de 2 determinacdo mais elevados com a temperatura
(0,75 < RCV £0,79), sendo agora as médias das maximas em Margo-Abril os predi-
tores selecionados. As temperaturas de Margo-Abril (média/minima) sdo também
determinantes para o pintor, explicando o modelo 57-87% da variancia total para este
estado fenoldgico, que apresenta um maior numero de preditores comparativamente
aos estados anteriores. Estes resultados podem ser atribuidos a influéncia de fatores ndo
climaticos (e.g. praticas culturais) ao longo do ciclo da cultura. Estes resultados estdo
de acordo com outros estudos para outras regides europeias, como os relatados para a
Alsécia, Franga (Duchéne e Schneider 2005), Baixa Francénia, Alemanha (Bock et al.,
2011) e regiao de Veneza, Italia (Tomasi et al., 2011).
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QUADRO 1 — Caracteristicas da tendéncia linear (coeficiente de determinagdo: R2,
valor de p e tendéncia anual) para a duragao dos intervalos entre estados fenoldgicos
de trés castas em Dois Portos (1990-2011). ns: ndo significativo.

Intervalo Casta R2 Valor de p Tendéncia

(dias/ano)

Abrolham. Aragonez 0,45 0.003 -1,5

a Casteldo 0,21 0.035 -0,7
Pintor Fernao-Pires ns

Floragao Aragonez 0,67 <0,001 -0,9

a Casteldao 0,40 0,002 -0,5
Pintor Fernao-Pires ns

As projecdes dos cenarios de alteragdes climaticas aplicadas aos modelos sele-
cionados indicam que o aquecimento futuro dard lugar a antecipagdo dos estados feno-
logicos e duragdo de intervalos mais pequenos. Estes resultados sugerem ainda que o
pintor devera ser o estado fenoldgico mais afectado, ocorrendo cerca de 2 semanas mais
cedo (Figura 1). A ocorréncia precoce destes estados fenoldgicos podem conjuntamente
reduzir substancialmente a duragdo do ciclo vegetativo da videira.

QUADRO 2 - Resumo das variaveis de temperatura mensal (e multi-mensal) ndo
inter-correlacionadas e que apresentaram correlagdes estatisticamente significativas
e correspondentes coeficientes de determinagdo com validagdo cruzada (R 2) para o

abrolhamento, floragdo e pintor para trés castas em Dois Portos (1990-2011).
TN: temperatura minima, TG: temperatura média, TX: temperatura maxima.

Abrolhamento Floracao Pintor
Preditor R ? Preditor R ? Preditor R ?
Aragonez TN | e 046 TX nne 0,75 TG \oaee 0,57
TG Mar-Abr
Castelao TN | e 0,69 TX \oran 0578 TN . 0,87
TN Mar-Abr
Ferndo-Pires TN Fev-Mar 0,63 TX Mar-Abr 0,79 ™ 0,68

Jul
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Figura 1 - Diferenca (Futuro - Presente: 2040-2070 menos 1990-2011) entre o numero de
dias para a ocorréncia do abrolhamento (BUD), floragdo (FLO) e pintor (VER) para as castas a)
Ferndo-Pires e b) Castelao.

CONCLUSOES

O presente estudo evidencia a existéncia de uma relagao estreita entre a fenologia
da videira e a temperaturas do ar, particularmente para a floragao, sendo as temperaturas
de Margo-Abril os preditores para este estado fenologico. Apesar destas temperaturas
influenciarem também o pintor e a maturagdo, factores ndo climaticos (por exemplo,
praticas culturais) sdo cada vez mais determinantes no decorrer do ciclo da cultura,
explicando os menores valores de coeficiente de determinacdo e/ou maior niimero de
preditores na modelagdo destes estados.

Além disso foram igualmente analisadas as tendéncias temporais na fenologia.
Enquanto ndo foram geralmente encontradas tendéncias significativas para as datas dos
estados fenologicos, varias tendéncias significativamente negativas foram determina-
das para os intervalos fenologicos, indicativo do efeito térmico acumulado ao longo
dos diferentes anos. Neste sentido a antecipagdo dos estados fenoldgicos e o encurta-
mento temporal dos seus intervalos foram patentes, fazendo uso de projecdes climaticas
futuras (RCP4.5/8.5), o que podera acarretar desafios acrescidos para a vitivinicultura
portuguesa.
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QUANTICACAO DA VARIABILIDADE
INTRAVARIETAL DA INTERACAO GENOTIPOXANO
E SUA REPERCUSSAO NA EFICACIA DA SELECAO
CLONAL

Elsa GONCALVES'; Antero MARTINS?

RESUMO

A avaliagdo da interagdo genotipoxambiente (GXE) ¢é essencial para efeito da selecdo de
clones de videira, mas defrontase com a contrariedade de exigir dois ciclos experimentais de sele-
¢do, sendo o segundo constituido por varios ensaios de adaptacao regional, demorados e de custos
elevados. No entanto, a parte dessa interagdo correspondente ao ano ¢ passivel de ser avaliada no
ensaio inicial de seleg@o, pelo que o desenvolvimento de novas metodologias com vista a quantifi-
cagdo da variabilidade intravarietal da interacdo genotipoxano (G*Y) nesta fase afigurase de ele-
vado interesse. A abordagem teorica para este estudo passa pelo ajustamento de modelos mistos.
A metodologia proposta ¢ exemplificada para varias castas, demonstrandose que relativamente
ao rendimento estas diferem, ndo s6 na variabilidade genética, como também na variabilidade da
interagdo GxY. Em termos praticos, esta nova abordagem permite avaliar, logo numa fase inicial
de selecao, a diferenga de sensibilidade que os gendtipos da casta tém relativamente a interagao
GXE, permitindo uma selegao imediata ¢ um melhor planeamento do segundo ciclo experimental
conducente a selegdo clonal.

Palavras chave: videira, sele¢do massal genotipica, interac¢ao genotipo x ambiente

1-INTRODUCAO

Quando se cultivam clones de videira a interagdo gendtipoxambiente (GXE) é um
fenémeno muito perturbador, isto ¢, alguns clones tendem a ter um comportamento nao
correspondente ao esperado, face ao valor objetivo do ambiente onde se encontram.

! Universidade de Lisboa, Instituto Superior de Agronomia, LEAF, Tapada da Ajuda, 1349
017 Lisboa, elsagoncalves@isa.ulisboa.pt; anteromart@isa.ulisboa.pt
? Associagdo Portuguesa para a Diversidade da Videira (PORVID), Tapada da Ajuda, 1349017
Lisboa
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No entanto, nos contextos viticolas modernos assistese a um forte predominio da
cultura de clones e, face aimprevisibilidade de condigdes a que estes estdo sujeitos,
a sua selegdo terd que basearse necessariamente no estudo exaustivo da interagdo GxE.
Mas, este estudo defrontase com a contrariedade de exigir dois ciclos experimentais de
selecdo, sendo o segundo constituido por varios ensaios de adaptacdo regional. No seu
todo, tratase de um processo demorado e de custos elevados.

No mundo viticola os estudos sobre interagdo GXE em clones de videira sdao
escassos. Em Portugal, esta intera¢@o tem sido estudada através de varias técnicas de
interpretagdo do fenomeno passiveis de serem utilizadas numa fase final de sele¢do de
clones: representag@o grafica da ordenacdo dos clones quanto a diferentes caracteristi-
cas nos diversos ambientes, coeficiente de variagdo dos valores observados de um
gendtipo nos distintos ambientes, andlise de regressdao dos valores observados de
um gendtipo sobre os indices ambientais e construgdo de GGE Biplots (Martins et al.,
1998a; Martins et al., 1998b; Martins et al. 2004; Gongalves e Martins, 2013; Martins e
Gongalves, 2015). Nas fases iniciais de sele¢do o fendmeno da interagdo é menos estu-
dado, no entanto, t€ém sido propostas abordagens também aplicaveis a esse contexto e
fortemente alicercadas na teoria da genética quantitativa. Nestes casos, a interagdo GXE
¢ estudada a partir da correlag@o genética entre ambientes (Gongalves e Martins, 2014;
Gongalves et al., 2016), seguindose a constru¢do de um biplot com base nos melhores
preditores empiricos lineares nao enviesados dos efeitos genotipicos dos clones nos
diversos ambientes (Gongalves e Martins, 2014).

Apesar de todos estes esfor¢os, outras abordagens devem ser desenvolvidas, con-
tribuindo todas elas para uma melhor compreensdo e interpretacdo do fenomeno da
interagdo GXE. Ora, em fases iniciais de selecao, quando as avaliagdes sdo feitas apenas
num Unico grande ensaio, a parte da interagdo GXE correspondente ao ano ¢ passivel
de ser avaliada e constitui uma parte da interacdo com grande interesse, ja que tem uma
componente de imprevisibilidade muito forte. Neste sentido, o desenvolvimento de
novas metodologias com vista a quantificacdo da variabilidade intravarietal da inte-
racdo gendtipoxano (GxY) nesta fase afigurase de elevado interesse pratico: permite
avaliar se uma casta apresenta sensibilidade a parte da interagdo GXE mais dificil de
prever e, com isso, selecionar para o segundo ciclo experimental clones com menor
sensibilidade a esta parte da interacao.

O objetivo deste trabalho ¢ introduzir no primeiro ciclo experimental de
selecdo a quantificacdo da variabilidade intravarietal da interacdo GxY, bem como o
desenvolvimento de uma nova medida para avaliagdo comparada da interagdo GxY
entre gendtipos.

2 — MATERIAIS E METODOS

Os dados utilizados para exemplificagdo da metodologia de andlise da variabili-
dade intravarietal da interacdo GxY descrita seguidamente, respeitam ao rendimento
de 14 castas e s@o provenientes de ensaios do primeiro ciclo experimental de selegdo

26



da videira, designados por populagdo experimental de clones (POP), que contém uma
amostra representativa da variabilidade genética intravarietal da casta. Foram conside-
radas castas em que o nimero de anos de avaliagdes na POP foi igual ou superior
a 5, procurandose, assim, que estes constituam uma amostra representativa das
variagoes anuais (Quadro 1).

Quadro 1 — Castas estudadas, local da populag@o experimental de clones, delinea-
mento experimental e anos de avaliagdo do rendimento

Casta Local Delineamento N° (Anos de Avalia¢io)
experimental
Blocos casualizados completos
(n° clonesxn® repeti¢des*n°® plantas)

Amaral Cabeceiras de Basto 137x2x3 8 (2003, 2004, 2005, 2007, 2008,
2010, 2011, 2012)

Bical Mealhada 240%5%3 5 (1991, 1992, 1993, 1995, 1996)

Borragal Arcos de Valdevez 199x3x3 7(1991 a1997)

Cercial Anadia 50x4x3 7 (1999 a 2005)

Cerceal Branco Alijé 50x5%3 72007, 2009, 2010, 2011, 2012,
2013, 2015)

Espadeiro Lousada 133x5%2 5(2001 a 2005)

Malvasia Sintra 27x4x3 9 (2004, 2005, 2006, 2008, 2009,
2010, 2011, 2012, 2013)

Molar Sintra 13x4x3 8 (2006 a 2013)

Ramisco Sintra 52x4x3 8 (2006, 2008, 2009, 2010, 2011,
2012, 2013, 2014)

Tinta Barroca Vila Flor 67x5x4 6 (1991, 1996, 2001, 2002, 2004,
2005)

Tinta Mitda Bombarral 100x4x4 8 (1993, 1994, 1995, 1997, 1998,
1999, 2000, 2001)

Touriga Nacional | V.N. Fozcoa 197x5x4 14 (1989 a2 2002)

Vinhdo Arcos de Valdevez 211x5%2 5 (1988, 1989, 1990, 1991, 1993)

Viosinho Palmela 203%5x%3 8 (1992, 1993, 1994, 1996, 1997,
1998, 1999, 2000)

A abordagem tedrica para o estudo da variabilidade intravarietal da interagao
GxY e selecao de clones menos sensiveis a esta interagdo, baseouse no ajustamento do
seguinte modelo linear misto:

&)
onde designa o rendimento do clone j no ano no bloco, amédia geral populacional,
o efeito do bloco, o efeito genotipico do clone, o efeito do ano , o efeito da interagao
do clone com o ano e o erro aleatorio associado a observagao , com, , ,
sendo o numero de blocos completos do ensaio, o niimero de gendtipos (clones) e o
numero de anos de avaliagdo. A média geral populacional e os efeitos dos blocos con-
sideramse efeitos fixos ¢ os efeitos como aleatérios, admitindose variaveis alea-
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térias normais independentes e identicamente distribuidas (i.i.d.), com valor esperado
zero e variancias , , , respetivamente. Os erros aleatorios admitemse varidveis aleatdrias
normais i.i.d., com valor esperado zero e variancia .

O ajustamento do modelo linear misto descrito anteriormente foi efetuado com
o Software R, package ASRemIR (Butler ez al., 2007). Os parametros de variancia
envolvidos no modelo foram estimados pelo método da maxima verosimilhanga
restrita (REML) (Patterson e Thompson, 1971), usando o algoritmo de informagao
média. A existéncia de variabilidade genética intravarietal, de variabilidade anual e de
variabilidade intravarietal da interagdo GxY foi testada através de testes de razdo de
verosimilhangas restritas, considerandose, respectivamente, as seguintes hipdteses: ;
;. De acordo com Self e Liang (1987) e Stram e Lee (1994), ao testar uma unica com-
ponente de variancia, a distribuicdo assintotica da estatistica do teste ¢ uma mistura de
distribui¢des quiquadrado com 0 e 1 graus de liberdade.

Entre castas, a comparagdo das variabilidades genética, do ano e da interagdo
GxY foi feita, respetivamente, com base nos coeficientes de variagdo genotipico (), do
ano () e da interacdo GXY ().

Uma vez obtidas as matrizes de covariancias estimadas e incorporandoas nas
equagdes do modelo misto, obtiveramse os melhores estimadores empiricos linea-
res nao enviesados (EBLUEs) dos efeitos fixos e os melhores preditores empiri-
cos lineares ndo enviesados (EBLUPs) dos efeitos aleatorios do modelo (Henderson,
1975; Searle et al., 1992): EBLUPs dos efeitos genotipicos, dos anos e das interagdes
GxY. Isto ¢, os EBLUPs dependem das componentes de variancia estimadas. Por
exemplo, quando a estimativa da variancia ¢ zero, os EBLUPs dos respetivos efeitos
serdo todos zero; quando a estimativa da variancia ¢ significativamente diferente de
zero, nem os EBLUPs dos efeitos da interagdo sdo zero. Ou seja, neste tltimo caso, a
sele¢@o deve ser feita com base nos EBLUPs dos efeitos genotipicos, mas ndo podendo
esquecer os EBLUPs dos efeitos da interacdo. O desejavel sera selecionar os clones
que revelarem EBLUPs dos efeitos da interagdo GxY proximos de zero. Entdo, o pro-
ximo desafio passa por desenvolver uma medida baseada nos EBLUPs dos efeitos da
interagdo GxY que, de uma forma expedita, permita ordenar os clones relativamente a
sensibilidade a interacao.

Essa medida tera que sintetizar os resultados da interagcdo de um clone. Ora, para
cada clone témse tantos EBLUPs da interagdo quanto o nimero de anos avaliados.
Desejando que esses EBLUPS sejam todos proximos de zero e sabendo que
a média dos EBLUPs ¢ tendencialmente zero, entdo a variancia dos EBLUPs dos
efeitos da interacdo () de um clone sera uma medida da sensibilidade desse clone a
interagdo GxY, sendo dada por:

Quanto menor o valor de , menor a sensibilidade do genotipo a interacdo GxY.
Calculandose a para todos os clones, a ordenacdo desses valores permitira proceder a
selec@o dos genodtipos menos sensiveis a interagao.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a analise das variabilidades genotipica, do ano e da intera-
¢do GxY relativamente ao rendimento de varias castas constam do Quadro 2. Para todas
as castas estudadas a variabilidade genotipica foi significativa (p<0,05). Entre castas, o
coeficiente de variagdo genotipico difere, resultado previsivel face ao ja conhecido de
outros trabalhos realizados no ambito da selegdo de castas portuguesas (Martins, 2011;
Martins e Gongalves, 2015). E importante referir que em todos os casos a variabilidade
associada ao ano foi significativa (p<0,05), acompanhada, em geral, de um elevado,
quando comparado com os valores observados para os e . Apenas nas castas Molar e
Espadeiro, o coeficiente de variagdo genotipico foi superior ao coeficiente de variagao
do ano. No entanto, a variabilidade intravarietal da interagdo GxY foi detetada apenas
em algumas das castas estudadas. As castas que revelaram variabilidade intravarietal
da interagao GxY significativa (p<0,05) foram as Bical, Cercial, Tinta Mitda, Touriga
Nacional, Vinhdo e Viosinho. Isto significa que nem todos os seus genotipos respon-
dem da mesma forma as mudangas anuais. Pelo contrario, nas castas Amaral, Borragal,
Cerceal Branco, Espadeiro, Malvasia, Molar, Ramisco e Tinta Barroca, a variabilidade
intravarietal da interacdo GXY ndo foi significativa (p>0,05), indicando que, quando
sujeitas aos diferentes efeitos dos anos, todos os seus genotipos responderam da mesma
maneira (de uma forma paralela). Nestas tltimas castas, a sele¢do do grupo superior
para o segundo ciclo experimental deve basearse apenas nos EBLUPs dos efei-
tos genotipicos, enquanto que nas primeiras a selecdo passara, ndo so6 pelos EBLUPs
dos efeitos genotipicos, como também pelos EBLUPs dos efeitos da interacdo GXY.
Parece, portanto, evidente a vantagem deste tipo de andlise: se uma casta manifesta
variabilidade intravarietal da interagao GxY, entdo, logo no primeiro ciclo experimental
de selecdo, ha matériaprima para selecionar para menor sensibilidade a interagdo GxY.

Quadro 2 — Estimativas das variancias do ano (), genotipica ( ) e da interagdo geno-
tipoXano (), valor p (p) associado aos testes as respetivas componentes de variancia
e coeficientes de variagdo do ano (, genotipico ( ) e da interagdo GxY (nas castas
estudadas relativamente ao rendimento (kg/planta)

Casta (p) (%) (p) (%) (p) (%)
Amaral 1,839 (<0,001) 32,2 1,142 (<0,001) 25,4 0,000 0,0
Bical 2214 (<0,001) 58,5 0,113 (<0,001) 13,3 0,068 (<0,001) 10,3
Borracal 9,919 (<0,001) 75,3 0,631 (<0,001) 19,0 0,121(0,062) 83
Cercial 0,801 (<0,001) 42,2 0,115 (<0,001) 16,0 0,031(0,038) 83
Cerceal Branco | 0,576 (<0,001) 27,8 0,205 (<0,001) 16,6 0,000 0,0
Espadeiro 2,533 (<0,001) 18,9 3,680 (<0,001) 22,8 0,000 0,0
Malvasia 0,765 (<0,001) 32,9 0,445 (<0,001) 25,1 0,000 0,0
Molar 0,141 (<0,001) 20,9 0,459 (<0,001) 37,7 0,000 0,0
Ramisco 0,755 (<0,001) 46,3 0,170 (<0,001) 22,0 0,000 0,0
Tinta Barroca 0,255 (<0,001) 334 0,092 (<0,001) 20,0 0,000 0,0
Tinta Mitda 1,096 (<0,001) 43,0 0,528 (<0,001) 29,8 0,138 (<0,001 15,2
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Touriga Nacional | 0,114 (<0,001) 38,1 0,044 (<0,001) 23,7 0,013 (<0,001) 12,7
Vinhao 15,049 (<0,001) 73,1 0,843 (<0,001) 17,3 0,443 (<0,001) 12,5
Viosinho 1,673 (<0,001) 56,5 0,384 (<0,001) 27,1 0,106 (<0,001 14,2

Rejeitase ; Rejeitase Rejeitase se p < 0,05.

O procedimento seguinte com vista a selegdo passara por calcular a medida de
sensibilidade a interacdo GxY proposta na secdo da metodologia, isto é, a varidncia dos
EBLUPs dos efeitos da interagdo GXxY para cada clone e ordenar os valores obtidos, por
exemplo, por ordem crescente, de modo a identificar, respetivamente, os clones com
menor ¢ maior sensibilidade a interacdo GXY. No Quadro 3 encontramse os valores
minimos e maximos encontrados para essa medida de sensibilidade a interagdo nas
castas que revelaram interagao GXY significativa.

Quadro 3 — Variancia dos EBLUPs dos efeitos da interagdo GxY para o clone com
menor sensibilidade a interacdo GxY min.)) e para o clone com maior sensibilidade a
interacdo GxY ((méx.)) nas castas estudadas relativamente ao rendimento (kg/planta)

Casta (min.) (max.)
Bical 0,0003 0,0856
Cercial 0,0004 0,0159
Tinta Miuda 0,0077 0,2911
Touriga Nacional 0,0005 0,0125
Vinhao 0,0013 0,6084
Viosinho 0,0032 0,1200

Verificase que os valores minimos e maximos da variancia dos EBLUPs dos efei-
tos da interagdo sdo muito diferentes. Estes resultados suportam a interpretagdo de
que esta ¢ uma medida que permite a diferenciagdo de clones menos e mais sensiveis a
interacdo. De facto, os resultados constantes do Quadro 3 indicam que, no minimo,
a  do clone com maior sensibilidade ¢ cerca de 27 vezes superior a do clone com
menor sensibilidade a interagdo (caso da casta Touriga Nacional) e , no maximo, a do
clone com maior sensibilidade é cerca de 472 vezes superior a do clone com menor
sensibilidade a interagdo (caso da casta Vinhao).

Nao sendo possivel visualizar o fenomeno da interagdo GxY em todos os genoti-
pos de todas as castas que apresentaram variabilidade intravarietal da interacdo, exem-
plificase apenas o caso da casta Viosinho e para os clones que exibiram maior e menor
sensibilidade a interagdo GxY (Figura 1). Na Figura 1A est4 representado o compor-
tamento do clone com maior varidncia dos EBLUPs dos efeitos da interagdo GXY, por-
tanto, o mais sensivel a interagdo GxY. Este clone apresenta um EBLUP do efeito geno-
tipico positivo, isto é, prevése que geneticamente produza mais 0,255kg que a média da
casta. No entanto, os efeitos da interacdo desse clone com o ano sdo marcantes, sendo,
por exemplo de 0,485kg no ano de 1994, de +0,558kg no ano de 1996, de +0,242kg no
ano de 1997, de 0,365kg no ano de 2000, etc.. Daqui resulta que o rendimento previsto
do clone ao longo dos anos ndo evolua de forma paralela com os efeitos dos anos. Pelo
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contrario, o clone com menor variancia dos EBLUPs dos efeitos da interagdo GxY, isto
¢, o clone com menor sensibilidade a interagdo GxY (Figura 1B), revelou um EBLUP
do efeito genotipico de +0,132kg e os efeitos da interacao desse clone com os diversos
anos foram sempre proximos de zero. Como consequéncia, o rendimento previsto desse
clone ao longo dos anos evolui de uma forma mais paralela com os efeitos do ano.
O mesmo tipo de comentario e de visualizagdo sera observado para as outras castas que
revelaram variabilidade da interagdo GxY significativa.

A b
-9~ Rendimento previsto -#- Rendimento previsto
4 EBLUPGXY 4 EBLUPGXY
7 EBLUPE 4 EBLUPG
> >

rendimento (KG/PLANTA)

rENDIMENTO (KG/PLANTA)

Figura 1 — visualizagao do rendimento previsto (kg/planta) de acorao com o modelo
ajusatNadOo EBLUP dos efeitos genotipico (EBLUPG), dos anos (EBLUPY) e das intera-
¢des GxY (EBLUPGXY) para o clone mais sensivel a interacdo GXY (A) e para o clone menos
sensivel a interagcdo GxY (B) na casta Viosinho.

4 - CONCLUSOES

A metodologia proposta permitiu quantificar a variabilidade intravarietal da inte-
ragdo GxY, tendo esta variado com a casta. Nas castas que revelaram variabilidade
intravarietal da interacdo GxY, a variancia dos EBLUPs dos efeitos da interagdo GxY
revelouse uma medida adequada para a diferenciacdo de clones relativamente a sensi-
bilidade a interagdo GxY.
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AMPHICERUS BIMACULATUS NA VINHA
EM PALMELA, PORTUGAL: CONTRIBUICOES
PARA O ESTUDO DA SUA BIOECOLOGIA

Inés BENTO; Elsa Borges da SILVA', Ana Teresa Baptista CAVACO?, Anténio MEXIA?®

Amphicerus bimaculatus (Olivier, 1790) é um coledptero xiléfago da familia Bostrichidae. Na
vinha, as galerias causadas por esta espécie podem resultar em prejuizos. Em Palmela, esta praga
encontra-se presente. Foram testadas armadilhas de atragao cromatica e armadilhas de intersegao
e de funil Lindgren, tendo nestas duas ultimas sido testadas as preferéncias pelos atrativos etanol
e alfa-pineno, em 3 vinhas. Nao foram capturados individuos através destes métodos, sugerindo
que o periodo de amostragem, de abril a julho de 2015, ndo englobou o periodo de voo da espécie.
Em paralelo, foram capturados individuos A. bimaculatus presentes no interior de sarmento que
foram mantidos em laboratdrio, acompanhando-se os diferentes estados de desenvolvimento da
espécie, 0 que permitiu levantar hip6teses acerca do nimero de geragdes anuais desta espécie na
regido. Uma sub-amostra do total de individuos capturados participaram em ensaio na presenca
de videiras. Foram observados comportamentos de alimentagao, exploragao do habitat e sondagem
do substrato com oviscapto em atitude de postura e obtiveram-se os primeiros registos de posturas
efetuadas pelas fémeas desta espécie. Realizou-se, ainda, um ensaio para apurar a preferéncia cro-
matica de A. bimaculatus a curta distancia de acordo com os sexos; nao foram observadas diferen-
¢as significativas nas cores testadas, para as fémeas, mas os machos evidenciaram uma preferéncia
significativa pelo preto.
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1-INTRODUCAO

Amphicerus bimaculatus (Olivier, 1790) (Coleoptera, Bostrichidae) (Fig. 1) é um
coleoptero xiléfago da familia Bostrichidae. Ocupa vérios hospedeiros vegetais, entre os
quais a vinha, efetuando galerias e orificios que podem, por sua vez, originar prejuizos,
sendo por isso considerado praga (Fig. 2) (Bahillo et al., 2007).

A B C D

Figura 1. A) Amphicerus bimaculatus (Olivier) em adulto; Estragos causados por Amphicerus
bimaculatus (Olivier) em videira: B) orificio de entrada na proximidade do né, C) galeria de adulto,

D) galeria de larva.

Em Palmela, esta espécie encontra-se presente, ji hd alguns anos, originando quei-
xas por parte dos viticultores da regido. Por este motivo, a Associagdo de Viticultores
do Concelho de Palmela (AVIPE), associagdo reconhecida para a pritica de Prote¢ao
Integrada da Vinha, encontrava-se interessada no seu estudo.

Este trabalho surgiu deste interesse, originando uma parceria entre a AVIPE e o
Instituto Superior de Agronomia (ISA) da Universidade de Lisboa (ULisboa), no 4mbito
da realizagdo de uma tese de mestrado.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Area de estudo

O estudo foi realizado em Palmela (Settbal), em trés vinhas sob o acompanha-
mento técnico da AVIPE: vinha Rui Lobo (Poceirdao), Vinha Fernando Santana (Fonte
da Barreira) e Vinha Vasco Machado (Fernando P6), durante 2015. As videiras, per-
tencentes a casta Casteldo, estdo plantadas segundo compasso de 2,60mx1,10m e com
sistema de condugdo Royat bilateral ascendente. Foram selecionadas unidades de amos-
tragem com presenca de A. bimaculatus no passado.

2.2 - Acao na videira e prejuizos

Procedeu-se a avaliagao da intensidade de ataque da praga em trés vinhas selecio-
nadas. Para tal, foi escolhida uma amostra aleatdria de cerca de 200 sarmentos/vinha,
que foram observados na procura de orificios circulares na proximidade dos nos e gale-
rias, indicativos da ocupagdo de A. bimaculatus. Posteriormente, foram recolhidos, de
10-16/margo, 106 sarmentos completos pertencentes a lenha de poda, de uma forma
ndo aleatoria, na medida em que apenas foram amostrados sarmentos que apresentas-
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sem estragos (e.g. orificios, galerias). Foi contabilizado o niimero total de orificios, as
ordens dos gomos com orificios e o nimero de individuos de A. bimaculatus presentes
nas galerias.

2.3- Amostragem da populacdo de Amphicerus bimaculatus

Foi realizada captura direta de individuos de A. bimaculatus através da recolha
de material de poda infestado; foram capturados adultos, larvas e pupas, transporta-
dos para o laboratério de Entomologia do ISA (T=24-25+1°C, 60+10% h.r., fotope-
riodo 14L:10E+1). O alimento fornecido foi graos de pélen e algoddao embebido em mel
diluido (1:1). Para se garantir a identidade de A. bimaculatus, estes sarmentos foram
isolados em caixas até se verificar a emergéncia dos adultos.

2.4 - Mecanismos de sele¢io do hospedeiro e reacio a estimulos (ensaio com
armadilhas em campo)

Para confirmar o agente bioldgico presente nas vinhas, foi delineado um ensaio
com vista a captura da espécie, utilizando-se para tal varios tipos de armadilhas, numa
tentativa de perceber quais as mais adequadas, na perspetiva da futura adaptacio a
armadilhas usadas para estimativa do risco ou como meio de protecio. Foi testada a
preferéncia de A. bimaculatus pelas cores branca e preta, assim como a sua atragdo pelos
voléteis etanol e alfa-pineno. Utilizaram-se armadilhas de material acrilico, 150x210mm
e espessura 3mm, de cores preta, branca e transparente, cobertas com cola do tipo
Napvis. A area ocupada pela cola foi de 150x150mm para permitir o manuseamento
das placas. Em cada vinha instalaram-se duas armadilhas de intersec¢io transparentes
com e sem atrativo (etanol) e quatro armadilhas de atragdo cromotropicas, duas pretas e
duas brancas, de acordo com a dire¢ao predominante do vento para cada vinha, a uma
distancia de 0,5m do solo.

As armadilhas com etanol foram distanciadas entre si cerca de 100m, para niao
haver interferéncia entre as mesmas e as armadilhas coloridas distanciadas entre si cerca
de 30m. A ordem das armadilhas no campo foi aleatdria e alterada a cada semana. Foi
ainda instalada na vinha Fernando Santana uma armadilha de funis Lindgren (Lind-
gren funnel trap) com o atrativo alfa-pineno. A captura de insetos decorreu durante 16
semanas, de 10/abril a 31/julho, inspecionando-se e limpando-se as armadilhas a cada
semana.

2.5 - Mecanismos de selecao do hospedeiro e reacao a estimulos (preferéncia croma-
tica de Amphicerus bimaculatus a curta distancia)

Foi utilizada uma caixa acrilica construida para o trabalho de Campos (2008) com
30cm de altura, composta por 8 compartimentos paralelepipédicos de 15cm de compri-
mento por 11,5cm de largura, equidistantes de uma drea comum octogonal com 30cm
de didmetro. A arena foi iluminada verticalmente por uma lampada multivapores de
iodetos metalicos, de 70W (Powerball HCI-T). As cores testadas foram o preto, o casta-
nho, o verde e o vermelho, por esta ordem de posigao (Fig. 3).
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Figura 3. Caixa acrilica (dimensoes das se¢oes: 30x15x11,5cm e 30cm didmetro da arena cen-
tral) forrada com a sequéncia de cores escolhida (1-preto, 2-castanho, 3-verde, 4-vermelho) para o
ensaio da preferéncia cromatica de Amphicerus bimaculatus (Olivier) a curta distancia.

Foram submetidos ao ensaio 76 individuos, 39 machos e 37 fémeas. Cada indivi-
duo foi colocado no centro da caixa, aleatoriamente virado para qualquer um dos lados,
cronometrando-se 20min a partir dai, tempo durante o qual se registavam todos os
comportamentos observados, nomeadamente voos efetuados, seleciao de cores por parte
do sujeito e a duragao de cada escolha.

Apenas se considerou escolha por parte do sujeito quando o seu corpo entrava na
totalidade dentro de uma das secgoes. A preferéncia da cor de acordo com o sexo foi
submetida a teste de 2, através do programa IBM SPSS statistics 22,0 para Windows
(Inc. Chicago, EUA). O nivel de significAncia considerado foi a=0,05.

2.6 - Estudo dos estados de desenvolvimento de Amphicerus bimaculatus

Para estudar a biologia da espécie e acompanhar o seu ciclo de vida no contexto
da presenca de hospedeiro, selecionaram-se 15 individuos, 4 machos e 11 fémeas, que
foram colocados na presenga de videiras envasadas da casta Aragonez. Para tal utilizou-
se uma caixa acrilica transparente de dimensdes 40x21x67cm. O ensaio decorreu de 08/
junho a 28/julho e foram feitas observagoes 3 vezes/dia. Devido ao tamanho reduzido
dos ovos, que impossibilita a sua perce¢do a olho nu, as videiras foram observadas a
microscdpio estereoscopio (10-70X ampliagdo) (Meiji Techno, EMZ13TR) para procura
de posturas.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- A¢do na videira e prejuizos

A avaliagdo da intensidade de ataque de A. bimaculatus nas vinhas em estudo
encontra-se no Quadro 1. O nimero de orificios por sarmento variou entre 1 e 7, sendo
que a grande maioria dos sarmentos amostrados apresenta 1 ou 2 orificios. Procedeu-se
ao cdlculo da distribui¢ao de frequéncias dos orificios ao longo do sarmento (Fig. 4).
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Quadro 1. Avaliacdo da intensidade de ataque de Amphicerus bimaculatus (Olivier)
para as trés vinhas em estudo (Palmela, Setubal): Rui Lobo/Poceirdo (A), Fernando
Santana/Fonte da Barreira (B), Vasco Machado/Fernando Po (C).

Vinha N° varas observadas N° varas infestadas % ataque
A 200 1 0,5
B 200 16 8
C 200 3 1,5

Frequéncia absoluta
=
&

1 2 3 4 i 6 7 8 9 10 11 12 13 14

N¢ do gomo no sarmento

Figura 4. Distribuigdo de frequéncias dos orificios ao longo do sarmento (1=gomo da coroa) rea-
lizados por Amphicerus bimaculatus (Olivier).

Nas vinhas estudadas, o tipo de poda utilizado é Royat bilateral ascendente, sendo
deixados ca de 2 gomos a carga/taldo, a poda. A frequéncia de ataque das 3 primeiras
ordens (ordem da coroa mais 0s 2 primeiros noés) corresponde aproximadamente a 20%.
Usando este valor e a estimativa de ataque preliminar calculado para as vinhas (Quadro
1) obtém-se a estimativa do prejuizo na ordem dos 0,1%, 1,6% e 0,3%, respetivamente
para as vinhas A, B e C. Os estragos econdmicos mais significativos serdo nas vinhas
com condugdo Guyot, pois sdo deixados mais gomos na poda. A estimativa de prejuizo,
por ser preliminar, deve ser analisada com alguma reserva.

3.2 - Mecanismos de sele¢io do hospedeiro e reacdo a estimulos (ensaio com arma-
dilhas em campo)

No periodo de amostragem, ndo foram capturados individuos de A. bimaculatus
em nenhuma das armadilhas testadas. Foram, no entanto, observados vérios individuos
adultos em voo no dia 01-04. O facto de ndo terem ocorrido capturas pode dever-se ao
facto de os adultos ndo se encontrarem em periodo de voo durante o tempo do ensaio
de campo, até porque foram visiveis adultos em voo antes da instalacdo das armadilhas.
Seria interessante testar armadilhas mais cedo (antes de abril) e apds agosto novamente.
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A nio ocorréncia de capturas pode ainda ser explicada pelo facto de as armadilhas
escolhidas ndo serem as mais adequadas para a espécie em estudo, sendo esta hipdtese
menos provavel.

3.3 - Mecanismos de selecdo do hospedeiro e reagdo a estimulos (preferéncia croma-
tica de Amphicerus bimaculatus a curta distincia)

Dos 76 individuos participantes no ensaio, 5 ofereceram respostas nulas (néo efe-
tuaram nenhuma escolha). O nimero de individuos considerados para a analise esta-
tistica foram 71 (35 machos e 36 fémeas). No caso das fémeas, ndo foram verificadas
diferengas significativas para as cores testadas (N= 36; y23=2,222; p=0,528), sendo o
preto a cor mais escolhida. Para os machos, verificaram-se diferengas significativas nas
cores testadas (N=35; %23 =26,829; p< 0,001), sendo o preto a cor significativamente
mais escolhida (Fig. 5).

O Valor observado

8 Valor esperado 20 O Valor observado

Valor esperado

Frequéncia
Frequéncia

preto verde castanho vermeiho preto verde castanho vermeiho
Cor Cor

Figura 5. Ensaio para a preferéncia cromatica de Amphicerus bimaculatus (Olivier) cujas cores
testadas foram preto, verde, castanho e vermelho: resultados do teste de x2 para as fémeas (N=36)
a esquerda e para os machos (N=35) a direita.

O facto de nao ter ocorrido resposta clara pelas fémeas pode significar que os
mecanismos de selecdo do hospedeiro impliquem varios fatores, como mais que uma
cor ou até outros estimulos, como atrativos quimicos. As fémeas fecundadas e em
periodo de postura poderao ser mais ativas para sondar o hospedeiro com o objetivo
de realizar posturas, mas nada garante que, a data do ensaio, estivessem todas fecun-
dadas. Ja os machos, apds a fecundagdo das fémeas, nao tém necessidade de explorar o
ambiente a ndo ser para alimentagdo. Nos machos, a analise estatistica mostrou diferen-
cas significativas nas cores testadas, sendo o preto a cor mais escolhida; Tal preferéncia
podera ser explicada pelo facto de o preto ser a cor mais semelhante ao abrigo conferido
pelas galerias dos sarmentos.
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3.4 - Estudo dos estados de desenvolvimento de Amphicerus bimaculatus

No ensaio em contexto da presenga de hospedeiro, observou-se varios comporta-
mentos, desde alimentagdo, exploragdo do habitat e sondagem do substrato para postura
com o oviscapto (Fig. 6). Foi registada atividade superior das fémeas em relagao a dos
machos ao longo do dia. Os locais selecionados pelas fémeas para as posturas foram
as zonas junto aos nos dos sarmentos e de corte da videira. Nao foi observado nenhum
padrdo de postura, sendo esta, por isso, aleatoria (Fig. 7). Foi, igualmente, possivel
observar pupas e larvas nos sarmentos em campo (Fig. 8).

. & v .(’p Ry ; o i ;‘ : U P
Figura 6. Pormenor do oviscapto da fémea de Amphicerus bimaculatus (Olivier) em atitude de
postura.

Figura 7. Ovos depositados por Amphicerus bimaculatus (Olivier) em corte de videira.

LLmm

Figura 8. Pupa (a esquerda) e larva (a direita) de Amphicerus bimaculatus (Olivier) presente nos
sarmentos recolhidos do campo nas vinhas estudadas (Palmela, Setubal).

O estudo permitiu documentar os estados de ovo, larva e pupa, através das reco-

lhas no campo e observagdo em laboratdrio, sendo possivel esbogar a ocorréncia sazonal
de uma parte do ciclo de vida anual de A. bimaculatus (Quadro 2).
Mediante as observagdes realizadas, deve existir, pelo menos, uma geragdo anual de
A. bimaculatus em Palmela. As galerias efetuadas nas videiras, causadas por larvas ou
pelos adultos para alimentagdo e abrigo, sdo entdo detetaveis na altura da poda, expli-
cando as queixas dos viticultores.
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Quadro 2. Ocorréncia sazonal de Amphicerus bimaculatus (Olivier) (a listado: campo;
a liso: laboratorio). Entre outubro e fevereiro, ndo ha dados para suportar a ocorréncia
sazonal. A- inicio do trabalho de campo e laboratorio. B- fim do trabalho de campo.
C- fim do trabalho de laboratorio.

® ©
Ovo e
Larva
Pupa
Margo Abril Maio Agosto Setembro Outubro ... Fevereiro

4. CONCLUSAO

Este estudo levou a diferentes conclusdes acerca da bioecologia de A. bimaculatus
que podem ter contributos proveitosos para a adogao de meios de prote¢ao da vinha em
relagdo a esta espécie. Nas vinhas em estudo (Palmela), a estimativa do prejuizo causado
por esta espécie rondou os 0,1-1,6%. As diferentes armadilhas testadas em campo e o
ensaio da preferéncia cromatica de A. bimaculatus permitiram uma primeira aborda-
gem aos mecanismos de selegdo do hospedeiro a curta e longa distancia. O estudo dos
diferentes estados de desenvolvimento possibilitaram acompanhar os estados imaturos,
obtendo varios registos fotograficos que auxiliam numa melhor identificagao da praga
em campo. Na regiao estudada, deve existir pelo menos uma geragdo anual.
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CARATERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR DE
ISOLADOS DE Phaeomoniella chlamydospora
OBTIDOS NA REGIAO DEMARCADA DO DAO.

Jorge SOFIA*; Jodo TROVAO'*; Anténio PORTUGAL'; Hugo PAIVA DE CARVA-
LHO'; Nuno MESQUITA!; Teresa NASCIMENTO?; Cecilia REGO?; Maria Teresa
GONCALVES'

RESUMO

Sessenta e oito isolados de Phaeomoniella chlamydospora, obtidos maioritariamente na
regido demarcada do Dao, a partir de videiras com sintomas de esca e de doenga de Petri, foram
analisados quanto a sua diversidade fenotipica e molecular a fim de apurar a variabilidade intraes-
pecifica. Foram avaliados parametros fenotipicos das colonias dos isolados, tais como textura, cor,
diametro, zonagem, tipo de margem e ainda a morfologia das hifas. A caracterizagdo molecular
incidiu na sequenciagdo da regido ITS total e alinhamento das sequéncias, tendo sido feitas anali-
ses moleculares com o objetivo de inferir relagdes filogenéticas entre os isolados, usando o método
de ML (Maximum Likelihood).

Tanto as analises fenotipica como molecular diferenciaram dois grupos de isolados, nao
coincidentes entre si. As analises revelaram igualmente uma elevada homogeneidade entre os iso-
lados, independentemente da sua origem geografica, do ano de isolamento e da combinagao casta
/ porta-enxerto. Em suma, a hipdtese de uma estratégia de reproducao clonal para esta espécie foi
novamente comprovada para a populagdo de Phaeomoniella chlamydospora em estudo.

Palavras-chave: esca; doenga de Petri; Vitis vinifera; diversidade genética; sequenciagio;
regido ITS

1- INTRODUCAO

A esca ¢ considerada, na regido demarcada do Dao, a semelhanga do que acontece
noutras regides viticolas do globo a sua mais importante doenca do lenho (TOMAZ et
al., 1989; SOFIA et al., 2006, 2013). Trabalhos recentes identificam Phaeomoniella
chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingfield & Mugnai) Crous & W. Gams e
Phaeoacremonium spp. (principalmente Phaeoacremonium aleophilum W. Gams,
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Crous, M.J. Wingf. & L. Mugnai), como 0s mais importantes agentes patogénicos rela-
cionados com o complexo da esca e da sua manifestagdo em plantas jovens (doenga de
Petri) (CROUS e GAMS, 2000). Contudo, P. chlamydospora é a espécie isolada com
maior frequéncia (MUGNAIL, 1998; CLEARWATER et al., 2000; PASCOE e COT-
TRAL, 2000; WHITEMAN et al., 2002), sendo por isso considerada como a principal
associado a doenca de Petri (RIDGWAY et al., 2005; LAVEAU et al., 2009; POUZOU-
LET et al., 2013).

TELLO et al. (2010) efetuaram a caracterizacdo fenotipica de 57 isolados de P.
chlamydospora de origem espanhola, tendo verificado haver homogeneidade fenotipica
entre todos os isolados estudados, independentemente da sua origem geografica, ano de
isolamento ou da combinacao porta-enxerto/casta.

A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA ¢ a regido mais frequente-
mente sequenciada em fungos (PEAY et al., 2008) e, tem sido repetidamente proposta
como o marcador universal primario de fungos, devido a alta precisao na identificacao
de fungos e a forte defini¢@o entre variagao interespecifica e intraespecifica que permite
obter (KORABECNA, 2007; SCHOCH et al, 2012). Adicionalmente, a utilidade da
regido ITS ja foi demonstrada para a classificag@o taxondmica correta de P. chlamydos-
pora (CROUS e GAMS, 2000).

Sem teleomorfo descrito para P. chlamydospora até a data, ¢ geralmente aceite
que a reprodugdo desta espécie ¢ estritamente clonal, sendo esta estratégia de repro-
ducdo suportada pela elevada homogeneidade das populacdes estudadas em diferentes
locais geograficos, com destaque para Espanha (COBOS e MARTIN, 2008; TELLO et
al., 2010), Franga (BORIE et al., 2002; SMETHAM et al., 2010), Italia (TEGLI et al.,
2000a, 2000b), Africa do Sul (MOSTERT et al., 2006) e Nova Zelandia (POTTINGER
et al.,2002; SMETHAM et al., 2010).

TEGLI et al. (2000a), recorrendo a analises por RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat Analysis), reportaram um
elevado nivel de homogeneidade genética entre 15 isolados italianos. BORIE et al.
(2002) descreveram idénticos niveis de diversidade entre, respetivamente, 72 e 34 iso-
lados, provenientes de duas regides francesas distintas, recorrendo também a analise
por RAPD; reportando também o mesmo com 47 isolados provenientes de uma mesma
vinha francesa. Recorrendo a analises por RAPD, ISSR, AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e UP - PCR (Universally Primed - Polymerase Chain reaction),
POTTINGER et al. (2002) verificaram que baixos valores de variabilidade genética
ocorriam entre 39 isolados neozelandeses e seis de origem italiana, sugerindo a ocor-
réncia de multiplas introducdes de populagdes fungicas estrangeiras nas vinhas da Nova
Zelandia. MOSTERT et al. (2006), usando AFLP, concluiram que populagdes da Africa
do Sul, Australia, Franga, Irdo, Itdlia, Nova Zelandia, Eslovénia e EUA, apresentavam
pequena diversidade genética. Verificou-se também que a variabilidade genética entre
diferentes regides de producdo ndo era significativa, concluindo que as infe¢des tinham
sido causadas por diferentes fontes de indculo. COBOS ¢ MARTIN (2008) ¢ TELLO
et al. (2010) reportaram baixa diversidade genética entre, respetivamente, 35 e 57 iso-
lados espanhdis, recorrendo a ISSR, RAPD e pela andlise da regido ITS, dos genes da
B-tubulina e EF1a (elongation factor 1-a). Recentemente, SMETHAM et al. (2010) uti-
lizando 60 isolados do sul da Australia e 67 provenientes do sul de Francga, analisaram
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os loci de 18 microssatélites, concluindo estarem perante uma situagao de baixa recom-
binacdo genética e que estas populagdes possuiam essencialmente uma estrutura clonal.
O presente estudo tem como objetivo a avaliagdo e divulgagdo nacional da varia-
bilidade morfoldgica e molecular intraespecifica de uma coleg@o de 68 isolados de P.
chlamydospora portugueses dos quais 47 da regido demarcada do Dao.

2 - MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram analisados 68 isolados de P. chlamydospora maiorita-
riamente provenientes da regido do Dao (SOFIA et al., 2015) e obtidos a partir de plan-
tas com sintomas de esca ou de doenga de Petri. O isolamento foi efetuado a partir das
tipicas lesdes no lenho de cor negra, normalmente associadas a presenga deste agente
patogénico (LARIGNON e DUBOS, 1997) em meio de malte agarizado a 2% (MA,
Difco, Beckton, Dickinson e Co.). Os procedimentos efetuados para a caraterizagdo
fenotipica das culturas (aspeto cultural, coloracdo, frente de crescimento, zonagem e
a morfologia das hifas) e caracterizacdo molecular estao descritos em SOFIA et al.,
(2015). As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank (com os niimeros de
acesso: KP886950 — KP887017) tendo sido comparadas com as sequéncias das bases
de dados de nucledtidos do “National Center of Biotechnology Information” recor-
rendo a ferramenta “Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)”. Para a analise filo-
genética, utilizou-se como “outgroup” Eutypa lata (Genbank: KF453558.1).

3 - RESULTADOS
3.1 - Caracterizacio fenotipica

Apo6s um periodo de incubacdo de 30 dias, em 2% MA, sob condi¢des de obscu-
ridade e temperatura de 25 °C, todos os isolados em estudo (68 isolados) formaram as
culturas tipicas de P. chlamydospora. Variagdes observadas na morfologia das culturas,
permitiram o estabelecimento de dois grupos distintos (Tabela 1): o grupo I com 45
isolados que se caracterizava por ter micélio feltroso, verde-olivaceo, frente de cresci-
mento regular e com predominio de hifas filamentosas e micélio aéreo ralo e, o grupo
II, com os restantes 23 isolados, que apresentava micélio feltroso, verde-oliviceo
com frente de crescimento branca, crescimento regular e com predominio de hifas fila-
mentosas e micélio aéreo ralo. Todos os isolados produziram conidios e clamidoésporos
tipicos da espécie, com taxas de esporulacdo, taxas didrias de crescimento micelial
e diametros médios de culturas registadas na Tabela 2.
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Tabela 1 - Caracteristicas culturais e morfologicas de 68 isolados de Phaeomoniella
chlamydospora em 2% MA (malte agar) ao fim de 30 dias, sob condi¢des de obscuri-
dade e temperatura de 25 °C

Culturas

Aspeti Frente d Morfologia d:
Grupo Isolados peto Cor re|.1 © e Zonagem .m © ogl.a’ .as
a cultural crescimento hifas e micélio
em MA'’
1 1,2,3,4,5,9,13, 14, feltroso verde-olivaceo regular ausente predominam

15,16,17, 18,21, 23,
24,26,27,28, 30, 33,
35,39, 40, 42,43, 44,
45,47,48,49, 50, 51,
52,53, 55,56, 58, 59,
60, 61,62, 64, 65 68, 69

hifas filamentosas

com micélio aéreo
ralo

m 6,7,8,10, 11,12, 19, felroso  verde-olivaceo, regular ausente predominam
20,25,29,31,32,34, frente de hifas filamentosas
36,37, 38, 41,46, 54, crescimento o

57. 63, 66, 67 branca com micélio aéreo

ralo

# — 2% malte agar, face superior

Tabela 2 - Valores médios, maximos ¢ minimos, da taxa de crescimento micelial diaria
(mm), a 25 °C, sob condigdes de obscuridade e, do crescimento micelial (mm) a 25 °C,
ao fim de 30 dias, sob condigdes de obscuridade para o conjunto de 68 isolados
Phaeomoniella chlamydospora em estudo

Média £ s* Miximo Minimo
Parimetros fenotipicos Grupo 1 Grupo 11 Grupol Grupoll Grupol Grupoll
Taxa de crescimento
micelial diaria 0,68™+0,13 0,68"+0,11 0,98 0,93 0,48 0,50
Crescimento micelial ao
fim de 30 dias 20,54™+£390 20,52™£3,50 29,3 27,87 14,31 14,83

a - valores médios + desvio padrao de dois conjunto de seis réplicas para cada isolado;
ns - valores ndo significativamente diferentes calculados usando teste t (o = 0.05).

3.2 - Identificagdo molecular e caracteriza¢ao filogenética

As sequéncias da regido ITS obtidas foram comparadas com as sequéncias de
referéncia de P. chlamydospora depositadas na base de dados do NCBI. Para o conjunto
dos isolados estudados obtiveram-se valores de coeficiente de similaridade de 99%,
para todas as sequéncias com a exce¢do do isolado 61 que apresentava um coeficiente
de similaridade de 100%. Estes valores sdo adequados para a identificagdo molecular
dos isolados (LANDEWEERT et al., 2003). A sequéncia ITS completa de cada isolado
foi analisada para inferir possiveis relagdes intracspecificas recorrendo a estimativa por
ML (Maximum Likelihood) (Figura 1).
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Phaeomonsella chiamydospora isolate 38

Phaeomomella chiamydospora 1solate 3
Phaeomoniella chiamydospora isolate 1
Phaeomoniella chiamydospora isolate 49

Phaeomonielia chlamydospora isolate 59
Phaeomonielia chlamydospora isolate 62
Phaecomonielia chlamydospora isolate 64

Phaeomonielia chlamydospora isolate 41
— .- isolate 39
Phaeomoniella chlamydospora isolate 54
Phaeomoniella chlamydospora isolate 36
Phaeomonisila chlamydospora isolate 35

Phaeomonisiia chlamydospora rsolate 11
Phaeomonieia chlamydospora rsolate 66
isolate 8

Phaeomonielia chlamydaspora isolate 68

100 L Phaeomoniefia chlamydospora isolate 37
Eutypa lata

0.05

Figura 1 - Arvore de “Maximum Likelihood” apés alinhamento das 68 sequéncias da regido
ITS obtidas neste estudo com Eutypa lata (KF453558) como “outgroup”. As percentagens de
“bootstrap” sdo indicadas para cada 1000 interagdes e a escala ¢ representativa de substituigdes
por local/site.
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Os resultados mostram uma separagdo entre dois grupos distintos: um grupo de
33 isolados com um “bootstrap” de 65% e um segundo grupo de 35 isolados separados
do primeiro grupo com um “bootstrap” de 80%. A separacdo destes dois grupos ocorreu
devido a um SNP (Simple Nucleotide Polymorphism), nas posi¢des 429 (T/A) e 497
(T/C). Verificou-se que um SNP na posicdo 534 (C/A) separava o isolado 37 do
resto do seu grupo (“bootstrap” de 100%).

4 - DISCUSSAO

Varios estudos analisaram isolados de P. chlamydospora obtidos em Portugal
(CHICAU et al., 2000; REGO et al., 2000; SANTOS et al., 2006, SOFIA et al.,
2013), fornecendo, contudo, pouca informagao sobre a variabilidade fenotipica e mole-
cular da espécie, pelo que no presente trabalho se efetuou o estudo de 47 isolados de P.
chlamydospora provenientes do Dao e 21 de outras regides vitivinicolas portuguesas.

Verificou-se pequena variagdo fenotipica entre os 68 isolados de P. chlamydos-
pora provenientes do Dao e de outras regides viticolas portuguesas. Varios trabalhos
focando as caracteristicas morfologicas de isolados de P. chlamydospora conduzidos
em diferentes paises, demonstraram um baixo grau de variagdo fenotipica (DUPONT
et al., 1998; WHITING et al., 2001, 2005; SANTOS et al., 2006; TELLO et al., 2010).
COMONT et al. (2010), em Franga, reportaram a coexisténcia de duas linhagens clo-
nais predominantes. Contudo as caracteristicas morfologicas analisadas permitiram
agrupar os 68 isolados em dois morfotipos de acordo com o aspeto macromorfologico
das culturas. Nos grupos formados, os isolados do Dao surgem par a par com isolados
de outras regides, nao havendo uma correspondéncia evidente com a combinagio por-
ta-enxerto/casta, anos de isolamento ou origem geografica.

TELLO et al. (2010), trabalhando com isolados de origem espanhola e SOFIA et
al. (2013), com isolados portugueses, verificaram maiores taxas de esporulagdo e de
crescimento diario, face aos obtidos no presente trabalho. Estas diferengas serdo prova-
velmente devidas a utilizagdo de um meio de cultura mais pobre ¢ que, contrariamente
ao meio utilizado em TELLO et al. (2010), ndo proporcionou taxas de esporulagdo e
crescimento superiores as obtidas.

A baixa variabilidade fenotipica observada nas populagdes portuguesas de P,
chlamydospora, sera, provavelmente, uma consequéncia da predominancia da reprodu-
¢do clonal associada a esta espécie dando a indicagdo de que diferentes critérios serao
necessarios para diferenciar a estrutura da populagdo de grandes conjuntos de isolados.

A andlise das sequéncias ITS agrupou os 68 isolados em dois grupos distintos
tendo em conta modificagdes nos nucledtidos nas posi¢oes 429 (T/A) e 497 (T/C).
Resultados semelhantes foram verificados para populagdes espanholas por COBOS
e MARTIN (2008), com as diferencas ocorrendo nas posicdes 369 (T/A) e 438 (T/C).
Verificou-se também que o isolado 37 se encontrava separado do grupo II por um SNP
na posi¢do 534 (C/A). As trocas (T/A) e (T/C), parecem, de uma forma preliminar,
estar presentes em varias populagdes mundiais ¢ serem os SNPs dominantes para esta
espécie (dados ndo publicados).
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Uma vez que trés linhagens clonais de P. chlamydospora foram detetadas, os
resultados sugerem que diferentes fontes de inodculo poderdo ter sido introduzidas,
nomeadamente através de material de propagagdo como porta-enxertos, enxertos-pron-
tos e/ou garfos (RETIEF et al., 2006; WHITEMAN et al, 2007).

Os resultados obtidos estdo em concordancia com estudos anteriormente reali-
zados na Nova Zelandia, Espanha, Australia e Franga (TEGLI et al, 2000a, 2000b;
BORIE et al., 2002; POTTINGER et al, 2002; MOSTERT et al., 2006; COBOS e
MARTIN, 2008; SMETHAM et al. 2010; Tello et al, 2010). Verifica-se também nio
haver uma correlagdo entre os grupos formados de acordo com as carateristicas mor-
fologicas e os “clusters” genéticos. A reprodugdo clonal tem sido descrita para esta
espécie (TEGLI et al., 2000a, 2000b; BORIE et al., 2002; POTTINGER et al., 2002,
MOSTERT et al., 2006; COBOS e MARTIN, 2008; SMETHAM et al., 2010; TELLO
et al., 2010), no entanto, como sugerido por BORIE et al. (2002), recombinagdes por
via de um ciclo parassexual podem ocorrer, explicando a pequena variabilidade gené-
tica encontrada.
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COST ACTION, AN EUROPEAN RELATIONSHIP
BETWEEN RESEARCHERS AND END-USERS

Florence FONTAINE' and Cecilia REGO?

SUMMARY

The COST Action FA1303 (http://managtd.eu/) entitled “Sustainable control of Grapevine
trunk diseases (GTD)” focused on huge diseases that affect grapevine, the trunk diseases. GTD
are among the most destructive diseases of vineyards worldwide. Fungicides with the potential to
control GTD have been banned and there are no highly effective treatments available. Developing
sustainable alternatives to manage GTD is therefore required. Currently, there is no coordinated
research approach in Europe, even though a strong demand for innovative disease management
strategies is given. The goal of this COST Action FA1303 would be to develop a network of
European expertise to improve understanding of GTD by acquiring knowledge on occurrence
of pathogens, vine-pathogen interaction, ecology of wood-inhabiting microorganisms, and to de-
velop new management protocols and biocontrol approaches. This COST Action gathers leading
multidisciplinary academic researchers and institutes within Europe to propose new recommen-
dations for the management of GTD and establish Europe as a world leader in GTD research to
safeguard vineyards. This knowledge will be promoted in an effort to increase knowledge and
awareness of the problem by disseminating information to end-users and authorities in the viticul-
ture sector, and to the general public. A detailed presentation of each working group by its leader
will be done, in terms of what we know and what we do not know, to develop the prospects for a
future European project.

Keywords: grapevine trunk diseases, pathogens, propagation material, management, sus-
tainable viticulture.
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1- INTRODUCTION

Chair of the COST Action FA1303: Dr Florence FONTAINE (FR)
Vice Chair of the COST Action FA1303: Dr Josep ARMENGOL (ES)

Grapevine Trunk Diseases (GTD) are among the most important diseases in
vineyards. Considering a replacement of 1% of the plants per year — a very
considerable underestimate in view of the individual regional data found in the
literature — the worldwide annual financial cost of the replacement of death plants due
to the grapevine trunk diseases is without doubt in excess of € 1.132 billion. In
France, it has been estimated that 11% of vineyards are unproductive due to GTD,
with an annual cost of € 14 million: for example, in the Indre-et-Loire area GTD are
responsible for 3% mortality of vines. In Spain, it is estimated that, on average, up to
3% of the vines may be affected by GTD, although there are vineyards in which the
incidence of the disease may reach more than 20% of the vines, representing high
annual economic losses. In Portugal, these diseases are also widely spread all over
the grape growing areas, most noticeably in Vinhos Verdes, Ddo and Alentejo regions.
In some areas of Germany, most prominent in Baden and Palatinate, annual numbers of
5% and more may be observed, with rising tendency in recent years.

This innovative COST Action will create links between different scientific dis-
ciplines with a common objective, to safeguard vineyards in European countries. This
Action will allow scientists from almost all European grapevine-growing regions to
gather and to share common research and applied objectives. Although this Action
builds on established projects, it will focus on better understanding GTD expression
and develop sustainable management strategies in order to reduce the impact of GTD in
European vineyards. Presently, experts from nearly 50 institutions and companies in 21
European (AT, BG, CH, CZ, DE, GR, ES, FR, HR, HU, IL, IT, MT, NL, PL, PT, RO,
SE, SI, Turkey, UK) (Figure 1), near neighbour (Algeria, Montenegro) and interna-
tional partners countries (South Africa) countries have already responded to join this
Action that leads on the period 2013-2017.

Europe

W 9..\,\ same GTDs

Current links

@ Pathogen characterization
© Epidemiology
@ Microbial ecology
@ Host-pathogen interactions
Disease management

Bulgaria .

Figure 1 — COST FA 1303 research teams and current links
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2 - WORKING GROUPS
2.1 - Working Group 1 - Pathogen characterization, detection and epidemiology

Leaders: Cecilia Rego, PT, and James Woodhall, UK.

The major Grapevine Trunk Diseases (GTD) are Black Foot disease, Botryos-
phaeria dieback, Petri disease, Esca complex (Grapevine leaf stripe disease (GLSD)
and White decay), Eutypa dieback and Phomopsis cane leaf spot. They are caused by a
wide range of fungal pathogens which may occur successively and/or in combination.
They have a worldwide distribution and vary among different countries. Morphological
characters play a major role in the description of fungal species; although, they alone
may be not enough to delimit new species. They have to be supplemented with phylo-
genetic studies using nucleotide sequences of multiple genes (SSU, ITS, LSU, histone,
EF1-a and B-tubulin, etc).

Koch’s postulates are very difficult to fulfil and little information is available
concerning symptoms produced by cross inoculation of fungi and interactions with
saprophytic or endophytic fungi as well as with other microorganisms. More infor-
mation is needed on pathogens life cycles (inocula sources, spore dissemination,
environmental factors involved, infection and disease development) to understand the
pathogenicity/virulence mechanisms.

This European network will improve understanding of GTD by increasing disease
data collection and developing a set of diagnostic protocols for identification/detection
of GTD. Set up of standard test conditions will be, as well, crucial to determine the viru-
lence of individual GTD pathogens. We will also focus on characterization of disease
cycle according to climatic conditions, identification of the sources of inocula and the
way of penetration into the plant, in order to optimize the disease management.

Outputs:

« a collection of 30 isolates of the most important and worthwhile distributed of
GTD fungal species is being established with isolates collected among the dif-
ferent countries involved in the COST Action. These cultures will be deposit in
CBS-KNAW FUNGAL BIODIVERSITY CENTRE.

* These similar homogeneous isolates will be DNA barcoded by 11 countries.
A ring test will allow the characterization of isolates among different testing
laboratories and validate the method.

* Main GTDs pathogens life cycles are available in COST website.

* Questionnaires on the epidemiology and on the practices in vineyard, both sent
to end-users in European countries participating to this COST Action, are being
finished and will be available by the end of 2016.
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2.2 - Working Group 2 - Microbial ecology
Leaders: Patrice Rey, FR and Stéphane Compant, AT.

Recent studies have described the great diversity of the fungal and bacterial com-
munities colonising the wood of grapevines. This diversity is higher in healthy
wood than in partially or totally necrotic wood tissues. Depending on the age of the
plants, various microbial communities have also been detected; for instance, the fungal
communities of young grafted plants (different cultivars) are different from those of
adult ones, which raise the question of the succession of fungal communities during
plant development.

Studying microbial communities could be helpful in determining a key question
in GTD: how exactly does the healthy wood of young vines systematically turn necrotic
after a period of several years? In young vines, since potentially pathogenic and plant
protective fungi colonize healthy wood tissues, competition between them certainly
occurs; in mature vines, however, wood tissues frequently developed necroses, with
very few fungal species colonizing these areas. For instance, in the case of white-rot,
a typical necrosis of esca, Fomitiporia mediterranea predominates. So a decrease in
microbial diversity is associated with the development of necroses. What are the fac-
tors responsible for these changes? Climate changes, cropping systems, water stress,
soil management, pruning practices, and so on, could have an influence on microbial
communities in the wood tissues. However, the main driving factors that induce shifts
in fungal or bacterial communities, is a question that still needs to be determined.

Another important question is about the role of the bacteria inhabiting the wood
tissues of vines. The various bacterial species can display either a positive role
in the fungi biocontrol or, a negative role by predisposing the grapevine wood
to fungal attacks, through lignin disorganization for example. That could facilitate the
process of wood tissue degradation by the fungi already present in the grapevine wood.

Interactions inside microflora, such as fungi and bacteria, can be positive, for
the two types of microorganisms, or negative or, even, neutral. Determining the rela-
tionships between the most common species colonizing the woods would thus be help-
ful in determining the future pathogenic status of grapevines.

Outputs:

* Results achieved by sampling, in different countries (standardize method), at
veraison, of symptomatic and asymptomatic (foliar symptoms) plants of cultivar
(Chardonnay), with the same rootstock, age (15- 20 years-old/ 40-50 years old),
training system, organic or conventional, will allow the study microbial com-
munities colonizing wood tissues and the identification of beneficial microorga-
nisms (fungi, bacteria) which may represent (simple or in mixture) a source of
potential biocontrol agents.
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2.3 - Working Group 3 - Host-pathogen and fungus-fungus competitive interactions
Leaders: Eliane Abou-Mansour, CH and Eckdard Thines, DE.

Esca disease attributed to a group of systematically diverse fungi that are consi-
dered to be latent pathogens, several studies present a comparison between the mycota
of healthy and diseased plants from the same vineyard, in order to determine
which fungi become invasive as foliar symptoms of esca appear. Esca pathogens
colonize woody plants and cause the degradation of the xylem and dieback of the host
plants. Despite the serious damage of the disease, the reason for expressing strong leaf
symptoms in host plants colonized by wood destroying fungi is unknown and stills an
important question in plant physiology and phytopathology.

Pathogenesis factors implicate several molecular pathogen signatures which have
been identified at biochemical level such as enzymes and phytotoxins. Esca fungal
wood pathogens produce lignin, pectin, and cellulose degrading enzymes and release
lignin monomers. Lignin monomers act as signalling molecules in micromolar con-
centrations. The perception system for these signals remains unknown. Several toxic
compounds, phytotoxins, including toxic polysaccharides and polypeptides have been
isolated from the main fungi implicated in esca disease, but, a part of eutypine from
E. lata, toxins receptors of other phytotoxins have not yet been identified.

In response to pathogen attack grapevine develop a chemical barriers by increase
polyphenols and phytoalexins in wood and leaves, a structural barriers by the formation
of tyloses to stop the progression of mycelia and a burst of oxidative reactive oxygen
species which directly act as antibiotic or as secondary stress signals leading to the
induction of various defence-related genes expression. But all these stereotypic defense
responses are not enough to stop the progression of the fungi.

It is well known that fungi have a role in symptoms development but remain the
question of other microbiota, no information is available on the interaction between
other non- pathogenic fungi, bacteria and viruses and the stimuli of phytotoxins pro-
duction still unknown.

Because repulsion of a microbial attack by plants requires the coordinated
action of hundreds of genes, a comparative genomics will contributes to the identifica-
tion of the differences in defense strategies between tolerant and sensitive plants. Iden-
tification of a molecular marker for early diagnostic of the disease enables screening
tolerant cultivars.

Outputs:

* Guidelines protocols for inoculation, isolation methods and to fulfil Koch’s pos-
tulates are in progress and will be available in website COST Action.

* To designate a susceptible cultivars as common reference.

* To discuss on the “communication” between wood and leaf by investigated on
signalling among wood inhabiting microorganisms and on signalling mecha-
nisms in plants. For that, the study will be restricted to Esca (Pal, Pch) and
Botryosphearia dieback pathogens.
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2.4 - Working Group 4 - Disease management

Leaders: Stefano Di Marco, IT and David Gramaje, ES

GTD are characterized by complex interactions occurring among the pathogens
involved and agronomical, meteorological and physiological factors. Several GTD
peculiarities, mainly the erratic and not completely cleared nature of foliar symptom
expression, make the effectiveness of control strategies much difficult. The control
is still based on cultural practices which at best can mildly reduce the impact of the
disease.

GTD can affect plants in the nursery at any phase of propagation process and
in the vineyard. In the nursery, hot water treatment, application of biological control
agents (BCA) or chemicals gave some interesting results in the reduction of pathogen
incidence, but need to be improved for time and mode of applications. In the vineyard,
banned the use of arsenite compounds, fosetyl-Al applied on foliage to control downy
mildew was the only treatment that provided a certain decrease in foliar symptom
expression in well- conducted vineyards. Recently, treatments with nutrients or with
formulations of copper that seem able to penetrate woody tissues appeared to be able to
reduce the incidence of symptomatic plants; hypotheses on mode of action and mecha-
nisms involved are being investigated. The main effort is directed toward the protection
of pruning wound to prevent or reduce the establishment and development of GTD;
BCA or chemicals that proved to be effective towards artificial inoculations of GTD
pathogens in the vineyard are being tested. Treatments with BCA, Trichoderma in par-
ticular, seem to reduce the symptomatic or dead plants after some years of applications.

The definition by this European network of a common EPPO standard for the
evaluation of plant protection products is a precondition to develop effective and
shared control methods.

The management of GTD will be focused on the development of an integrated
environmentally-friendly control strategy both in the nursery and in the vineyard: in
the nursery for the production of free (or reduced risk) material; in the vineyard for the
protection of pruning wounds and for the reduction of incidence and severity of foliar
symptom expression.

Outputs:

* Results on a European nursery survey COST Action FA1303 was published by
Gramaje and Di Marco, (Gramaje, D. and Di Marco, S. (2015). Identifying prac-
tices likely to have impacts on grapevine trunk disease infections: a European
nursery survey. Phytopathologia Mediterranea (2015) 54,2, 313—324). “The
study identified several risks factors which could increase infection by fungal
trunk pathogens during the propagation processes, as well as a clear need for
further research into the effects of treatments on grapevine viability, including
hot water treatment, and the potential of biological agents and other strategies
such as ozonation to control grapevine trunk diseases in nurseries”.
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* A translated questionnaire about cultural practices for the management of GTDs
in the vineyard is being distributed to viticulturists through each MC member,
to Professional organizations, magazines and journals in order to reach as many
viticulturists as possible.

3 — CONCLUSIONS

To conclude, the complexity of Grapevine Trunk Diseases was emphasized; poin-
ting out that a multidisciplinary research is needed in order to obtain new and improved
knowledge about the biology and, epidemiology of the fungal pathogens, microbial
ecology, host- pathogen and fungus-fungus competitive interactions and disease mana-
gement. The main conclusion was that Grapevine Trunk Diseases threaten viticulture
and wine production in Europe. The Cost Action FA 1303 is making possible the
organization of a net of European researchers, but this is not enough to achieve the
goal of a sustainable viticulture. In this sense, it is very urgent to establish a Euro-
pean Research Programme to develop sustainable strategies to control Grapevine Trunk
Diseases under the frame of the H2020 - Societal Challenge n°2 - “Food security, sus-
tainable agriculture and forestry, marine, maritime and inland water research and the
bioeconomy”.
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EPIK SL — NOVA FORMULACAO DE ACETAMIPRIDA
Jodo BARRETO

RESUMO

O EPIK SL ¢ um novo insecticida com ac¢ao sistémica e translaminar, a base de acetami-
prida, substancia activa do grupo dos neonicotinoides, apresentado sob a forma de uma inovadora
formulag@o liquida (SL) com 50 g/L de acetamiprida. A acetamiprida actua por ingestdo e contacto
e apresenta acgdo sobre numerosas pragas em diversas culturas.

Esta pela primeira vez autorizado para o controlo de varias pragas da videira, nomeada-
mente afideos, cochonilha algodao, cigarrinha verde, cigarrinha da flavescéncia, drosofila e filo-
xera, para além de numerosas outras espécies agricolas e florestais (eucalipto).

Sdo descritas sumariamente as principais caracteristicas fisico-quimicas, toxicologicas e
ecotoxicologicas do produto, bem como as caracteristicas biologicas, com especial relevo para o
modo e espectro de ac¢do e condi¢des de aplicago.

Palavras-chave: acetamiprida, Epik SL

1- INTRODUCAO

Apos a introducdo em Portugal em 2004 do insecticida EPIK, com base na subs-
tancia activa acetamiprida, apresentado na forma de p6 soluvel em agua com 20%, a
Sipcam Portugal apresenta agora a mais recente formulacdo desta substancia activa — o
EPIK SL.

EPIK SL ¢ uma formulagio liquida inovadora, desenvolvida pelo grupo Sipcam,
apresentada na forma de solucdo concentrada (SL) com 50 g/L ou 4,67% (p/p) de ace-
tamiprida. O produto esta pela primeira vez autorizado para o controlo de varias pragas
da videira, nomeadamente afideos, cochonilha algodao, cigarrinha verde, cigarrinha da
flavescéncia, drosofila e filoxera, para além de numerosas outras espécies agricolas e
florestais.

! SIPCAM PORTUGAL Rua da Logistica, I 2050-542 Vila Nova da Rainha Portugal
sipcamportugal@sipcam.pt
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Recordamos que a acetamiprida ¢ uma substancia activa com acgao insecticida,
descoberta pela empresa Nippon Soda Co., Ltd. do Japao (TAKAHASHI et al, 1992)
e que foi desenvolvida nos paises do Sul da Europa pelo grupo SIPCAM. Pertence a
familia quimica dos cloronicotinilos (neonicotindides), mas apresenta caracteristicas
insecticidas que a distinguem das outras substancias activas deste grupo (MATSUDA,
TAKAHASHI, 1996; YAMADA et al, 1999).

As principais caracteristicas fisico-quimicas, toxicoldgicas e biologicas da subs-
tancia activa e do produto formulado sdo descritas nos pontos seguintes (MATSUDA,
TAKAHASHI, 1996; NIPPON SODA, 1996; TAKAHASHI et al, 1992; YAMADA et al,
1999).

2 - CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS
2.1 - Substancia activa

Nome quimico TUPAC: (E)-N1-[(6-cloro-3-piridil)metil)]-N2-ciano-N'-metilacetami-
dina

Nome vulgar (ISO): acetamiprida

Familia quimica: Cloronicotinilo (neonicotindides)

Formula molecular: C, H CIN,

. CHa
Foérmula de estrutura: /A |
CI*(}CH:N\C/CHx
N=

i
Peso molecular: 222,68 NCN

Aspecto: solido (cristais) brancos

Solubilidade: 4200 mg/l em 4gua. Solivel em acetona, metanol, etanol, diclorometano,
etc.

Coeficiente de particdo n-octanol-agua: LogPow 0,8

2.2 - Produto formulado

Nome: EPIK SL
Formulacdo: Solugdo concentrada (SL) com 50 g/L ou 4,67% (p/p) de acetamiprida

EPIK SL ¢ o resultado da pesquisa em tecnologias de formulagao do laboratdrio
SIPCAM: ¢ formulado como um liquido soluvel, de cor transparente e de baixo odor.
Gragas a tecnologia empregada EPIK SL ¢ perfeita e rapidamente miscivel em agua,
garantindo uma rapida preparagdo da calda para o tratamento. Uma vez em solucdo,
EPIK SL nao deixa residuos no pulverizador (depdsito), mesmo varias horas apos o
inicio das operagdes de aplicacdo. E fisica e quimicamente estavel durante o armaze-
namento ¢ ¢ compativel com outros produtos fitofarmacéuticos e nutricional que sejam
eventualmente uitilizados em conjunto.
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3 - CARACTERISTICAS TOXICOLOGICAS E ECOTOXICOLOGICAS

3.1 - Estudos toxicologicos e ecotoxicolégicos

O EPIK SL apresenta um perfil toéxicoldgico favoravel, com uma toxicidade
aguda para mamiferos relativamente baixa e auséncia de efeitos negativos (irritagao)
sobre a pele e olhos. Nos estudos efectuados com a substancia activa ndo foram também
detectados efeitos a longo prazo (carcinogenia, mutagenia, reprodugao, etc.) (NIPPON
SODA, 1996; SIPCAM, 2015; YAMADA et al, 1999). Os principais valores dos estu-
dos de toxicidade aguda sao indicados no Quadro 1.

Quadro 1 — Caracteristicas toxicolégicas (formulacio EPIK SL)

DL, oral aguda em rato: > 2000 mg/kg Irritacdo cutdnea: Nao irritante

DL, dermal aguda: > 2000 mg/kg [rritagdo ocular: Nao irritante

Os resultados dos principais estudos ecotoxicoldgicos, nomeadamente os efeitos
sobre aves, peixes, minhocas, algas e abelhas sdo resumidos no Quadro 2 (NIPPON
SODA, 1996; YAMADA et al, 1999; SIPCAM, 2015.)

Quadro 2 — Estudos ecotoxicolégicos

IDL,, oral aguda em pato: 98 mg s.a./kg EC,, (48 h) em Daphnia magna: 49,8 mg/1
CL,,, dieta em pato: > 5000 mg/kg CL,, (14d) em Eisenia foetida: 18 mg /kg
CL |, (96h) em carpa:> 100 mg/l DL, oral em abelhas: 8 ug/abelha

3.2 — Efeito sobre os auxiliares

Apesar de ter um espectro de ac¢io bastante amplo, como se vera a seguir, a ace-
tamiprida demonstrou um menor efeito negativo sobre os artropodos auxiliares (acaros
e insectos tteis, abelhas, etc.) (IWASA et al, 2004; YAMADA et al, 1999).

De destacar a reduzida toxicidade da acetamiprida para os polinizadores (ex. abe-
lhas, abelhdes), confirmada em diversos estudos sobre a mortalidade directa e outros
efeitos sobre as abelhas (Quadro 3). (IWASA et al, 2004; FANTI et al, 2006). Este
comportamento estara relacionado com a presenga na estrutura molecular da acetami-
prida de um grupo ciano-substituido (=N-NO,) em vez do nitro-substituido existente
em outros neonicotinoides. (IWASA et al, 2004).
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Quadro 3 — Efeitos sobre abelhas

DL, oral = 14.53 ug s.a./abelha
Acetamiprida DL, contacto = 8.09 pg s.a./abelha

Os ensaios mostraram que o EPIK SL associa ao bom nivel de seletividade, uma
accao favoravel de repeléncia sobre a alimentacao das abelhas. (FANTI et al, 2006).

Os dados experimentais obtidos confirmam a substancial compatibilidade da ace-
tamiprida com as abelhas e abelhdes e, portanto, a compatibilidade do EPIK SL com
a presenca e actividade destes insectos benéficos. Existe, assim, um risco reduzido de
toxicidade do EPIK SL, mesmo quando utilizados em pré-floragao

4 - CARACTERISTICAS BIOLOGICAS
4.1 - Espectro de acc¢iio

A acetamiprida tem acg¢@o insecticida contra um grande numero de espécies de
insectos de interesse agricola, das ordens Hemiptera (afideos, cicadelas, moscas bran-
cas, cochonilhas algodao), Lepidoptera (bichado, lagartas, lagartas mineiras), Thysa-
noptera (tripes), Coleoptera (escaravelho, gorgulho eucalipto, ltica da beterraba, etc.)
e Diptera (drosofila, mosca do Mediterraneo) (TAKAHASHI et al, 1992; MATSUDA e
TAKAHASHI, 1996; NIPPON, SODA, 1996; SIPCAM, 2016). O espectro biologico da
acetamiprida ¢, assim, mais amplo que o de outros produtos do mesmo grupo quimico,
nomeadamente no que respeito ao seu efeito ovicida e larvicida sobre os lepiddpteros.
(YAMAMOTO, 1996; YAMADA et al, 1999).

4.2 — Actividade sistémica e translaminar

A acetamiprida é uma substancia activa que actua por ingestdo e por contacto,
sobretudo sobre insectos com armadura bucal picadora-sugadora e mastigadora.
(NIPPON, SODA, 1996). Apresenta também uma interessante actividade através de
contacto tarsal (dipteros). (SIPCAM, 2016).

O produto ¢ absorvido por via foliar e radicular e é dotado de uma elevada acti-
vidade sistémica (via xilema) e translaminar (TAKAHASHI et al, 1992). Deste modo o
produto tem a possibilidade de ser utilizado através de aplicagdes foliares e de aplicagdes
ao solo, demonstrando que mantem um grande grau de eficacia quando aplicado apenas
numa das faces das folhas ou em folhas novas nio tratadas (TAKAHASHI et al, 1992;
YAMADA et al, 1999). O produto apresenta uma bastante boa persisténcia da ordem
das 2 a 3 semanas, dependendo da cultura/praga tratada (YAMADA et al, 1999).
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4.3 — Modo de acc¢ao

Os sintomas observados nos insectos tratados (excitacdo, convulsdes, paralisia)
indicam que a actividade insecticida se manifesta ao nivel do sistema nervoso dos
insectos (YAMADA et al, 1999).

A acetamiprida afecta o receptor nicotinico acetilcolina (nAChR) da membrana
pos-sinapse do sistema nervosos central dos insectos (YAMAMOTO, 1996; YAMADA
et al, 1999). Quando ¢ aplicada sobre os insectos combina-se com o receptor nACh na
membrana pos-sinapse ¢ origina um estimulo nervoso (ver Figura 1). A acetamiprida
ndo ¢ afectada pela aceticolesterase, que degrada o transmissor natural (acetilcolina) e
continua a causar um estimulo nervoso adicional que acaba por conduzir & morte do
insecto (NIPPON SODA, 1996).

Figura 1 — Efeito da acetamiprida sobre os insectos

o] P
& " o

A — acetamiprida AchE — aceticolinesterase

Ao contrario da nicotina, que tem um elevada toxicidade para os mamiferos e uma
actividade insecticida limitada, a acetamiprida apresenta uma baixa toxicidade para os
mamiferos e uma elevada actividade contra os insectos. A diferenga de comportamento
¢ devida a0 modo como reagem os dois compostos. Na nicotina o atomo de azoto
no anel pirrolidina ¢ ionizado e constitui o centro que vai interagir com o receptor.
Por outro lado, o atomo de azoto correspondente nos neonicotindides ndo se encontra
ionizado, tendo apenas uma carga positiva parcial que ¢ suficiente para interagir com o
nAChR dos insectos mas ndo com os dos mamiferos (YAMAMOTO, 1996).

5 UTILIZACOES

Para além das utilizagdes ja conhecidas da formulagao solida (EPIK SG), a nova
formulagdo EPIK SL esta pela primeira vez autorizada para a cultura da videira (ver
mais a frente), bem como para novas pragas (ex. Drosophila suzukii) ou outras que tém
vindo a ganhar importancia em Portugal (ex. Scaphoideus titanus, Ceratitis capitata).
Destaca-se também a autorizagdo para o controlo de Gonipterus platensis, principal
praga do eucalipto.

Foram realizados em diversos paises europeus, incluindo Portugal, numerosos
ensaios com acetamiprida contra afideos, moscas brancas, tripes, cigarrinhas, drosdfila,
mosca do Mediterraneo, larvas mineiras, em varias cultura. Os resultados conduziram
a autorizagdo do produto em Portugal para o controlo das pragas indicadas a seguir
indicadas.
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Videira — Cochonilha algoddo (Planococcus ficus), Mosca do Mediterraneo
(Ceratitis capitata), Drosoéfila de asa manchada (Drosophila suzukii), Afideos (Myzus
sp., Aphis sp.), Filoxera (Viteus vitifoliae): 200 mL/hL (2 L/ha).

Cigarrinha verde (Empoasca sp.), Scaphoideus titanus: 150 mL/hL (1,5 L/ha).

Citrinos — Afideos (Myzus sp., Aphis sp.), Mineira das folhas dos rebentos dos
citrinos (Phyllocnistis citrella), Mosca do Mediterraneo (Ceratitis capitata), Cocho-
nilha algoddo (Planococcus citri), Cochonilha pinta vermelha (Aonidiella aurantii),
Mosca branca dos citrinos (4/eurothrixus floccosus): 130-200 mL/ hL (2 L/ha).

Macieira — Afideos (Myzus sp., Aphis sp.), Pulgdo lanigero (Eriosoma lani-
gerum), Mosca do Mediterraneo (Ceratitis capitata): 200 mL/hL (2 L/ha). Larvas
mineiras (Leucoptera malifoliella, Phyllonorycter blancardella), Antdnomos (Antho-
nomus pomorum), Hoplocampa (Hoplocampa brevis): 150 mL/hL (1,5 L/ha).

Pereira — Afideos (Myzus sp., Aphis sp.), Mosca do Mediterraneo (Ceratitis
capitata): 200 mL/hL (2 L/ha). Larvas mineiras (Leucoptera malifoliella, Phyllonoryc-
ter blancardella), Antonomos (Anthonomus pomorum), Hoplocampa (Hoplocampa
brevis), Cecidomia (Dasineura pyri), Psila (adulto) (Cacopsylla pyri): 150 mL/hL
(1,5 L/ha).

Pessegueiro — Afideos (Myzus sp., Brachycaudus sp.), Mosca do Mediterraneo
(Ceratitis capitata), Drosofila de asa manchada (Drosophila suzukii): 200 mL/hL
(2 L/ha).

Cerejeira — Afideos (Myzus cerasi), Mosca da cereja (Rhagoletis cerasi), Droso-
fila de asa manchada (Drosophila suzukii): 200 mL/hL (2 L/ha).

Amora e framboesa - Drosoéfila de asa manchada (Drosophila suzukii), Afideos
(Aphis sp.): 180-200 mL/hL (1,8 L/ha).

Tomateiro, beringela e pimenteiro (ar livre e estufa) — Afideos (Myzus sp., Aphis
sp.), Moscas brancas (7rialeurodes vaporariorum, Bemisia tabaci), Larvas mineiras
(Liriomyza sp.), Tripes (Thrips sp.): 200-300 mL/hL (2 L/ha).

Meloeiro, Melancia, Abébora (ar livre) e Pepino, Aboborinha (ar livre e
estufa) — Afideos (Myzus sp., Aphis sp.), Moscas brancas (7rialeurodes vaporariorum,
Bemisia tabaci): 200-300 mL/hL (2 L/ha).

Couves de inflorescéncia (brocolo, couve-flor) e couves de cabe¢a (couve-re-
polho) — Altica (Phyllotreta sp.), Afideos (Mizus persicae), Percevejo (Eurydema ole-
raceum) : 160-250 mL/hL (1,6 L/ha).

Feijoeiro, Ervilheira, Faveira — Afideos (Myzus sp., Aphis sp.), Larvas mineiras
(Liriomyza sp.), Tripes (Thrips sp.): 160-250 mnL/hL (1,6 L/ha).

Batateira - Escaravelho da batateira (Leptinotarsa decemlineata), Afideos
(Myzus sp., Aphis sp.), Epitrix similares: 130-200 mL/hL (1,3 L/ha).

Colza — Afideos (Brevicoryne brassicae): 130 mL/hL (1,3 L/ha).

Crisantemo, Gerbera, Roseira - Moscas brancas (7rialeurodes vaporariorum,
Bemisia tabaci), Afideos (Myzus sp., Aphis sp.): 200-300 mL/hL (1,5-2 L/ha).

Videira (Campos de pés-mae) — Filoxera (Viteus vitifoliae), Cigarrinha verde
(Empoasca sp.), Scaphoideus titanus, Afideos (Myzus sp., Aphis sp.): 200-300 mL/hL
(1,5-2 L/ha).

Eucalipto - Gorgulho do eucalipto (Gonipterus platensis): 0,8-1 L/ha.
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Em geral, as aplicacdes devem ser feitas ao aparecimento das pragas, repetindo se
necessario. Ter em consideracdo que o nimero maximo de aplicagdes por cultura/ciclo
¢ de duas.

Os tratamentos podem realizar-se com qualquer dos equipamento habitualmente uti-
lizados na proteccdo das culturas (pulverizadores, turbinas e atomizadores) utilizando
volumes de calda de 500 a 1500 L/ha, em fungao da cultura e seu desenvolvimento.

6 - CLASSIFICACAO E PRECAUCOES

A classificag@o e precaugdes constantes no rétulo do produto sdo as seguintes:

Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

Manter fora do alcance das criangas. Nao comer, beber ou fumar durante a uti-
lizagdo deste produto. Usar luvas de protecao, vestudrio de protegdo e botas. Em caso
de indisposicdo, contate um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um
médico. Recolher o produto derramado. Eliminar o contetido/embalagem em local ade-
quado a recolha de residuos perigosos. Ficha de seguranca fornecida a pedido. Nao
contaminar a agua com este produto ou com a sua embalagem. Nao limpar o equipa-
mento de aplicacdo perto de dguas de superficie. Evitar contaminagdes pelos sistemas
de evacuacgdo de aguas das exploragdes agricolas e estradas. ]

Para prote¢do dos organismos aquaticos, respeitar uma zona nao pulverizada em
relag@o as aguas de superficie de 30 metros em pomoideas e prundideas, 20 metros em
citrinos, videira, framboesa e amora. Para proteccao dos organismos aquaticos, respei-
tar uma zona ndo pulverizada com coberto vegetal em relagdo as aguas de superficie de
10 metros em solanaceas, cucurbitaceas, couves, batateira, colza, tabaco, leguminosas
frescas e secas.

Impedir o acesso de pessoas as zonas tratadas até a secagem do pulverizado. Apds
o tratamento lavar cuidadosamente o material de proteccao e os objectos contaminados
(no caso de usar luvas, lava-las por dentro).

Intervalo de seguranga — 3 dias em estufa para aboborinha, beringela, pepino,
pimenteiro e tomateiro; 7 dias em amora e framboesa, 7 dia ao ar livre para abobori-
nha, beringela, pepino, pimenteiro e tomateiro; 14 dias em abdbora, batateira, cere-
jeira, citrinos, couves de inflorescéncia, couves de cabega, ervilheira, faveira, feijoeiro,
macieira, melancia, meloeiro, pereira, pessegueiro e videira; 34 dias em colza.

A embalagem vazia devera ser lavada 3 vezes, fechada, inutilizada e colocada em
acos de recolha, devendo estes serem entregues num centro de recepgao Valorfito; as
aguas de lavagem deverao ser usadas na preparacdo da calda.

Pictograma: GHS09 Palavra sinal: Atengao
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ESTRATEGIAS DE COMBATE AO OIDIO DA VIDEIRA
(Erysiphe necator) FACE AOS FENOMENOS
DE RESISTENCIA A FUNGICIDAS

Pedro CLIMACO!; Jorge CUNHA?; Amandio CRUZ?; Rogério de CASTRO?

RESUMO

O oidio ¢é, sem duvida, uma doenga chave da videira (Vitis vinifera L.) pois todos os anos
afeta a maioria do vinhedo nacional, principalmente, nos meses de maio, junho e julho, neces-
sitando por isso de um combate eficaz, de modo a se evitarem prejuizos significativos ou muito
significativos, quer a nivel quantitativo, quer sobre a qualidade da uva a vindima.

Nesta comunicagdo procura-se clarificar e simplificar a analise desta problematica,
recorrendo a sistematizagdo e exemplificagdo acessivel a técnicos viticolas e a viticultores
esclarecidos. Assim, apresentam-se os fungicidas normalmente utilizados no combate ao oidio da
videira, organizados a partir do modo de agao das suas substancias ativas e dos diferentes “grupos”
quimicos a que pertencem. Simultaneamente, ¢ no ambito de uma gestao responsavel dos fenome-
nos de resisténcia ao oidio, sdo efetuados alguns comentarios ou recomendagdes, relativamente
ao papel que os diferentes tipos de fungicidas devem desempenhar numa estratégia de prote¢ao
eficaz do vinhedo. Para o efeito, os autores recorreram a informagao recente disponibilizada pelos
servigos oficiais franceses que tem desenvolvido trabalho nesta area, nomeadamente, DGAL-SD-
QPV, Anses - RPP, INRA, CIVC e IFV.

Palavras-chave: videira, oidio, fungicidas, fenémenos de resisténcia

INTRODUCAO

Enquanto o mildio da videira (Plasmopara viticola) tem uma presenga esporadica
mas muito intensa e com efeitos praticamente irreversiveis, o oidio (Erysiphe necator)
tem uma presenc¢a muito mais constante, quase sempre anual, na maioria das vinhas das
diferentes regides vitivinicolas nacionais, e cuja intensidade inicial € normalmente infe-
rior. Apesar dessas iferencas, as principais doencgas da videira t€ém em comum a neces-
sidade/conveniéncia de se intervir de modo preventivo, de modo a garantir o éxito de
cada intervencdo fitossanitaria e, assim, diminuir o risco de aparecimento de prejuizos.
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Existem na fitossanidade viticola nacional dois problemas recorrentes: 1- o
recurso sucessivo a um mesmo fungicida ou a mais do que um fungicida, mas
pertencendo frequentemente a0 mesmo grupo de substincias ativas; 2- a existéncia
de uma certa

confusdo nalguns grupos de viticultores, originada quer pela diversidade de
marcas de fungicidas no mercado, quer pela diversidade de substancias ativas e de
formulagdes diferenciadas.

Importa, assim, tornar mais explicita e compreensivel toda a problematica ligada a
gestdo adequada dos fendmenos de resisténcia do oidio da videira a alguns fungicidas,
de modo a que seja possivel atingir niveis superiores de eficacia na luta contra esta
doenga na maioria do vinhedo nacional.

ESTRATEGIAS DE COMBATE AO OiDIO DA VIDEIRA

Na luta anti-oidio da videira, encontram-se disponiveis no mercado nove tipos de
substdncias ativas as quais, devido as suas caracteristicas peculiares, leva-nos
a distribui-las por 3 grupos (A, B e C).

O grupo A ¢ constituido por 2 tipos de substancias ativas que t€ém em comum
pertencerem a fungicidas de contacto ou de superficie que tém modo de agdo multi-
sitio (isto ¢, que possuem multiplos modos de atuagdo), ndo sendo por isso suscetiveis
a fendmenos de resisténcia (Quadros 1 e 2):

Quadro 1 — Fungicidas com substéncia ativa a base de Minerais.

Elemento Quimico: Enxofre E um fungicida de contacto, com modo de agéio
Enxofre molhavel - exemplo: multi-sitio e sem resisténcias conhecidas.
KUMULUS

Enxofre em pé - exemplo: BAGO DE

OURO

Quadro 2 — Fungicida com substancia ativa a base de derivados do Fenol.

Grupo Quimico: Dinitrofenol E um fungicida de contacto. com modo de agdo
Meptildinocape - exemplo: multi-sitio e sem resisténcias conhecidas.

KARATHANE STAR
O meptildinocape & concentragdo recomendada

pode causar toxidade nas folhas, quando a

temperatura do ar atingir cerca de 32° C.

O grupo B ¢ constituido por 3 tipos de substancias ativas que apesar de serem
fungicidas penetrantes ou, mesmo sistémicos, tém uma agdo essencialmente preven-
tiva, por ja terem sido detetados fenomenos de resisténcia do oidio a estes fungicidas.
Assim, em situagdes de ataque de oidio ja declarado, por principio, ndo se deve recorrer
a estas substancias ativas (Quadros 3, 4 e 5).
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Quadro 3 — Fungicidas com substincia ativa a base de IDM (Inibidores da
Demetilagao na biossintese dos esterdis) ou seja, a base de IBE do grupo 1.

Grupo Quimico: Triazol

Difenoconazol

Fenebuconazol - exemplo: POLKA
Miclobutanil - exemplo: SELECTANE
Penconazol - exemplo: TOPAZE
Tebuconazol - exemplo: HORIZON
Tetraconazol - exemplo: EMINENT 125

Apesar de se tratarem de fungicidas sistémicos

devem utilizados, _essencialmente, como

fungicidas preventivos.

Com efeito, foram detetados ha ja alguns anos

sSer

fendmenos de resisténcia do oidio a fungicidas a
base de IDM.

Portanto, em situagdes de ataque de oidio declarado
ndo se deve recorrer a estas substdncias ativas

isoladamente.

Quadro 4 — Fungicidas com substancia ativa a base de Azanaftalenos (AZN).

Grupo Quimico: Quinozolinona

Proquinazida - exemplo: TALENDO

Grupo Quimico: Fenoxiquinolina
Quinoxifena - exemplo: VENTO 25

Grupos Quimicos:Fenoxiquinolina +
Triazol

Quinoxifena + Miclobutanil - exemplo:
ARITHANE

Trata-se de fungicidas penetrantes, mas com
acdo, essencialmente, preventiva.

Com efeito, foram detetados fendémenos de
resisténcia do oidio da videira relativamente a
substancias ativas a base de AZN (Proquinazida
e Quinoxifena).

situagdes de ataque de oidio
a estas

Assim,
declarado nao
substéncias ativas.

em

se deve recorrer

Quadro 5 — Fungicidas com substincia ativa a base de Qol (Quinone outside
Inhibitors — Inibidores da Quinona externa).

Grupo Quimico: Estrobilurinas
Azoxistrobina - exemplo: QUADRIS
Cresoxime-metilo - exemplo: STROBY
WG

Trifloxistrobina - exemplo: FLINT

Grupos Quimicos: Estrobilurina +
Triazol

Trifloxistrobina + Tebuconazol -
exemplo: FLINT MAX

Grupos Quimicos: Estrobilurina +
Ditiocarbamato

Piraclostrobina + Metirame - exemplo:
CABRIO TOP

Trata-se de fungicidas penetrantes, mas com
acdo, essencialmente, preventiva.

Com efeito, existem algumas estirpes de oidio
com resisténcia aos fungicidas a base de Qol.

Assim, em situagdes de ataque de oidio
declarado n3ao se deve
substéncias ativas.

recorrer a estas
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Como nota complementar aos fungicidas pertencentes ao grupo B importa salien-
tar que ndo se devem utilizar em sucessdo fungicidas a base de IDM, AZN e Qol
(DGAL-SDQPYV et al., 2015) como ¢ o caso, por exemplo, da sequéncia: TOPAZE +
TALENDO + QUADRIS ou de outras equivalentes. Com efeito, ¢ mais seguro alternar
tratamentos fitossanitarios com substancias ativas sujeitas a fenomenos de resisténcia
(Qol, IDM ou AZN) com fungicidas ndo sujeitos a resisténcia e, portanto, oferecendo
uma maior eficacia na luta anti-oidio. Contudo, em determinadas situagdes de oidio
declarado existe, entre outras solugdes, a possibilidade de recorrer, por exemplo, a uma
mistura de KARATHANE STAR (Quadro 2) a 50% da sua concentragdo maxima reco-
mendada, com um fungicida a base de IDM (Quadro 3) a concentra¢do normal.

No que se refere as Estrobilurinas (Qol) ¢ de salientar que tém particular interesse
no combate a outras doengas, como € o caso das doengas do lenho (ao abrolhamento)
e, também, na prevencao do black-rot tardio (do bago de ervilha ao pintor). Contudo,
como referido anteriormente apresentam certas debilidades na luta anti-oidio, princi-
palmente, no periodo pos floral.

O grupo C, por sua vez, ¢ constituido por 4 tipos de substancias ativas que tém
em comum pertencerem a fungicidas penetrantes ou sistémicos que ndo sao sujeitos, até
a data, a fendbmenos de resisténcia conhecida relativamente ao oidio da videira (Qua-
dros 6, 7, 8 ¢ 9). No entanto, nas substancias ativas deste grupo foram ja detetados
fenémenos de resisténcia relativamente a outros oidios ou a outros fungos (Botrytis
cinerea) pelo que devem ser utilizados com precaugdo, de modo a preservar a sua efi-
cacia no presente e no futuro.

Quadro 6 — Fungicidas com substancia ativa a base de Benzofenona.

Grupo Quimico: Benzofenona Trata-se de fungicidas penetrantes, sem resisténcia
Metrafenona — exemplo: VIVANDO conhecida relativamente ao oidio da videira.
Piriofenona — exemplo: KUSABI Recomenda-se limitar a 2 o nimero maximo de
aplicagdes por ano, as quais ndo devem ser
consecutivas em situagdes de ataque de oidio ja
evidenciado.

Quadro 7 — Fungicida com substancia ativa a base de Aminas (IBE do grupo 2).

Grupo Quimico Espiroquetalamina | Trata-se de um fungicida sistémico, sem resisténcia
Espiroxamina - exemplo: PROSPER | conhecida relativamente ao oidio da videira.

Recomenda-se limitar a 2 o nimero maximo de
aplicagdes por ano, as quais ndo devem ser
consecutivas em situagdes de ataque de oidio ja
evidenciado.
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Quadro 8 — Fungicidas com substéancia ativa a base de SDHI (Inibidores da Sucinato

Desidrogenase).

Grupo Quimico: Carboxamida +
Estrobilurina (Qol)

Boscalide + Cresoxime de metilo —

Trata-se de fungicidas sistémicos, sem resisténcia
conhecida relativamente ao oidio da videira.

Recomenda-se limitar a 2 o nimero maximo de

exemplo: COLLIS aplicagdes por ano, as quais ndo devem ser

Grupo Quimico: Piridinil —
— benzamida + Triazol (IDM)

Fluopirame + Tebuconazol - exemplo:
LUNA EXPERIENCE

consecutivas em situagdes de ataque de oidio ja
evidenciado.

Quadro 9 — Fungicida com substancia ativa a base de Amidoximas.

Trata-se de um fungicida sistémico, sem resisténci

Grupo Quimico: Fenil-acetamida +
Triazol (IDM)

Ciflufenamida + Difenoconazol -
exemplo: DYNALI

conhecida relativamente ao oidio da videira.

Recomenda-se limitar a 2 0 nimero maximo de]
aplicagdes por ano, as quais ndo devem sel

consecutivas em situagdes de ataque de oidio j
evidenciado.

Na maioria das situagdes concretas de combate ao oidio da videira ¢ sempre mais
econdmico prevenir atempadamente para ndo ter que remediar. Com efeito, quanto
mais tardiamente se procura solucionar a presenga visivel de oidio na vinha, mais ele-
vados serdo os prejuizos sobre a quantidade e a qualidade da vindima, bem como os
custos da erradicacdo da doenga, os quais se prolongam frequentemente para o ano
agricola seguinte. Quando o ataque de oidio se torna intenso sobressai, principalmente,
a perda de producao, a qual se torna muito relevante. Nas situagdes intermédias avulta,
essencialmente, a perda de qualidade da vindima a qual se pode tornar muito gravosa,
dado que o fendilhamento da pelicula dos bagos provocado pelo oidio abre as portas a
instalagao da podridao cinzenta, a qual se as condi¢des climaticas forem medianamente
favoraveis serdo suficientes para impedir a producdo de vinhos com direito a DOP ou
a IGP. Nos casos mais graves, a podriddo cinzenta podera ainda dar origem a podridao
acida e a subsequente contaminagdo do vinho, o que o pode tornar improprio para
consumo.
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CONCLUSOES

A luta contra o oidio da videira (Erysiphe necator) nunca teve a sua disposigdo
tantas substancias ativas alternativas como hoje, pelo que uma gestdo sustentavel,
ou seja, criteriosa, adequada e atempada dos fungicidas anti-oidio existentes permitira
diminuir drasticamente os prejuizos com esta doenca que, atualmente, ainda se verifi-
cam na maioria das regides viticolas nacionais.

As observagdes ou recomendacdes efetuadas neste trabalho tiveram exclusiva-
mente em atencdo a gestdo dos fendmenos de resisténcia do oidio a fungicidas, pelo que
ndo se efetuam juizos de valor sobre a eficiéncia intrinseca das diferentes substancias
ativas consideradas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAYER CROP SCIENCE (2012). Manual Bayvitis: A fitossanidade da videira, 331 pp, II Edi¢do.
Carnaxide. Portugal.

DGAL-SDQPV, ANSES-RPP, INRA, CIVC, IFV (2015). Note technique commune gestion de
la résistance 2015. Maladies de la vigne. Mildiou, oidium, pourriture grise. France (versao
online).

DGAL-SDQPV, ANSES-RPP, INRA, CIVC, IFV (2014). Note technique commune gestion de
la résistance 2014. Maladies de la vigne. Mildiou, oidium, pourriture grise. France (versao
online).

DGAV (2015). Guia dos produtos fitofarmacéuticos. Lista dos produtos com venda autorizada.
MAM. Lisboa (versdo online).

SNAA (2015). Avisos Agricolas. Estagdo de Avisos do Douro. Circular n® 3/2015. Caracteristicas
dos fungicidas anti-oidio. DRAPN. Peso da Régua (versdo online).

72



EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES AO
ABROLHAMENTO EM TOURIGA NACIONAL E EM
CABERNET SAUVIGNON INFETADAS COM OS VIRUS
DO URTICADO E DO ENROLAMENTO FOLIAR

Filomena FONSECA', Margarida TEIXEIRA SANTOS**, Jodo BRAZAO?, José
Eduardo EIRAS-DIAS?

RESUMO

A degenerescéncia infeciosa e o enrolamento foliar sdo as viroses mais importantes que
afetam a videira. O virus do urticado ou né-curto- Grapevine fanleaf virus (GFLV) ¢é o virus mais
importante do complexo da degenerescéncia infeciosa. O virus do enrolamento foliar 3- Grapevine
leafroll associated virus 3 (GLRaV 3)

¢ o virus do complexo do enrolamento foliar das videiras mais disseminado em Portugal.
Neste trabalho estudamos os genes expressos diferencialmente (DEG) ao abrolhamento numa
vinha comercial em Touriga Nacional e Cabernet Sauvignon na presenga de GFLV e GLRaV3.
Em Touriga Nacional também se identificou os DEGs em infegao mista de GFLV e GLRaV3. Para
cada DEG identificado foi desenhado um par de primers para a validagdo da quantificagdo por
PCR em tempo real Os genes identificados distribuem- se por 10 dos cromossomas da videira e
também pelo do cloroplasto. Nove dos genes estdo bem caracterizados e estdo relacionados com a
defesa da planta, a sinalizagdo de “stress” e o funcionamento do cloroplasto. Quatro dos restantes
loci ndo estdo ainda anotados. Cada casta reage de modo distinto a presenga de cada virus refor-
¢ando as observagdes de campo que indicavam que cada casta se comporta de modo diferente em
relagdo a presenga de viroses.

Palavras-chave: Genes expressos diferencialmente-DEG; Virus; GFLV; GLRaV 3; Touriga
Nacional; Cabernet Sauvignon; abrolhamento

1. - INTRODUCAO

As viroses mais importantes que afetam as videiras em todas a regides vitico-
las mundiais s@o a degenerescéncia infeciosa e o enrolamento foliar (MAREE et al.
2013, MARTELLI 2014). Tanto em Portugal, como na Unido Europeia, os materiais de

"'Universidade do Algarve-CIMA, Campus de Gambelas, 8005-139 Faro, Portugal

Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria, I.P., Quinta do Marqués, 2784-505,
Oeiras, Portugal *margarida.santos@iniav.pt

3 Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria, [.P., Quinta da Almoinha, 2565-191,
Dois Portos, Portugal

73



propagacao vegetativa de videira certificados devem estar isentos de ambas as viroses
(Decreto-Lei 194/2006, Diretivas 68/183/CEE e 2004/28/CE). Estas viroses causam
redugdes na producdo e alteragdes na qualidade das uvas, e a medida de como afetam
cada casta ¢ dependente desta (MARTELLI 2014).

O virus do urticado ou nd-curto- Grapevine fanleaf virus (GFLV) € o Nepovirus
(familia Secoviridae, ordem Picornavirales) mais importante do complexo da dege-
nerescéncia infeciosa, e inclui duas estirpes: a que induz malformagdes e a que induz
cloroses (DIAS 1963). O GFLV ¢ transmitido pelo nematode Xiphinema index
Thorne and Allen (HEWITT et al 1958). Os sintomas do GFLV sdo visiveis nas pri-
meiras semanas apos o abrolhamento. As estirpes que induzem malformagdes originam
distor¢des no caule como nos curtos, folhas com seios peciolares abertos e assimétri-
cas, inflorescéncias pequenas que resultam depois em cachos com bagoinha. As esti-
pes que causam clorose originam folhas e inflorescéncias clordticas que resultam em
folhas com o sistema fotossintético comprometido e cachos abortados ou com bagoinha
(HEWITT et al. 1970). As cepas sdo em geral de porte mais pequeno. Os sintomas tor-
nam-se pouco percetiveis apos o aumento da temperatura (MARTELLI 2014).

O virus do enrolamento foliar 3- Grapevine leafroll associated virus 3 (GLRaV
3) ¢ o membro tipo dos Ampelovirus (familia Closteroviridae), e ¢ o virus do complexo
do enrolamento foliar nas videiras mais disseminado em Portugal (SANTOS 2011).
O GLRaV 3 ¢ transmitido por Hemipteros das familia Coccidae e Pseudococcidae,
vulgo cochonilhas, dos géneros Heliococcus, Phenacoccus, Planococcus, Pseudococ-
cus, Ceroplastes, Coccus, Neopulvinaria, Pulvinaria, Phartenolecanium, e Saissetia
(TSAI et al. 2010). Os sintomas de enrolamento s sdo visiveis na maioria das castas
apos o pintor ¢ em algumas s6 mesmo apo6s a vindima. Inicialmente, as folhas mais
velhas nas castas tintas ficam com a regido entre nervuras vermelhas e, nas castas bran-
cas a regido entre nervuras fica amarela, permanecendo as nervuras principais verdes.
Num grande niimero de castas estas folhas enrolam depois para baixo e para dentro.
O contetdo em clorofila diminui entre 21 a 26% apo6s o aparecimento dos sintomas
(ENDESHAW et al 2014). Antes e ap6s o aparecimento dos sintomas a fotossintese,
a condutancia estomacal e a transpiragdo sdo significativamente reduzidas nas plantas
infetadas quando comparadas com as ndo afetadas (ENDESHAW et al. 2014). No final
do ciclo a maioria das folhas esté4 afetada. H4 um retardamento no amadurecimento das
uvas e este ndo ¢ homogéneo. O teor de agucar ¢ afetado assim como a cor (MAREE
et al. 2013). Estes sintomas sdo tanto mais pronunciados quanto mais tardia ¢ a
vindima. A perda anual causada pelo enrolamento foliar em vinhas de Cabernet Sauvig-
non na Africa do Sul é estimada em 300-2400 délares por hectare (FREEBOROUGH
e BURGER 2008); em vinhas de Cabernet Franc no estado de Nova lorque ¢ estimada
em 1000-1600 dolares por hectare (ATALLAH et al. 2006) e em vinhas de Alvarinho
na Galiza ¢ de 2000 euros por hectare (CABALEIRO et al. 2013). A sequenciacio do
genoma de videira veio permitir estudar as interagdes entre a planta e os agentes cau-
sais de doencas ao nivel da transcri¢do gendmica, permitindo elucidar os genes que sao
afetados pelos diferentes patogénios.

Neste trabalho iniciamos o estudo dos genes que sdo expressos diferencial-
mente em Touriga Nacional e Cabernet Sauvignon na presenca de GFLV e
GLRaV3 ao abrolhamento, que é o ponto inicial do ciclo anual da videira.
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2 - MATERIAL E METODOS

Plantas das castas Touriga Nacional (TN) e Cabernet Sauvignon (CS)
numa vinha comercial da regido dos vinhos de Lisboa sem virus e infetadas com GFLV
e GLRaV3 foram seguidas durante dois anos e sistematicamente testadas por ELISA
¢ RT-PCR para virus. Ao abrolhamento do ano 2012 foram colhidos gomos de pelo
menos quatro plantas de cada casta com e sem os virus e imediatamente congelados a
-20°C. Foi extraido RNA total de cada gomo usando o kit E.Z.N.A.TM Plant RNA Kit
(Omega Bio-Tek, USA). Usando o “kit” GeneFishing (Seegene, Coreia) foram iden-
tificados os genes expressos diferencialmente (DEG) no conjunto dos gomos de cada
modalidade (por virus e por casta). As bandas obtidas foram cortadas dos géis e ligadas
ao vetor pGEM, clonadas (E.coli DH50) e sequenciadas. Foi efetuada uma analise por
BLAST de cada sequéncia identificada usando as bases de dados EST e “Reference
RNA sequences” do Genebank para Vitis vinifera (taxid 29760) o que permitiu identi-
ficar cada DEG. Para cada DEG identificado foi desenhado um par de “primers” para a
validag@o da quantificagdo por PCR em tempo real (qQPCR), usando o método da curva
padréo relativa. Um conjunto de genes de referéncia (NADS, B-actin, EF1o. ¢ GAPDH)
foi testado para a normalizacdo do qPCR. Foi usado o programa Normfinder (Ander-
sen et al. 2004) para identificar os genes de referéncia mais estaveis para cada casta.
A validacdo da quantificagdo foi feita para cada planta individualmente. Foi calculada
uma “one-way ANOVA” seguida do teste de comparagdo multipla de Tukey (P <0,05).

3. - RESULTADOS E CONCLUSAO

Associados a resposta a infe¢des com GFLV e GLRaV3 foi identificado um con-
junto de genes expressos diferencialmente em Touriga Nacional e Cabernet Sauvignon.
Em Touriga Nacional foram também identificados os genes expressos diferencialmente
em infe¢do mista de GFLV e GLRaV3. Quase todos os genes sio expressos
de modo significativamente diferente em cada modalidade. Os resultados estéo apre-
sentados na Tabela 1. Os genes identificados distribuem-se por 10 dos cromossomas da
videira e também pelo cloroplasto. Nove dos genes estdo bem caracterizados ¢ as suas
fungoes estdo relacionadas com a defesa da planta, a sinalizagdo de “stress” e o funcio-
namento do cloroplasto. Quatro dos restantes /oci ndo estdo ainda anotados.
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Tabela 1. Expressdo diferencial de genes (DEG) validados por qPCR nas castas Tou-
riga Nacional e Cabernet Sauvignon infetadas com os virus do urticado (GFLV) e do
enrolamento foliar 3 (GLRaV3).

Alteracdo da expressdo dos genes em relacdo as videiras sem virus

(1,0) *
Touriga Nacional Cabernet Sauvignon
DEG GFLV  GLRaV3  GFLV+GLRaV3 GFLV  GLRaV
2
Succinate-semialdehyde
dehydrogenase mitochondrial-like 0,18 1,46 1,60 0,17 0,47
CORA transcript variant X1 0,13 0,48 1,03 1,84 1,68
Dehydrin ERD14 1,73 2,28 1,86 1,33 1,87
EST of abiotic stressed leaves of
V. vinifera 0,03 1,15 0,27 0,13 1,67
E3 ubiquitin-protein ligase
RINGI-like 0,08 1,57 0,12 0,31 0,73
Glycine-rich RNA-binding
protein GRP2A 0,79 0,89 0,78 3,39 1,06
Multiprotein-bridging factor la-
like 1,46 2,11 1,95 1,75 2,16
Calcium-dependent protein kinase
32-like 0,33 247 0,82 0,77 1,65
V. vinifera loci nao anotados 0,62 1,88 2,43 2,74 1,10
Photosystem I - P700 chlorophyll a
apoprotein A2 (psaB) 1,51 0,68 0,53 4,59 3,12
ATP-dependent Clp protease
proteolytic subunit 2,42 1,85 1,41 3,96 1,52

* Valores significativamente diferentes calculados usando o teste de comparagio mul-
tipla de Tukey (P <0,05)

Cada casta reage de modo distinto a presenga individual de cada virus (Tabela 1).
Para um mesmo gene pode haver um aumento da expressdo numa casta na presenga de
um dos virus e uma diminui¢@o da expressdo para o outro virus. Alguns dos genes em
ambas as castas seguem um mesmo padrio de expressdo na presenga do mesmo virus
ainda que com diferengas quantitativas, mas noutros casos seguem um padro distinto
para o mesmo virus. A titulo de exemplo o gene do cloroplasto ATP-dependent Clp pro-
tease proteolytic subunit tem a seguinte expressdo relativamente as plantas sem virus
(valor igual a 1): 2,42 vezes em TN+GFLV; 1,8 vezes em TN+GLRaV3; 1,41 vezes em
TN+GFLV + GLRaV3;

3,96 vezes em CS+GFLV; e 1,52 vezes em CS+GLRaV3. Todos estes valores
sdo significativamente diferentes entre si e em relagdo as plantas sem virus da mesma
casta. O gene CORA transcript variant X1 tem a seguinte expressao relativamente as
plantas sem virus (valor igual a 1): 0,13 vezes em TN+GFLV; 0,48 vezes em TN+GL-
RaV3; 1,03 vezes em TN+GFLV + GLRaV3; 1,84 vezes em CS+GFLV; e 1,68 vezes

76



em CS+GLRaV3. Neste caso TN infetada com GFLV e TN infetada com GLRaV3 tém
uma clara diminuicdo de expressao do gene em relacdo a planta ndo infetada e CS com
GFLV e CS com GLRaV3 tém um aumento da expressdo do mesmo gene.

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam as observagdes de campo que indi-
cavam que cada casta se comporta de modo diferente em relagdo a presencga de viroses.
O presente estudo fornece uma base para a selecdo de varios genes candidatos para
posterior andlise funcional e gendmica comparativa com outras cultivares de videira.
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FUNGICIDAS AUTORIZADOS NA PROTECAO
FITOSSANITARIA DA VIDEIRA AO OiDIO

Assun¢do PRATES » & Miriam CAVACO @

RESUMO

Na cultura da videira, a doenga mais importante e responsavel pelo maior nimero de trata-
mentos fitossanitarios realizados por campanha ¢é o oidio causado pelo patogéneo Erysiphe necator
(anteriormente designado por Uncinula necator). A espécie E. necator ¢ um patogéneo de elevado
risco de desenvolvimento de resisténcias e esta sujeito a uma elevada pressdo de selegdo; a conju-
gagdo destes dois fatores tem induzido o aparecimento de estirpes resistentes a diversos grupos de
fungicidas.

A descoberta de novas substincias ativas eficazes no combate ao oidio da videira veio
aumentar o nimero de familias quimicas e modos de a¢do disponiveis no mercado nacional no
combate a esta doenga. Por este motivo, parece-nos oportuno, apresentar uma sintese atualizada
dos fungicidas autorizados em Portugal, agrupados segundo o seu modo de agao, de acordo com a
classificagao adoptada pelo FRAC (Fungicide Resistance Action Committee), com a caracterizagao
quanto a atividade bioldgica, mobilidade na planta e persisténcia de agao. Nesta sintese incluiram-
se as limitagoes estabelecidas em Portugal para a gestdo da resisténcia de E. necator a fungicidas
de risco.

Esperamos assim contribuir para a selegdo adequada dos fungicidas a utilizar no combate
ao oidio da videira e para a implementagéo de estratégias anti-resisténcia, de forma a minimizar o
aparecimento de estirpes resistentes e a preservar a eficacia dos produtos fitofarmacéuticos.

Palavras-chave: videira, oidio, fungicidas, modo de agao, eficécia, resisténcia.

1- INTRODUCAO

A resisténcia ou falta de sensibilidade de um fungo a um fungicida, é um processo
que ocorre naturalmente numa popula¢do, em que alguns dos seus individuos adquirem
a capacidade de sobreviver a aplicagdo de um produto fitofarmacéutico a que anterior-
mente eram sensiveis e de transmitir essa capacidade a sua descendéncia (EPPO, 1988).

O risco de desenvolvimento de resisténcia depende de fatores inerentes a substan-
cia ativa (maior risco para os produtos com modo de agdo bioquimico especifico, longa

M DGAV - Quinta do Marqués, 2780 — 155 Oeiras, Portugal assuncaoprates@dgav.pt
@ DGAV - Quinta do Marqués, 2780 - 155 Oeiras, Portugal miriamcavaco@dgav.pt
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persisténcia de acdo e rapida metabolizagdo), ao patogéneo (maior risco para patogé-
neos com ciclos de vida curtos e numerosos, com esporulagdo abundante, dispersao
aérea e grande variabilidade genética) e ao uso do fungicida, o designado risco agro-
ndémico (dose, nimero de tratamentos e técnica de aplicagéo, tipo de cultura, rotagdes,
sensibilidade das cultivares, préticas culturais e fitossanitarias, localizacdo geografica e
ambiente) (EPPO, 2015).

No caso do oidio da videira, o risco associado ao patogéneo E. necator, é classifi-
cado de médio risco de desenvolvimento de resisténcia para o FRAC (Fungicide Resis-
tance Action Committee) e de elevado risco para a EPPO (European Plant Protection
Organization).

O risco de resisténcia associado a um fungicida ¢ avaliado, durante o processo de
autorizag¢do de venda do produto fitofarmacéutico, sendo estabelecidas as condigoes de
utilizagdo do produto, modificadores do risco agronémico, que reduzem a pressao de
selecdo sobre o patogéneo e o potencial risco de desenvolvimento de resisténcia, como
por exemplo, 0 nimero maximo de tratamentos, por ciclo cultural. Estes modificadores
do risco de resisténcia sdo a base das estratégias de gestdo da resisténcia ou estratégias
anti-resisténcia, fundamentais para a preservagdo da eficicia dos produtos fitofarma-
céuticos.

Neste trabalho, os fungicidas anti-oidio da videira sdo caracterizados segundo o
seu modo de agdo (MOA), a atividade bioldgica, a mobilidade na planta, a persistén-
cia de acdo, indicando-se o risco de resisténcia de acordo com o FRAC e as limitagoes
impostas para uma gestdo adequada do risco de resisténcia em Portugal.

2 - FUNGICIDAS ANTI - OiDIO

Os fungicidas anti-oidio foram classificados em: inorganicos, inibidores da respi-
ragdo, inibidores da transducdo dos primeiros sinais celulares, inibidores da
biossintese dos esterdis e modo de agdo desconhecido.

2.1 — Inorganicos

Existem dois fungicidas inorginicos, o enxofre e o hidrogenocarbonato de potés-
sio (Quadro 1). O enxofre é um fungicida de superficie, que atua em vérios locais de
acao do metabolismo dos fungos (multi-sitio). Inibe a respiragdo celular (em varias
etapas da cadeia respiratdria), a sintese de proteinas e de acidos nucleicos. O enxofre,
para se tornar biologicamente ativo, tem de passar ao estado gasoso, sendo para isso
importante a luminosidade e temperaturas entre 20-25°C. Podem ocorrer sintomas de
fitotoxicidade com temperaturas elevadas, superiores a 30°C. O enxofre inibe a germi-
nagdo dos esporos (atividade preventiva), o crescimento do micélio (atividade curativa)
e a formagédo dos esporos (anti-esporulante). Tem uma persisténcia biologica de 10 a
12 dias, ¢ lixiviado pelas chuvas e possui baixo risco de desenvolvimento de resisténcia,
pertence ao grupo FRAC com o cddigo M2.

O hidrogenocarbonato de potassio é um fungicida de superficie. O seu modo de
acao esta associado a alteragdes do pH, da pressdo osmotica e ao balango de ides bicar-
bonato/carbonato, em fungos sensiveis. Inibe a germinagao dos esporos (atividade pre-
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ventiva) e o crescimento do micélio (atividade curativa). A sua persisténcia bioldgica é
de 7 a 10 dias e é lixiviado por precipitagao superior a 20 mm. Podem ocorrer sintomas
de fitotoxicidade se as aplica¢des forem realizadas com temperaturas elevadas (supe-
riores a 30°C). Devido ao seu modo de agio, multi sitio, o risco de desenvolvimento de
resisténcia ¢ baixo, pertence ao grupo FRAC com o cédigo NC.

Quadro 1 - Fungicidas anti-oidio para a videira. Fungicidas inorganicos, mode de
acdo, mecanismo de acdo, grupo quimico, substancia ativa, risco de resisténcia, nimero
maximo de tratamentos por mecanismo de a¢ao e codigo FRAC.

Mecanismo Grupo A s Risco de N°Miximo | Cédigo

MOA ~ P St ) coA

o de ac¢dio Quimico Substancia ativa Resisténcia trat: t FRAC
= Actua em s

=2 N .

5 ‘5 diversas Inorganico enxofre Baixo - M2

enzimas

= .
o = ° . . hidrogenocarbonato .
2 2 2| Desconhecido | Inorganico 8CN0 Baixo -- NC
Z =85 de potéssio

)

2.2 — Inibidores da respiragao

Existem varios fungicidas anti-oidio inibidores da respiragao, agrupados segundo
o mecanismo de agdo: SDHI (Succinate dehydrogenase inhibitors), Qol (Quinone outside
inhibitors) e inibidor da fosforilagdo oxidativa (Quadro 2).

No grupo dos SDHI estdo os fungicidas boscalide e fluopirame, inibidores da
respiragdo na cadeia de transporte de electrdes na mitocondria, inibindo a enzima
mitocondrial sucinato desidrogenase (SDHI) e bloqueando o transporte de eletrdes no
complexo II da cadeia respiratoria. Afetam a produgido de energia, o catabolismo dos
glicidos, aminoacidos e lipidos.

O boscalide, é um fungicida sistémico, possui mobilidade translaminar e acropé-
tala (para as extremidades das folhas), enquanto que o fluopirame é penetrante, com
mobilidade translaminar. O boscalide, inibe a germinagao dos esporos, o crescimento
do tubo germinativo, a formacdo do apressorio (atividade preventiva) e inibe o cresci-
mento do micélio (atividade curativa) (STAMMLER et al., 2008). O fluopirame inibe a
germinagdo dos esporos, o crescimento do tubo germinativo (atividade preventiva) e o
crescimento do micélio (atividade curativa). Ambos possuem uma persisténcia biold-
gica de 12 a 14 dias.

Existe resisténcia cruzada entre os fungicidas do grupo SDHI, pertencentes ao
grupo FRAC com o codigo 7. Os SDHI apresentam médio a elevado risco de resisténcia
e estdo limitados a 3 tratamentos, no conjunto das doengas (oidio e podridao cinzenta).

No combate ao oidio, o boscalide estd autorizado em mistura com o cresoxime
metilo (SDHI+Qol), em tratamentos até ao pintor e o fluopirame em mistura com o
tebuconazol (SDHI+DMI), em tratamentos até ao fecho dos cachos.
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Os fungicidas Qol (anteriormente chamados de estrobilurinas), autorizados para
o oidio da videira, sdo fungicidas de largo espetro de a¢do, que inibem a respiragao
mitocondrial dos fungos, no complexo III (citocromo bcl), impedindo a transferéncia
de electrdes, fixando-se na face externa do citocromo b. Inibem a germinagdo dos espo-
ros (atividade preventiva), o crescimento do micélio (atividade curativa) e a formacao
dos esporos (anti-esporulante). Penetram nos tecidos da planta, apresentam mobilidade
translaminar e alguns tém acdo de vapor. A persisténcia biologica é de 12 a 14 dias. Os
Qol pertencem ao grupo FRAC com o cddigo 11, possuem elevado risco de resisténcia,
que se desenvolve rapidamente e com acentuadas quebras de eficdcia, nomeadamente
se ocorrer a mutagio G143A (BAUDOIN et al., 2008; DUFOUR et al., 2011). Existe
resisténcia cruzada entre os fungicidas do grupo Qol, por isso, no conjunto dos Qol
podem realizar-se no maximo 3 tratamentos anuais, no conjunto das doengas (esco-
riose, mildio, oidio e black rot). Na monitorizagao realizada em 2013, a nivel Europeu,
foi divulgada pela primeira vez, a resisténcia de populagdes portuguesas de E. necator
aos Qol (FRAC, 2013).

Em Franga, a resisténcia de E. necator aos Qol surgiu pela primeira vez em 2008,
com implicagdes de quebras de eficicia no campo em 2009 e 2010. Em situacdes de
10% de fendtipos resistentes, ao realizar duas aplicagdes com Qol, as quebras de eficdcia
registadas foram de 40 a 50%, o que levou a autorizagdo dos Qol, apenas em mistura
com fungicidas que ainda ndo apresentassem problemas de resisténcia (MOURANX et
al., 2012).

O meptildinocape, produto organico de sintese (derivado do fenol), é um fungi-
cida de superficie, actua na producdo de energia (nomeadamente no desdobramento da
fosforilagao oxidativa) e é especifico para o oidio. Tem atividade preventiva e curativa.
A sua persisténcia bioldgica é inferior & do enxofre (cerca de 10 dias) e tem baixo risco
de resisténcia, pertence ao grupo FRAC com o cédigo 29.

Quadro 2 - Fungicidas anti oidio para a videira. Grupos de fungicidas inibidores da
respiragao: modo de a¢do, mecanismo de agdo, , grupo quimico, substancia ativa, risco
de resisténcia, nimero méaximo de tratamentos por mecanismo de agdo e c6digo FRAC.

Mecanismo - Substincia Risco de N°Maximo | cgdigo
MoA de agdo Grupo Quimico ativa Resisténcia | tratamentos | pRaC
C2:
Complexo IT . L T
. SDHI Carboxamida boscalide Meédio a , ,
< (Succinate Benzamida-piridina fluopirame Elevado
£ dehydrogenase P P
a&; inhibitors)
: C3: - azoxistrobina
= Complexo III | Metoxiacrilato CresoxiMme-
3 citocromo bel | Metoxiacrilato p
= . : metilo Elevado 3 11
| Qol (Quinone | Metilmetoxicarbamato . .
= . L piraclostrobina
=2 outside Oximinoacetato trifloxistrobina
= inhibitors)
O C5:
Interrompe a Derivado do fenol mentildinocane Baixo 29
fosforilagdo P P -
oxidativa

82



2.3 - Inibidores da transducio dos primeiros sinais celulares

A quinoxifena e a proquinazida pertencem ao mesmo grupo de resisténcia cru-
zada os AZN (azanaftalenos) (Quadro 3).

O mecanismo de a¢do da quinoxifena e da proquinazida ainda ndo foi identi-
ficado, no entanto, julga-se estar relacionado com a transdu¢do dos primeiros sinais
celulares, entre o patogéneo e o hospedeiro, necessario a infe¢do (CRANE et al., 2007).
Ambos inibem o crescimento do tubo germinativo e a formag¢do do apressério (ati-
vidade preventiva). A quinoxifena e a proquinazida sdo fungicidas penetrantes, com
mobilidade translaminar e redistribuicio sob a forma de vapor a volta da zona tratada,
a proquinazida tem maior difusdo que a quinoxifena. Ambos resistem a lavagem pela
precipitagdo ocorrida uma hora apds a aplicagdo. A quinoxifena tem uma persisténcia
bioldgica de 10 a 12 dias e a proquinazida de 12 a 14 dias.

O FRAC classifica 0s AZN como de médio risco de resisténcia. Existe resisténcia
cruzada entre a quinoxifena e a proquinazida, pelo que, pertencem ao mesmo grupo
FRAC com o cdédigo 13. Estes dois fungicidas foram limitados a um nimero maximo de
3 aplicagdes anuais com quinoxifena ou proquinazida, ndo se devendo aplicar mais do
que 2 tratamentos consecutivos. Esta limitagdo também se aplica & mistura de quinoxi-
fena com miclobutanil (AZN+DMI) e de proquinazida com tetraconazol (AZN+DMI).
De referir que ndo existe resisténcia cruzada entre os AZN e os Qol e os DMI (adiante
mencionados).

Quadro 3 - Fungicidas anti oidio para a videira. Fungicidas que interferem na transdu-
¢do do sinal: modo de agao, mecanismo de agdo, grupo quimico, substincia ativa, risco
de resisténcia, nimero maximo de tratamentos por mecanismo de a¢do e coédigo FRAC.

Mecanismo | Grupo Substincia Risco de N° Miximo Codigo

MOA . . e oA . trata t
de aciio Quimico ativa Resisténcia T FRAC

3 E El:
g 4 Transdug¢io de
7 T sinal Quinolina quinoxifena
22 (mecanismo Médio 3 13
Qo 9 . . . . .
S 5 | desconhecido) | Quinazolinona | proquinazida
=% AZN
-
= £ | (azanaftalenos)

2.4 — Inibidores da biossintese dos esterois

Existem dois grupos quimicos de fungicidas, autorizados para o controlo do oidio
da videira, pertencentes ao grupo dos inibidores da biossintese dos esteréis (IBE). O
grupo, dos que inibem a biossintese dos ester6is na demetilagdo (DMI), mais preci-
samente em C,, (triazois e pirimidina) e que sio de médio risco de desenvolvimento
de resisténcia e outro, que atua em fases posteriores na A _-A, isomerase e A , redutase
(espiroxamina) (Quadro 4).
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Os DMI inibem a formagdo do tubo germinativo (atividade preventiva) e na for-
magcdo dos haustérios (atividade curativa). Sao fungicidas sistémicos, com mobilidade
reduzida, ascendente e varidvel com a molécula, resistentes a lavagem pela chuva e com
uma persisténcia de agdo de 12 a 14 dias. Existe resisténcia cruzada entre os fungicidas
DMI, pertencentes ao grupo FRAC com o c()digo 3, por isso, no conjunto dos DMI
podem realizar-se no méximo 3 aplicagdes anuais, posicionadas até ao fecho dos cachos
(GOMES DA SILVA et al., 2001).

A espiroxamina inibe a formac¢do do tubo germinativo, a fixacdo do apressorio
(atividade preventiva) e inibe a formagao dos haustdrios, o crescimento do micélio e a
diferenciacio de conidioforos (atividade curativa). Possui mobilidade ascendente, resis-
téncia a lavagem pela chuva caida 1 a 2 horas apos a aplica¢do e uma persisténcia de
10 a 12 dias. A espiroxamina pertence ao grupo FRAC com o c6digo 5 e ndo apresenta
resisténcia cruzada com os DMI, estando limitada a 3 aplicagdes anuais.

Existem diversas misturas de DMI com outros fungicidas pertencentes a outros
grupos de risco de desenvolvimento de resisténcia, nomeadamente Qol e SDHI. Uma
vez que as misturas nao previnem o aparecimento de individuos resistentes, apenas pre-
vinem a sua dispersdo, o numero maximo de tratamentos estabelecido por grupo de
resisténcia deve ser cumprido.

A resisténcia do E. necator aos DMI e aos Qol é diferente. No caso dos DMI, a resis-
téncia é de origem poligénica, com varios mecanismos de resisténcia envolvidos, com
uma evolugio gradual, até atingir uma situagdo de falta de eficdcia pratica, enquanto
a resisténcia aos Qol é monogénica, de rapida evolugio e traduz-se rapidamente em
quebras de eficdcia no campo.

Em Franga, sdo conhecidos dois gendtipos distintos de E. necator (A e B) e tanto a
resisténcia aos DMI como aos Qol parece estar relacionada com a presenga do genétipo
B, dominante apos o vingamento (DUFOUR et al., 2011). Neste caso, os tratamentos
com Qol e DMI sédo tanto mais selectivos para a resisténcia quanto mais tardios.

Quadro 4 - Fungicidas anti oidio para a videira. Fungicidas que inibem a biossintese
dos esterdis: modo de acdo, mecanismo de agio, grupo quimico, substancia ativa, risco
de resisténcia, nimero méaximo de tratamentos por mecanismo de agdo e c6digo FRAC.

Mecanismo P Substincia Risco de N°Maximo | Cédigo
MOA de agiio Grupo Quimico ativa Resisténcia | trata " FRAC
fenebuconazol,
flusilazol,
=) Gl: fluquinconazol,
=) inibidores da ) miclobutanil,
z demetilagio Triazol enconazol |
£ . penes > Médio 3 3
g em Cyy (DMI) propiconazol,
E tebuconazol,
2 (IBE classe 1) tetraconazol
]
% Pirimidina fenarimol
£ G2:
8 inibidores da
A As-Ag isomerase . : : : Baixo a
o Espiroquetalamina espiroxamina 1 3 5
< e A4 redutase pirod P Médio
(IBE classe 2)
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2.4 - Modo de acio desconhecido

Existem trés substancias ativas anti-oidio cujo modo de agdo ainda é desconhe-
cido, a ciflufenamida, a metrafenona e a piriofennona, todas elas com médio risco de
desenvolvimento de resisténcia (Quadro 5). A ciflufenamida é uma substancia fungicida
que inibe o crescimento do tubo germinativo (atividade preventiva), a formagao e o
desenvolvimento dos haustérios, o crescimento do micélio-hifas secundérias (atividade
curativa), e a formag¢do de conididforos (anti-esporulante). Nao inibe a germinagdo
dos esporos nem a formagdo dos apressorios. Possui mobilidade translaminar e aciao
de vapor (SANO et al., 2007). Tem resisténcia a lavagem pela precipitagdo caida até 2
horas ap6s a aplicagao e uma persisténcia de agdo de 12 a 14 dias, devendo ser reduzida
para 10 a 12 em situagdes de maior pressao da doenca. A ciflufenamida apresenta médio
risco de desenvolvimento de resisténcia, pertence ao grupo com o cédigo FRAC U6
e encontra-se autorizada isoladamente e em mistura com o difenoconazol (DMI); em
qualquer das situagdes, como estratégia de gestdo do risco de resisténcia, foi limitada a
no maximo 2 aplicagdes anuais, no conjunto dos produtos que contém ciflufenamida.

A metrafenona e a piriofenona, ao que tudo indica, t¢ém um modo de a¢do similar.
O seu mecanismo de agdo bioquimico ainda é desconhecido, pensa-se que esteja rela-
cionado com a interrupgdo da actina. Atuam sobre a germinag¢do dos conidios e forma-
¢do do apressorio — apressorios deformados (atividade preventiva), atuam ao nivel da
morfologia das hifas, inibindo o crescimento do micélio (atividade curativa) e inibem
a formagdo dos conididforos afetando a esporulagdo (anti-esporulante) (NAVE et al.,
2007). Penetram nos tecidos da planta e movem-se via xilema até a margem da folha,
com difusao sob a forma de vapor; sdo resistentes a lavagem pela chuva, em chuvas
ocorridas 1 hora ap6s a aplicagdo. Conferem uma persisténcia de acdo de 12 a 14 dias.

Existe resisténcia cruzada entre a metrafenona e a piriofenona, pelo que perten-
cem ao mesmo grupo FRAC com o cddigo U8. Logo, a estratégia de gestdo da resisténcia
¢ conjunta, isto ¢, poderdo ser efectuados no méaximo 3 tratamentos por campanha,
no conjunto dos fungicidas que contenham metrafenona e piriofenona. Esta limita¢ao
também se aplica a mistura de piriofenona com tebuconazol (DMI). De referir que
a metrafenona e a piriofenona ndo possuem resisténcia cruzada com os DMI e Qol,
isto é, as estirpes resistentes a metrafenona e piriofenona sio sensiveis aos DMI e Qol
(KUNOVA et al., 2015).
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Quadro 5 - Fungicidas anti oidio para a videira. Fungicidas com modo de a¢do (MOA)
desconhecido: modo de agdo, mecanismo de agdo, grupo quimico, substancia ativa,
risco de resisténcia, nimero méximo de tratamentos por mecanismo de agdo e cddigo
FRAC.

Mecanismo P A Risco de N°Miximo | cgdigo
MOA de aciio Grupo Quimico Substincia ativa Resisténcia trat t FRAC
2 8 | desconhecido | fenilacetamida ciflufenamida Médio 2 U6
S o 8
E 'S.E | Inibidores da | benzofenona metrafenona
. g actina Meédio 3 Us
= 2| (proposto) | benzollpiridina piriofenona

3 - ESTRATEGIA DE PROTECCAO

A proliferagdo de substancias ativas com o mesmo modo de agdo, pertencentes ao
mesmo grupo de resisténcia cruzada, como aconteceu com os DMI, Qol e mais recente-
mente com os SDHI, e, por ultimo, o aparecimento de diversas misturas de fungicidas,
com diferentes grupos de resisténcia cruzada, tem um grande impacte em termos de
gestdo da resisténcia. Para se poder implementar uma estratégia de gestdo do risco de
resisténcia, é imprescindivel o conhecimento dos grupos de resisténcia cruzada e das
substancias ativas que os compdem.

De um modo geral, a utilizagdo de misturas com diferentes modos de agdo e a
alternancia de fungicidas com diferente modo de a¢do, de diferentes grupos de resis-
téncia cruzada, sio ambas estratégias aceitaveis de gestdo da resisténcia. Contudo, em
qualquer das situagdes, deve ser utilizado apenas o limite méximo de tratamentos esta-
belecido para cada grupo de resisténcia, de forma a minimizar o aparecimento de estir-
pes resistentes e preservar a eficicia dos produtos fitofarmacéuticos.

Referéncia para evitar/minimizar ao maximo tratamentos curativos/erradicantes.
E uma pratica comum com anti-oidios.
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POTENCIAL DE INTERACAO ENTRE PODA
E FERTILIZACAO ORGANICA E A INCIDENCIA
DE COCHONILHA-LAPA ASSOCIADA A VINHA:
EFEITO CUMULATIVO DE 4 ANOS

Elsa Borges da SILVA'; Marta MAIA, Patricia LOPES, Maria SANTOS, Amandio
CRUZ? Manuel BOTELHO?, José Carlos FRANCO', Henrique RIBEIRO?, Anténio
MEXIA?

O potencial de interag@o entre praticas culturais e importancia relativa de pragas, nomeada-
mente ao nivel do tipo de poda e da incorporagao de fertilizantes orgéanicos, foi alvo de estudo no
ambito do projeto “FertilPoda” (Proder, PA 24071), durante 4 anos, no caso particular da cocho-
nilha-lapa associada a vinha em Portugal. Sdo apresentados os principais resultados da avaliagdo
dos efeitos do tipo de poda (poda manual vs poda mecanica em sebe), bem como da variagdo de
diversos fertilizantes organicos incorporados (estrume bovino, residuos solidos urbanos composta-
dos, lamas de ETAR, biocarvao), na percentagem e dinamica de infestagdo da cochonilha durante
o0 ano ¢ na avaliagdo a colheita. Foi, igualmente, possivel esclarecer varios aspetos da biecologia
da cochonilha-lapa ainda desconhecidos (i.e., ciclo de vida, ciclo biologico, tipo de reprodugéo,
existéncia de parasitismo).

Palavras-chave: bioecologia, ciclo de vida, cochonilhas-lapa, dinamica de infesta¢do, para-
sitoides, Parthenolecanium corni, praticas culturais.

RESUMO ALARGADO

Podem ser vérios os fatores que podem alterar a importancia relativa das pragas, sendo
frequentemente referido que, ao nivel dos fatores abioticos, as alteragdes climaticas e/
ou alteragdes das praticas culturais podem ser responsaveis pelo acréscimo da densi-
dade populacional e por desequilibrios na relagdo espécie fitofaga/hospedeiro vegetal,
resultando no acréscimo de prejuizos. De facto, alteragdes ao nivel do microclima das
plantas podem favorecer o desenvolvimento dos insetos mediante a manutengdo de
temperatura ¢ humidade favoraveis, muitas vezes em conjuga¢do com maior forne-
cimento de nutrientes a cultura. Este potencial de interagdo entre praticas culturais e
importancia relativa de pragas, nomeadamente ao nivel do tipo de poda (manual, meca-
nica em sebe) e da incorporacdo de fertilizantes organicos (estrume bovino, residuos
solidos urbanos compostados, lamas de ETAR, biocarvao, testemunha) tem sido alvo
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de estudo no ambito do projeto “FertilPoda” (Proder, PA 24071), no caso particular das
cochonilhas-lapa associadas a vinha em Portugal.

O periodo experimental decorreu de 2012-2015, em vinhas da casta Syrah, na Qta.
Gradil (Cadaval) e Qta. Coro (Sardoal), tendo-se procedido a determinagdo: a) percen-
tagem de infestagdo por qualquer estddio de desenvolvimento da cochonilha-lapa (3
zonas videira/3 videiras/modalidade); b) dinamica populacional (estadio de desenvol-
vimento/drgao, nomeadamente sarmento, folha basal, folha oposta ao 1°cacho, 1°cacho,
folha média, 2°cacho, folha apical); c) percentagem de cachos com presenga da cocho-
nilha a colheita. Paralelamente, durante o0 mesmo periodo, procedeu-se a recolha de
espécimes de cochonilhas/local para identificagdo taxondmica e a manutengdo de cold-
nias de cochonilhas em laboratdrio até emergéncia de parasitoides.

Paralelamente, foram realizados dois ensaios em laboratoério (2012, 2015), com recurso
a infestacdo artificial de cochonilha-lapa, em videiras envasadas das castas Syrah e Ara-
gonez, em condi¢des controladas (22+2°C, 60+10% hr, 144+1L:10+1E), com o objetivo
de conhecer com exatiddo: a) ciclo de vida (estadios de desenvolvimento, dimensdes
e morfologia externa); b) ciclo bioldgico (n° geragdes/ano); c) tipo(s) de reproducdo
associado(s).

O primeiro resultado em relag@o a identificacdo da cochonilha-lapa associada a
vinha confirmou a hipétese inicial de ser Parthenolecanium corni (Bouché) (Hemip-
tera: Coccidae). Os parasitoides Coccophagus Lycimnia (Walker) (Hymenoptera:
Apbhelinidae) e Metaphycus dispar (Mercet) (Hymenoptera: Encyrtidae) foram identifi-
cados como associados a P. corni.

Com base nos resultados dos ensaios de laboratério e das observagoes de campo,
foi possivel propor, pela 1*vez, a sequéncia do ciclo de vida, i.e. P. corni desenvolve 3
instares ninfais antes da fémea adulta e 2 instares ninfais, seguidos de pupa antes da
emergéncia do macho adulto. Assim, no inverno, esta espécie permanece, durante o
2/3°instar (fémea) e pupa (macho), somente no cordao principal da videira por baixo
do ritidoma. Em finais de margo, ocorre reprodugio sexuada e, em finais de maio, as
ninfas de 1°instar comegam a colonizar a rebentacio. No inicio do verio, inicia-se novo
ciclo de reprodugdo e, no inicio do outono (senescéncia da videira), ocorre a migragao
de ninfas 1/2°instar para o cordao principal da cepa, sendo dificil a sua detegao devido
ao local de abrigo e a coloragdo semelhante a do ritidoma. Quanto ao tipo de reprodu-
¢d0, pode-se inferir que P. corni apresenta reprodugdo sexuada, em todo o ano, se ndo
exclusivamente, pelo menos de modo facultativo. Foi possivel constar que fecundidade
das fémeas, sujeitas a reprodugdo sexuada, é elevada (ca. 900 ovos).

Quanto ao ciclo bioldgico, com base nas informagoes disponiveis, pode-se afirmar
que na regido Centro de Portugal Continental existem condi¢des para o desenvolvi-
mento de duas geragdes/ano.

A poda mecénica em sebe provocou acréscimo significativo da intensidade de P.
corni, por comparagdo com a poda manual, em termos da percentagem de infestacdo
por qualquer estadio de desenvolvimento, logo apds um ano de utilizagdo deste tipo de
poda (sendo que a cochonilha-lapa ja encontrava instalada nas vinhas), em ambas as
parcelas testadas. Esta influéncia foi potenciada quando o niimero de anos de prética
desta modalidade aumentou. Por outro lado, o efeito da incorporagao de fertilizantes
organicos no acréscimo da importancia de P. corni ndo se mostrou evidente e consis-
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tente, tendo ocorrido variagoes varias, nas condi¢des de realizacdo dos ensaios e com 0s
fertilizantes organicos testados.
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TRICHODERMA ATROVIRIDE STRAIN I-1237:
COLONIZATION OF PRUNING WOUNDS
AGAINST GRAPEVINE WOOD DISEASES

Pedro REIS'; Emmanuel PAJOT?; Cecilia REGO'

SUMMARY

On grapevine, Neofusicoccum parvum and Phaeomoniella chlamydospora are responsible
for Botryosphaeria dieback and Grapevine leaf stripe disease (one of the diseases within the esca
complex), respectively. These trunk diseases are of major importance worldwide. They are associ-
ated with wood necrosis and affect both young and mature tissues. Trials were conducted in two
different vineyards, in Portugal, in order to test a formulation of Trichoderma atroviride strain
1-1237, under the local environmental conditions. The effectiveness of the treatments was evaluat-
ed through the ability of the product to reduce artificial infections of pruned grapevine canes by the
pathogens. The biofungicide showed a good control of incidence on the artificial infections of both
pathogens, while concerning severity, the effect was high for P. chlamydospora and very high for N.
parvum. Reisolation percentages of positive control ranged from 68% to 89% in P. chlamydospora
and N. parvum, respectively. Colonization by T. atroviride was present and recorded in different
levels of the canes in one vineyard’s trial . In conclusion, T. atroviride strain I-1237 (ESQUIVE?®,
Agrauxine) can be regarded an efficient Biological Control Agent for wound protection of grape-
vine pruned canes against both fungi under study.

Key words: Vitis vinifera, Neofusicoccum parvum, Phaeomoniella chlamydospora, biofungi-
cide, pruning wounds.

1-INTRODUCTION

Grapevine trunk diseases (GTDs) are of major importance for the wine industry
worldwide. Over the last 15 years, an increase in the incidence of these diseases has
been reported worldwide (BERTSCH et al., 2012; GRANITI et al., 2000; SOSNOWSKI
et al., 2007; GROSSMAN & DOUBLET, 2012; BRUEZ et al., 2013;) which consti-
tutes a major threat for the main vine-growing regions of the southern and northern
hemispheres (MUGNAI et al., 1999; ARMENGOL et al., 2001; EDWARDS &
PASCOE, 2004; GIMENEZ-JAIME et al., 2006). Two of these grapevine trunk diseases
are Botryosphaeria dieback and Grapevine leaf stripe disease (GLSD) caused by the
fungi Neofusicoccum parvum and Phaeomoniella chlamydospora, respectively.

(M Centro de Investigagdo em Agronomia, Alimentos, Ambiente e Paisagem (LEAF), Instituto
Superior de Agronomia, Universidade de Lisboa, Tapada da Ajuda, 1349-017 Lisboa, Portugal.
@ Agrauxine Lesaffre Plant Care, 2 Rue Henri Becquerel — 49070 BEAUCOUZE — France.
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Several Botryosphaeriaceae species are associated with Botryosphaeria dieback
(MOLLER & KASIMATIS 1978; LARIGNON& DUBOS 1997; GRANITI et al., 2000;
FISCHER 2006; LARIGNON et al., 2009; URBEZ-TORRES 2011; SPAGNOLO et
al., 2014a; LARIGNON et al., 2015), being the most common species isolated from
grapevines around the world Diplodia seriata De Not. (CRISTINZIO, 1978; ROVES-
TI & MONTERMINTI, 1987; LARIGNON et al., 2001; CASTILLO-PANDO et al.,
2001; PHILLIPS et al., 2007; SAVOCCHIA et al., 2007; URBEZ-TORRES et al., 2008)
and Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips
(CROUS et al., 2006). Grapevine disease symptoms caused by Botryosphaeriaceae fungi
include leaf spots, fruit rots, shoot dieback, bud necrosis, vascular discoloration of the
wood and perennial cankers (URBEZ-TORRES, 2011).

Grapevine leaf stripe disease, one of the diseases within the esca complex (SURICO
et al., 2008), is caused by P. chlamydospora which is also associated with necrotic lesions
in the wood of esca and Petri diseases affected vines, including brown spots and streak-
ing in the xylem vessels (ELENA et al., 2015). The leaf stripe form of esca is character-
ised by the presence of leaves showing green to chlorotic areas turning to necrotic spots
between the veins along the margins (SPARAPANO et al., 2001; FELICIANO et al.,
2004; MAGNIN-ROBERT et al., 2011). These discoloured areas usually coalesce, giving
the leaves a “tiger-striped” appearance, hence the name of this severe form of esca dis-
ease. This results in a reduction of the quantity of grape yield (BERTSCH et al., 2013)
and a compromise on the quality of the grapes due to uneven ripening (MUGNAI et al.,
1999; CALZARANO et al., 2014) which will affect the alcohol content and the flavour
components of wine (MUGNAI et al., 1999; Calzarano et al., 2001, 2009; PASQUIER et
al., 2013; CLOETE et al., 2015).

Despite the diversity of these taxonomically unrelated trunk pathogens, they
follow an almost similar disease cycle infecting vines through wounds, being pruning
wounds the most important ports of entry (PETZOLDT et al., 1981; CHAPUIS et al.,
1998; VAN NIEKERK et al., 2011; MUTAWILA et al., 2015). One of the major control
methods is to protect these wounds by pruning wound treatments (chemical or bio-
control agents), although the large diversity of GTDs pathogens makes it difficult for
one single method to effectively control all trunk diseases complex (MUTAWILA et al.,
2015). Since sodium arsenite, once considered the most effective fungicide for the con-
trol of esca (MUGNAI et al., 1999; SURICO et al., 2008), was removed from the market
due to environmental and human toxicity (SURICO et al., 2008), other fungicides such
as sterol demethylation inhibitors (flusilazole and myclobutanil) have been reported to
be effective, to some extent (MUTAWILA et al., 2015). One of the major problems with
these chemical fungicides is that their efficacy on the pruning wounds is short-lived, and
the wounds remain susceptible until they are fully healed which takes a period of at least
4-16 weeks depending on the time of pruning (LARIGNON & DUBOS, 2000; VAN
NIEKERK et al., 2011). Therefore multiple applications of fungicides would be required
to achieve a longer period of control (MUNKVOLD & MAROIS, 1993a).

Biocontrol agents (BCA) that colonise the wounds may hence provide a longer
protection. MUNKVOLD & MAROIS (1993b) showed that the protection provided by
these agents was always better when the pathogen inoculation was carried out several
days after the application of the BCA, although the time needed for wound colonisation
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may create a period of susceptibility to infection by trunk pathogens (MUTAWILA et
al., 2015)

Due to the importance of finding new and more effective solutions against GTDs,
in this study a trial was conducted in 2013 an 2014 in two different vineyards, in Portu-
gal, in order to test ESQUIVE, a formulation of Trichoderma atroviride strain I-1237,
as a biocontrol agent, under the local environmental conditions. Our goal was to eval-
uate the potential of the treatments through the ability to reduce artificial infections of
pruned grapevine canes by the fungi, in order to access the ability of the BCA to colonise
the wounds and to protect them against two different grapevine wood pathogens, N.
parvum and P. chlamydospora.

2 - MATERIAL AND METHODS

The trials were conducted in two different vineyards, in different regions of Por-
tugal. In 2013, the trial was conducted in a 17 years old vineyard cv. Pinot Noir located
about 60 km from Lisbon in Alenquer, Estremadura region (center west of Portugal).
For the 2014 trial, a 15 years old vineyard cv. Aragonez (=Tempranillo) located about
260 km from Lisbon in Estremoz, Alentejo region (center south of Portugal) was select-
ed. These two vineyards were selected due to being located in two regions with different
Koppen-Geiger climate classification. The Alenquer region has a classification of Csb
(“Coastal Mediterranean”) which is characterized by a cooler summer, whereas the Es-
tremoz region has a classification of Csa (Interior Mediterranean) with a significantly
hotter summer.

For both trials one year old shoots with similar appearance, namely length, inter-
nodes and buds, were selected for inoculation/treatment. These shoots were pruned at
2 cm above the third bud (>20 cm shoot length). A total of five treatments were set up
on grapevines in a CRD (“Completely Randomized Design”) with 30 repetitions per
treatment, making a total of 150 shoots used for each trial (“elementar unit - one plant”).

After pruning (February 2013 and February 2014), the wounds were sprayed
during favourable weather conditions, namely cloudy, humid and temperature around
15°C, with the BCA under study, ESQUIVE WP (wettable powder), a formulation con-
taining 100 million CFU/g of Trichoderma atroviride strain I-1237. It was weighted and
mixed with water on a spray bottle with a concentration of 27g/1. The bottles were shak-
en before use and the application took place immediately after pruning, fully covering
the pruning wound.

The BCA treatment was followed by inoculation with the selected pathogen (local
strains), one day after treatment in which 40 pl of the spore suspension (1 x 10° conidia
ml ') was placed on each wound using a micropipette. For P. chlamydospora, Erlenmeyer
flasks containing 250 ml of Potato Dextrose Broth (Difco, BD, Sparks, MD, USA) were
inoculated with 3 mm diameter agar plugs removed from the edge of colonies growing
in the dark at 20°C. Flasks were then placed in an Edmund Briihl reciprocal shaker
(90 stroke min™) for 14 days, in the dark. Liquid cultures were filtrated to remove any
mycelia fragments and diluted with sterile distilled water (sdw) to reach the desired
concentration (10° spores ml”). For N. parvum, Petri dishes containing 15 ml of 2%
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Agar medium (Difco, BD, Sparks, MD, USA) with pine needles were inoculated with 3
mm diameter plugs cut from the edge of actively growing colonies, and incubated under
NUYV, at 25°C. After 10 - 20 days spores were removed from pycnidia and placed in sdw
to obtain a conidial suspension with the desired concentration (10° spores ml"). After
inoculation, the pruning wounds were protected immediately for one week using Para-
film M, to prolong the humidity around the inoculated wound. Details on the treatment
and/or inoculations are described in Table 1.

Table 1 - Treatments, application time, product, concentration, inoculation and spore
solution volume carried out in 2013 and 2014

Treatments  Application  Product Product Inoculation Spore solution

time concentraction volume (ul)d

1 - not treated - - -
(negative control)

2 - not treated - artificial infection Pch® 40
(positive control)

3 - not treated - artificial infection Np° 40
(positive control)

4 after pruning ESQUIVE 27g/I* artificial infection Pch® 40

5 after pruning  ESQUIVE 27g/1* artificial infection Np® 40

_ 4kg/ha with 1501 of water/ha; ® - Pch - Phaeomoniella chlamydospora;, © - Np - Neofusicoccum parvum;, * - 1 day after pruning.

Assessments were made during October and the incidence and severity of diseases
were recorded. Three different levels of the canes were analyzed, being level 1, just below
the second bud, level 2, just below the third bud and level 3, just below the cut.

For re-isolation the bark of each shoot was removed in order to reduce the inci-
dence of saprophyte fungi and the three levels were analyzed. For each level four pieces
of wood were removed from the border of necrotic internal tissue, immersed in a 7%
hypochlorite solution and rinsed in sterilized distilled water. Fragments were then plat-
ed onto PDA amended with chloramphenicol (250mg/1) (REGO et al., 2005), which did
not inhibit the growth of Trichoderma atroviride in the reisolation dishes. The coloniza-
tion of the canes by T. atroviride was recorded in 2014 vineyard’s trial.

All data were subjected to analysis of variance (ANOVA) and treatment means
compared by using Tukey’s test at a 5% significance level (STATISTICA 6.0). Percentag-
es were transformed to arcsine-square root values before analyses.

3 - RESULTS

In the Alenquer trial in 2013, results obtained for P. chlamydospora incidence re-
vealed that ESQUIVE' + artificial infection of P. chlamydospora (23.3%) differ signif-
icantly from P. chlamydospora positive control (60.0%) and do not differ from water
negative control (30.0%). In what concerns disease severity, significant differences could
not be found among the different treatments (Table2).

In the Estremoz trial, in 2014, incidence for ESQUIVE’ + artificial infection of
P. chlamydospora (32.1%) differed significantly from P. chlamydospora positive control
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(67.9%) and did not differ from water negative control (42.9%). For disease severity,
water negative control (5.5%) differed significantly from P. chlamydospora positive con-
trol (15.5%). Both treatments, individually, did not differ significantly from ESQUIVE’
+ artificial infection of P. chlamydospora (7.1%). (Table2)..

Table 2 - Phaeomoniella chlamydospora (Pch) incidence and severity of for treatments
carried out in Alenquer in 2013 and in Estremoz 2014

Alenquer 2013 Estremoz 2014
Treatments Incidence (%)  Severity (%) Incidence (%) Severity (%)
water negative control ~ 30.0 a 50a 42.9 ab 55a
artificial infection P)ch ~ 60.0 b 19.7a 679 b 155b
(positive control)
ESQUIVE + artificial 233a 44 a 32.1a 7.1 ab
infection Pch

In each column, values tollowed by the same letter are not statistically difterent at level 5%.

In 2013, P. chlamydospora severity was variable in the three different levels of the
canes analyzed, being always highest in the level 3 followed by the levels 2 and 1, except
for the treatment ESQUIVE' + artificial infection of P. chlamydospora in which the dis-
ease severity was higher in the level 1 than in the level 2 (Figure 1). In 2014, P. chla-
mydospora severity percentages were once more variable in the three different levels of
isolation, with the highest percentages being found for level 3 (Figure 2).

Level 3 mLevel 2 mLevel 1 Level 3 mLevel 2 mlevel 1
25 25
20 20
g 15 9 15 +—
z 10 ; 10 +—
= B3
2 5 5 5
g H
0 @20
artificial Water Negative ~ Esquive + artificial Water Negative ~ Esquive +
infection Pch Control artificial infection Pch Control artificial
(positive control) infection Pch (positive control) infection Pch
Treatments Treatments

Figure 1 - Phaeomoniella chlamydospora Figure 2 - Phaeomoniella chlamydospora
severity at level 1, level 2 and level 3 in severity at level 1, level 2 and level 3 in
treatments (2013). treatments (2014).

For the 2013 trial in Alenquer, N. parvum incidence for ESQUIVE' + artificial in-
fection of N. parvum (53.3%) did not differed significantly from water negative control
(47.0%) but significant differences from N. parvum positive control (90.0%) could be
found. Disease severity for ESQUIVE' + artificial infection of N. parvum (14.3%) did
not differed significantly from water negative control (6.4%) but both were significantly
different from the positive control (47.5%) (Table 3).
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For the 2014 trial in Estremoz, N. parvum incidence for ESQUIVE' + artificial in-
fection of N. parvum (32.1%) differed significantly from water negative control (57.1%)
and from positive control (89.3%). The lowest value of incidence was obtained for ES-
QUIVE' + artificial infection of N. parvum. For severity, ESQUIVE' + artificial infection
of N. parvum (6.8%) differed significantly from positive control (64.3%) but did not
differed significantly from the water negative control (22.0%) (Table 3).

Table 3 - Neofusicoccum parvum (Np.) incidence and severity of for treatments carried
out in Alenquer in 2013 and in Estremoz 2014

Alenquer 2013 Estremoz 2014
Treatments Incidence (%) Severity (%) Incidence (%)  Severity (%)
water negative control ~ 47.0a 6.4a 57.1¢ 22.0a
artificial infection Np ) o, 47.5b 89.3b 64.3b
(positive control)
ESQUIVE + artificial
. . 53.3a 14.3a 32.1a 6.0a
infection Np

In 2013, N. parvum severity was variable in the three different levels of isolation.
For all the treatments the highest percentages of severity were found on level 3 (Figure
3). Finally, in 2014, severity was once more variable in the three different levels of isola-
tion, with the highest percentages being found for level 3 (Figure 4).

Level3 mIevel2 mlLevell Level3 mLevel2 mLevell
80 80
- 60
£ < w
2 20 g 20
# é
0 s ; : 0
 artificial Water Negative  Esquive + artificial Water Negative  Esquive +
mfe_clmn Np Control i am['iclal infection Np Control artificial
(positive control) infection Np (positive control) infection Np
Treatments Treatments

Figure 3 - Neofusicoccum parvum severity at Figure 4 - Neofusicoccum parvum severity at
level 1, level 2 and level 3 in treatments (2013).  level 1, level 2 and level 3 in treatments (2014).

In 2014 vineyard trial, T. atroviride was reisolated from artificial infected canes
with both pathogens. Reisolation frequency was higher for the canes artificially infect-
ed with N. parvum than with P. chlamydospora. Among the three analyzed levels the
highest reisolation frequency was found for level 3 followed by level 1 and 2 (Figure 5).
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Figure 5 - Reisolation frequency of Trichoderma atroviride straim 1-1237 from level 1,
level 2 and level 3 of treated canes (2014).

4 - DISCUSSION AND CONCLUSION

The objective of the experiment was to assess the potential of ESQUIVE®, BCA,
under different environmental conditions, for the protection of pruning wounds against
fungal pathogens, P. chlamydospora and N. parvum, being the effectiveness of the treat-
ments evaluated through the ability to reduce artificial infections of pruned grapevine
canes by these two fungi.

ESQUIVE® showed a good control of the incidence of both pathogens, and also
a fairly good effect for P. chlamydospora severity and a very good effect on N. parvum
severity. Reisolation percentages of positive controls ranged from 67.9% to 89.3% for P.
chlamydospora and N. parvum, respectively.

For both years and for both vineyards, ESQUIVE® showed the ability to reduce
incidence and severity for the two fungi under study. In fact, ESQUIVE® was able to
reduce the disease incidence for percentages as high as 36.7% for P. chlamydospora (Ta-
ble 2) and 57.2% for N. parvum (Table 3) and severity for 15.3% (Table 2) and 57.5% (Table 3),
respectively.

With the exception of N. parvum on 2013, on both essays (2013 and 2014) ES-
QUIVE proved to be able to reduce both incidence and severity even when compared
with the water negative control, which can be somewhat an indicator of the natural
infections occurring in the vineyard.

99



According to MUTAWILA et al. (2015), the protection of grapevine pruning
wounds is currently the only way to prevent the infection of trunk pathogens since there
are no post-infection eradication methods for diseased vines without the loss of pro-
duction. Since wounds remain susceptible to infection for a longer period, and wound
protection does not persist until the wound is no longer susceptible, some researchers
have therefore suggested multiple fungicide applications (MUNKVOLD & MAROIS,
1993a). Biological control agents such as Fusarium lateritium and Trichoderma spp.
grow on the wound and provide long-term protection but lack the instant protective ef-
fect. MUNKVOLD & MAROIS (1995) also reported in grapevines a strong correlation
between temperatures after pruning and the rate of colonisation of pruning wounds by
naturally occurring epiphytes which may act as competitors in wound colonization by
Eutypa lata. The same correlation might be occurring in this study, since the objective
of ESQUIVE® is the biocontrol through colonization of the pruning wounds. Although
it might not have the instant protective effect of the chemical fungicides, conditions
that are optimal for the development of GTDs are also the optimal for the efficacy of
this biofungicide. KOTZE et al. (2011) found fungicides to be less effective in pruning
wound protection as compared with Trichoderma spp. treatments when wounds were
challenged with the pathogen seven days after application. In our trials, the bio-pro-
tection by ESQUIVE" was well succeded when wounds were artificially infected one
day after application. Also, the main advantage of using biological control protection
of pruning wounds is the long-term protection provided by the fungus growing in the
pruning wounds (MUTAWILA et al. 2016).

Considering the importance of preventing wood pathogens infection trough
pruning wounds and slowing down colonisation of wood fungi, we strongly consider
that ESQUIVE® can be regarded as a potential BCA product for pruning wound pro-
tection against P. chlamydospora and N. parvum associated with the accurate cultural
practices for a sustainable control of GTDs.
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A RAZAO ISOTOPICA 87Sr/86Sr COMO MARCADOR
DE TERROIR: AVALIACAO DA SUA ROBUSTEZ
A PROCESSOS TECNOLOGICOS

Cintia MOREIRA!'; Raul BRUNO DE SOUSA?; Antéonio CURVELO-GARCIAS,
Maria DE PINHO'; Jorge RICARDO-DA-SILVA?; Sofia CATARINO"?3

A avaliagdo da origem geografica do vinho com base na sua composi¢do quimica e iso-
topica ¢ actualmente um dos maiores desafios no que respeita a autenticidade. Recentemente,
no ambito de um projecto de investigagdo sobre marcadores de origem geografica do vinho, os
autores demonstraram a aplicabilidade da razdo isotopica *’Sr/**Sr, um marcador com liga¢do ao
solo, para rastreabilidade de DO portuguesas. Actualmente a investigagdo prossegue na avaliagao
da robustez deste parametro a processos tecnoldgicos vastamente aplicados em Enologia ou de
introdu¢@o mais recente, nomeadamente a nanofiltracdo (NF). Neste estudo, foram efectuados
ensaios de NF com vinho branco e vinho tinto, tendo-se avaliado os vinhos e as frac¢des de NF em
termos de caracteristicas fisico-quimicas gerais, incluindo parametros relacionados com composi-
¢do fendlica, polissacaridos totais, concentragdo em Sr e razdo isotopica *’Sr/*Sr. Nas condigdes
experimentais ensaiadas, ndo foi observada diferenca significativa entre os valores de razdo
isotopica *’Sr/*Sr das correntes de NF alimentagdo inicial e alimentagdo final.

Palavras-chave: vinho, autenticidade, origem geografica, razao isotopica 87Sr/86Sr, nano-
filtragdo

1- INTRODUCAO

A avaliagdo da origem geografica do vinho, e de outros produtos agricolas de
elevado valor, com base na sua composi¢do quimica ¢ actualmente um dos maiores
desafios relativamente a autenticidade. Em particular, a origem geografica do vinho ¢
bastante importante, designadamente na UE, onde a OCM Vitivinicola e a valorizagdo
de vinhos estdo profundamente relacionadas com a proveniéncia geografica. Em
Portugal, nos tltimos 10 anos, 47% do vinho produzido foi certificado com a designa-
¢do oficial de qualidade Denominagdo de Origem (DO).

! CEFEMA - Instituto Superior Técnico, Universidade de Lisboa, Av. Rovisco Pais, 1, 1049-001
Lisboa.

2 LEAF — Instituto Superior de Agronomia, Universidade de Lisboa, Tapada da Ajuda, 1349-017
Lisboa.

3 Unidade de Investigagdo em Viticultura e Enologia — INIAV, 2565-191 Dois Portos. Autor para
correspondéncia: sofiacatarino@isa.ulisboa.pt
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Recentemente, no ambito de um projecto de investigagdo sobre marcadores de
origem geografica do vinho, esta equipa de investigacdo demonstrou a aplicabilidade
da razdo ¥Sr/*Sr, um marcador com ligagdo ao solo, para rastreabilidade de DO
portuguesas (MARTINS et al., 2014, CATARINO et al., 2015). E conhecido que a
propor¢ao do isétopo radiogénico 87Sr, enriquecido ao longo do tempo por decaimento
radioativo do *Rb, relativamente ao *'Sr, varia de acordo com a composigéo ¢ idade
geoldgica. A razdo ¥Sr/*Sr do vinho reflete a razdo *’Sr/**Sr da formagdo geologica/
solo, uma vez que a videira ndo promove o fracionamento isotopico do Sr e a influéncia
de aditivos enologicos ¢ considerada negligenciavel (HORN et al., 1993).

Para além da aplicagdo obvia no ambito do controlo da qualidade, esta ferra-
menta apresenta enorme potencial de aplicagdo para caracterizagdo do terroir, diferen-
ciacdo e valorizagdo comercial. Contudo para fins de autenticagdo e eventual integracao
no banco de dados isotopicos da UE ¢ fundamental testar a robustez deste marcador as
praticas enoldgicas vastamente aplicadas na indistria/praticas mais recentes, entre as
quais, a nanofiltracdo (NF).

2 - MATERIAIS E METODOS
2.1 - Vinhos

Neste estudo foram utilizados um vinho branco proveniente da DO Do e um
vinho tinto originario da DO Palmela. O vinho branco foi obtido por aplicagdo do pro-
cesso convencional de vinificagdo designado por “bica aberta”, a partir da casta Ver-
delho, sendo o seu ano de colheita 2014. O vinho tinto foi produzido pelo processo
convencional de vinificacdo por maceragdo, a partir da casta Casteldo, igualmente da
colheita 2014.

2.2 - Analise sumaria dos vinhos e fraccdoes de NF

A analise sumaria dos vinhos (teor alcoolico, acidez total, acidez volatil, extracto
seco, massa volimica, pH, sulfuroso livre e total, substancias redutoras, intensidade e
tonalidade da cor) foi efectuada previamente aos ensaios de NF, de acordo com méto-
dos de analise descritos pela OIV (2015). A pesquisa da fermentagdo malolactica foi
efectuada nos vinhos tintos por cromatografia ascendente em papel, usando como sol-
vente uma mistura de butanol e acido acético adicionada de azul de bromofenol. O teor
em polissacaridos totais nos vinhos foi determinado pelo método espectrofotométrico
desenvolvido por SEGARRA et al. (1995). O teor em antocianinas totais e o indice de
fenois totais foram determinados de acordo com o método descrito por SOMERS e
EVANS (1977).

2.3 - Concentracao em Sr total dos vinhos e fraccoes de NF

A concentragdo em Sr dos vinhos foi determinada de acordo com o protocolo
descrito por CATARINO et al. (2006), ap6s dilui¢ao 1:10 das amostras com agua desio-
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nizada. Este pardmetro foi quantificado com recurso ao espectrometro de massa com
plasma acoplado por indug¢ao (ICP-MS) Perkin Elmer SCIEX Elan 9000, constituido
por nebulizador tipo cross-flow, camara de atomizagao do tipo Scott em Ryton, cones de
niquel, bomba peristaltica com quatro canais modelo Gilson e autoamostrador Perkin-
-Elmer AS-93 Plus protegido por camara de fluxo laminar classe 100 (Max Petek
Reinraumtechnik). O controlo do sistema analitico foi feito pelo sofiware Elan 6100
Windows NT (versdo 2.4).

2.4 - Preparacao das amostras de vinhos e frac¢des de NF para analise isotopica

A preparagdo das amostras para determinagdo da razdo isotopica *’Sr/*¢Sr
por ICP-MS envolveu as seguintes etapas: digestdo por microondas de alta pressdo
(HPMW), separacdo de Sr e de Rb por cromatografia de permuta ionica e filtragdo da
fracg¢do de eluigdo com Sr.

Digestio por HPMW

Nesta etapa efectuou-se a mineralizagdo das amostras, de modo a eliminar
a influéncia negativa da matéria organica na separa¢do cromatografica de Sr ¢ de
Rb. Foi utilizado o digestor de microondas de alta pressao Milestone ETHOS Plus
Microwave Labstation, equipado com um rotor monobloco de alta pressdo Milestone
HPR- 1000/6m com seis posigdes (sistema fechado, pressdo maxima de operagao de
100 bar) com vasos de Teflon TFM, um dos quais para controlo de temperatura durante
a operagdo. A digestdo das amostras foi aplicada com base no procedimento descrito
por CATARINO et al. (2010), apds algumas adaptagdes. Em cada vaso, colocaram-se
2 mL de vinho, 2 mL de peréxido de hidrogénio (Trace Select 30% (v/v), Fluka) e
4 mL de agua ultrapura.

Separacio cromatografica de Sr e de Rb

De modo a evitar a influéncia de Rb na razdo isotopica ¥’Sr/*Sr, efectuou-se a
separag@o cromatografica de Sr e de Rb de acordo com o protocolo descrito por MAR-
TINS et al. (2014), em colunas de cromatografia HIPEX Duran (12 mm de diametro
interno e 200 mm de altura de leito) com a resina de permuta cationica Dowex 50W-
X8/400 (Sigma-Aldrich).

Filtragao

Com o objectivo de minimizar a deposi¢cao de EDTA no equipamento de ICP-MS,
as fraccdes de eluicdo com Sr foram acidificadas a 1% com 4acido nitrico bidestilado e
conservadas a 5 °C durante 24 horas. Posteriormente efectuou-se a filtragdo destas
amostras com um filtro de seringa Acrodisc PVDF 0,45 pm com 25 mm de diametro.
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2.5 - Razdo isotopica ¥’Sr/*Sr dos vinhos e frac¢oes de NF

ApOs preparagdo das amostras, a razao isotopica ¥’Sr/*°Sr foi determinada com
recurso ao equipamento de ICP-MS referido anteriormente, de acordo com o método
descrito por MARTINS et al. (2014).

2.6 - Nanofiltragao

Os ensaios de NF foram efectuados no equipamento comercial Celfa P-28 cons-
tituido por um tanque de alimentagdo, um permutador de calor, uma bomba de circu-
lagao, um modulo de membranas planas, um potenciémetro para regulacdo do caudal
de circulag@o, uma valvula para o escoamento do concentrado, um manémetro e uma
vélvula para regulacdo da pressdo (figura 1). A area superficial da membrana é de 25,
52 em?.

Figura 1 — Instalacdo de nanofiltragao Celfa P-28

2.7 - Preparacio e caracterizacio da membrana de NF

A membrana utilizada foi preparada pelo método de inversdo de fases
seguido por annealing, como descrito por MOREIRA (2015).

De modo a avaliar os parametros relacionados com a estrutura da membrana e
com as suas caracteristicas intrinsecas, caracterizou-se a membrana em termos de per-
meabilidade hidraulica e rejeicdo a solutos de referéncia, nomeadamente ao cloreto de
sodio (anidro, 99,9%, VWR Prolabo), ao sulfato de sodio (anidro, 99%, Scharlan), ao
sulfato de calcio (anidro, 99%, Sigma-Aldrich) e a glucose (D(+)-Glucose Anidra, Pan-
reac). Para a determinagdo da permeabilidade hidraulica, foram efectuados ensaios com
caudal de recirculagdo de 1,4 L/mina 2, 3, 4, 5 e 6 bar. Relativamente a determinagdo da
rejei¢do a solutos de referéncia, os ensaios foram efectuados a pressdo transmembranar
de 6 bar com um caudal de recirculagdo de 1,4 L/min, sendo a concentragdo dos solutos
na solucdo de alimenta¢do de 300 ppm. A concentragdo em sais nas correntes de NF
foi determinada com recurso a um condutivimetro Crison GLP 32 e a concentragdo em
glucose através do equipamento Total Organic Carbon (TOC) Dohrmann 3300.

O coeficiente de rejeigdo foi determinado pela equagdo 1, onde C, e Cp sdo as
concentra¢des de soluto na alimentac¢do e no permeado, respectivamente.
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£ = Ca- Cp (1)

2.8 - Ensaios de NF

Os ensaios de NF foram efectuados com um vinho branco e um vinho tinto, des-
critos anteriormente. Esta operagéo ocorreu a 17 bar com um caudal de recirculacdo de
2,1 L/min. Em cada ensaio, colocaram-se no tanque 500 mL do vinho a permear, tendo-
se recolhido amostras de 60 mL de permeado e de alimentacdo no inicio e no
fim da operagdo. As frac¢des de NF dos vinhos foram avaliadas através de caracteriza-
¢do fisico- quimica geral, determinagdo de polissacaridos totais, caracteristicas
cromaticas, antocianinas totais e indice de fenois totais, composi¢do mineral e razdo
isotopica ¥’Sr/*Sr.

A andlise fisico-quimica sumaria foi efectuada por Espectroscopia de Infraverme-
lho com Transformada de Fourier (FTIR) e os restantes parametros foram determinados
pelos métodos descritos anteriormente. Os coeficientes de rejeigdo foram determinados
pela equagao 1.

2.9 - Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados relativos a razdo isotopica *’Sr/%°Sr dos vinhos e respectivas frac¢des
de NF foram tratados estatisticamente com recurso ao software Statistica 7 (StatSoft,
Inc., Tulsa, Ok 74104, USA) por aplicagdo da One-Way ANOVA (anélise de variancia
com um factor). As diferencas observadas foram testadas através de uma analise de
variancia seguida pelo teste de Fisher Least Significant Difference (LSD). A signifi-
cancia foi testada a 0=0,05 (p<0,05). De modo a verificar a aplicabilidade dos testes
paramétricos, efectuaram-se os testes de homogeneidade de variancias e de distribui¢ao
normal.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Caracteristicas da membrana de NF

A permeabilidade hidraulica foi determinada a partir da representagao grafica do
fluxo de permeado de dgua desionizada em fung@o da pressdo transmembranar. A partir
do declive da recta, obteve-se um valor de 0,313 kg/(h.m?.bar) para a permeabilidade
hidraulica.

A membrana foi também caracterizada a partir da rejeicdo ao cloreto de sddio
(90,3%), sulfato de sodio (95,3%), sulfato de calcio (92,8%) e glucose (90,3%).

3.2 - Caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos

As caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos utilizados nos ensaios de NF encon-
tram-se no quadro 1.
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Quadro 1 — Caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos utilizados nos ensaios de NF
(VB — vinho branco; VT — vinho tinto)

Vinho 35]130 f;ill_mda Vinho Bi‘; f;il{mcla
Massa volimica 20°C (g/mL) 0,9889 0,9949 Fermentagdo malolactica - positiva
Teor alcodlico 20°C (% v/v) 13,0 10,8 Substancias redutoras (g/L) 1,6 0,2
Extracto seco (g/L) 19,8 28,7 Polissacaridos totais (mg/L) 337 914
Acidez total (g/L) ac. tartarico 5,7 5,1 Intensidade da cor (u.a.) - 8,990
Acidez volatil (g/L) ac. acético 0,38 0,58 Tonalidade - 0,680
juss 327 3,68 Antocianinas totais (mg/L) - 252
Sulfuroso livre (mg/L) 40 27 indice de fenois totais (u.a.) 7 47
Sulfuroso total (mg/L) 95 40 Absorvancia 420 nm (u.a.) 0,069 ---

A concentrag@o em Sr total foi avaliada nos dois vinhos, sendo de 239 (6) pg/L
para o vinho branco da DO Dao e de 256 (2) pg/L para o vinho tinto da DO Palmela.

As razdes isotopicas ¥Sr/*Sr foram também determinadas, tendo-se obtido o
valor de 0,7128+0,0008 para o vinho branco da DO Dao e de 0,7075+0,0007 para o
vinho tinto da DO Palmela. Os valores apresentados correspondem a média de duas
réplicas independentes e respectivo desvio-padrao. O vinho da DO Dao apresenta um
valor de razdo isotopica ¥Sr/*Sr superior ao do vinho da DO Palmela. Tendo em conta
que na DO Dao os solos sdo maioritariamente de origem granitica (mais antigos), apre-
sentam tipicamente razdes isotopicas *’Sr/*°Sr superiores. Por outro lado, a DO
Palmela caracteriza-se por solos argilosos (mais recentes), o que explicard o valor
comparativamente mais baixo de *’Sr/*Sr.

3.3 - Ensaios de NF

As caracteristicas fisico-quimicas das frac¢des de NF dos vinhos encontram-se
no quadro

Quadro 2 — Caracteristicas fisico-quimicas gerais das fracgdes de nanofiltracdo dos
vinhos (A.I. — alimentacdo inicial; A.F. — alimentagdo final; P. — permeado; VB — vinho
branco; VT — vinho tinto)

Dio VB Palmela VT

AL AF. P. AL AF. P.
Massa volimica 20°C (g/mL) 0,9897 0,9887 0,9832 0,9951 0,9941 0,9857
Teor alcodlico 20°C (% v/v) 12,6 12,5 11,7 10,6 10,6 9,9
Extracto seco (g/L) 20,7 17,9 1,5 28,6 25,8 2,2
Acidez total (g/L) ac. tartarico 5,6 4,9 0,7 6,1 5,7 1,6
Acidez volatil (g/L) ac. acético 0,29 0,28 0,18 0,76 0,76 0,64
pH 322 3,22 3,13 3,52 3,49 3,14
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Sulfuroso total (mg/L) 95 89 56 6 19 67

Substancias redutoras (g/L) 32 2,6 0,6 1,7 1,5 0,4
Cinza (g/L) 22 1,9 0,4 3,0 2,8 0,5
Acido tartérico (/L) 1,5 1,2 nd 1,1 1,1 0,2
Acido malico (g/L) 1,9 1,6 nd - - -
Acido lactico(g/L) 0,1 0,2 0,2 2,5 2,3 0,5
Polissacaridos totais (mg/L) 416 583 <19¢ 820 1161 <45°
Intensidade da cor (u.a.) - - - 13,375 14,775 -
Tonalidade --- --- --- 0,768 0,738 ---
Antocianinas totais (mg/L) - - - 140 170 2
Indice de fenois totais (u.a.) 6 7 1 46 54 2

nd —ndo detectado; “LQ = 19 mg/L; D= 4,5 mg/L

A concentrag@o em Sr nas fracgdes de NF dos vinhos e os respectivos coeficientes
de rejeicdo encontram-se no quadro 3. A rejeicdo ao Sr pela membrana de NF ¢ elevada
em ambos os vinhos.

Quadro 3 — Concentragdes de Sr nas fracgdes de nanofiltragdo e respectivos coeficien-
tes de rejeicao (f) (A.IL. — alimentacdo inicial; A.F. — alimentacao final; P. — permeado;
VB — vinho branco; VT — vinho tinto)

Amostra AlL (ng/L) AF.(ug/L) P.(ug/l) (%)
Dao VB 49 (1) 63,2(0,6) 0,29 (0,01) 994
Palmela VI 58 (2) 89,9 (0,6) 6,61 (0,09) 88,7

Nos ensaios realizados, a razio isotopica *’Sr/*Sr da alimentagao final néo foi sig-
nificativamente diferente da alimentagao inicial, indicando que ndo houve permeacao
preferencial de nenhum dos isétopos de Sr (MOREIRA, 2015). De acordo com
os resultados obtidos nas condigdes experimentais deste estudo, a aplicacdo da opera-
¢do de NF no processamento do vinho, nao ¢ factor limitativo para a utilizagdo da razao
isotdpica *Sr/*Sr como marcador de origem geografica. Estes resultados confirmam a
robustez deste marcador na avaliacdo da autenticidade do vinho. Os resultados foram
apresentados com maior detalhe por Moreira (2015).
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ANALISE EM COMPONENTES PRINCIPAIS
CATEGORICA APLICADA AO PERFIL SENSORIAL DE
VINHOS DO PORTO

* 2)
Alice VILELA " : Bebiana MONTEIRO ' ; Elisete CORREIA

RESUMO

Ha muitos anos que a analise estatistica multivariada ¢ utilizada para tratamentos de
dados sensoriais, nomeadamente a Analise em Componentes Principais (PCA). Trabalhos em vin-
hos, de diferentes categorias e estilos, tém sido publicados, onde esta técnica ¢ aplicada. No entanto,
uma vez que as variaveis escolhidas, por analise descritiva quantitativa, sio medidas numa escala
ordinal ¢ a dimensdo da amostra ¢ reduzida a técnica mais adequada ¢ a Analise em Componentes
Principais Categorica (CATPCA). Assim, os principais objetivos deste estudo foram: aplicar um
método sensorial especifico, usada por um painel de provadores treinado, descrevendo os atribu-
tos sensoriais mais importantes para os diferentes estilos e marcas de Vinho do Porto e, comparar
os resultados da PCA com os resultados da CATPCA, com o intuito de avaliar a viabilidade de
ambas as técnicas. No final do trabalho demonstramos que a analise dos dados CATPCA parece
ser mais robusta e explica mais de 15% da variagao inicial do que a analise PCA.

Palavras-chave: Descritores de vinhos do Porto, perfil sensorial, analise CATPCA, analise PCA.
1. INTRODUCAO

No mercado Portugués, dentro de cada estilo de Vinho do Porto, existem varias
marcas. A gestdo da marca no mundo empresarial de hoje esta extremamente relaciona-
da com a melhoria das estratégias empresariais (MIRALLES et al., 2008). Informagao
sobre os vinhos e suas caracteristicas sensoriais ¢ fundamental para o éxito do desen-
volvimento e comercializacdo de cada nova marca de vinho. Este tipo de informagdo
pode ser obtida por meio de testes sensoriais descritivos com painéis de provadores
treinados (MEILGAARD et al., 1999; STONE ¢ SIDEL, 2004).

Com o objetivo de detetar diferentes descritores sensoriais em vinhos, e dado que
as variaveis sdo recolhidos recorrendo a uma escala ordinal, uma Analise em Compo-
nentes Principais Categorica (CATPCA) pode ser realizada. Como se sabe, nas cién-
cias sensoriais muitas variaveis sdo nominais ou ordinais e o relacionamento entre as
variaveis ¢ frequentemente nio-linear, mais ainda, a dimensao da amostra ¢ por vezes
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insuficiente para o uso de técnicas paramétricas. Consequentemente, uma Analise em
Componentes Principais (PCA) pode ndo ser apropriada e deve ser usada somente ap6s
verificagdo das suas condi¢des de aplicabilidade. Mesmo assim, a analise estatistica
multivariada ha muito tem sido utilizada para avaliacdo das caracteristicas de um vinho
¢ a PCA tem sido aplicada ao tratamento de dados sensoriais (NOBLE e SHANNON,
1987; ZAMORA e GUIRAO, 2002; VILANOVA et al., 2009; ESTI et al., 2010; LI-
ANG et al., 2013). Nos ultimos anos a PCA nao-linear foi introduzida e desenvolvida
para evitar as limitagdes da PCA padrao (LINTING et al., 2007).

Os dois objetivos deste estudo foram descrever um método sensorial especifico,
usado por um painel treinado (MONTEIRO et al., 2014, VILELA et al., 2015),
incluindo o desenvolvimento de compostos de referéncia para estabelecer os atributos
sensoriais descritivos mais importantes de diferentes estilos e marcas de Vinho do Por-
to, comparando os resultados da PCA com os obtidos através da CATPCA com o fim de
avaliar a viabilidade de ambas as técnicas.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Vinhos
Neste estudo foram avaliadas 28 amostras de Vinho do Porto, de 3 estilos difer-

entes: 10 Vinhos do Porto Branco; 9 Portos Ruby e 9 Tawny, todos de diferentes empre-
sas da Regido Demarcada do Douro (RDD) (Tabela 1).

Tabela 1 - Amostras de vinho avaliadas e respetivos codigos

Estilo de vinho Marca (Bb), estilo e n. da garrafa
Porto Branco (W)* BW1aBWI10
Porto Ruby (R) BR11 a BR19
Porto Tawny (T) BT20 a BT28

AW _ white, ou branco; ® — brand

2.2. Seleciio de descritores e desenvolvimento de referéncias

Dois vinhos de cada estilo de Vinho do Porto (Branco, Ruby e Tawny) foram prova-
dos por um painel de 12 provadores ao longo de 3 sessdes de prova, com duragdo de 1
hora cada. Foi utilizada a metodologia de livre escolha para atribuicao de descritores a
cada estilo de vinho (VILELA et al., 2015). A partir de uma longa lista de atributos, uma
lista reduzida foi compilado através da analise da frequéncia de citagdes. Trés sessdes de
treino foram efetuadas de acordo com a metodologia que seria usada para avaliar os
vinhos.
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2.3. Analise Sensorial dos vinhos

Todos os vinhos foram avaliados em triplicado em nove sessoes de degustagao,
uma sessdo por semana, das 10:00 as 12:00 h. Os vinhos foram distribuidos aleatori-
amente ao longo das sessdes. As sessoes de prova foram realizadas num laboratorio
de prova, com ambiente controlado: temperatura de 20+2°C e humidade relativa de
60+£20%. As referéncias e os vinhos (35 mL por copo) foram servidas em copos de
degustacdo padronizados (ISO, 1977). As garrafas foram abertas imediatamente antes
da prova.

As referéncias e os vinhos foram avaliados de acordo com a metodologia descrita
por MONTEIRO et al. (2014). Os atributos foram pontuados utilizando uma escala de 5
pontos (variando de 1-menor intensidade a 5 -maior intensidade) por comparagdo com
a intensidade das referéncias (VILELA et al., 2015).

2.4. Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram efetuadas usando o Sofiware SPSS Statistics
(v. 20; IBM SPSS, Chicago, IL). A fim de estabelecer os descritores mais importantes
para os diferentes estilos de Vinho do Porto e respetivas marcas procedeu-se a uma
PCA e auma CATPCA, ao conjunto dos 28 vinhos e dos 23 atributos escolhidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise em Componentes Principais (PCA)

Com o objetivo de estabelecer e interpretar os descritores sensoriais dos 28 Vinhos
do Porto, uma PCA foi aplicada sobre o conjunto total dos 23 atributos selecionados.
Para usar a PCA foi necessario verificar alguns pressupostos, ou seja, o Teste de Es-
fericidade de Bartlett (HAIR et al., 2009) e o teste de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) para
verificar a correlagdo entre as variaveis ¢ a medida de adequagdo da amostra (HAIR
et al., 2009), que deve ser superior a 0,5. Tal como mostra a Tabela 2, no teste de
esfericidade de Bartlett um valor estatisticamente significativo (sig = 0,00), indica que
existe uma correlagdo suficiente entre as variaveis. No entanto, um valor baixo de
KMO (0,209), indica uma fraca adequabilidade dos dados.

Tabela 2 - KMO e teste de Bartlett (analise PCA)

Kaiser-Meyer-Olkin (Medida de adequagio da amostra) 0.209
Aprox. Chi-Quadrado 889.432
Teste de esfericidade de Bartlett, df 253
Sig. 0.000
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O modelo bidimensional da PCA, Figura 1, originou um valor proprio de 9,304
para a primeira componente (PC1), indicando que 40,451% de variabilidade total ¢
explicada por essa componente, ¢ um valor proprio de 4,451 para a segunda compo-
nente (PC2), indicando que a sua propor¢ao da variancia ¢ de 19,874%. Assim, as duas
componentes explicam 60,325% da variagao total.

O modelo ndo destacou diferencas entre as diferentes marcas (Brands) no entanto,
as amostras de vinho estdo reunidas no plano de acordo com o estilo de vinho (Porto
Branco, Ruby e Tawny).

Como referimos antes, a PCA foi aplicada sobre um conjunto de 23 atributos, mas
apenas 19 deles contribuiu para o modelo bidimensional de uma forma significativa
(loadings> 0,5; VILELA et al., 2015).

T A R e T T T 1|
g s * Portos Tawny
| p B124 N, !
| +ps A \ !
: Y . !
| I} DAk fruits \ |
BI26 BI20 . |
| Portos Brancos. - = - | |B4  Drcd fruits favor |
I 2 .o 5
Gofl A 1
I e \‘ \ BI22 gros / |
L] / . A .
| . \\ B121 / |
! WoodW7 " 4 A . \
| » A | I / ;
| / N - !
| . | e
;\? | .I Acid taste :
S| =
E i .' " Lodd Sasit 4L = . !
g ° ] BWS . \ 1
o ! N ;WM ; Spicy sens:::i/ Wity fayor: Sruiy-s !
2 | BW4 a ) ! - / Persistence 1
I Honey  Bulance _ Soft sensation Red Fruit
| | swz  BW3 ] BRIS BRI i
Alcoholig Snsation . ! o A . |
! B! 576 / I Asoiigdy I
I . :WZSW . BRI6 fiorakriy § |
| eet taste 7 A A A
o \ BwY Clean BR14 * / |
I . L'. fm%ﬁﬁ" . |
. A
| \ , : itrus \‘ . / |
| .
| S . - = kS . . 4 |
= ~ 7’ |
| L e |
; Portos Ruby |
e :
|
T Rl e S - . et el S S amaihs ; St anithe ke ke alen B T ey S - i
2 4 1 2
PC 1 (40.451%)

Figura 1 - Projecdo dos valores dos atributos sensoriais dos vinhos avaliados, nas
componentes 1 e 2, apds a PCA.
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A primeira componente distingue marcas de Vinho do Porto Ruby, localizadas no
eixo positivo, de marcas de Vinho do Porto Branco, no eixo negativo. Nas marcas de
Vinho do Porto Ruby, os atributos: Cor Ruby, Persisténcia, Aroma a frutos vermelhos,
Adstringéncia e Aromas florais foram dominantes, enquanto nas marcas de Vinho do
Porto Branco, atributos como Aroma a mel, Sabor doce, Sensagdo alcodlica, Equilib-
rado e Flavor a moscatel sdo os que melhor caracterizam estes vinhos. No entanto, o
vinho BW7 (Vinho do Porto Branco, marca numero sete) ¢ melhor caracterizado pelos
atributos Cor dourada e Aroma a madeira. Os Vinhos do Porto Tawny sdo caracteriza-
dos pelos atributos nasais (aroma) e orto-nasais (flavor) relacionados com Frutos secos

(Figura 1).

3.2. Anilise em Componentes Principais Categorica (CATPCA)

A Andlise em Componentes Principais Categorica (CATPCA) ¢ um método nao
paramétrico que quantifica as variaveis categdricas por meio de um processo chama-
do de quantificacdo ideal (também referido como escalonamento 6timo ou pontuacao
otima - MEULMAN et al., 2004). Quando usamos a CATPCA o modelo bidimension-
al apresentou um coeficiente de consisténcia interna (Alpha de Cronbach) de 0,954 e
produziu um valor proprio de 11,383 para a primeira componente, indicando
que 49,492% da variancia é contabilizada por esta componente (Tabela 3). Para a se-
gunda componente o coeficiente de consisténcia interna ¢ 0,862 com um valor proprio
de 5,695, indicando que a propor¢ao de variancia explicada por esta componente ¢ de
24,761%. Assim, as duas componentes explicam 74,253% da variacdo total, um valor
mais elevado do que o obtido com a PCA.

Tabela 3 — Sumario do modelo CATPCA

Dimensio | Alpha de Cronbach Variincia
Total (Valor préprio) % de Variancia
1 0,954 11,383 49,492
2 0,862 5,695 24,761
Total 0,984 17,078 74,253

Para os 28 Vinhos do Porto avaliados obtivemos um projecdo (Figura 2) com
cada atributo e cada vinho marcados ao longo das dimensdes 1 e 2.

A primeira componente distingue as marcas de Vinho do Porto Ruby, localiza-
dos no eixo positivo da projeg¢do CATPCA, das marcas de Vinho do Porto Branco,
localizadas no eixo negativo. Nas marcas de vinhos do Porto Ruby, os atributos Cor
ruby, Aroma a frutos vermelhos, Sabor frutado, Adstringéncia e Aromas florais foram
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dominantes, enquanto nas marcas de Porto Branco, atributos como Aroma a mel, Sab-
or doce, Sensagdo alcodlica, Equilibrio, Sabor acido e Flavor a moscatel sdo os que
melhor caracterizam estes vinhos. Os Vinhos do Porto Tawny s@o caracterizados pelo
atributo Flavor a frutos secos.
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Figura 2 - Projecao dos valores dos atributos sensoriais dos vinhos avaliados, nas com-
ponentes 1 e 2, apés a CATPCA.
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4. CONCLUSOES

O trabalho apresentado permitiu-nos obter dois resultados que devem ser devid-
amente ponderados, demonstrando que a aplicacdo de recursos computacionais deve ser
tomada com algum cuidado para ndo se cometerem erros metodologicos. Em ambas

as analises foram consideradas duas componentes, no entanto, a percentagem da
variancia explicada pela CATPCA inicial ¢ mais elevada (74,253%) do que a expli-
cada pela PCA (60,325%). Claramente, a PCA violou alguns principios basicos: as
varidveis utilizadas foram qualitativas, a medida de adequacdo da amostra de Kai-
ser-Meyer-Olkin, que deve ser superior a 0,5 deu um valor de apenas 0,209, indicando
que a amostra ndo era adequada. O tamanho da amostra deve ser grande o suficiente,
pelo menos cinco vezes o numero de observagdes em relagdo ao nimero de variaveis a
serem analisadas, o que ndo

¢ 0 caso no nosso estudo, onde tivemos 23 variaveis ¢ 28 observagdes. De facto a
CATPCA ¢ adequada para uma analise onde ha mais variaveis que observagdes. Além
disso, a CATPCA agrupou os vinhos de acordo com o estilo de vinho (Porto Branco,
Ruby ou Tawny), independentemente das marcas dos vinhos, ocorrendo uma maior
coesdo entre 0s grupos, que parece ser apropriada as amostras de vinho em questao.
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APLICACAO DA ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER NA DETERMINACAO DE CLORETO E
SULFATO DE VINHOS

1. INTRODUCAO

A qualidade de um vinho ¢ obtida através do perfeito equilibrio entre as suas
propriedades analiticas e consequentes caracteristicas organoléticas. Assim, a
constituicdo das uvas e o processo de vinificag@o originam uma combinagdo especifica
de componentes que determinara o caracter final do vinho [1]. O vinho ¢ principalmente
composto por agua, etanol e aglicares, no entanto, muitos outros elementos quimicos
fazem parte da sua constitui¢ao [2]. Entre eles encontram-se os anides cloreto e sulfato

(SO4™), o0s quais sdo também importantes indicadores na avaliagio da qualidade
de um vinho. Tal como outros pardmetros, a sua concentragdo deve ser controlada e
obedecer aos limites legalmente impostos.

O anido cloreto esta naturalmente presente nos vinhos em quantidades reduzidas.
No entanto, a sua concentracdo pode variar de acordo com a origem geografica e
correspondentes condi¢cdes geologicas e climaticas associadas, aumentando quando
estes provém de vinhas localizadas perto da costa. Elevados niveis de cloreto podem
também indicar praticas fraudulentas de filtragdo, estabilizagdo [3], clarificagdo e
corregdes organoléticas [4] dos vinhos.

O anido sulfato também faz parte da composi¢@o natural do vinho. No entanto,
varios fatores influenciam a sua concentragdo, como a composi¢cdo quimica do solo
onde cresceram as vinhas, os tratamentos fitoquimicos aos quais foram sujeitas ¢ ainda
tratamentos enoldgicos efetuados durante o processo de vinificagdo. Elevados niveis de
sulfato podem aumentar a adstringéncia e a turbidez (devida a instabilidade proteica)
dos vinhos, mas podem também indicar a adi¢do de certos compostos como sulfato
de cobre, sulfato de amonio e acido sulfurico. Estas adi¢des, (embora efetuadas com
o objetivo de melhorar a qualidade dos vinhos), sdo em alguns casos consideradas
praticas fraudulentas [5, 6].

Pretendendo garantir a satisfagdo ¢ a seguranca dos consumidores, varios
procedimentos analiticos foram desenvolvidos para avaliar a qualidade dos vinhos
em todas as etapas da sua producgdo (incluindo também a determina¢do dos anides
cloreto e sulfato) [5, 7, 8]. No entanto, ao longo do tempo foi surgindo a
necessidade de desenvolver procedimentos mais rapidos, automatizados e eficientes,
mantendo simultaneamente um elevado nivel de reprodutibilidade, precisdo e exatidao.
A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) surgiu como uma possivel solugdo, ao cumprir todos
estes requisitos [9]. Além dos beneficios descritos, esta ¢ uma técnica ndo destrutiva, que
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requer pouca ou nenhuma preparagdo prévia da amostra, consequentemente evitando a
formacéo de residuos toxicos [10]. Algumas das limitagdes frequentemente associadas
a espectroscopia de infravermelho sdo particularmente realgadas quando esta técnica
¢ aplicada em vinhos. A presenga de agua e etanol, cujas bandas dominam o espectro
de absor¢do na regido do infravermelho médio, interferem na determinagdo de outros
compostos importantes. A similaridade quimica entre os principais componentes do
vinho traduz-se em caracteristicas de absor¢@o similares na regidao do infravermelho [9,
11]. Para ultrapassar algumas destas limitagdes é necessario combinar procedimentos
de calibragdo intensivos com ferramentas quimiométricas tais como a regressao por
minimos quadrados parciais (PLS, Partial Least Squares).

Apesar do grande niimero de estudos ja desenvolvidos e publicados e da sua
implementacdo em andlises de rotina, o potencial da espectroscopia de infravermelho
ainda ndo foi completamente explorado nesta area. Assim, o objetivo deste trabalho
consistiu na avaliagio da capacidade da espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier na determinag¢ao das concentragdes de cloreto e sulfato em
vinhos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Conjunto de dados

Foram disponibilizadas pela CVRVV (Comissdo de Viticultura da Regido dos
Vinhos Verdes) 45 amostras (matrizes de vinhos diferentes), que constituiram a base
deste projeto experimental. Com o objetivo de representar uma vasta diversidade de
vinhos e assim aumentar a robustez do método, as amostras foram selecionadas
de forma a incluir diferentes tipos (branco, tinto, rosado, tranquilo, espumante)
¢ variedades de vinhos de colheitas recentes (2012 e 2013) de diversas regides
vitivinicolas portuguesas (Douro, Dao, Vinhos Verdes).

E de salientar que, a baixa concentragio e variabilidade dos pardmetros, aumentou
adificuldade do desenvolvimento das calibragdes. Consequentemente, para a

determinag@o de cloretos e sulfatos, foi necessario expandir a gama inicial de
concentragdes. Para tal, as 45 matrizes de vinho selecionadas foram divididas em dois
conjuntos de 20 e 25 amostras e submetidas a fortificacdo controlada de cloretos e
sulfatos, respetivamente. Para cada matriz de vinho foram selecionados cinco niveis de
concentracao e estes foram testados de forma a estarem compreendidos entre o limite de
quantificagdo do método de referéncia e o limite legal permitido. Foram assim obtidos
conjuntos de 100 ¢ 125 amostras para os parametros cloretos ¢ sulfatos, respetivamente.
Estes conjuntos abrangeram variabilidade suficiente para garantir uma construcao
adequada dos modelos preditivos, incluindo simultaneamente os limites estabelecidos
pela regulamentacdo legal (1 g/L e 2 g/L para cloretos e sulfatos respetivamente [12].

A preparagdo de solugdes padrio altamente concentradas de cloreto de sodio
(Sigma- Aldrich, St. Louis MO, USA) e sulfato de potassio (Sigma-Aldrich,
St. Louis MO, USA), asseguraram uma adi¢do minima destas solu¢des as amostras
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originais, consequentemente evitando alteracdes das caracteristicas das matrizes
originais.

As amostras utilizadas foram recolhidas a partir de vinhos comercializados, que
excluiriam a partida a necessidade de qualquer tipo de pré-tratamento. No entanto,
para excluir a possivel presenca de particulas e remover o CO2 existente, todas as
amostras foram filtradas e desgaseificadas antes do doseamento.

2.2. Analises de referéncia

Os resultados analiticos de referéncia, usados para as calibragdes de sulfato
e cloreto, foram obtidos através de métodos internos baseados em técnicas de analise
em fluxo continuo e dete¢do espectrofotométrica com incertezas de 15% e 17%
respetivamente. A determinagdo de sulfato ¢ baseada numa reagdo colorimétrica, na
qual a intensidade corante ¢ diretamente proporcional ao aumento da quantidade de
analito. Depois da adi¢do de uma solugdo de cloreto de bario, os ides sulfato
presentes reagem com o catido bario, formando um precipitado de cloreto de bario. O
excesso de bario resultante da reacdo ¢ dialisado pelo reagente corante. A diminuicao
de cor ¢ medida por espectrofotometro UV/Vis a 630nm. A determinagdo de cloreto
¢ também baseada numa reagdo colorimétrica. No entanto, neste caso, a amostra ¢
diluida numa solugdo de tiocianato de mercurio, que origina a formagao de cloreto
de mercurio e a libertagdo de ido tiocianato. Na presen¢a de ido férrico, o tiocianato
forma um complexo vermelho,

cuja intensidade de cor ¢ medida num espectrofotdmetro a 490 nm. O numero de
amostras e medi¢des, bem como alguns detalhes, estdo resumidos na Tabela 1.

2.3. Analises por espectroscopia de infravermelho (com transformada de Fourier)

A aquisigao de espectos por FTIR foi efetuada em amostras previamente filtradas e
desgaseificadas, usando um espectrometro Multispec IRTF UV/Vis (CETIM, France) e
detetor Avatar 370 (Thermo Nicolet Corporation, Madison, Wisconsin, USA) equipado
com o software Bacchus Acquisition/Quantification (CETIM, France).

As medigdes foram realizadas em modo de absorvancia entre 3050 e 1000 cm”,
com uma resolugdo espectral de 16 cm’, sendo cada espetro o resultado de 22 scans.

Os espectros foram obtidos usando uma cuvete de CaF2 com um percurso
otico de 0.1 mm. As analises foram realizadas a 25°C, recorrendo a um amostrador
automatico, que usando aproximadamente 10 ml de amostra permitiu determinagdes em
duplicado e pré- lavagem do sistema (controlado por sistema Peltier). Foram efetuadas
medig¢des de background usando agua desionizada, antes de cada sessdo de trabalho.
De forma a evitar erros por alteragdo quimica das amostras, foram assegurados curtos
periodos de tempo entre as analises de referéncia e a aquisi¢ao dos espectros por FTIR.
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2.4. Processamento dos dados

Os espectros das amostras foram tragados entre os 3050 ¢ os 1000 cm_1 (Figura
1). Da sug analise ViSl_liil resultou a exclusdo imediata da regido compreendida entre
1700 cm ~ e 1570 cm ~ devido a saturag@o do sinal observada nessa area. De facto,
outros autores reportaram comportamentos espectrais semelhantes, em regides
muito proximas a anteriormente mencionada, devido as fortes absor¢des da agua e do
etanol [1, 13-15].

Os espectros resultantes (compreendidos entre 1570-1000cm’ e 3050-1700
cm") foram posteriormente subdivididos em quatro regides espectrais, de acordo
com a aglomeragdo dos picos e bandas distribuidos ao longo do comprimento de
onda espectral. As quatro regides resultantes, assim como todas as suas possiveis
combinagdes, foram avaliadas para a constru¢ao dos modelos de regressao multivariada.
Varios métodos de pré- processamento (normalizacdo SNV (Standard Normal
Variate), derivadas de primeira e segunda ordem de Savitzky-Golay, corre¢des de
dispersdo MSC (Multiplicative Scatter Correction), EMSC (Extended Multiplicative
Scatter Correction) e OSC (Orthogonal Scatter Correction)) foram testados, tanto
individualmente como combinados, no tratamento dos espectros brutos, com o objetivo
de remover variagdes espectrais indesejadas causadas por desvios da linha de base,
efeitos de dispersdo da luz e variagdes de temperatura. No entanto, os modelos
desenvolvidos funcionavam melhor quando ndo era aplicado qualquer tipo de pré-
processamento espectral.

Para detetar a presenca de eventuais anomalias de comportamento espectral,
foi efetuada uma andlise de componentes principais (PCA, Principal Component
Analysis). A auséncia de agrupamentos de amostras, indicou nio existirem efeitos de
matriz visiveis, assegurando simultaneamente a diversidade das amostras selecionadas
¢ a inexisténcia de amostras atipicas que pudessem ser consideradas outliers [16].

2.5. Analise multivariada dos dados

Os modelos de calibragdo foram desenvolvidos para cada um dos parametros
propostos (cloreto e sulfato), visando a sua determinagdo quantitativa em vinhos.
As equagdes de calibragao foram baseadas na aplicacdo da regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS), cujo fundamento consiste na correlagdo entre os dados
espectrais e os respetivos valores de concentragao obtidos através de métodos analiticos
de referéncia. Neste trabalho foi aplicado o algoritmo PLS-1 [17].

Cada conjunto de amostras foi aleatoriamente dividido em dois subconjuntos: um
conjunto de calibragdo (composto por 70% do grupo de amostras original que lhe deu
origem) e um conjunto de teste (composto pelos restantes 30%). Esta divisdo, apesar
de aleatoria, assegurou simultaneamente que todos os tipos de matrizes de vinhos eram
incluidos, tanto no conjunto de calibragdo como no de teste, evitando deste modo um
desequilibrio de matrizes. Do conjunto de calibragao fizeram parte 70 e 87 amostras
enquanto o grupo de teste incluiu 30 e 38 amostras para os modelos desenvolvidos para
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o cloreto e o sulfato, respetivamente. Para cada modelo o numero 6timo de variaveis
latentes foi selecionado recorrendo ao método de validagdo cruzada leave-one-out,
incluindo apenas o conjunto de calibragao [18]. A precisdo dos modelos foi inicialmente
avaliada através do erro de validagdo cruzada (RMSECV (root mean square error of
cross-validation)). A capacidade preditiva dos modelos foi posteriormente testada
com as amostras independentes, pertencentes aos conjuntos de teste. Para isso, cada
grupo de amostras independentes foi projetado no respetivo modelo desenvolvido,
possibilitando

a avaliagdo de cada modelo relativamente as suas capacidades preditivas através
da obtengdo dos erros de previsio (RMSEP (root mean square error of prediction))
e do coeficiente de determinagdo (R™p) [14]. Para cada um dos pardmetros modelados,
foram ainda calculadas figuras de mérito como o limite de detecdo, sensibilidade (SEN)
e seletividade (SEL), de acordo com a teoria NAS (net analyte signal) [19, 20]. O
pardmetro adimensional RER (range error ratio) [21] e o RPD (residual predictive
deviation) [18] foram também estimados ¢ utilizados como ferramenta de avaliagdo da
capacidade preditiva dos modelos PLS.

Todos os calculos foram efetuados usando como ferramenta o programa Matlab
versao 8.3 (MathWorks, Natick, MA, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Procedimentos de calibragao e estatisticos

Tal como referido previamen_tf, os espectros foram divic_iidos em quatro regioes
esp_elctrais: regido 1 (1120-1000 cmp ), regidio 2 (1570-1120 cm ), regido 3 (2800-1700
cm ) eregido 4 (3050-2800 cm ) (Figura 1).

A otimizagdo dos modelos PLS (no que refere a regides espectrais e
nimero de varidveis latentes) foi executada considerando exclusivamente o conjunto
de amostras de calibragdo, considerando o erro de validagdo cruzada (RMSECV) como
medida do desempenho do modelo. Este procedimento permitiu a identificagdo das
regides espectrais e técnicas de pré-processamento mais adequadas e a consequente
selecdo do melhor modelo de regressao para cada parametro. Grande parte das regides
espectrais consideradas foram incluidas nos modelos de calibragido de cada parametro.
Além disso, verificou-se ainda que, depois de centrados na média, os modelos
apresentavam melhores performances quando as técnicas de pré-processamento nao
eram aplicadas.

A precisdo dos modelos de previsdo, avgliada em termos de erros de previsdo
(RMSEP) e coeficientes de determinagdo (R™p), foi classificada em conformidade
com o0s critérios é)ropostos por Tamaki e Maza [22]. Estes consideram excelentes as
previsdes cujo R seja superior a 0.90 e valores de RPD superiores a 3.0. De acordo
com estes cg'térios, o modelo desenvolvido para o sulfato (combinando as regides 1, 2
e 3, com R7p = 0.98, RMSEP = 0.11 g/L, RER = 22.3 ¢ RPD = 6.3) pode ser
considerado excelente relativamente a sua capacidade preditiva e notavelmente capaz
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de determinacgdes quantitativas deste parametro em vinhos. Quanto ao parametro
cloreto, o modelo

desenvolvido combinando as regides 2, 3 e 4, apresentou os melhores resultados
(R7p =0.83, RMSEP=0.18 g/L, RER = 7.9 ¢ RPD = 2.4). Neste caso, a sua capacidade
preditiva, torna-o adequado para determinacdes semi-quantitativas de cloreto em
vinhos. Esta pode representar uma solugdo valiosa sempre que o objetivo seja
determinar se o pardmetro estd ou ndo de acordo com os limites estabelecidos
legalmente. A correlagdo entre os modelos de regressdo PLS e os respetivos resultados
de referéncia encontram-se representados na Figura 2.

O desempenho da técnica analitica proposta pode ser avaliado através do calculo
das figuras de mérito: seletividade, sensibilidade e limite de detecdo (Tabela 2). Neste
caso, aseletividade representa a parte do sinal medido para cada amostra que corresponde
unicamente ao parametro em causa. Para permitir uma interpretagdo global do seu
significado, foi calculado o valor médio em percentagem para cada um dos parametros.
No caso do anido sulfato, o vetor NAS capturou 13.5 % do sinal espectral original, que
foi consequentemente usado no desenvolvimento do modelo de regressdo. Para o anido
cloreto, apenas 1.9 % do sinal capturado foi usado na construgdo do modelo. No
entanto, ¢ importante notar que os modelos desenvolvidos tanto para o cloreto como
para o sulfato incluem uma grande parte da regido espectral e simultaneamente um
elevado nimero de variaveis latentes (6 e 9 respetivamente), facto que pode explicar a
baixa seletividade da técnica para estes parametros. A sensibilidade define a extensao
da variagdo do sinal em fungdo da concentragdo. Os valores da sensibilidade podem
ser comparados quando o mesmo pardmetro ou propriedade estdo a ser estimados por
diferentes modelos. No entanto, neste caso, estdo a ser determinados dois parametros
diferentes, consequentemente, a comparagdo das sensibilidades ndo representa uma
interpretagdo util. Os limites de detegdo obtidos para cada um dos modelos, realga a
aptiddo do método proposto. Tanto para o cloreto (LOD = 0.53 g/L) como para o sulfato
(LOD = 0.33 g/L) os valores obtidos sdo inferiores aos correspondentes limites legais
estabelecidos para estes compostos em vinhos (1 g/L e 2 g/L respetivamente).

3.2. Interpretacgao espectral

A presenga de ides cloreto em vinhos ¢ frequentemente determinada através
da concentragdo de cloreto de sodio. No entanto, em solucdo aquosa, este sal esta
completamente ionizado nas suas formas monoatémicas que ndo absorvem na regiao
do infravermelho. Consequentemente, a medi¢do espectroscopica do anido cloreto
em vinhos apenas pode ser efetuada de forma indireta, medindo a influéncia que este
pode causar na absor¢do de outros compostos presentes nas matrizes de
vinho. Os coeficientes de regressdo foram representados graficamente (Figura 3)
de forma a facilitar a dete¢do dos grupos funcionais mais afetados pela presenca de
cloreto, permitindo assim a sua determinagdo indireta pela espectroscopia
de FTIR. Verificaram-se contribui¢des significativas nas regides proximas de 1130
cm'l, 1280 cm'l, 1570 cm‘l, 1700 cm™, 2340 cm™ e 3000 cm™. Esta observagdo parece
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indicar uma influéncia do anido cloreto nas ligagdes de hidrogénio, consequentemente
afetando a ligagdo C-letreching dos alcoois, aminas e acidos carboxilicos observados
entre 1570 e 1000 cm ~ [23]. O comportamento vibracional do grupo C=0 dos acidos
carboxilicos, também parece ter sido afetado pela presenca de cloreto, explicando a
elevada contribuigdo observada na regido proxima de 1700 cm’. As ligagdes O-H
streching (da agua e etanol) e C-H foram também aparentemente perturbadas pelo anido
cloreto, também na regido proxima dos 3000 em’.

Os ides sulfato existem no vinho como uma ressonancia hibrida, respondendo
a radiagdo infravermelha a 1150-1060 cm'l, devido a bandas de absor¢do S-O ¢ S=0
[23, 24]. Assim, ao contrario do cloreto, o ido sulfato pode ser medido diretamente.
Representando graficamente os coeficientes de regressao ¢ possivel confirmar a elevada
contribui¢do das regides contendo bandas de absor¢do S-O e S=0, para a construcao
do modelo (Figura 3).

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, foram propostos modelos de calibracdo baseados na regressao
por minimos quadrados parciais para a determinagdo de cloreto e sulfato em vinhos.
O método utilizado, (baseado na espectroscopia de infravermelEto por transformada de
Fourier), produziu um coeficiente de determinagio elevado (R™p = 0.98) e um limite
de deteg@o suficientemente baixo (LOD = 0.33 g/L), capaz de assegurar a aptidao desta
técnica na determinagdo quantitativa da concentragao de sulfato em vinhos. Quanto ao
parametro cloreto, os resultados obtidos sdo indicadores da capacidade do modelo para
assegurar determinagdes semi-quantitativas deste parametro em vinhos. Assim, estas
calibragdes surgem como solugdes rapidas, faceis e de baixo custo capazes de auxiliar
ou potencialmente substituir os métodos de referéncia tradicionalmente usados.

O poder da combinagdo da espectroscopia de infravermelho com técnicas
quimiométricas para a determinacdo de parametros de controlo de qualidade em
vinhos, foi mais uma vez demonstrado neste trabalho. Além da sua capacidade de
fornecer informacéo quimica quantitativa, a espectroscopia de infravermelho ¢ também
uma técnica multi-paramétrica, o que significa que multiplos compostos podem ser
determinados a partir de uma tGnica medigao.
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Figura 1: Espectros das amostras.
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Figura 2: Modelos de regressao PLS para conjunto de calibrag@o (m) versus o conjunto de teste
() para sulfato e cloreto.
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Figura 3: Coeficientes de regressdo das calibragdes PLS obtidas para os pardmetros cloreto e
sulfato em vinhos.
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Tabela 1: Sumario das amostras produzidas neste trabalho para o desenvolvimento da metodologia
FTIR aplicada a quantificagdo de cloreto e sulfato em vinhos.

Parametro Metodologia de referéncia Amostras Intervalo Media Desvio padrdo
Sulfato (g/L) Anilise de fluxo continuo e detegao espectrofotométrica 125¢ 034291 1.49 0.69
Cloreto (/L) Andlise de fluxo continuo e detegao espectrofotométrica 100° 0.194-1.779 0.86 043

a) Estas amostras resultam da fortificagdo de 25 e 20 matrizes originais de vinho, para os parametros sull

ato e cloreto respectivamente.

Tabela 2: Sumario das propriedades dos modelos de regressdo PLS baseados em espectroscopia
FTIR, desenvolvidos para a quantificagao de sulfato e cloreto em vinhos.

Modelo Calibracio Previsio Figuras de mérito
Regiio espectral
Parimetro | LVs RMSEC | RMSECV | RMSEP | R’ | RPD | RER | Seletividade (%) | Sensibilidade” LOD
(em™)
1000-1570,
Sulfato (g/L) | 6 0.3370 0.3840 0.1096 | 0.982 | 6.3 223 13.5 0.0350 0.3288
1700-2800
Cloreto (g/L) 9 1120-1570, 0.1858 0.2641 0.1775 | 0.829 24 7.9 1.91 0.0065 0.5325

|

1700-3050 ‘

|

LV, variaveis latentes. RMSEC, erro de calibragdo. RMSECV, erro de validagdo cruzada. RMSEP, erro de previsdo. R°p, coeficiente de

determinagdo. RPD, desvio residual preditivo. RER, range error ratio. LOD, limite de detecdo.

a) Os valores da sensibilidade sao expressos como

i

d
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APLICACOES DE FTIR-ATR PARA CONTROLO DE
QUALIDADE DE AGUARDENTES

Ofélia ANJOS!?; Antoénio J. A. SANTOS®; Leticia M. ESTEVINHO®:; Ilda

CALDEIRA®Y

RESUMO

Neste trabalho pretende-se demonstrar a eficacia da aplicagdo da técnica de espectroscopia
de infravermelho com transformadas de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) para
determinagdo rapida do teor alcodlico e do teor de varios compostos volateis, designadamente
metanol, acetaldeido e alcoois superiores em aguardentes vinicas e bagaceiras, com e sem
envelhecimento.

A medi¢do dos pardmetros referidos por FTIR-ATR demonstrou ajustarse bem para
a quantificacdo destes compostos, tendo sido encontrados valores de desvio residual de
previsdo (RPD) a variar entre 12,8 para o teor de metanol (em g/hL P.A.) e 4,1 para o teor de
2+3metil-1-butanol (em g/hL P.A.). Os valores do coeficiente de determinagao (R2) variaram entre
99,4 % e 94,1 % respetivamente para os compostos anteriormente referidos.

Neste trabalho sdo ainda comparados os tempos de resposta e custos de analise
comparativamente a técnica de FTIR-ATR e métodos padréo.

Os resultados mostram que ¢ possivel aplicar esta técnica como analise rapida para a
determinagdo do teor alcodlico, do metanol, acetaldeido e alcoois superiores em aguardentes
vinicas e bagaceira, com e sem envelhecimento e para alguns parametros os modelos apresentam
robustez suficiente para serem utilizados nos laboratorios de controlo destes produtos.

Palavras chave: Aguardente; controlo de qualidade, FTIR-ATR
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1. INTRODUCAO

O controlo de qualidade de aguardentes reveste-se de extrema importancia por
razdes de saude publica devido a toxicidade de alguns dos seus constituintes. Para
além do controlo de qualidade destes produtos, a sua caracterizagao em termos de com-
posig¢do volatil ¢ muito importante dado que muitos dos compostos volateis estdo mui-
to relacionados com tecnologias de fermentagdo e destilagdo e com as caracteristicas
sensoriais.

As técnicas analiticas utilizadas, de acordo com os métodos analiticos de referén-
cia sdo morosas e nalguns casos dispendiosas, pelo que ¢ necessaria a implementacao
de metodologias alternativas, rapidas e com elevada precisdo analitica.

A espectroscopia de infravermelho tem sido uma ferramenta analitica amplamente
utilizada em varias areas, devido a rapidez com que as amostras podem ser caracteriza-
das quase sem manipulacdo (BLANCO E VILLARROYA, 2002).

A espectroscopia de infravermelho ¢ um método ndo invasivo que se baseia na
analise das vibragdes moleculares resultantes da excitagdo provocada por um feixe de
radiacdo na zona do infravermelho (CORDELLA et al. 2002).

A informagdo analitica dos espectros ¢ analisada e interpretada recorrendo a méto-
dos de quimiometria. A andlise espectral é raramente efetuado com os espectros originais,
sendo geralmente transformados antes da analise multivariada (BRERETON, 2003).

Em espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) a
transmissdo e a reflexdo total atenuada (ATR) sdo as técnicas mais utilizadas para
a obtengdo dos espectros.

O método de FTIR-ATR provou ser muito robusto em estudos de controlo de
qualidade e composicao de alimentos (ANJOS et al., 2015; GOUVINHAS et al., 2015)
bebidas alcoolicas (ANJOS et al. 2016; LACHENMEIER, 2007; PALMA, 2002) ¢ na
detecdo de adulteragdes dos mesmos (VERSARI et al. 2014).

Com este trabalho pretende-se efetuar a divulgacdo dos resultados publicados por
ANIJOS et al. (2016) onde se demonstra a eficacia da aplicagdo da técnica de espec-
troscopia de infravermelho com transformadas de Fourier com reflectancia total atenu-
ada (FTIR-ATR) no controlo de qualidade de aguardentes vinicas e bagaceiras, com e
sem envelhecimento, no que se refere a sua composi¢ao volatil e teor alcodlico.

2. MATERIAL E METODOS

Neste estudo foi avaliado o teor alcoodlico, metanol, acetato de etilo, acetaldei-
do e alcoois superiores (l-propanol, 1-butanol, 2-butanol, 2-metil-1-propanol e
2+3-metil-1-butanol) de 140 aguardentes vinicas e bagaceiras com e sem envelheci-
mento.

A quantificagdo da componente volatil foi realizada por cromatografia gasliquido
de alta resolu¢do (CGLAR), de acordo com a NP 3263 (CT83, 1990). Esta metodologia
foi descrita e validada para aguardentes vinicas e bagaceiras por LUIS et al. (2011).

A determinagdo do teor alcodlico foi efetuada por destilacdo e densimetria
eletronica de acordo com o método padrao proposto por OIV (2014).
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Os espectros das amostras foram adquiridos com um espectrometro FTIR Bruker
(alfa) com uma resolugdo de 4 cm™ na regido do infravermelho no comprimento de
onda de 400 4000 cm!, utilizando um diamante como dispositivo de reflectancia total
atenuada (ATR). Efetuaram-se dois espectros por amostra, com 32 scans.

Foi efetuada a calibrago cruzada com 50 % das amostras e com os outros 50 % a
validag¢@o dos modelos, cada grupo foi selecionado aleatoriamente, de modo a garantir
uma dispersao adequada e semelhante nos dois grupos amostrais.

No processo de otimizagdo dos modelos, foi utilizado como préprocessamento
dos espectros: Corregdo multiplicativa de dispersdo; Corre¢do da linha de base; Nor-
malizag¢@o pelo minimo e maximo; Normalizag@o vetorial; Primeira derivada; Primeira
derivada + Corregao multiplicativa de dispersdo; Primeira derivada + Corregdo da linha
de base; Primeira derivada + Normalizacdo vetorial; Segunda derivada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros adquiridos para as diferentes amostras (aguardente vinica e Aguar-
dente bagaceiro com e sem envelhecimento) sdo muito similares pelo que se optou por
ndo diferenciar os modelos por tipo de aguardente (Figura 1).
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Figura 1 — Espectro médio obtido em FTIR-ATR para as aguardentes analisadas,
pela seguinte ordem: linha superior Aguardente bagaceira, linha intermédia aguardente
bagaceira envelhecida e aguardente vinica envelhecida.
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Os espectros apresentam picos caracteristicas dos compostos a analisar:

* 1500 a 900 cm™" =vibragdes das ligagdes CC e CO, a 1456 cm' deformagdo da
ligagdo COH (Lachenmeier, 2007);

*3314 ¢ 1646 cm' corresponde OH alongamento e OH tor¢ao (Shurvell, 2001);

* 1646 cm' deformagdo da ligagdo OH (Nagarajan ef al., 2006).

Na Tabela 1 estdo representados os parametros estatisticos referentes as amostras
analisadas onde se pode observar uma boa distribui¢io dos dados, necessario para a
obtengdo de bons modelos de calibragio.

Tabela 1 — Pardmetros estatisticos referentes as determinagdes analiticas para o teor
alcoolico, metanol, acetato de etilo, acetaldeido e alcoois superiores (adaptado de
ANJOS et al., 2016).

Determinacdes analiticas Minimo Coeficiente de
Meédia £
desvio padrio maximo variacio

Teor Alcoodlico (%) 38,7+22 34,3 45,8 57
Metanol (g/hL A. P.) 468 +417 30 2227 89,0
1Butanol (g/hL A. P.) 2,09 £0,52 1,10 3,02 24,8
1Propanol (g/hL A. P.) 40,4 +12,8 22,5 79,4 31,6
2Butanol (g/hL A. P.) 7,36 +5,31 1,24 233 72,2
Acetato de etilo (g/hL A. P) 191 + 143 10,9 500 74,7
Acetaldeido (g/hL A. P.) 115+£78,2 13,6 261 68,3
2Metillpropanol (g/hL A. P.) 67,5+173 34,9 100 25,7
2+3Metillbutanol (g/hL A. P.) 217 +£44,0 127 271 20,0

Os modelos de calibrag@o obtidos para os diferentes parametros analisados nas
aguardentes (Tabela 2) mostram que os parametros estatisticos analisados apresentam
robustez suficiente para poderem vir a ser utilizados em laboratério de controlo de
qualidade.

Os valores do coeficiente de correlagdo dos modelos variam entre 91,0% ¢ 99,4%
¢ os valores de RPD entre 3,4 ¢ 12,8. O valor mais baixo de RPD ¢ observado para o
2-butanol, para o qual ndo houve nimero de amostras suficientes para efetuar a vali-
dagdo, tendose apenas efetuado a calibragdo cruzada. Para este parametro ¢ necessario
efetuar mais ensaios para efetuar toda a metodologia proposta para os outros compos-
tos.

Os valores de RPD para o metanol sdo superiores aos observados por alguns
autores para outros tipos de aguardentes (COLDEA et al. 2013; LACHENMEIER,
2007).
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Tabela 2 — Modelos de calibragao obtidos referentes aos parametros analisados (adap-
tado de ANJOS et al., 2016).

Regido espectral Pre- . N Rk r RMSECV RPD
(em) proc 0

](\;fﬁi"zp_) 1607-977 MSC 166 7 994 324 12.8
(TDZ‘)” dleoolico 3?3;62361‘;;2?2? IstDer 40 2 972 037 6,0
(];iL‘“";‘X]) 3 998'3673588 HI839- uDerMSC 94 7 968 0,002 5.6
fglamfgi ﬂggfgzi IstDertMSC 52 5 91,0 1,58 34
(lg'/iz’g‘j;)"l 2450-2 ;22” §39- IstDertSLS 94 7 974 1,65 6.2
?X;tato de etilo (g/hL 21931399-.21515;3; SLS 95 7 97 243 59
‘&jﬁflgg)d" ?Zi;g;? MSC 95 8 982 104 75
(Zé/h}/lfiﬂl;}ggl-pmpanol 3998-3673;; +2919- MSC 9 8§ 957 3.56 49
?;;Lh/{fgyl-l-bulanol 3998-3673588 +2919- SndDer 8 o 941 107 41

MSC - Corregdio multiplicativa de dispersdo; 1stDer — Primeira derivada; 1stDer+MSC - Primeira derivada
+ Corregdo multiplicativa de dispersao; IstDer+SLS - Primeira derivada + Correcdo da linha de base; SLS -
Corre¢do da linha de base; 2ndDer — Segunda derivada; N — numero de amostras; Rk — numero de
componentes principais; 1* — coeficiente de determinagdo; RMSECYV - erro quadratico médio da validagdo
cruzada; RPD - desvio residual de previsio.

Em relagdo as vantagens desta metodologia temos a referir o ganho de tempo.
Segundo o método classico sdo necessarios cerca de 3 dias de trabalho para efetu-
ar as referidas analises enquanto no método utilizando os modelos de calibragdo em
FTIR-ATR serdo necessarios apenas 15 minutos contando com os tempos de preparacao
dos equipamentos para analise. E de referir ainda que no método classico, os equipa-
mentos afetos as determinagdes sdo mais dispendiosos que o espectrometro FTIR-ATR.

Quanto aos consumos de regentes, para os métodos classico necessitamos dospa-
droesparaGC e de varios reagentes nomeadamente etanol e metanol. A manipulagao
destes regentes requer muito cuidado devido aos niveis de toxicidade de alguns deles e
geram residuos ambientalmente problematicos e que necessitam de tratamento apropri-
ado. No caso das medi¢des em FTIR-ATR esses problemas ndo se colocam pelo facto
de nao sernecessarioqualquer reagente para analise ou preparagdo de amostra.

4. CONCLUSOES

A metodologia apresentada para avaliagdo do teor alcodlico e concentragdo de
metanol, acetaldeido e alcoois superiores em aguardentes vinicas e bagaceiras com e
sem envelhecimento ¢ valida e robusta.
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Os valores do desvio residual de previsdo (RPD) estdo compreendidos entre 3,4 e
12,8 garantindo que a maioria dos modelos pode ser usada em laboratérios de controlo
de qualidade.

Para o 2-butanol, e dado que muitas das amostras analisadas apresentavam con-
centragdo inferior ao limite de quantifica¢@o, serdo necessarios mais ensaios para con-
seguir modelos mais robustos.

Esta técnica tem a grande vantagem de ndo necessitar de reagentes poluentes e

de o tempo de analises ser extramente inferior ao necessario com os métodos classicos.
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AVALIACAO COMPARATIVA DE VINHOS
PRODUZIDOS A PARTIR DAS CASTAS BRANCAS
GOUVEIO E VERDELHO

AnaGéSRARLiHdaCALDEHLAH,kméSHNESTREiRuiFLORESiSmMm
ALVES

Resumo

O Verdelho e Gouveio sdo castas brancas utilizadas em Portugal e noutros paises para a
produgdo de vinhos. Tradicionalmente, a variedade Verdelho ¢ usada nos vinhos generosos da
regido da Madeira e a variedade Gouveio ¢ usada nos vinhos brancos da regiao do Douro e também
em varias regides de Espanha. Nos ultimos anos, estas duas castas tém sido usadas para a
producdo de vinhos brancos noutras regides portuguesas e erradamente, t€ém sido muitas vezes
tratadas como sendo sindbnimos uma da outra. Por outro lado a casta Verdelho também sido errada-
mente considerada como sinonimo da casta italiana Verdicchio e da Verdejo de Espanha.

Assim, este trabalho pretendeu avaliar comparativamente a composicao fisico-quimica geral
e volatil de vinhos obtidos a partir de uvas Verdelho e Gouveio.

O perfil de compostos volateis dos vinhos das duas variedades foi bastante seme-
lhante, porém com diferencas significativas nos teores de alguns compostos, tais como isobuta-
nol, acetato de hexilo, lactato de etilo, trans-3-hexenol, 2,3-butanodiol, decanoato de etilo, acido
isovalérico, sucinato de dietilo, monosucinato de etilo e acetato de 2-feniletilo.

Cinco meses apo6s o final da fermentagdo a analise sensorial dos vinhos engarrafados reve-
laram que os vinhos Gouveio apresentaram notas florais e frutados, com dominancia de notas
citricas e de frutos tropicais e que os vinhos Verdelho apresentaram notas frutadas e de mel.

Palavras chave: vinho, Verdelho, Gouveio, analise fisicoquimica, analise sensorial

1. INTRODUCAO

O Verdelho e Gouveio sdo castas brancas utilizadas em Portugal e noutros paises
para a produg@o de vinhos. Tradicionalmente, a variedade Verdelho ¢ usada nos vinhos
generosos da regido da Madeira e a variedade Gouveio é usada nos vinhos bran-
cos da regido do Douro e também em varias regides de Espanha. Nos ultimos anos,
estas duas castas tém sido usadas para a producdo de vinhos brancos noutras regides
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portuguesas e erradamente, tém sido muitas vezes tratadas como sendo sinénimos uma
da outra. Por outro lado a casta Verdelho também sido erradamente considerada como
sinénimo da casta italiana Verdicchio e da Verdejo de Espanha.

Existe alguma informagdo sobre a composi¢do dos vinhos brancos Gouveio
(RAMOS et al. 1999; GONZALEZ-ALVAREZ et al. 2011) e também sobre
vinhos licorosos de Verdelho (CAMARA et al., 2004), mas é escassa a informacio
sobre a composi¢do de vinhos brancos de Verdelho.

A casta Gouveio ¢ de origem desconhecida e estd espalhada por todo o pais
estando mais expandida pelas regides do Douro, de Tras-os-Montes e do Dao.

A casta Verdelho ¢ originaria das ilhas Atlanticas e erradamente encontrase com
o nome de Gouveio no Douro e ¢ confundido com o Verdejo em Espanha.
Nas regides Australianas de Hunter Valley, Langhorne Creek e Swan Valley ¢ muito
apreciada. E uma casta pouco sensivel ao mildio e medianamente suscetivel ao oidio.

Assim, este trabalho pretendeu avaliar comparativamente a composi¢ao
fisico-quimica geral e volatil de vinhos obtidos a partir de uvas Verdelho e Gouveio,
que foram colhidas e produzidas em escala industrial na mesma exploragdo viticola,
no sul de Portugal. Foram amostradas as uvas durante a matura¢do e tendo-se rea-
lizado as analises fisicoquimicas dos mostos. Apds a fermentagdo, os vinhos foram
amostrados e submetidos a analise sensorial, tendose avaliado também a com-
posi¢do volatil dos vinhos por cromatografia gas-liquido de alta resolucdo acoplada
a um detector de ionizacdo de chama e apor espectrometria de massa.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Campo de ensaio e maturacio

O ensaio estava instalado numa vinha na Herdade do Espordo, localizada
na subregido de Reguengos de Monsaraz. O estudo decorreu em duas parcelas,
parcela T5D-Gouveio e T6C1-Verdelho. As principais caracteristicas destas par-
celas encontram-se descritas em GASPAR (2012). Para a evolugdo da maturacdo
realizaram-se colheitas de bagos, cominicio a maturagdo tendo sido realizadas no
total oito colheitas. Cada amostra era constituida por 250 bagos por casta, colhidas
aleatoriamente sobre cachos com diferentes posi¢des, localizados a diferentes alturas
e exposi¢des para que a amostra fosse o mais representativa possivel. Nas amostras
recolhidas realizaram-se as seguintes determinagdes no mosto: grau alcool provavel,
pH, acidez total.

2.2 Fermentaciao

Apos entrada das uvas na adega, procedeu-se ao desengace, esmagamento e pren-
sagem. Os mostos foram para cubas de decanta¢do durante 48h, sendo depois trasfega-
dos para cubas de fermentagdo. Durante a fermentacdo controlou-se o grau Baumé e
a temperatura duas vezes por dia (inicio da manha e meio da tarde).
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2.3 Determinacoes analiticas efetuadas
2.3.1. Mostos

Teor alcoolico provavel-determinado por refratometria; pH-potenciometria e acidez
total titulagdo potenciométrica.

2.3.2 Vinhos
2.3.2.1 Extraciao dos compostos volateis livres

Realizou-se uma extra¢do liquido com diclorometano das amostras de vinho
(50mL), conforme metodologia descrita em BOTELHO (2008), seguida da concen-
tragdo do extrato até um volume de cerca de 0,25mL. As extra¢des foram realizadas
em duplicado tendo-se obtido 8 extratos de vinho. Os extratos foram mantidos
a 20°C até a analise por cromatografia gasliquido de alta resolucdo acoplada a um
detetor de ionizacdo de chama (CGLAR-DIC) e até a analise por cromatografia gas-
liquido de alta resolug@o acoplada ao espectrometro de massas (CGLAR-EM).

2.3.2.2. Quantificacio e analise dos compostos voliateis por CGLAR-DIC

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasliquido de alta
resolucdo (CGLAR), realizandose a injecdo manual de cada extrato em triplicado.

Utilizou se um cromatografo Agilent Technologies 6890N, equipado com um
detetor de ionizagdo de chama (DIC) (260 °C), injetor (260 °C) a funcionar em modo
de divisdo e com uma coluna capilar de silica de polietileno glicol (INNOWAX,
J&W Scientific, Agilent Technologies, USA-30 m x 0,32 mm x 0,25um). O géas de
arraste foi o hidrogénio (2,0 cm®>.min") e a razdo de divisdo foi de 1:3. O volume
de amostra injetado foi aproximadamente de 0,8 a 1,0_1.

O programa de gradiente térmico foi o seguinte: 40°C (10min), 2,5°C/min até 130°
(1 minuto), 4°C/min até 210°C (25 minutos).

A quantificag@o foi realizada pelo método do padrdo interno, sendo os resultados
expressos em 2-octanol (padrdo interno).

2.3.2.4. Identificacio dos compostos por CGLAR-EM

A identificagao dos compostos foi realizada num equipamento CGLAR-EM (Fin-
nigan Mat Magnum). O sistema CGLAR-EM estava equipado com uma coluna
capilar de silica de polietilenoglicol (DB-WAX da J&W: 30 m x 0,25 mm x 0,25 m).
Condicoes de analise: injetor e linha de transferéncia a 250°C; gas de arraste hélio
(12psi de pressdo interna e razao de divisdo de 1:60), volume de injecdo 0,2-0,4ul.

O espectrometro de massas trabalhou em modo de impacto de electrdes a 70 eV,
avaliando uma gama m/z de 40-340 amu. A identificacdo foi realizada por compara-
¢do do espectro de massa com os das bibliotecas de espectros (NIST e WILEY) e
sempre que possivel confirmado com a analise de substancias padrio.

O programa de temperatura utilizado foi semelhante ao apresentado anterior-
mente para o CGLAR-DIC.
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2.3.2.5 Analise sensorial

As duas amostras de vinhos foram avaliadas pelo grupo de prova (8 provadores)
de vinhos do INIA V-Dois Portos, na sala de prova da instituicdo. As amostras
(~30ml) foram apresentadas, em prova cega, em copos padronizados para a prova
de vinhos Foi pedido a cada provador que realizasse a descricdo livre da cor, aspeto,
aroma ¢ sabor do vinho. Foi igualmente pedida uma apreciagdo global da qualidade
numa escala de 1 a 20.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na mesma data, a colheita, as uvas Verdelho apresentaram maior acidez e teor de
acucar mais elevados do que as uvas Gouveio. A fermentacao, realizada em escala in-
dustrial em tanques de ago de 10000L, foi mais lenta no mosto de Verdelho (GASPAR,
2012).

3.1.Analise sensorial

Relativamente aos resultados obtidos com os vinhos apresenta-se no Quadro 1 o
resumo da descrigdo sensorial dos vinhos, relativamente a cor, aspecto ¢ sabor.

Relativamente ao aroma foram compilados os descritores, de acordo com a roda
de aromas desenvolvida por NOBLE ef al. (1987) e traduzida por DUARTE ¢
BELCHIOR (1987). Os descritores foram gerados livremente pelo grupo de prova,
com o objectivo de ver quais os mais frequentes para cada casta (Fig. 1).

Estes resultados, que constituem uma primeira indicagao, evidenciam que os vin-
hos apresentavam um perfil bastante distinto. O vinho Gouveio apresentou pre-
dominio de notas frutadas e florais, mas o caracter frutado mais associado aos
citrinos e frutos tropicais, enquanto o vinho Verdelho apresentou notas frutadas, mas
um frutado mais doce ¢ com a presenga de notas de mel.

Também num estudo de 5 vinhos monovarietais de Gouveio, realizado na Galiza,
encontraram como descritores mais frequentes o frutado e floral, com notas citricas e de
mac¢d (GONZALEZ-ALVAREZ et al. 2011).

Quadro 1. Resumo da analise sensorial dos vinhos da casta Gouveio ¢ da casta Ver-
delho

Vinho da casta Gouveio Vinho da casta Verdelho

Cor Citrino Palha
Aspecto Limpido/Brilhante Limpido/Brilhante
Sabor Vinho fresco, com acidez,  Vinho menos fresco, com
equilibrado, com aroma de  ligeira acidez, com corpo,
boca a frutado, citrico e equilibrado e persistente.
com boa estrutura de boca
Apreciagdo geral 15 valores 13 valores
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Figura 1. Descritores de aroma e respectiva frequéncia absoluta obtidos da
analise sensorial dos vinhos (Vinho Gouveio-barra a cinzento; Vinho Verdelho-barra
branca).

3.2. Compostos volateis dos vinhos

Analisou-se conforme se descreveu nos materiais ¢ métodos os compostos
volateis dos vinhos.

Procedeu-se numa fase inicial 4 observagdo do perfil de compostos presentes
nas duas amostras (Fig. 2). A observagdo dos cromatogramas mostrou-nos que, con-
trariamente ao que aconteceu na analise sensorial, o perfil de compostos volateis
dos dois vinhos se apresentava muito semelhante, sugerindo que as diferencas ver-
ificadas na andlise sensorial estejam associadas a outros compostos que nao estes
que foram analisados ou que a diferenca seja devida a diferencas nos teores dos
compostos analisados.
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Figura 2. Cromatogramas de extractos de vinhos da casta Verdelho e da casta Gouveio.
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Os resultados, relativos a identificagdo dos compostos nos vinhos analisados, bem
como respeitantes a sua quantificagdo e analise de variancia sdo apresentados no Quadro
2. Apresenta-se complementarmente os aromas associados a estes compostos, bem
como os respetivos limiares de detecdo olfativa, com base na bibliografia consultada.

Os compostos volateis identificados correspondem fundamentalmente a com-
postos resultantes do metabolismo microbiano. Foi pesquisada a presenca de outros
compostos designadamente compostos terpénicos e outros, associados habitualmente
as uvas, mas nao foram detetados nos vinhos em comparagao.

No que respeita a compara¢do dos dois vinhos verificaram-se diferencas sig-
nificativas no teor de alguns compostos, sendo que alguns deles apresentam teores
mais elevados nos vinhos da casta Gouveio (lactato de etilo, trans-3-hexenol, 4cido
isovalérico, acetato de hexilo) e outros apresentam teores mais elevados nos vinhos
da casta Verdelho (isobutanol, 2,3-butanodiol, decanoato de etilo, sucinato de dietilo,
acetato de 2-feniletilo e monosucinato de etilo).

Considerando os descritores associados aos compostos, poder-se-a admitir que
o caracter frutado e adocicado atribuido aos vinhos da casta Verdelho serd devido ao
elevado teor em ésteres que estes vinhos apresentam. No entanto, ¢ dificil perceber
o explicar as notas florais associadas aos vinhos da casta Gouveio.

Para esclarecer quais 0s compostos com mais importancia para o aroma serao
necessarios outro tipo de estudos designadamente de olfatometria (GCO) os quais
permitem a analise olfativa do efluente de cromatografia.
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Quadro 2. Resumo da quantificacdo dos compostos identificados nos vinhos da
casta Gouveio e Verdelho.

Teores médios nos vinhos Resultado da
(expressos em mg de 2-octanol/l) an:lise de
Composto Aroma associado ¢ limiares ¢ variancia
P Verdelho Gouveio ‘
L . Papaia, manteiga, adocicado,

Butanoato de etilo maca (0.35m/l) 0,315 0,318 ns
1-Propanol Alcool (750mg/1)* 2,175 3,354 ns
Isobutanol Alcool (200mg/1)* 8,247 5,836 **

. . Banana, frutado; maga (0.16;
Acetato de isoamilo 1,403 1,775 ns
1.0mg/1)*
2+3-Metil-1-butanol Alcool, solvente , banana(60- 147,569 135,452 ns
65mg/L)*
Hexanoato de etilo Maga, frutado, adocicado 1,004 0,857 ns
(0.3mg/ly:
. Adocicado, aromatico, .

Acetato de hexilo perfumado (2.4mg/ly 0,000 0,157

. Morango, framboesa, P
Lactato de etilo perfumado® (150mg/l) 1,701 2,820
1-Hexanol Horteld, herbaceo (4mg/L) 0,538 1,188 ns
trans-3-Hexenol Herbdceo © 1,204 2,041 il
. Mag4d, adocicado, frutado
Octanoato de etilo %0.58mg/l) 1,513 1,347 ns
. . . Frutado®; quimico ©
3-Hidroxibutanoato de etilo (L2mg/Ly’ nq nq -
g . Manteiga, natas" .
2,3-Butanodiol (600 mg/l) * 1,604 0,604
y-Butirolactona Caramelo, doce'(0.035mg/)* 4,545 5,193 ns
Acido butanéico Manteiga, queijo* 0,495 0,546 ns
(2.2mg/l) *
Decanoato de etilo Acidos gordos, frutado, macA 0,414 0,275 w3k
*(0.51mg/l)
£ nidn forualded Chulé, queijo © "
Acido isovalérico (0.7mg/ly 0,477 0,592
Sucinato de dietilo floral, batata doce; 0475 0,305 o
canfora ©
3-Metil-tio-1-propanol Couve 1,2mg/I" 0,278 0,375 ns
Monoacetato de 1,3 propanodiol - 0,449 0,863 Hok
_— Rosas, mel, mac¢a, adocicado *
Acetato de 2-feniletilo (30mg/Ly 2,797 2,240
‘. . Suor*
Acido hexandico Smg/))’ 3,835 4,254 ns
- Rosas, adocicado, perfumado ¢
2-Feniletanol (100mg/l)y 23,227 27,897 ns
Péssego, relva cortada®;
Malato de dictilo adocicado, algoddo, queimado 0,491 0,569 ns
<(760mg/1)*
. iio *
Acido octansico Suor, queijo 6364 8,085 ns
(10mg/ly
. X
Acido decansico Gordura, rango 1,594 1,530 ns
(6mg/ly
Monosuccinato de etilo Caramelo, café (1000mg/1)’ 11,346 7,483 o

d média dos 4 extratos analisad.
nivel de signicancia de 5% -*, de
e-FALCO 2004,

PINEAU et al. 2009,

jos (2 amostras de cada vinho x 2extratos de cada vinho); nq- ndo quantificavel; ns-nao significativo,

MALHERBE  2011,h-TAO

1%-** ou de 0.1%-*** a-RIBEIRO-CORREA 1996 b-BOTELHO 2008 ¢-CALDEIRA 2004, d-
[HONGKU et al 2011 g-

E LI 2009 i-

http:/fwww. flavornet.org/f kovats.html; j ~ETIEVANT 1991, k-SANCHEZ-PALOMO et al., 2010, I-SANCHEZ-PALOMO et al 2012.
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Assim, nesta primeira abordagem os resultados sugerem que os vinhos tém um
perfil semelhante no que respeita aos compostos volateis da fracdo livre. As diferencas
entre os vinhos das duas castas (Verdelho e Gouveio) resultam fundamentalmente de
diferengas no teor dos compostos. Estudos posteriores serdo necessarios para validar e
confirmar estes primeiros resultados.
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AVALIACAO DA COMPOSICAO MINERAL DE VINHOS
DE TALHA DO ALENTEJO USANDO ICP-MS.
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RESUMO:

Os Vinhos de Talha do Alentejo representam uma heranga da presenga romana na peninsu-
la ibérica e a sua compreensao e analise sdo muito importantes para a sua preservagao.

O trabalho que aqui se apresenta, representa uma parte de um estudo alargado sobre vinhos
de talha que procura compreender a influéncia do método de vinificagdo em talha na composi¢ao
quimica destes vinhos, de modo a poder caracteriza-los num contexto mais abrangente de preser-
vagdo de um patrimonio cultural.

Com este trabalho procurou-se saber se as caracteristicas unicas destes vinhos, conferem
alguma alteragdo na sua composi¢do mineral e se os valores encontrados estdo dentro dos
valores de referéncia, nomeadamente no que diz respeito a questdes de seguranga alimentar, com
particular atencdo para alguns metais pesados como o Manganés, Niquel, Cobre, Zinco, Cadmio
¢ Chumbo. Para tal, usaimos 16 vinhos tintos, 16 vinhos brancos e 15 vinhos palhetes que foram
gentilmente cedidos pela organizagdo do concurso VITIFRADES do ano de 2014, ¢ estudou-se
a sua composi¢do quimica elementar em 32 elementos (Na, Mg, Al, P, K, Ca, Sc, Mn, Fe, Co,
Ni, Cu, Zn, Se, Sr, Cd, In, Cs, Ba, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Er, Tm, Yb, Pb e Bi) através de
ICP-MS.

Os resultados da analise multielementar permitiram concluir que os valores encontrados
para estes vinhos estdo dentro dos limites esperados, ndo se verificando nenhuma contaminagao
metalica, especialmente no que diz respeito a alguns elementos que podem levantar questdes
importantes de seguranga alimentar devido a sua toxicidade.

Palavras-Chave: vinhos de talha, composicao elementar, [CP-MS.
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1. INTRODUCAO

O presente trabalho visa avaliar a influéncia do processo tecnologico da elabo-
rac¢do dos vinhos de talha na composi¢do mineral dos mesmos. A utilizagdo de materiais
hoje menos usados na adega moderna, como ¢ o caso do barro, contribui para um perfil
organolético diferenciador destes vinhos. Importa também saber se o processo de

vinificagdo em talha altera a composicdo elementar dos vinhos e se
0s mesmos_cumprem requisitos de seguranga alimentar. Atualmente, algumas adegas
alentejanas recuperaram esta tradicdo e comercializam vinho de talha engarrafado.

Os elementos minerais que se encontram no vinho tém origem, na sua grande
maioria, na absor¢do radicular da planta, no entanto, ao longo do desenvolvimento
da mesma, verifica-se um aumento constante dos elementos durante a formagdo e
maturacdo do bago (Catarino 2006). O uso de diferentes materiais na adega, como o
aco inox, latdo, barro, madeira e plasticos, lixiviam elementos que podem contaminar o
vinho, como ¢ o caso de Al, Cr, Cd, Co, Fe, Mo, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V ¢ Zn (Almeida
¢ Vasconcelos 2003; Castifieira et al., 2004). Além disso, o proprio processo tecnologi-
co contempla etapas que podem influenciar a composi¢ao mineral do vinho, como ¢ o
caso do envelhecimento em barricas de carvalho, que aumenta os niveis de Al,
Fe, e V, enquanto que niveis de Cr e Ni permanecem inalterados desde a trasfega até
ao engarrafamento, indicando desta forma contaminagio pelo deposito de fermentagao
(Almeida e Vasconcelos, 2003). O processo de clarificagdo com bentonites foi identifi-
cado como uma fonte de contaminagdo do vinho de grande importancia, visto que
aqui sdo introduzidas substancias que podem libertar Al, Cd, Hf, terras raras, Pb ¢
Zr (Nicolini et al., 2001, 2004; Jakubowski, et al., 1999). Também os diferentes
meétodos de filtracdo, principalmente os filtros de terra e de celulose contribuem ativa-
mente para o aumento dos niveis de terras raras, bem como Co, Cr, Fe, ¢ Ni. Durante o
envelhecimento e engarrafamento, varios estudos provaram a alteragdo da composicao
mineral do vinho por contato com os materiais, como o aumento de Sn em garrafas
screw cap, (Hopfer, 2013), aumento de Cr em garrafas de vidro colorido com 6xidos
de Cr (Tariba, 2011) e altos niveis de lantanideos (terras raras) em vinho armazenado
em garrafas de vidro (Rossano et al.,, 2007).

No caso dos vinhos de talha, importa saber se o contacto com o barro influencia a
composi¢do quimica elementar em metais pesados nos respetivos vinhos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Os vinhos

Para a realizagdo deste estudo importava ter uma amostra representativa dos vin-
hos de talha alentejanos. Vila de Frades, freguesia de Vidigueira, € a capital do vinho de
talha e todos os anos ¢ feito um concurso onde sdo postos & prova estes vinhos. Assim
sendo para representar os vinhos de talha seleccionamos os melhores vinhos presentes
no concurso da 17* edigdo das Festas Baquicas - VITIFRADES 2014, que decorreu
entre 5S¢ 7 de dezembro, entre os quais 16 vinhos tintos, 16 vinhos brancos ¢ 15
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vinhos palhetes. Foram recolhidos 50 mL de amostra, diretamente das garrafas de vidro
para tubos de polipropileno de 50 mL, sendo posteriormente armazenadas entre 3-4°C
até ao momento da sua analise.

A estes vinhos foram efectuadas andlises fisico-quimicas de rotina, nomeada-
mente a determinacdo do seu teor alcodlico adquirido (% vol) por ebuliometria, pH
por potenciometria, acidez total (g/dm’® expresso em 4cido tartarico) e acidez volatil
(g/dm’ expresso em acido acético) através de titulagdes potenciométricas.

2.2 Preparac¢io da amostra

Colocadas a temperatura ambiente cerca de 30 minutos antes da sua preparagao,
as amostras de vinho foram sujeitas a trés diluigdes diferentes de forma a deter-
minar na mesma analise elementos maioritarios, minoritarios e trago de interesse.
Cada amostra foi diluida 10x, 100x ¢ 1000x com agua ultra pura (18.2 M_.cm@25°C,
MilliQ® Integral 3) contendo 2% (v/v) de acido nitrico (qualidade Suprapur, Merck).

Foram preparadas solugdes de brancos das analises e padrdes (ICP-MS-68-A ¢
ICP-MS-68-B da High-Purity Standards®) para construgdo de uma curva de calibracao
com uma solugdo de etanol (12-14%) e acido tartarico (pH 3.2-3.3), acidificadas com
2% de acido nitrico, de forma a garantir uma matriz semelhante a das amostras em
estudo.

2.3 Equipamentos e condi¢des operacionais

Para a caracterizagdo elementar dos vinhos em estudo, utilizou-se um Agilent
8800 ICP- MS Triplo Quadrupolo (QQQ). Antes da quantificagdo multielementar por
ICP-MS, o equipamento foi calibrado e foi verificada a sua sensibilidade, formagao de
oxidos (CeO'/Ce” < 1.2%) e formagdo de catides duplamente carregados (Ce*"/Ce” <
2%), através da aspiragdo de uma solugdo facultada pela Agilent Technologies.

Foram preparadas solugdes de padrdes para construgdo da curva de calibragdo nas
concentragdes de 0, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 e 3000
ppb’s, respetivamente. Todas as curvas de calibracdo para os elementos maioritarios
apresentaram coeficientes de correlagéo superiores a 0,999.

O limite de detecao (LOD) foi determinado através da analise de 11 replicados de
uma solugdo de branco e de 11 replicados de uma solugao padrao multielementar de 200
ppb’s, calculado através da seguinte formula:

3oxConc.(ppb)

Lob= (CPS200ppb—CPSbranco)

O limite de quantificagdo (LOQ) determinou-se assumindo 10 vezes o
valor do respetivo LOD.

Os limites de detecdo e de quantificagdo para os elementos maioritarios apre-
sentam-se na Tabela 1.
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Tabela 1 - Limites de detecgdo e de quantificag@o para os elementos maioritari-

0s.
23 24 31 39 44
Na Mg P K Ca
LOD(ppb) 0,110 0,061 1,025 3,113 4,137
LOQ(ppb) 1,104 0,612 10,246 31,133 41,369

Durante toda a analise, a amostra foi misturada com uma solugdo de padrdo
interno (400 ppb’s de Ir) para controlo e correcdo de possiveis drifts nos resultados.
As condigdes operacionais do ICP-MS encontram-se descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Condicdes operacionais utilizadas na analise das amostras de vinhos por
ICP-MS.

Acquisition Mode Spectrum

Spectrum Mode Option Q2 Peak Pattern: 1 Point
Replicates: 3
Sweeps/Replicate: 10

Scan Type MS/MS

Plasma Parameters

RF Power 1550 W

RF Matching 1.7V

Sample Depth 10 mm

Carrier Gas (Ar) 1.01 L/min

Plasma Gas (Ar) 15 L/min

Nebulizer Pump 0.10 rps

Collision Cell

Collision Gas: He Flow: 4.5 mL/min

Analysis Mode No gas and He mode

Dwell time

0.1s °Be, YAl, “Ca, *Ca, *Sc, *'V, “Cr, *Mn, *°Fe, “'Fe,
SQCO, BONi, 61Ni’ GSCu, GSZH’ 75As, 77Se, 7886’ 8851‘, mCd,

0.3s ", T

,
133 137 139 140, 141 146 147, 153 157,
Cs, “'Ba, “’La, *Ce, *'Pr, *Nd, "*’Sm, >’Eu, ~'Gd,
’ ;
IGGEr, lG)ij 172Yb, ZOSij 209B1

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 encontram-se os valores obtidos para o teor alcodlico, acidez total,
acidez volatil e pH dos vinhos em estudo.

148



Tabela 3 — Andlise sumaria dos vinhos em analise. (média + desvio padrao,
maximo e minimo)

[Teor Alcool |Acidez Total Acidez Volatil
Vinho % vol) g/de Ac. Tart.) (g/dm3Ac.Acét.) IpH
133+1,1 15,51 £0,52 0,52+0,15 3.64+0,13
[Branco 11,0-14,9) 4,46-6,30) (0,30-1,02) 3,45-3,90)
12,1 £1,0 5,40 + 0,73 0,73 £0,21 3.43+0,14
Palhete 10,5-14,9) 4,68-7,33) (0,48-1,20) 3,40-3,89)
142+1,1 15,71 +0,72 0,70 £ 0,18 3,78 + 0,18
Tinto 12,3-15,8) 4,74-6,90) (0,51-1,14) 3,42-4,13)

Através da analise nos resultados, verificamos que os vinhos tintos apre-
sentam, em geral, os teores mais elevados de todos os parametros, excepto a acidez
volatil que apresenta valores mais elevados nos vinhos palhetes, havendo mesmo
dois vinhos com o valor de 1,2 g/dm’, igual ao valor méximo admitido por lei.

Na Tabelas 4 apresentam-se os valores médios dos elementos maioritarios para
os trés conjuntos de vinhos.

Tabela 4 —Elementos maioritarios por tipo de vinho (valores médios + desvio
padrdo)

IElementos (mg/L) \Vinhos tintos \Vinhos brancos \Vinhos palhetes
23

Na 22,79 £ 9,97 22,66 + 11,90 33,53 + 19,26
24

Mg 142,39 + 23,96 111,85+ 11,82 125,33 + 18,61
31

P 281,56 + 49,46 250,39 + 46,16 276,39 = 34,80
39

K 1188,03 + 362,47 1149,06 + 238,94 1072,15 + 152,32
44

Ca 68,88 + 47,63 73,29 + 19,83 113,49 +39,43

Na Tabela 5 apresentam-se os teores médios dos elementos trago e minoritarios
nos trés grupos de vinhos em estudo.
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Tabela 5 —Elementos trago e minoritario por tipo de vinho (valores

padrio) e valores de referéncia (Catarino 2000).

médios + desvio

Elementos (ng/L)  [Vinhos tintos \Vinhos brancos \Vinhos palhetes IVal. Ref.
27
Al 421,35+194,32 447,44+370,65 397,86+134,27 180 - 8600
45
Sc 6,62+1,64 9,04+0,98 11,84+4,69 ,091 - 64,8
51
v 1,05+0,62 1,18+0,55 4,88+7,89 1 -447
55
Mn 1374,51+437,98 1686,19+805,07 2170,29+940,26 150 - 7836
56
Fe 3998,61+1208,65 3825,53+2669,17  [3273,31+1257,46 240 - 19400
59
Co 2,63+2,33 1,76+1,96 2,39+1,95 1-20
60
Ni 23,04+12,66 19,99+7,51 41,72+54,94 1-510
63 .
Cu 40,64+28,29 43,57+85,24 33,22433,17 ILim.Max.1000
66 .
Zn 1160,48+1523,54 793,23+266,85 847,27+318,86 ILim.Max.5000
77
Se 10,51+40,69 ind ind ,29 - 26
88
Sr 635,35+243 .41 610,42+296,55 790,23+199,28
111 .
Cd 0,45+0,34 ,19+0,10 ,26+0,20 ILim. Max. 10
115
In 0,06+0,20 nd ind
133
Cs 20,58+24,06 15,77+13,21 16,59+10,15 ,04 - 24
137
Ba 398,06+213,20 307,38+189,75 416,59+187,72
139
La 0,19+0,10 ,05+0,03 ,17+0,29
140
Ce 0,27+0,14 ,09+0,05 ,26:0,36
141
Pr 0,18+0,12 0,03+0,02 ,17+0,40
146
Nd 0,16+0,09 0,04+£0,03 ,15+0,30
147
Sm 0,17+0,11 0,0340,03 ,16+0,39
153
Eu 0,15+0,09 ,04+0,03 ,15+0,30
157
Gd 0,14+0,09 ,03+0,02 ,14+0,32
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1
gy 0,14+0,10 0,03+0,02 ,13+0,29
169
Tm 0,14+0,09 0,019+0,021 0,129+0,310
172
Yb 0,1440,09 ,03040,023 ,13940,304
208 .
Pb 12,0348,18 13,75+18,39 105,01246,67 ILim. Max.150
209
Bi 0,46+0,77 ,094£0,23 1,0942,66 0428

nd — ndo detetado

Segundo Pohl (2007), os elementos minerais maioritarios presentes nos vinhos
sdo 0 Ca, K, Na e Mg que se encontram em concentracdes entre 10 e 1000
mg/L, encontrando-se depois uma série de elementos minoritarios como o Al, Fe, Cu,
Mn, Sr,

e Zn em concentragdes entre 0,1 e 10 mg/L. Os elementos vestigiais, que incluem
entre outros, Ba, Cd, Co, Ni, Pb, ¢ V encontram-se em concentra¢des inferiores a 1
mg/L. Os teores encontrados para os diversos elementos estudados estdo de acordo
com teores encontrados na literatura para vinhos franceses, italianos e espanhois,
utilizando a mesma metodologia de analise (Grindlay et al., 2014).

4. CONCLUSOES

Os resultados deste ensaio mostram que os vinhos de talha apresentam um
perfil mineral em consondncia com os restantes vinhos. A sua seguranga alimentar esta
portanto salvaguardada. Mesmo no que diz respeito a metais pesados, apenas
trés vinhos palhetes tinham valores acima dos 150 pg/L, facto que pode estar associado
a potenciais fontes contaminantes nestes trés produtores ¢ desta forma, ndo estar rela-
cionado com questdes do processo tecnoldgico dos vinhos de talha, como provam os
restantes resultados de Pb.

Importa agora dar continuidade a este estudo de forma a analisar as talhas e esta-
belecer fingerprints que permitam provar a autenticidade destes vinhos, de modo a dar
ao consumidor uma garantia de que esta a provar um produto diferenciado e que este
representa parte da heranga romana na regio.
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AVALIACAO DA COMPOSICAO FENOLICA
E DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE
ALTERNATIVOS DE MADEIRA DE ACACIA
E DE CEREJEIRA COM POTENCIAL UTILIZACAO

ENOLOGICA

Virginia LOZANO ; AnaC. CORREIA; AnténioM. JORDAO  ; Maria L. GONZALEZ
SAN JOSE

RESUMO

Novas tendéncias tém ocorrido na utilizagdo de diferentes tipos de madeiras na elaboragdo e con-
servagao dos vinhos, nomeadamente através da utilizagdo potencial de madeiras de outras origens
botanicas, que ndo de carvalho, para utilizagdo enologica, como seja a madeira de cerejeira e de
acacia. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho consistiu em avaliar a composi¢ao fenolica e
a atividade antioxidante de diferentes extratos de madeira de cerejeira e de acacia. Em paralelo
efetuouse uma analise comparativa com os resultados também obtidos em extratos de madeira
de carvalho. Os parametros avaliados foram os seguintes: teores em taninos elagicos e outros
compostos fenolicos individuais por HPLC, atividade antioxidante e ainda a avaliagdo do
potencial redox. Os resultados obtidos permitiram contatar a existéncia de um menor numero de
compostos fendlicos nos extratos de madeira de cerejeira assim como uma menor atividade
antioxidante comparativamente as restantes madeiras. Por outro lado, verificouse ainda a
presenga de compostos fenolicos especificos s6 quantificados nas madeiras de cerejeira e de
acacia.

Palavras chave: atividade antioxidante, alternativos de madeira, composigdo fenodlica, acacia,
cerejeira.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de fragmentos de madeira como forma alternativa a utilizacdo de
barricas iniciouse nos anos 60 do século XX nos Estados Unidos, tendo o seu uso
rapidamente generalizado a outros paises. Em 2005, a OIV aprovou o uso de
aparas de madeira (Resolugdo Oeno 3/2005) como produtos alternativos a
utilizagdo de barricas, encontrandose no entanto, esta autorizacdo restringida as
madeiras de carvalho e de castanheiro. Assim, atualmente existe uma grande diversi-
dade de produtos alternativos de madeira de carvalho que sdo apresentados sob varias
formas, dimensdes, niveis de tosta e de diferentes origens botanicas e geograficas
(CABRITA et al. 2011; JORDAO et al. 2012).

Nos tltimos anos, com o forte incremento da utilizagdo da madeira de carvalho
e com os potenciais problemas inerentes a gestdo e conservacdo dos recursos
florestais desta madeira, surge a necessidade de se estudar a potencial utilizagdo de ma-
deiras de outras origens botanicas, que ndo de carvalho, para utilizacdo enoldgica,
como ¢ o caso da madeira de cerejeira e de acécia.

Assim, considerando os aspetos acima mencionados, o objetivo deste trabalho
consistiu na avaliagdo comparativa da composi¢ao fenolica e da atividade antioxidante
de diferentes extratos de madeira de cerejeira, de acacia e de carvalho.

2 MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Foram utilizadas aparas de madeira de cerejeira (Prunus avium L.), acécia (Rob-
inia pseudoacacia L.) e de carvalho de varias origens: Americano (Quercus alba L.),
Francés (Quercus robur L.) e Portugués (Quercus pyrenaica L.). As aparas apresen-
tavam uma dimensdo média de 8§ mm e uma tosta média. A partir de cada uma
destas aparas de madeira foram elaborados extratos em duplicado utilizando solugdes
modelo de vinho (12%; pH 3.5), com 2 tempos de extracdo (15 e 30 dias) e a uma dose
de aparas de 4 g/L.

2.2. Metodologias

Os compostos fendlicos individuais foram analisados por HPLCDAD, ten-
do sido quantificados dois taninos elagicos e o acido elagico recorrendo a metodologia
descrita por VIRIOT et al. (1994), bem como outros 15 diferentes compostos fendli-
cos seguindo as condi¢des descritas por PEREZ et al. (2008). A atividade anti-
oxidante foi efectuada utilizando duas metodologias: FRAP (BENZIE e STRAIN,
1996) ¢ ABTS" (RIVERO PEREZ et al. 2007). A determinacdo do potencial
redox, isto ¢, a tendéncia para os componentes serem oxidados ou reduzidos foi
realizado com um potenciometro Crison MicripH2001. Todas as determinagdes foram
realizadas em triplicado.
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3 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Na figura 1 sdo apresentados exemplos de perfis cromatograficos obtidos a dif-
erentes comprimentos de onda a partir dos extratos analisados. Pela observag@o destes
perfis, constatase a existéncia de evidentes diferencas, destacandose o extrato de
madeira de cerejeira (perfil E) com uma potencial menor diversidade em compostos
fenolicos.
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Figura 1 Perfis cromatograficos dos diferentes extratos de aparas de madeira de car-
valho americano (A), acécia (B), carvalho francés (C), carvalho portugués (D) e cere-
jeira (E), obtidos a diferentes comprimentos de onda (254, 280, 320, 360 ¢ 520 nm).

No caso dos extratos de madeira de acécia (perfil B), o perfil obtido perspetiva a
existéncia de uma maior diversidade de compostos, comparativamente ao observado
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nos restantes extratos. A partir destes cromatogramas, foram quantificados vérios com-
postos fendlicos individuais presentes nos diferentes extratos de madeira apos 15 e 30
dias de extragdo (quadro 1).

Dos resultados obtidos, foi possivel observar que foi nos extratos de aparas de ma-
deira de cerejeira que ocorreu um menor numero de compostos quantificados (4cido
pcumarico, (+)catequina, naringenina e acido eldgico) nomeadamente em relagdo
aos extratos de madeira de carvalho. De salientar que s6 nos extratos de madeira de
cerejeira foi possivel identificar a (+)catequina e a naringenina.

Quadro 1 Teores médios em compostos fenolicos individuais quantificados
(mg/L) nos extratos de aparas de madeira de cerejeira, acacia e de carvalho apds 15 e
30 dias de extragdo.

Cerejeira Acacia Carvalho
Compostos Francés Americano Portugués
15d@  30d®  15d 30d 15d 30d 15d 30d 15d 30d
. 4.80 14
it & w
Aldeido protocatético nd nd 4017 40.02 nd nd nd nd nd nd
A . 1.07 125 131 1.44
Acido galico nd nd nd nd 20,05 L0.02 nd nd 101 10.07
L. " 0.09 0.14 0.30 033 0.129 0.128
Acido vanilico nd nd nd nd £0.01 2002 004 001 0002  =0.003
A PP 0.41 0.44 0.66 0.83 0.27 0.22
Acido siringico nd nd nd M L0010 007 4004 001 001  +0.02
. 18.86 18.51
(+)-Catequina 4055 40.08 nd nd nd nd nd nd nd nd
Robinetina @ nd nd 7339 118.94 nd nd nd nd nd nd

+2.67 +0.28
11.45 11.44 19.07 12.68 5.72 7.93

Benzaldeido nd nd nd nd 1064 4054 163 +108 1084 078
0.53 0.86
Tustina @
Fustina nd nd 4009 £0.00 nd nd nd nd nd nd
232 3.52
3 @
Butina nd nd 1008 1001 nd nd nd nd nd nd
; 173 3.05
ina @
Robtina @ nd nd 40.05 £0.04 nd nd nd nd nd nd
Acido pcumérico 1321 1725 d d 1509 1534 2995 d 933 843
r L1 £117 262 416 +118 2.7 £18
. 133 1.42 1.40 135 0.96 0.90
i @)
Coniferaldeido nd nd nd 0006 4027 4006 +0.02 4003 +0.02
i 009 0109 019 0.12 0.11
ido®
Siringaldeido nd nd nd nd £0.02  £0.001  £0.04 nd 1001 2001
Quercetina 474 5.45 541 5.49 253 248
nd nd nd nd +025 4112 028  +0.06  +0.07  +0.05
Naringeni 414 534 d d d d d d d d
aringenina 40.13 10.06 il n pil n e n il n
. 1892 1921 5.87 621 2346 2574
)
Vescalagina nd nd nd 054 4196 4098 +121  +173 4154
) 2145 2497 621 543 2789 3245
[©]
Castalagina nd nd nd nd 134 4287 134 087 4112 4296
Acido eldei d 072 N 0049 331 3.49 123 117 447 491
cdo elagico +0.03 +0.004  +0.21 +0.12  +0.09  +0.05 +043 027
Total 155.1  197.27 8277  127.81 21376 22131  339.84 3349  160.15  160.60

@ expresso em equivalentes de acido protocatético; @ expresso em equivalentes de naringenina; © expresso em equivalentes de
sinapaldeido; “ expresso em equivalentes de acido siringico; © expresso em equivalentes de acido elagico; © 15 dias de extragdo; @ 30
dias de extra¢do; nd - ndo detetado.

156



O acido pcumdrico ¢ o acido elagico foram os Unicos compostos comuns
detetados nos extratos de cerejeira e de carvalho. Os resultados obtidos confirmam
anterior trabalho de SANZ et al. (2010), que ao estudarem a madeira de cerejeira (ja
com tosta) quantificaram também estes compostos como maioritarios. No entanto, de
acordo com FERNANDEZ DE SIMON et al. (2014), nas madeiras de cerejeira e de
acacia ¢ ainda possivel encontrar outros compostos, nomeadamente fendis volateis,
aldeidos fenodlicos e derivados dalenhina. Para os extratos de madeira de acacia,
foram quantificados também alguns

compostos presentes sO nestes extratos, como sejam, o aldeido protocatético,
a robinetina, a fustina, a butina e a robtina. Os compostos quantificados nos extratos
das diferentes madeiras de carvalho foram compostos fendlicos de baixo peso molec-
ular, resultantes nomeadamente da termodegradag@o da lenhina durante o processo de
queima.

De salientar ainda que os valores encontrados para a generalidade dos compostos
apresentaram uma grande variagdo tendo em conta outros trabalhos ja publicados. Este
aspeto, resulta de varios fatores, nomeadamente das diferentes concentragdes de aparas
que sdo utilizadas nos diversos estudos, o tempo de maceragdo, a dimensdo e
origem das aparas, o tipo de queima e ainda as metodologias analiticas empregues. No
caso dos 2 tempos de extragdo utilizados neste trabalho (15 e 30 dias), foi constatada
que para varios compostos nao ocorreu uma tendéncia geral bem definida, sendo no
entanto que para alguns compostos (por exemplo, acido pcumadrico, naringenina,
acido galico e 4cido elagico) ocorreu um aumento ligeiro dos valores detetados
com o aumento do tempo de extragdo (excepto nos extratos de madeira de carvalho
americano onde apds 30 dias ja nao foi quantificado o acido pcumarico), enquanto que
para outros compostos o aumento do tempo de extragdo conduziu a um decréscimo
do valores quantificados (por exemplo, aldeido protocatético). Neste sentido SANZ et
al. (2012), referem que os teores em aldeido protocatético tendem a diminuir durante
o tempo de estigio do vinho em madeira. Por outro lado, JORDAO et al. (2005)
referem que entre os 25 e os 30 dias se atinge o maximo de extracdo dos taninos
elagicos a partir de aparas de madeira de carvalho em solugdes hidroalcodlicas,
seguindose posteriormente um decréscimo dos valores como resultado de fendémenos
de degradacao destes compostos.

A presenga de compostos fenolicos ¢ um factor determinante na capacidade anti-
oxidante dos vinhos estagiados em contacto com a madeira (GONCALVES e JORDAO,
2009). Na figura 2, sdo apresentados os resultados obtidos para a atividade
antioxidante dos diferentes extratos de madeira avaliada por duas metodologias.

Os resultados indicam valores significativamente mais elevados de atividade anti-
oxidante nos extratos de madeira de carvalho portugués, francés e de acécia. Os extratos
de madeira de cerejeira e de carvalho americano foram os que apresentaram valores
de atividade antioxidante significativamente mais baixos. Salientese que os va-
lores da atividade antioxidante resultam fundamentalmente da composi¢do fendlica
presente nas madeiras, ndo s6 em termos globais como ainda, do tipo de compostos
fenodlicos presentes, visto cada composto fenolico individual apresenta uma atividade
antioxidante diferente.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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Figura 2 Valores médios da atividade antioxidante recorrendo a metodologia FRAP
(mM Fe (II)) e ABTS™ (mM trolox) em extratos de aparas de madeira de carvalho,
acacia e cerejeira apos 15 e 30 dias de extragao.

* Valores médios com a mesma letra, para os diferentes extratos ¢ mesmo método de avaliagdo da ativi-

dade antioxidante, ndo sdo significativamente diferentes (p < 0.05).

Assim, ap6s 30 dias de extragdo, a capacidade antioxidante (avaliada pelo método
FRAP) apresentada pelos extratos de carvalho francés (2.67 mM Fe (II)) e portugués
(4.61 mM Fe (II)) ao contrario dos extratos de carvalho americano (1.24 mM Fe (II))
podera resultar de teores mais elevados em taninos elagicos e de acido elagico, tal como
foi ja reportado por outros autores (CADAHIA et al. 2001; JORDAO et al. 2007,
2012). Por outro lado, embora se tenha obtido valores elevados de atividade antiox-
idante para os extratos de madeira de acacia (4.11 mM Fe (II)) e sendo por exemplo
os teores em taninos elagicos e de acido elagico quantificado nestes extratos sido prati-
camente residuais (quadro 1), tal facto podera ser explicado pela existéncia de outros
grupos de compostos fendlicos especificos desta espécie com elevado potencial anti-
oxidante. Este aspeto, ¢ suportado ainda pelo facto de alguns autores (PASHEVA et al.
2013) terem verificado em solugdes hidroalcoolicas, valores de atividade antioxidante
superiores em extratos de madeira de acacia relativamente aos valores quantificados em
extratos de madeira de carvalho francés. Salientese também, que no geral os valores
da atividade antioxidante nos diferentes extratos apresentaram um incremento dos
valores com o aumento do tempo de extragdo, o que podera resultar de um aumento
da extra¢ao dos principais compostos fenoélicos com poder antioxidante.

Para o potencial redox, os resultados apresentados na figura 3, permitem constatar
valores significativamente mais elevados nos extratos das madeiras de carvalho com-
parativamente aos valores encontrados nos extratos de madeira de acacia e de cerejeira.
Esta diferenca foi fundamentalmente observada nos extratos obtidos apos 15 dias de
extracao.

158



Potencial redox

240
200
160 A
2 4.
€ 120 b.e ElExtrato 15 Dias
80 - OExtrato 30 Dias
a,b
40 - %T
C.AMERICANO C.FRANCES C.PORTUGUES ACACIA CEREJEIRA
Extratos de madeira

Figura 3 Valores médios do potencial redox em extratos de aparas de madeira
de carvalho, acdcia e cerejeira ap6s 15 e 30 dias de extragao.

* Valores médios com a mesma letra, para os diferentes extratos ndo sdo significativamente diferentes
(p <0.05).

A existéncia destas diferencgas entre os varios extratos pode ser explicada, entre
outros aspetos, pelos valores mais elevados em taninos elagicos (vescalagina e castala-
gina), acido elagico, quercitina e acido pcumadrio, presente nos extratos de madeira
de carvalho. No caso dos extratos obtidos apds 30 dias de extragdo, as diferencas
entre os extratos das diferentes madeiras foram no geral mais atenuadas.

4 CONCLUSOES

Neste trabalho verificouse a existéncia de diferengas bem marcadas entre a
composi¢ado fendlica das aparas de madeira de acécia e de cerejeira relativamente
as madeiras de carvalho, através de uma menor diversidade de compostos fendli-
cos detectados nos extratos das primeiras. Relativamente a atividade antioxidante, os
extratos de madeira de cerejeira evidenciaram valores significativamente inferiores
aos restantes. Os resultados apontam para alguma especificidade das aparas de ma-
deira de cerejeira e de acacia em termos fendlicos, podendo tal facto contribuir para
que os vinhos a estagiar em contato com estas madeiras possam ter caracteristicas
quimicas e sensoriais proprias.

159



AGRADECIMENTOS

AEB Bioquimica Portuguesa S.A., pela cedéncia de algumas das amostras de apa-
ras de madeira utilizadas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BENZIE, L.LEF, STRAIN, J.J. (1996). The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as mea-
surement of “antioxidant power”: the FRAP assay. Anal. Bioch., 239:7076.

CABRITA, M.J., DIAS, C.B., FREITAS, A.M.C. (2011). Phenolic acids, phenolic aldehydes and
furanic derivatives in oak chips: American vs. French oaks. S. Af: J. Enol. Vitic., 32:204210.

CADAHIA, E., VAREA, S., MUNOZ, L., FERNANDEZ DE SIMON, B., GARCIAVALLEJO,
M.C. (2001). Evolution of ellagitannins in Spanish, French and American oak wood during
natural seasoning and toasting. J. Agric. Food Chem., 49:36773684.

FERNANDEZ DE SIMON, B., SANZ, M., CADAHIA, E., ESTERUELAS, E., MUNOZ, A.M.
(2014). Nontargeted GCMS approach for volatile profile of toasting in cherry, chestnut,
false acacia, and ash wood. J. Mass Spectrom., 49:353370.

GONCALVES, E., JORDAO, A.M., (2009). Changes in antioxidant activity and the proanthocy-
anidin fraction of red wine aged in contact with Portuguese (Quercus pyrenaica Willd.) and
American (Quercus Alba L.) oak wood chips. Ital. J. Food Sci., 1:5164.

JORDAO, A M., RICARDODASILVA, ].M., LAUREANO, O. (2005). Extraction of some ellagic
tannins and ellagic acid from oak wood chips (Quercus pyrenaica L.) in model wine solu-
tions: effect of time, pH, temperature and alcoholic content. S. Afr: J. Enol. Vitic., 2:8389.

JORDAO, A.M., RICARDODASILVA, J.M., LAUREANO, O. (2007). Ellagitannins from
portuguese oak wood (Quercus pyrenaica Willd.) used in cooperage: influence of
geographical origin, coarseness of the grain and toasting level. Holzforschung, 61:155160.

JORDAO, A M., CORREIA, A.C., DEL CAMPO, R., GONZALEZSANJOSE, M.L. (2012).
Antioxidant capacity, scavenger activity, and ellagitannins content from commercial oak
pieces used in winemaking. Eur. Food Res. Technol.,235:817825.

PASHEVA, M., NASHAR, M., PAVLOV, D., SLAVOVA, S., IVANOV, D., IVANOVA, D. (2013).
Antioxidant capacity of different woods traditionally used for coloring hard alcoholic bever-
ages in Bulgaria. Sci. Technol., 3:123127.

PEREZ, S., ORTEGA, M., CANO, E. (2008). Optimization of a solidphase extraction
method using copolymer sorbents for isolation of phenolic compounds in red wines and
quantification by HPLC. J. Agric. Food Chem., 56:1156011570.

RIVEROPEREZ, M.D., MUNIZ, P., GONZALEZSANJOSE, M.L. (2007). Antioxidant pro-
file of red wines evaluated by total antioxidant capacity, scavenger activity and
biomarkers of oxidative stress methodologies. J. Agric. Food Chem.,55:54765483.

SANZ, M., CADAHIA, E., ESTERUELAS, E., MUNOZ, A.M., FERNANDEZ DE SIMON, B.,
HERNANDEZ, T., ESTRELLA, I. (2010). Phenolic compounds in cherry (Prunus avium)
heartwood with a view to their use in cooperage. J Agric. Food Chem.,58:49074914.

SANZ, M., FERNANDEZ DE SIMON, B., ESTERUELAS, E., MUNOZ, AM., CADAHIA, E.,

160



HERNANDEZ, T., ESTRELLA, L., MARTINEZ, J. (2012). Polyphenols in red wine aged
in acacia (Robinia pseudoacacia) and oak (Quercus petraea) wood barrels. Anal. Chim.
Acta, 732:8390.

VIRIOT, C., SCALBERT, A., HERVE DU PENHOAT, C.L.M., MOUTOUNET, M. (1994).
Ellagitannins in woods of sessile oak and sweet chestnut dimerization and hydrolysis during
wood ageing. Phytochemistry, 36:12531260.

161






AVALIACAO DO EFEITO DA ADICAO DE VARIOS
PRODUTOS ENOLOGICOS NA ESPUMA DO VINHO
ESPUMANTE

Elisabete COELHO"; Catarina EUSEBIO"; Filipe CENTENO®; Maria de Fatima
TEIXEIRA®; Francisco ANTUNES®; Manuel A. COIMBRA ™

RESUMO

Com o objetivo de melhorar as propriedades da espuma dos vinhos espumantes, foram
produzidos nove vinhos usando dois produtos enologicos: Optimum White® e OptiRED®.
A partir de trés vinhos base (controlo, vinho base que fermentou com Optimum White®, e vinho
base onde foram usadas Sacaromyces cerevisiae e Torulaspora delbrueckii). Cada um dos vinhos
base foi dividido na segunda fermentagdo em trés modalidades: vinho espumante sem adigdo
de produtos enoldgicos, vinho espumante com adi¢do de Optimum White® e vinho espumante
com adi¢do de OptiRED®. Foram avaliadas as propriedades de espuma de todos os vinhos espu-
mantes produzidos usando uma metodologia baseada no aparelho Mosalux.

Os vinhos espumantes que apresentaram incrementos significativos no volume e esta-
bilidade da espuma foram os vinhos com adigdo de Optimum White® na primeira fermentagao,
independentemente do produto enologico usado na segunda fermentagéo, e o vinho base controlo
com adi¢ao do produto enologico OptiRED® na 2* fermentag@o. Os vinhos espumantes que
apresentaram melhores proprifdades de espuma foram os que tinham concentragdes elevadas de
manoproteinas, 2,7-4,1 g. L . A analise sensorial revelou uma preferéncia para o vinho com
adigdo de Optimum White® nas duas fermentagdes e também para os vinhos que estiveram em
contacto com este produto enologico durante a primeira fermentagao.

A maior quantidade de manoproteinas do produto enoldgico Optimum White® parece
favorecer as propriedades da espuma dos vinhos espumantes, principalmente se utilizado na pri-
meira fermentagao.

PALAVRAS-CHAVE - Vinho espumante, volume de espuma, estabilidade da espuma, produtos

enologicos, manoproteinas.
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1- INTRODUCAO

As caracteristicas sensoriais mais importantes dos vinhos espumantes incluem
as propriedades da espuma percecionadas pelo consumidor (MORENO-ARRIBAS
e POLO, 2009). Virios estudos foram realizados na tentativa de estabelecer
os compostos que influenciam as propriedades de espuma, nomeadamente a quan-
tidade e a estabilidade. As proteinas e os polissacarideos estdo geralmente associadas
a contributos positivos nas propriedades de espuma (BRISSONNET ¢ MAUJEAN,
1991, LOPEZ-BARAIJAS et al., 1997, MORENO-ARRIBAS et al., 2000, COELHO
et al., 2011). Estas manoproteinas sdo libertadas pelas leveduras durante a autolise
e contém um elevado grau de glicosilagdo, com mais de 90% de acucares, essen-
cialmente manose. Desse modo, a investiga¢do de estirpes que libertem grandes
quantidades de manoproteinas ¢ uma estratégia para melhorar a qualidade do
vinho espumante. Com a finalidade de aumentar a quantidade de manoproteinas liber-
tada durante a fermentacao alcoodlica, t€ém sido desenvolvidas estirpes mutantes de S.
cerevisiae (GONZALEZ-RAMOS ¢ GONZALEZ, 2006, GONZALEZ- RAMOS et
al., 2008, DOMIZIO et al., 2014). Outras leveduras ndo Saccharomyces tém também
uma elevada capacidade para libertar manoproteinas, muitas destas promovendo uma
maior complexidade de aroma e uma melhor qualidade global ao vinho (DOMIZIO et
al., 2011, DOMIZIO et al., 2014). As estirpes que sobre-expressam manoproteinas pro-
duzem vinhos com maior estabilidade quando comparadas com o vinho produzido por
estirpes nativas (GONZALEZ-RAMOS e GONZALEZ, 2006, QUIROS et al., 2010,
DOMIZIO et al., 2014).

O envelhecimento sobre as borras tem demonstrado contribuir favoravelmente
para a estabilidade e qualidade dos vinhos, no entanto ¢ um processo lento e economi-
camente desfavoravel, promovendo assim o uso de produtos enoldgicos contendo os
derivados de levedura que sdo produzidos durante a autélise. Estes produtos enold-
gicos sdo obtidos a partir de leveduras enologicas (S. cerevisiae) através de plasmolise
autolitica ou processos de hidrolise (POZO-BAYON et al., 2009).

2 — MATERIAL E MEDODOS

2.1 - Vinifica¢io

As uvas da casta tinta Casteldo provenientes da vindima de 2014, Quinta dos Loridos,
Bombarral, foram vinificadas em vinhos espumantes brancos. O mosto resultante da
prensagem de 0,2 bar foi decantado e transferido para 3 cubas de 100 hL. Na primeira
cuba (Aff) foi realizada uma fermentagdo controlo, apenas com a adi¢do de leve-
duras livres de S. cerevisiae (Affinity” ECAS), na dose de 20 g.hL™". Na segunda cuba
(AffOW) houve a inoculacdo da mesma levedura livre, na mesma dose, em conjunto
com a adi¢do de um produto enolégico, o Optimum White®, na dose de 30 g.hL". Na
terceira cuba (AffBd) foi inoculada a levedura 7. delbrueckii,(Biodiva™ TD291), na
concentragdo de 25 g hL" e apds o abaixamento de 15 g.cm ~ na massa voliimica do
mosto foi inoculada a levedura S. cerevisiae (Affinity® ECAS), na mesma concentra-
¢do descrita.
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Para a segunda fermentagdo foram usados: 1) 40 L de vinho de cada um dos vinhos
base sem adigdo de produtos enoldgicos, representando este o vinho controlo; 2) 40
L de vinho de cada um dos vinhos base com adicdo uma solu¢do de Optimum
White”, na concentracio final de 40 g.hL™"; e 3) 40 L de vinho de cada um dos vinhos
base com adi¢do de OptiRED", na concentragdo final de 40 g.hL". Para a segunda
fermentagdo foram utilizadas leveduras imobilizadas em esferas de alginato, ProElif
(1,2 - 1,3 g por garrafa). De cada uma das nove varidveis de vinho foram obtidas cerca

de 40 garrafas (Figura 1).
Mosto

- Affinity + . -
Affinit M o Affinity + Biodiva®
Primeira Fermentagdo Aff v OptimunWhite® ZﬁBd
(Aff) (Affow) ( )
Controlo Controlo Controlo
(Aff_C) (AffOw_C) (AffBd_C)
Segunda Fermentag3o | OptimunWhite® | OptimunWhite® | OptimunWhite®
(Aff_OW) (AfIOW_OW) (AffBd_OW)
Optired® Optired®
OptiRed® P prre
L L (AffOW_R) — (AffBd_R)
(Aff_R) =

Figura 1 - Esquema geral do processo de vinificacdo realizado.

2.2 - Analise de agucares

A andlise de agUcares neutros das varias amostras foi realizada segundo o
método de SELVENDRAN et al. (1979), ap6és hidrolise acida dos polissacarideos.
Ap6s hidrdlise, os residuos sdo convertidos a acetatos de alditol seguido de andlise
por cromatografia em fase gasosa. A quantificacdo dos acidos urénicos (AU) foi re-
alizada por adaptagdo do método colorimétrico proposto por BLUMENKRANTZ e
HABOE-HANSEN, (1973).

2.3 - Medic¢ao das propriedades da espuma

A capacidade de formacdo de espuma e a sua estabilidade foram avaliadas
através de uma adaptagdo do método de Mosalux Bikerman (PUEYO et al., 1995).
A capacidade de espuma foi avaliada como o aumento na altura de 10 mL de
solugdes de vinho colocadas no interior de uma coluna de vidro, ap6s a injecao de
CO3. Para avaliar o volume da espuma, dois pardmetros foram avaliados: 1) HM
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(altura maxima atingida pela espuma apos a injecdo de CO2 através coluna de vidro,
expresso em cm) representa a capacidade de formacdo de espuma; 2) HS (altura de
estabilidade da espuma durante a inje¢do de CO2, expressa em cm) representa a ca-
pacidade do vinho para produzir um colar de espuma persistente e estavel. O tempo de
estabilidade da espuma (TS) foi avaliado como o tempo decorrido para o colapso das
bolhas necessarias ao aparecimento de liquido depois de cessar o fornecimento de
CO3 e ¢ expresso em segundos (s).

2.4 - Analise sensorial

Apos a segunda fermentagdo ter terminado foi efetuada por uma prova cega aos
vinhos espumantes, constituida por 11 provadores. Os atributos da espuma foram clas-
sificados, quanto a sua quantidade, estabilidade ¢ efervescéncia. Os vinhos foram tam-
bém avaliados numa escala hedonia de 0 a 20 quanto a apreciagao global.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Polissacarideos dos vinhos espumantes

A fragdo de elevado peso molecular (HMW) dos vinhos base apresentam como
agucares maioritarios a manose (Man) ¢ a galactose (Gal) (Tabela 1), proveniente dos
polissacarideos das leveduras ¢ das uvas respetivamente. A adigdo de produtos enolo-
gicos aumenta o teor em manose, proveniente das manoproteinas, face ao vinho base
controlo, sendo este aumento mais pronunciado com o uso do produto Biodiva™. Este
produto consiste no uso da estirpe 7. delbruekii, sendo que esta apresenta uma elevada
capacidade de libertagdo de manoproteinas (MARTINEZ-LAPUENTE et al., 2015).

O vinho espumante controlo (Aff C) foi o que apresentou uma percentagem mais
baixa de Man (67%). Este vinho ndo sofreu adigdo de nenhum produto enologico na
primeira ¢ segunda fermentagdo, apresentando menor percentagem de polissacarideos
com origem nas leveduras. O vinho Aff OW devido a adi¢do do produto enolégico
Optimum White® libertou para o vinho uma fragdo extra de manoproteinas, obtendo-
se um total de 75% de Man. A amostra Aff R, também proveniente do mesmo vinho
base com a adicdo de OptiRED"™ na segunda fermentagio apresentou o teor mais
elevado em manoproteinas (83%), sendo a concentragdo total de hidratos de carbono
(HC) (541 pg.mg") superior ao das outras modalidades de vinho espumante (414; 443
ngmg™).
As trés variantes de vinho espumante provenientes do vinho base AffOW apre-
sentaram uma concentragdo total de HC no HMW de 65-66%. Os trés vinhos

espumantes resultantes do vinho base ao qual foi adicionado Optimu White®,
apresentaram uma percentagem de Man muito semelhante (80-82%). A adig¢do dos
produtos enoldgicos na segunda fermentagdo, apds o vinho base ter sido fermentado
com o Optimu White®, ndio traz diferengas significativas na quantidade de manoprotei-
nas do vinho final das 3 modalidades.

166



Os rendimentos em HC do HMW dos vinhos espumantes provenientes do vinho
base AffBd variaram entre 19-29%. O vinho AffBd_OW ¢ o que apresenta uma maior
quantidade de manoproteinas (80%), um pouco acima da AffBd_C (77%) e da AftBd_R
(76%).

Tabela 1 - Fracdes, rendimentos, percentagem de concentracdo e concentragdo de hi-
dratos de carbono (HC) das fragdes de alto peso molecular dos vinhos base e das nove
modalidades de vinho espumante.

) n nHC Hidratos de Carbono (% mi)l) Total HC
Vit ComyY) (4mv') Rha A Xyl Man Gal Gle AU pgmg’
Vinhos Base
Affinity 23 37 14 14 29 26 12 4 366
Affinity + Optimun White® 25 52 1 12 6 38 33 3 4 525
Affinity + Biodiva ™ 19 60 s 7 67 17 1 2 559
Vinhos espumantes
Affinity
Aff C 16 17 1 2 67 11 2 17 414
Aff OW 14 18 2 75 11 3 9 443
Aff R 20 49 2 2 83 4 2 7 541
Affinity + Optimun White®
AffOW_C 21 26 1 3 82 9 4 1 648
AffOW OW 15 27 1 2 80 12 2 3 663
AffOW R 22 26 2 82 10 3 3 660
Affinity + Biodiva ™
AffBd C 15 29 3 77 14 5 1 669
AffBd_ OW 19 21 3 80 11 4 2 522
AffBd R 30 19 1 1 2 76 6 3 11 466

3.2 - Avaliacio das propriedades de espuma dos vinhos

3.2.1 - Propriedades de espuma do vinho base

Apo0s a primeira fermentagdo foram avaliados os trés parametros de espuma (HM, HS
e TS), estando os valores representados na Figura 2.

3 ®HM (cm) = HS (cm) OTs (s) 400

2 _ b b Py
el

28 a a @ 2 z 200 §

: i l :

w k7]

0 : : Lo
Aff AffOW AffBd

Figura 2 - Valores de HM, HS e TS dos vinhos base. Legenda: Letras diferentes indi-
cam que as amostras sdo significativamente diferentes (p>0,005) dentro de cada para-
metro de espuma.
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A avaliacdo do vinho controlo (Aff) e a do vinho com adi¢do do produto enoldgico
(AffOW) obtiveram resultados semelhantes em todos os pardmetros de
altura e estabilidade da espuma (13,3 ¢ 14,5 cm para a HM, 13 e 14,1 cm para HS e
15 e 16 s para a TS, respetivamente). A fermentacdo com as duas leveduras foi, no fim
da primeira fermentagdo, a modalidade de vinho base mais promissora, apresentando
valores de espumabilidade e estabilidade muito superiores aos restantes vinhos base. O
valor de HM registado foi de 19,6 cm e o HS foi de 18,7 cm, 49% e 44% superior ao
valor obtido no vinho base controlo, respetivamente. Este vinho apresentava uma maior
percentagem em manoproteinas (Tabela 1) do que os restantes vinhos base. Como a 7.
delbruekii apresenta uma elevada capacidade de libertagdo de manoproteinas, pode ter
aumentado a espumabilidade e estabilidade da espuma (MARTINEZ-LAPUENTE et
al., 2015). O valor de TS deste vinho base (AffBd) foi o valor que mais aumentou com-
parativamente com o controlo (Aff), tendo o seu resultado sido de 50 s, o que representa
um aumento de 233%.

3.2.2 - Propriedades da espuma do vinho espumante

Na figura 3 podemos observar que o vinho com os melhores parametros de espuma ¢é
o AffOW_C, seguindo do Aff R, AffOW R e do AffOW_OW. E possivel verificar
que os vinhos espumantes obtidos a partir do vinho base com adigdo de Optimum
White® obtiveram todos elevados valores de HM, HS e TS independentemente do tipo
de segunda fermentagdo realizada. A adi¢do do produto OptiRED® ao vinho base
controlo também se mostrou bastante eficaz na obtengdo de um vinho com elevados
parametros de HM, HS e TS. Os vinhos com piores valores de HM, HS e TS foram os
AffBd R, AffOW R, Aff C e Aff R. A adigdo de OptiRED", revelou ser pouco eficaz
na produgdo de vinhos com elevada qualidade de espuma, com exce¢do do vinho

35 4 - 400
=HM H T

= 20 | (cm) S(cm) OTS(s) | 350
S L300 @
H > : L 250 8
g 20 | . K A L . ]
E a a I N ef > 3e [ 200 =
e BB * T I I - 150
3 1 -
2 0 L 100 @

5 - 3 d [ 50

0 ‘ ‘ ‘ . . . ‘ . 0

< < < < <
& & e e
v & N & v ¥

Figura 3 - Valores de HM, HS e TS dos nove vinhos espumantes obtidos Legenda: Letras
diferentes indicam que as amostras sdo significativamente diferentes (p>0,005) dentro
de cada parametro.
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3.3 - Relacdo entre as propriedades da espuma e a concentracido de manopro-
teinas dos vinhos espumantes

As manoproteinas sdo um dos principais compostos relacionados com a
espuma devido as suas propriedades tensioativas (BLASCO et al., 2011, COELHO
et al., 2011, MARTINEZ-LAPUENTE et al.,, 2015). A relagio entre os pardmetros de
espuma e a quantidade de manoproteinas (Figura 3 e Tabela 1) ¢ apresentada na Figura
4, verificando- se que os vinhos com as concentragdes mais baixas de Man (1,3-1,5
g.L") apresentam os menores valores de HM (16 cm). E possivel verificar que os HM
elevados sdo atingidos na gama de 2,7-4,1 gL' de Man, exceto o vinho espumante
Aff R. O vinho Aff R apresenta um HM de 19,8 cm, com concentragdo de Man de 7,5
gL', indicando que a quantidade de manoproteinas ndo é o tnico fator a influenciar
a quantidade de espuma formada, o mesmo se verificando para a estabilidade da
espuma, onde os vinhos AffOW_C e Aff R apresentam elevados TS com concen-
tracio de Man de 3,8 e 7,5 g.L”', respetivamente.
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Figura 4 - Rela¢do entre a concentragio de manoproteinas nos vinhos e a sua espuma-
bilidade HM e HS (cm) e estabilidade TS (s).

3.4 - Aprecia¢do global dos vinhos espumantes

O vinho AffOW_OW obteve a nota mais elevada, 17,5 valores, seguido do
AffOW_C, com 17 (Figura 5). Estes dois vinhos foram considerados pelos pro-
vadores como intensos, florados, frutados e mediamente frescos. Relativamente ao
gosto, ambos foram considerados 4acidos, pouco amargos e com elevada persisténcia
de sabor.

Figura 5 - Avaliacdo da apreciagdo global do vinho espumante.
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4 - CONCLUSOES

O conteudo em manoproteinas esta diretamente relacionado com a espumabi-
lidade e estabilidade da espuma. Apesar de existir uma relagdo entre a quantidade de
manoproteinas e os valores de HM e HS, a partir de valores de concentragdo superio-
res a4,1 g. L' ndo se verificou um incremento @igniﬁcativo nesses valores.

O vinho com adi¢ao de Optimum White = durante a primeira fermentagao, sem
adi¢do de nenhum produto durante a segunda (AffOW_C) foi a modalidade produ-
zida que apresentou valores mais e&gvados de HM, HS e TS. O vinho AffOW_OW,
adicdo do produto Optimum White ~ durante as duas fermentagdes, foi o vinho que
obteve maior preferéncia global por parte dos provadores, obtendo uma avaliagdo de
17,5 valores.
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CARATERIZACAO SENSORIAL E FENOLICA DE
VINHOS TINTOS MONOVARIETAIS PRODUZIDOS
COM CASTAS TINTAS CULTIVADAS NA REGIAO
DEMARCADA DO DOURO

Alice VILELA'"; Angela LIQUITO?; Fernanda COSME'

RESUMO

As castas Touriga Nacional, Touriga Franca, Sousdo, Pinot Noir e Cabernet Sauvignon
sdo castas

importantes cultivadas na Regido Demarcada do Douro e caracteristicas dos vinhos
produzidos nessa regido. Este trabalho pretende contribuir para uma melhor caracterizagao sen-
sorial e fenolica dos vinhos monovarietais obtidos dessas cinco castas, recorrendo a descritores
e técnicas analiticas apropriadas. Para tal, procedeu-se ao treino de um painel de provadores, com
solugdes padrao de aromas extraidos de produtos naturais e testes de ordenagdo dos sabores ele-
mentares. O perfil sensorial de cada vinho foi obtido através de uma analise descritiva quantitativa.
Dos resultados obtidos na Analise de Clusters e Analise em Componentes Principais, foi possivel
observar a formagao de grupos que distinguem os vinhos monovarietais entre si. Para a formagao
destes grupos contribuiram o descritor pimento verde, caracteristico dos vinhos monovarietais da
casta Cabernet Sauvignon e os descritores aroma floral € aroma frutado caracteristicos dos
vinhos monovarietais da casta Touriga Nacional. O vinho da casta Touriga Franca ¢ caracterizado
pela sua intensidade aromatica enquanto, o vinho da casta Sousao se distingue por apresentar uma
cor mais intensa.

Palavras-chave: Regido Demarcada do Douro, Touriga Nacional, Touriga Franca, Sousio,
Pinot Noir. Cabernet Sauvignon, perfil sensorial.
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1. INTRODUCAO

Os vinhos tintos da Regido Demarcada do Douro (RDD) sdo tradicionalmente
produzidos a partir de castas autoctones como a Touriga Nacional, Touriga Franca, Tinta
Roriz (Aragonez), Tinta Barroca e Tinto Cao. A grande maioria dos vinhos resulta de um
lote obtido a partir da vinificag@o de varias castas, o que lhes confere uma complexi-
dade e riqueza incomparaveis, e um perfil caracteristico do Douro. Existem, contudo,
ainda bons exemplos de vinhos monovarietais, produzidos apenas com uma casta, prin-
cipalmente com as trés primeiras (ANONIMO, 2013). Ao mesmo tempo, constata-se
um aumento da representatividade de vinhos de castas francesas, como a Pinot Noir e
a Cabernet Sauvignon. A casta Cabernet Sauvignon ganhou reputagdo especialmente
em Franca, na regido de Bordéus, mas o seu sucesso mundial surgiu quando os paises
vinicolas do novo mundo a comegaram a plantar em larga escala. Assim, o presente
trabalho pretende dar um contributo para um melhor conhecimento dos vinhos
monovarietais de castas tintas cultivadas na RDD, nomeadamente da Touriga Nacio-
nal, Touriga Franca, Sousao, Pinot Noir e Cabernet Sauvignon

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Vinhos

Os vinhos monovarietais estudados foram vinificados a partir de cinco castas
tintas cultivadas na RDD: Touriga Nacional, Touriga Franca, Sousdo, Pinot Noir e
Cabernet Sauvignon. Todas as determinagdes analiticas aos vinhos foram efetuadas em
duplicado.

2.2. Compostos fendlicos totais, flavonodides e nao-flavonoéides

Determinag@o dos compostos fendlicos totais dos vinhos de acordo com o método
descrito por RIBEREAU-GAYON et al. (1982). Os compostos fendlicos ndo-flavonéi-
des foram determinados de acordo com o procedimento descrito por KRAMLING e
SINGLETON (1969). Por diferenga com os compostos fendlicos totais obtivemos os
compostos fendlicos flavonodides. Os resultados foram expressos em equivalentes de
acido galico, através de uma curva de calibragdo elaborada com o acido galico.

2.3. Antocianinas totais, intensidade e tonalidade corante

As antocianinas totais foram determinadas de acordo com RIBEREAU-GAYON
¢ STONESTREET (1965) e a intensidade e tonalidade corante de acordo com OIV
(2013).

2.4. Analise Sensorial

2.4.1. Treino do painel de provadores

As amostras de vinho foram avaliadas por um painel de provadores, com expe-
riéncia em andlise sensorial e participacdo regular em provas de vinhos. As provas
decorreram das 16.00-17.00 h, num laboratorio de acordo com a norma ISO 8589:2007.
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2.4.1.1Testes discriminativos

Para o treino do painel foram elaborados testes sensoriais discriminativos, nomea-
damente, testes de ordenacdo. Através destes testes foram avaliadas as diferengas sen-
soriais entre varias solu¢des de concentragdo crescente de sacarose, acido tartarico e
tanino (Quadro 1).

Quadro 1 - Concentragdes das solucdes utilizadas nos testes de ordenacao

Concentragio

Sabor doce Sacarose (g/L) 5 10 15 20
Sabor acido Ac. tartarico (g/L) 0,05 0,15 0,40 0,70
Sensacio de adstringéncia Tanino (mg/L) 20 40 80 160

2.4.1.2 Percecao de aromas

Para treino da acuidade olfativa dos provadores foram elaboradas solugdes de
aromas por maceragdo de produtos naturais em solucdo hidrodlcoolica a 12% (v/v).
Foi pedido aos provadores que avaliassem a intensidade aromatica das solugdes com a
seguinte escala: Intenso; Pouco intenso; Muito pouco intenso.

2.4.2 Prova dos vinhos

Apos treino do painel, procedeu-se a avaliagdo das amostras de vinho que
foram apresentadas codificadas, com codigos de trés digitos, e servidas a temperatura
ambiente, em copos apropriados (ISO 3591:1977). Foi fornecida agua mineral e tostas
para limpeza do palato entre a avaliagdo das amostras. Foi efetuada uma Analise Des-
critiva Quantitativa (ADQ), utilizando-se fichas de prova com os seguintes descritores/
atributos: Visuais (Cor, Limpidez); Olfativos (Intensidade, Floral, Frutado, Frutos
Secos, Frutos Citricos, Especiarias, Pimento Verde, Madeira, Oxidado), Gustativos
(Dogura, Amargo, Acidez, Taninos Adstringéncia, Corpo), Olfato-gustativos ou flavor
(Intensidade, Flavor Floral, Flavor Frutado, Flavor Vegetal) e Fim-de-boca (Persis-
téncia) com uma escala estruturada de 1 (pouco intenso) a 5 (muito intenso) pontos
(ISO 4121:2003).

2.5 Analise estatistica

Os resultados fisico-quimicos foram submetidos & Analise de Variancia (ANOVA), ao
Teste de Tuckey a 5% de significancia para comparagao entres as médias. Aos dados da
analise sensorial foi aplicada uma Analise em Componentes Principais (ACP) e Analise
de Clusters (distancia Euclidiana média, método UPGMA — unweighted pair- group
average). A avaliagdo do perfil sensorial das amostras foi realizada através do grafico
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aranha. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o sofiware STATISTICA 2010
(Stat Soft Inc., 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos fenolicos totais, flavonéides e ndo flavondides

O vinho da casta Touriga Nacional obteve a média mais elevada de compostos
fenolicos totais (2290 g/L acido galico), enquanto o vinho da casta Pinot Noir apre-
sentou a média mais baixa (2067 g/L acido galico). Para os compostos fenodlicos ndo
flavondides, o vinho da casta Touriga Nacional apresentou os valores mais baixos
(432 g/L acido galico), enquanto o vinho da casta Cabernet Sauvignon apresentou
os valores mais elevados (555 g/L acido galico). Para os compostos fenolicos flavo-
ndides, o vinho da casta Touriga Nacional obteve o valor mais elevado (1858 g/L acido
galico) enquanto o vinho da casta Cabernet Sauvignon apresentou o valor mais baixo
(1547g/L acido galico), o que seria de esperar pelos valores obtidos nos dois parametros
anteriores (Quadro 2).

Quadro 2 — Compostos fenolicos totais, ndo-flavonoides e flavonodides dos vinhos
monovarientais das cinco castas.

Fenois Totais Nio-flavonoides Flavonoides

(g/L acido galico) (g/L acido galico) (g/L acido galico)
Vinhos*
Touriga Nacional 22904570 4324122 1858439 °
Touriga Franca 210245120 4941 %D 160842 & b
Sousdio 217445330 4724220 1702438 & P

. a, b b a

Cabernet Sauvignon 2102+49 555+2 1547+36
Pinot Noir 2067+49 & 486242 b 1582+16 2

* Vinhos com a mesma letra ndo apresentam diferengas significativas para o parametro
avaliado (teste de Tuckey a 5% de significancia)

3.4 Antocianinas totais, intensidade e tonalidade corante

O vinho da casta Sousd@o apresentou o valor mais elevado de intensidade corante
em relagdo aos restantes vinhos (35,17 u.a), o que esta de acordo com GUERRA e
ABADE (2008a; 2008b) e GUERRA (2009), ja o vinho da casta Pinot Noir obteve o
valor mais baixo de intensidade corante (6,52 u.a). Os vinhos das castas Touriga Nacio-
nal e Touriga Franca obtiveram valores de 17,10 e 13,57 u.a., de intensidade corante
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respetivamente, indo de encontro ao referido na literatura por TRIGO (2008), que ¢ na
ordem de 10-20 u.a, para a casta Touriga Nacional e de 5,80-25,62 u.a, para a Touriga
Franca (Quadro 3). Pelo contrario, a tonalidade corante, do vinho da casta Pinot
Noir apresentou o valor mais alto (0,76) e os vinhos das castas Sousdo e Cabernet
Sauvignon o valor mais baixo (0,52), o que estd de acordo com TEIXEIRA (2008).
Entretanto, o vinho da casta Sousao obteve o valor mais elevado de antocianinas totais
(1205 mg/L) o que esta de acordo com GUERRA e ABADE (2008a; b) e TEIXEIRA
(2008), com grande diferenca dos restantes vinhos, tendo o vinho da casta Pinot Noir
apresentado o menor valor (313 mg/L). Segundo TRIGO (2008), a casta Touriga Nacio-
nal apresenta valores compreendidos entre 293-762 mg/L e a casta Touriga Franca entre
366-565 mg/L, valores inferiores aos obtidos neste trabalho. Contudo, estas diferencas
podem estar relacionadas quer com as condi¢des edafoclimaticas quer com a tecnologia
de vinificagdo.

Quadro 3- Antocianinas totais, intensidade e tonalidade corante dos cinco vinhos
monovarientais.

Vinhos* Intensidade Corante Tonalidade Corante | Antocianinas totais (mg/L)
Touriga Nacional 17,10£0,11 € 0,57+0,00 2 804+32 €

Touriga Franca 13,57+0,03 0,58+00,0 7056 °

Sousdo 35,17+0,11 0,52+0,00 2 1205+25 ©

Cabernet Sauvignon | 199,00,03 9 0,520,012 973294

Pinot Noir 6,52+0,26 0,76:0,04 31342

* Vinhos com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para o para-
metro avaliado (teste de Tuckey a 5% de significancia)

3.5 Seleciio e treino do painel de provadores

3.5.1 Testes de ordenacao de sabores elementares e treino olfativo

Com o objetivo de treinar o painel e de determinar o limiar de percecdo dos
provadores em relagdo aos sabores elementares acido ¢ doce e sensagao tatil de ads-
tringéncia, realizou-se um teste de ordenacdo cujos resultados estdo apresentados na
Figura 1. Como podemos observar, para o sabor acido (Figura 1, A), todos os provado-
res acertaram na ordem correta, apenas um acertou em metade da ordenac@o. Na Figura
1, B verificamos que a maior parte dos provadores acertou corretamente na ordem
para a sensacgdo de adstringéncia, no entanto, dois provadores s6 conseguiram acertar
em metade (50%) e um provador apenas acertou numa resposta correta (25%). Pela
observagdo da Figura 1, C, apenas trés provadores ndo acertaram corretamente no teste
de ordenagdo (50%), enquanto os restantes tiveram a pontua¢do maxima.

175



ic. tartirico (g/L) tanino (mg/L)

100%
80%
60%
40% :|
20% ‘|

0%

sacarose (/L)
100%

80%

% respostas correctas
& 8
R

% respostas correctas

% respostas correctas
N
S
*

3
B
2
b3

Provadores
A Provadores Provadores B C

Figura 1 — Percentagem de respostas certas, por provador, no teste de ordenacdo para o sabor
acido com solugdes de concentracdo crescente de acido tartarico (A), para a sensacdo tatil de
adstringéncia, com solugdes de concentragdo crescente de tanino (B) e para o sabor doce com
solugdes de concentragdo crescente de sacarose (C).

Para treino da acuidade olfativa foram elaboradas varias solugdes de aromas natu-
rais em solugdo hidroalcodlica a 12% (v/v). A partir do Quadro 4, observamos que os
aromas a manteiga, a passas de uva, a bergamota e a améndoa foram classificados como
“pouco intensos”, enquanto os aromas a caramelo, a noz ¢ o mel, foram classificados
como “muito pouco intensos” para os provadores.

Quadro 4 — Percegdo/sensagdo de aromas presentes nos vinhos

N.? Frasco Descritor Sensac¢ido/percepcio e intensidade
1 Esteva/vegetal/floral Azeite, Verde, Oleo vegetal, Intenso
2 Manteiga Manteiga, Pouco intenso
3 Citrino/laranja Tangerina, Intenso
4 Passas de uva Alcool/doce, Pouco intenso
5 Herbéceo/vegetal Azeite verde, Erva acabada de cortar, Infenso
6 Compota Tomate, Intenso
7 Mentol/anis Eucalipto, Vicky, Intenso
8 Caramelo Caramelo, Muito pouco intenso
9 Maga Maga, Intenso
10 Noz Alcool, Muito pouco intenso
11 Eucalipto Eucalipto, Intenso
12 Maracuja Maracuja, Intenso
13 Bergamota/citrino Bergamota, Pouco intenso
14 Pimenta Pimenta, Especiarias, Intenso
15 Banana Banana, Intenso

16 Mel Mel, Muito pouco intenso,

17 Frutos vermelhos Frutos vermelhos, Groselha, Intenso
18 Madeira Madeira, Queimado, Intenso

19 Améndoa Améndoa, Pouco intenso

20 Oxidado Oxidado, Alcool (cachaca), Intenso

3.7 Perfil sensorial dos vinhos

O perfil sensorial de cada um dos vinhos ¢ mostrado na Figura 2 em que a média
dos valores atribuidos pelos provadores a cada atributo ¢ marcado no eixo correspon-
dente. O centro da figura representa o ponto de menor valor da escala utilizada na
avaliacdo, enquanto a intensidade aumenta do centro para a periferia. O perfil sensorial
revela-se quando se faz a conexdo dos pontos.
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Flavor vegetal

Flavor frutado
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Aroma a frutos Secos

Aroma a citrinos

Aroma a especiarias

Acidez Aroma a pimento verde

Aroma a madeira
Aroma a oxidado
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Dogura

Figura 2 - Perfil sensorial dos vinhos monovarietais das castas Touriga Nacional, Pinot Noir,
Touriga Franca, Sousdo e Cabernet Sauvignon.

Pela analise da Figura 2 verificamos que o vinho da casta Sousdo se destaca pelos
descritores Aroma a madeira e Cor, o vinho da casta Cabernet Sauvignon, pelo descri-
tor Aroma a pimento verde. O vinho da casta Touriga Nacional destaca-se pelos descri-
tores ortonasais e retro-nasais relacionadas com Frutado e Floral.

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos apos Andlise de Clusters (distancia
euclideana média, método UPGMA — unweighted pair-group average) dos dados sen-
soriais dos diferentes vinhos. No dendograma (Figura 3, A), ¢ possivel observar a
formacdo de trés grupos, identificados a seguir: grupo 1, formado pelo vinho Pinot
Noir; grupo 2, formado, também, por apenas um vinho: Cabernet Sauvignon. E o
grupo 3, formado por trés vinhos: Sousdo, Touriga Franca e Touriga Nacional.
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Figura 3 — (A) Dendograma (analise de clusters) dos diferentes vinhos monovarietais
das castas estudadas. (B) Projecdo da cov-ACP dos vinhos monovarietais de diferentes
castas (Touriga Nacional, Pinot Noir, Touriga Franca, Sousdo e Cabernet Sauvignon),
avaliadas sensorialmente.
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Avaliando a proje¢ao da Figura 3 B, ¢ possivel visualizar a distribuigdo espa-
cial das amostras avaliadas sensorialmente. Dentre os atributos sensoriais analisados, o
carater “Aroma a pimento verde” foi quem mais contribuiu para a formagao do grupo,
com apenas um elemento, onde se encontra o vinho da casta Cabernet Sauvignon. A
casta Sousdo caracteriza-se pelo descritor “Cor”, com um elevado peso na Componente
Principal 1.

4 CONCLUSOES

Dos resultados obtidos na Analise de Clusters e Analise em Componentes Prin-
cipais, é possivel observar a formacdo de trés grupos que distinguem os vinhos
Pinot Noir e Cabernet Sauvignon dos restantes vinhos que, sensorialmente parecem
agrupar-se (Sousdo, Touriga Franca e Touriga Nacional). Para a formagio
destes grupos contribuiram os descritores “Aroma a pimento verde”, caracteristico do
Cabernet Sauvignon, e os descritores ortonasais e retro-nasais relacionadas com “Fru-
tado” e “Floral” da Touriga Nacional. O vinho da casta Touriga Franca ¢ caracterizado
pela sua “Intensidade aromdtica” enquanto, o vinho da casta Sousdo se distingue por
apresentar uma cor mais intensa. Da rela¢@o da analise sensorial e da analise fisico-qui-
mica, conclui- se que o vinho da casta Souso apresenta uma cor mais intensa do que os
restantes vinhos, enquanto o vinho da casta Pinot Noir apresenta a cor menos intensa.
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COMPARISON OF FRX AND ICP-M TECHNIQUES IN
THE EVOLUTION OF MINERAL ELEMENTS CON-
TENT IN WINEGRAPE BERRY (VITIS VINIFERA L. CV.
CENCIBEL) IN LA MANCHA (SPAIN).

José Angel AMOROS'?, Sandra BRAVO'? Caridad PEREZ-DE-LOS-REYES'?,
Francisco Jesus GARCIA-NAVARRO', Jacinto ALONSO-AZCARATE®, Pablo
HIGUERAS? Monica SANCHEZ-ORMENO', Irene GARCIA-CALVO' and Vanesa
ZAMORA'

ABSTRAC

The study of the evolution of the mineral content of grapeberry cv. Cencibel (the most
important red variety cultivated in Castilla-La Mancha) can be very interesting for fertilization,
harvest monitoring and origin traceability. The plot under investigation is located in Carrion de
Calatrava (Ciudad Real, Spain). In 2013, ten cluster of grapes, one by plant, were collected and
20 berries were taken from each grape. Sampling process was carried out in two different
times, before veraison (13" July) and before harvest (13" sept.). Grape and leaf mineral
content is reported using X-ray fluorescence and ICP-M technique.

The obtained results showed that all major elements substantially decreased in all cases.
The element that showed higher concentrations at harvest was K with 1.29+0.28 g/kg™. Most of
trace element shows a depletion since the veraison until the ripeness. FRX technique shows better
performance for trace elements than ICP-M in the conditions of the study.

KEYWORDS - Mineral elements / FRX / ICP-M /Grapevine

1. INTRODUCCION

From the nutritional point of view, there are 14 mineral elements which are con-
sidered to be essential for the growth and development of plant (Baker and Pilbeam,
2007), with some having a role in the structure of organic compounds while others are
involved in enzyme activation, or as a charge carrier and osmoregulator (Marschner,
2012).
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There are very few world references about the concentration of trace element
in grape and vine leaf. However, many references about wine-soil relationship
through elemental analysis are published.

Thus, the following questions should be answered: Do all the elements have the
same behavior along the season? Is the date of the sample key to identify the physiolo-
gical state or geochemical fingerprint? Are there any relationship between major and
trace elements in the plant uptake behavior? Is the technique of measure determinant
for the result?

2. MATERIALS AND METHODS

The plot under investigation is located in Carrion de Calatrava (Ciudad Real,
Spain), with the following geographical coordinates: 39°01°50.51”* (N) — 03°48°34.39”
W).

In 2013, 10 cluster of grape (cv. Cencibel), one grape by plant, were collected
and 20 berries were taken from each grape. Sampling process was carried out in two
different times, before veraison (13" July) and before harvest (13™ September). The
berries samples were frizzed and dried in an oven for 10 days.

The mineral element content was determined by two techniques: X-ray fluo-
rescence (Philips PW 2404 spectometer with a maximum power of 4kW) and ICP-M
(Thermo Electron X Series II. Rhodium). The samples for X-ray fluorescence were
ground in an agatar mortar. In order to determine the total concentration of the ele-
ments for ICP 0.5 g of sample was digested with a mixture of acids (9 mL of con-
centrated HNO3 + 3 mL of concentrated HCI) in a microwave unit, CEM MARS 5,
Matthews, USA, according to the EPA 3051A method. The samples were analyzed
by using an Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer (ICP-MS).

3. RESULTS

The values of concentration for the studied element in grape berry are reported in Table
1.

Table 1. Element concentration in grape berry in 2013 (FRX method).

Ca [Si |K Mg P S |Al IFe |Sr [Ba [Zn [Ce |Cs |La [Rb |Nb

July 0.48 10.35 [2.68 [0.26 [0.31 0.35 {140.00 [20.00 |48.60 [10.00 {11.40 [9.70 [5.60 |4.32 |[5.80 |4.10

September [0.07 [0.06 |1.29 0.06 [0.08 [0.09 [20.00 {10.00 [24.10 9.00 [7.4 4.5 [3.9 6.5 3.6 WK.10
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For essential nutrients the result showed that all element substantially decreased
(Figure 1) along the season. The element that showed more concentration at har-
vest was potassium (K) and the element that showed less concentration at harvest was
magnesium (Mg) and silicon (Si). Most of trace elements showed a depletion from
veraison to ripeness. The element, of these group, that showed more concentration at
harvest was aluminum (Al) with 140.0+18.03 mg-kg'. Lanthanum (La) behavior
was different, showing higher concentration in September than in July (6.5 vs. 4.3

mg-kg").

Esential Elements Trace elements
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Figure 1: Variation of essential and trace elements content in vine berry in 2013 (FRX method).

Figure 2 represents seasonal variation of mineral content in vine leaves in line
graphic (Amoros et al., 2014). In X-axis the 6 month when samples were taken is
represented. Y- axis represents the concentration of each element ranging for the higher
concentration, on the left, to lesser concentration, on the right.
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Figure 2: Monthly variat_if)n of mineral _clontent in vine leaf along 2013 season (Concentration in
Cato Sare given in g-kg = aninmg-kg  for the other elements; FRX Method).
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Figure 3 shows the lower concentrations of amount detected by ICP-M method in
comparison with FRX method for some elements. It can be seen that the ICP-M method
in less precise for trace elements determination in the conditions of this study.

Essential Elements Trace Elements
3 60
2,5 50
2 40
1,5 30
1 20
0,5 10
0 HY e = 0 H EH =
K Ca Mg P Sr Zn Ba Rb
W FRX ICP-M W FRX ICP-M

Figure 3: Concentrations obtained by both (FRX and ICP-M) methods.

The results are consistent whit previous studies that reported that the majority of
trace elements that appear in harvest are linked to permanent structures. The behavior
of these elements is similar to Ca that is bound to cell walls (pectines).

4. CONCLUSION

Not all chemical elements showed the same behavior along the season in vine
leaf and berry composition.

FRX Method shows better accuracy for the trace elements detection in berry than
ICP-Ms under the conditions of this study.
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CONTRIBUICAO DA VARIEDADE E DA FERMENTA-
CAO MALOLACTICA PARA O PERFIL EM COMPOS-
TOS FENOLICOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR DE
VINHOS VARIETAIS ALENTEJANOS

Raquel GARCIA'; Fernando Rei’; Maria Joio CABRITA?

RESUMO

O presente trabalho teve como objectivo identificar a influéncia da variedade e o impacto
da fermentagao malolactica, no perfil em compostos fenolicos de baixa massa molecular de vinhos
varietais do Alentejo.

Para o efeito, foram doseados alguns compostos fendlicos (aldeido protocatéquico e acidos
galico, protocatéquico, caftarico, vanilico, fertarico, siringico, cafeico, p-coumarico, fertlico e
coutarico) em 81 vinhos varietais produzidos na Adega Experimental da Universidade de Evora,
48 da casta Trincadeira, e os restantes das castas Aragonez, Cabernet Sauvignon, Alfrocheiro,
Castelao e Touriga Nacional.

A analise dos dados obtidos, através do método da partigdo de variancia, permitiu iden-
tificar a variedade como a variavel que mais influéncia teve no perfil em compostos fendlicos de
baixa massa molecular dos vinhos varietais.

Palavras-Chave: vinhos varietais, fermentagao malolactica, compostos fendlicos de baixa

massa molecular

1. INTRODUCAO

Os compostos fenodlicos, metabolitos secundarios que se caracterizam por
terem um ou mais grupos fenol na sua estrutura, tém grande importancia nos vinhos
dada a sua contribui¢do para a cor, sabor ¢ adstringéncia. Embora presentes em peque-
nas quantidades, os compostos fenolicos de baixa massa molecular, compostos néo-
flavanoides, apresentam também um papel importante nas caracteristicas dos vinhos.
Os principais acidos fendlicos existentes nos vinhos sdo acidos hidroxibenzoicos
(estrutura em C6-C1) e hidroxicindmicos (estrutura em C6-C3). Estes tltimos existem
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também na forma de ésteres tartaricos, nomeadamente os acidos fertarico, coutarico e
caftarico, que prevalecem nos vinhos antes da fermentacdo malolactica (FML), sendo
as suas formas livres, 4cidos fertlico, p-coumarico e cafeico, predominantes em vinhos
que sofreram a FML (Cabrita et al. 2008).

A tecnologia, nomeadamente a FML, e a variedade de uva sao dois factores fun-
damentais que afectam o teor em compostos fenolicos dos vinhos. Diferentes abor-
dagens estatisticas tém sido utilizadas para avaliar o efeito destes factores no perfil
fenolico dos vinhos. No presente trabalho, optou-se por uma abordagem estatistica
nao usual, a particdo de variancia, que representa uma opg¢ao estatistica mais eficiente
que uma simples analise em componentes principais.

O método da parti¢ao de variancia (PV) ¢ um procedimento estatistico que pre-
tende quantificar os efeitos de um conjunto de varidveis explanatérias, que sdo generi-
camente variaveis ambientais quando esta analise ¢ utilizada em estudos de Ecologia
¢ ajudam a interpretacdo de um determinado fendmeno biologico (Borcard et al. 1992,
Borcard and Legendre 1994, Liu 1997, Cushman and McGarigal 2002, Vandvik and
Birks 2002). O objectivo desta analise ¢ perceber a variabilidade associada as variaveis
em estudo e quantificar a contribui¢@o de cada varidvel explanatoria para esta variabili-
dade num determinado fendmeno bioldgico (variavel de resposta). Em relagdo a outros
métodos ndo paramétricos, como a andlise em componentes principais (PCA), a
PV permite recolher muito mais informagdo sobre os dados originais, nomedada-
mente a contribuicao de cada variavel explanatoria para a variabilidade associada a um
grupo de varidveis de resposta.

Esta abordagem estatistica permitiu concluir que a variedade tem, de facto, um
papel mais importante do que a FML, no perfil em compostos fen6locos de baixa massa
molecular em vinhos tintos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Os vinhos

Neste trabalho foram utilizados vinhos varietais produzidos na Adega experimen-
tal da Herdade da Mitra, Universidade de Evora, tendo sido estudados dois grupos: 36
vinhos das castas Trincadeira, Aragonez, Cabernet Sauvignon, Alfrocheiro, Casteldo e
Touriga Nacional, de 3 anos consecutivos, e 45 vinhos da casta Trincadeira, dos
quais 15 realizaram a FML espontdneamente ¢ 30 com adicdo de bactérias lacticas
Biolact Acclimatée e Biolact Acclimatée 4R da AEB (Brescia, Italy). Em todos os
vinhos foram colhidas amostras antes e depois da FML.

2.2. Determinacio dos compostos fendlicos de baixo peso molecular

Realizou-se uma extrac¢do liquido-liquido de acordo com o protocolo pro-
posto por Malavana et al (2001): a 5 mL de vinho com o pH ajustado a 2, adicionaram-
se duas vezes 5 mL de éter dietilico, com agitagdo durante 10 minutos. O extracto
organico obtido foi evaporado sob corrente de azoto, e o residuo foi resuspenso em
ImL de metanol-agua (1:1, v/v) e filtrado para posterior analise por HPLC.
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Uma aliquota de 20 _ L de cada extracto foi injectada numa coluna Superpher®
100, C18 (5um tamanho de particula, 250 mm x 4.6 mm didmetro interno ) (Merck,
Darmstadt, Germany) e analisados de acordo com o método cromatografico descrito
em Cabrita et al (2008): solvente A (agua : acido acético, 98:2, v/v), solvente B (dgua
: metanol : acido acético, 68:30:2, v/v/v) com o seguinte programa de gradiente para o
solvente A: de 95% a 70% (12 min); de 70% a 45% (15 min); de 45% a 23% (6 min);
isocratico durante 9 min; de 23% a 0% (8 min); isocratico durante 5 min.

A identificagdo dos picos foi feita por comparagdo dos tempos de retengdo e dos
espectros de UV-Vis dos compostos com padrdes. Os comprimentos de onda usados
foram 280, 254 and 320 nm e foram registados os espectros_<11e cada pico entre 190 e
40nm. As concentragdes dos compostos (expressas em mgL ) foram determinadas a
partir das rectas de calibracdo obtidas pela injec¢@o de solu¢des padrdo com diferen-
tes concentragdes. Os acidos caftarico, coutarico e fertarico foram isolados a partir de
vinho de acordo com Singleton et al. (1978) e os espectros foram usados para identi-
ficacdo. A quantificagdo destes compostos foi expressa em acido cafeico, p-coumarico
e ferulico.

2.3. Tratamento dos dados

O método da particdo de variancia foi realizado com recurso ao programa
estatistico Canoco para Windows v. 4.5 (Microcomputer Power, Ithaca, NY, USA), de
acordo com o procedimento descrito por Lep§ and Smilauer (2003). A variabilidade
total associada aos vinhos das diferentes variedades foi decomposta em duas variaveis
explanatorias, a variedade e a FML, pela realizagao de analises de redundancia (RDA)
parciais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método da partigdo de variancia (Figura 1), permitiu decompor a variabilidade
existente entre as amostras em estudo considerando os seguintes efeitos: o efeito apenas
atribuido a variedade (A); o efeito apenas atribuido a fermentagdo malolactica (B), o
efeito combinado destes dois factores (C), e ainda, uma parte da variabilidade que nio
¢ explicada por estes factores (D).

Utilizando a variedade e a fermentacdo malolactica como variaveis explanatorias,
foi possivel explicar 70.4% da variabilidade total das amostras com base nestes dois
factores. Por sua vez, a analise dos dados, considerando-se a variedade como varia-
vel explanatoria e a FML como co-variavel, permitiu explicar 63.3% da variabilidade
total. Quando a FML foi considerada como variavel explanatodria e a variedade como
co-variavel, verificou-se que apenas 4.0% da variabilidade total foi explicada pela
variavel FML. Foi ainda observado que 2,8% de variabilidade resulta da interacgao
das duas variaveis, nao sendo possivel atribui-la a nenhuma delas. Os resultados desta
analise permitem afirmar que a variedade tem de facto, um efeito mais pronunciado
do que a fermentagdo malolactica, no perfil em compostos fendlicos de baixa massa
molecular de vinhos varietais.

189



22.80% D
A

Variedades
2,80%

63,60% c

Figura 1 — A composi¢do do vinho em compostos fendlicos de baixa massa molecular
explicada pelas varidveis explanatorias variedade e FML através da parti¢do de varian-
cia

Na figura 2 apresentam-se exemplos de perfis dos vinhos depois da
fermentagdo malolactica das varias castas em estudo. A sua observagdo mostra
que os perfis apresentam-se diferentes consoante a casta de origem. O efeito do ano
(dados que ndo se apresentam) verifica-se mais em termos quantitativos do que quali-
tativos, significando que o perfil de cada vinho se mantém mais ou menos semelhante
de ano para ano.

Na figura 3 apresenta-se um efeito da FML sobre o perfil em compostos fenolicos
de baixa massa molecular no vinho da casta Touriga Nacional. Por ac¢do do metabo-
lismo das bactérias lacticas que ocorre com o decurso da FML, espontanea ou nao,
verificou-se que os teores em acido galico, acido siringico, acido protocatéquico e acido
vanilico tém tendéncia a aumentar, enquanto que os teores de acido caftarico, coutarico
e fertarico tém tendéncia a diminuir, ¢ nos casos em que isto acontece verifica-se um
aumento de acido cafeico, p-cumarico e ferulico. Ja em trabalhos anteriores haviamos
referido o efeito da FML na libertacdo dos acidos cafeico, fertlico e p-coumarico a
partir dos respectivos acidos hidroxicinamicos (Cabrita et al, 2008).
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Touriga Nacional Casteldo Alfrocheiro

Figura 2 — O efeito da variedade nos compostos fenélicos de baixa massa molecu-
lar Legenda: 1 — acido galico, 2 — acido protocatéquico, 3 — acido caftarico, 4
— acido vanilico, 5 — acido fertarico, 6 — acido siringico, 7 — acido cafeico, 8 - aldeido
protocatéquico, 9 — acido p-coumarico, 10 — acido fertlico, 11 — acido coutarico.
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Figura 3 — O efeito da FML nos compostos fenolicos de baixa massa molecular

4. CONCLUSOES

Apesar do impacto da FML sobre as caracteristicas dos vinhos, nomeadamente
sobre o seu perfil em compostos fenolicos de baixa massa molecular, a variedade tem
de facto um elevado efeito sobre as caracteristicas finais dos vinhos.

O conhecimento das caracteristicas quimicas de cada casta, quer respeitante aos
compostos fenodlicos, quer respeitante a outros compostos importantes como
por exemplo os compostos volateis varietais, reveste-se assim de grande importan-
cia, por poder ser encarado pelos enélogos como mais uma ferramenta para retirar de
cada casta todo o seu poténcial enologico e adaptar as tecnologias as caracteristicas da
matéria-prima.
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EFEITO DA ADICAO DE GOMA-ARABICA E DE CAR-
BOXIMETILCELULOSE NA ESTABILIZACAO TAR-
TARICA E CARACTERISTICAS DO VINHO BRANCO
MONOVARIETAL DA CASTA AVESSO

Cristina MARINHO"”, Luis FILIPE-RIBEIRO"”, Raquel GUISE"”, Marlene PINTO"",
Fernando M. NUNES®, Fernanda COSME®”

RESUMO

A instabilidade tartarica do vinho é um problema para os produtores de
vinhos em todo mundo vitivinicola, sendo a sua estabilizagdo uma pratica
vulgar em enologia. Assim, este trabalho teve como principal objetivo verifi-
car o efeito da goma-arabica e da carboximetilcelulose (CMC) na estabiliza-
¢do tartarica e em algumas caracteristicas do vinho branco monovarietal da
casta Avesso. Para atingir os objetivos propostos, foi avaliada a estabilidade
tartarica, a composi¢do fendlica e a cor dos vinhos apos aplicagdo dos pro-
dutos enoldgicos selecionados. Foram utilizadas duas carboximetilceluloses
e duas gomas arabicas do tipo Seyal, devidamente caracterizadas. Os resul-
tados obtidos mostram que a goma-arabica e a carboximetilcelulose podem
ser usadas na estabilizagdo tartarica do vinho branco, contudo a diminui¢ao
da condutividade da goma-arabica ¢ inferior a obtida pelo CMC. No vinho
branco ndo se verificaram diferengas significativas (p < 0,05) no teor de com-
postos fenolicos totais, ndo-flavonoéides e flavonoides e na cor apds aplicagido
da goma-arabica ¢ da CMC. Os resultados obtidos neste trabalho podem ser
bastante Uteis para a inddstria vitivinicola, uma vez que mostram também a
eficiéncia da goma-arabica ao nivel da estabilizag@o tartarica do vinho branco.

Palavras-chave: Estabilizagao tartarica, goma-arabica, carboximetilcelulose,
compostos fendlicos, cor.

M Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, 5000-801 Vila Real, Portugal.

@ Centro de Quimica de Vila Real (CQ-VR), Departamento de Quimica, Universidade de Tras-
os-Montes e Alto Douro, 5000-801 Vila Real, Portugal.

® Centro de Quimica de Vila Real (CQ-VR), Departamento de Biologia e Ambiente - Edificio
de Enologia, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, 5000-801 Vila Real, Portugal. *
fecosme@utad.pt

193



1. INTRODUCAO

A instabilidade tartarica do vinho é um problema de todo os vinhos, sendo a sua
estabiliza¢do uma pratica vulgar em enologia. O vinho encontra-se sobressaturado em
bitartarato de potassio (KHT). Um vinho néo estabilizado corre o risco de formar depo-
sitos cristalinos de KHT. Esta cristalizagao ¢ perfeitamente natural, indcua para a satde
mas, se ocorrer na garrafa prejudica a apresentag¢@o dos vinhos colocados no comércio
(SANTOS et al., 2000).

Usualmente os vinhos so estabilizados pelo frio, este processo provoca modifi-
cagdes na composi¢do dos vinhos, com maior incidéncia nas caracteristicas sensoriais.
Além de que efectuar a estabilizagdo de um vinho durante longo periodo de tempo a
baixa temperatura, aumenta o risco de oxidagao.

Assim, justifica-se que os produtores de vinho procurem processos de estabiliza-
¢do tartarica alternativos, como a aplicagdo de goma-arabica e de carboximetilcelulose.

A aplicacdo da goma-arabica esta autorizada para uso enoldgico desde 1972
(Resolugdo OENO 12/72). A composi¢do quimica da goma-arabica ¢ complexa
e consiste num grupo de macromoléculas caracterizadas por uma elevada propor-
¢do de polissacarideos (~97%), o qual ¢ predominantemente composto por unidades
de D-galactose e L- arabinose ¢ por uma pequena propor¢do de proteinas (< 3%)
(ISLAME et al., 1977). A sua composi¢do quimica pode variar de acordo com a sua
origem (Acacia senegal ou Acacia seyal), a idade das arvores a partir da qual foi obtida,
¢época de colheita, as condigdes climaticas e do solo (ANDERSON, 1986).

A carboximetilcelulose (CMC) ¢é obtida por reagdo especifica entre a celulose,
e o acido cloro-acético em condic¢des alcalinas (BOWYER et al,, 2010). A utilizagdo
da CMC foi inicialmente autorizada unicamente para vinhos brancos e espumantes
(BOWYER et al., 2010, MOUTOUNET et al., 2010; SALAGOITY et al., 2011). Pos-
teriormente o uso de CMC estendeu-se também a vinhos tintos ¢ rosés. O interesse
enologico do CMC reside na sua capacidade de melhorar a estabilidade tartarica do
vinho, inibindo a nucleagdo ¢ o crescimento dos cristais de bitartarato de potassio
(BOWYER er al., 2010; MOUTOUNET et al., 2010). Por outro lado, a carboxime-
tilcelulose ¢ uma molécula estavel em ambiente acido, a elevada temperatura sendo
assim capaz de assegurar a sua estabilidade tartarica ao longo do tempo (GREEF et
al., 2012). A dose maxima permitida de carboximetilcelulose ¢ de 10 g/hL (100
mg/L) (Reg. EU-606/2009). A CMC ¢ caracterizada pelo grau de polimerizagdo (com-
primento da cadeia) e pelo grau de substituicdo (nimero médio de grupos carboxilo
por unidade anidro- glucose). Quanto mais elevado for o grau de polimerizagdo, maior
sera a viscosidade da solugdo de CMC. No que diz respeito ao grau de substitui¢ao, a
medida que este aumenta, verifica-se o aumento da solubilidade da solugdo. O grau de
substitui¢do maximo tedrico ¢ de 3, sendo que para os produtos comercialmente dispo-
niveis esta compreendido entre 0,5 — 1,5 (OIV CODEX ENOLOGICO, 2013).

Assim, este trabalho teve como objetivo verificar o efeito de gomas-arabica e de
CMC’s devidamente caracterizados na estabilizagdo tartarica bem como em algumas
caracteristicas do vinho branco monovarietal da casta Avesso.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Vinhos

Neste trabalho foi utilizado um vinho branco monovarietal da casta Avesso da
Regido Demarcada dos Vinhos Verdes, com as seguinte§ caracteristicas: Teor alcoo-
lico 10,6 % (v/v); Massa volumica a 20°C 0,9921 (g/cm™); pH 3,14; Acidez total 7,7
(g écido tartarico/L); Acidez volatil 0,23 (g acido acético/L). As analises dos parame-
tros convencionais do vinho foram efetuadas de acordo com os métodos oficiais da OIV
(O1V, 2012).

2.2 Caracterizagio estrutural dos polissacarideos

Os polissacarideos, CMC e goma-arabica foram caracterizados antes da sua
aplicacdo. As CMC's foram caracterizadas de acordo com GUISE e al. (2014)
e as gomas- arabicas foram caracterizadas quanto a sua composicdo em aglicares de
acordo com o método descrito por RIBEIRO et al. (2014). Todas as determinagdes
foram efetuadas em duplicado

2.3 Ensaio de estabilidade tartarica do vinho

O ensaio de estabilidade tartarica com aplicagdo de goma-arabica e carboxime-
tilcelulose foi efectuado em duplicado em provetas de 1 litro. Foi também efetuado
um ensaio, em duplicado sem adigdo de produtos enoldgicos, que serviu de controlo.
A dose aplicada foi de acordo com a ficha técnica do fabricante, tendo-se ensaiado para
a carboximetilcelulose duas doses diferentes (50 ¢ 100 mg/L) e para a goma-arabica
também duas doses diferentes (1 e 2 mL/L). Ao fim de 6 dias procedeu-se a avaliagao
da estabilidade tartarica dos vinhos, em duplicado. Tendo em conta o objetivo do traba-
lho, foram seleccionadas duas carboximetilceluloses (CMCA e CMCB) e duas gomas
arabicas do tipo Seyal (GSA e GSB).

2.4Avaliacao da estabilidade tartarica

A estabilidade tartarica dos vinhos foi avaliada pelo método do mini-contato.
Para tal, foi utilizado um aparelho: Check Stab. Este teste consiste na medi¢do da
variacdo da condutividade do vinho, mantido a uma temperatura de 0 °C sob agi-
tagdo continua, antes e apds a adi¢do de cristais de bitartarato (BOSSO et al., 2010).
O vinho ¢ considerado estavel quanto a instabilidade tartarica quando a sua diferenca de
condutividade ¢ igual ou inferior a 30 pS/cm, e instavel quando o valor da diferenga de
condutividade ¢ superior a 30 uS/cm (BULLIO, 2002). Todas as determinag¢des foram
efetuadas em duplicado

2.5 Compostos fendlicos totais, flavondides e ndo-flavonoides

A determinacdo dos compostos fenolicos totais dos vinhos efetuou-se de acordo com
o método descrito por RIBEREAU-GAYON et al. (1982). Os compostos fendlicos
ndo- flavonoides dos vinhos foram determinados pela absorvancia a 280 nm, apds a
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rea¢do com o formaldeido, de acordo com o procedimento descrito por KRAMLING
e SINGLETON (1969). Por diferenga com os compostos fenolicos totais foi possi-
vel determinar os compostos fendlicos flavonoides. Os resultados foram expressos em
equivalentes de acido gélico, através de uma curva de calibracdo elaborada com o 4cido
galico. Todas as determinagdes foram efetuadas em duplicado.

2.6 Determinacao da cor

A cor foi determinada pela absorvancia a 420 nm (A42(0 nm) numa cuvette de
lem de percurso otico (OIV, 2012). Todas as analises foram realizadas em duplicado.

2.7 Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao. Os dados das analises
fisico- quimicas foram tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA)
utilizando o software de Statistica versdo 10 (Statsoft, OK, EUA). O teste de Tuckey a
5% de significancia foi aplicado para efectuar a comparagdo entre as médias dos vinhos
submetidos a diferentes tratamentos, recorrendo ao mesmo software.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos polissacarideos

A caracteriza¢do das duas gomas-arabicas quanto a sua composi¢do em aguca-
res esta apresentada na tabela 1. Os resultados indicam, como esperado, que o agucar
que esta em maior concentragdo ¢ a galactose seguido da arabinose. A goma GSB ¢ a
que apresenta maior concentragdo em fucose. Ambas as gomas (GSA e GSB) apre-
sentam elevada concentrag¢do de arabinose.

As caracteristicas fisico-quimicas dos CMC'’s caracterizados estdo apresen-
tadas na tabela 2. Os CMC's estudados apresentaram diferentes graus de substituigao,
que sao de 0,74 (CMC B) e de 1,12 (CMC A) e, diferentes pesos moleculares, de 344
KDa (CMC B) e de 441 KDa (CMC A).

Tabela 1. Composi¢do em agucares das gomas-arabicas por analise cromatografia
(média +desvio padrio).

Composic¢io em agiicares da goma-arabica (g/100g)

Ac. Ac. Acticares
Fucose R Arabi Gal Galacturénico Glucorénico Totais
GSA | 0,39+0,01 2,08 0,04 28,62 +2,48 46,72 £2,62 | 2,12+0,23 0,58 0,03 80,51
GSB 1,26 +1,38 1,66 + 0,09 22,15+587 46,39 + 0,90 1,12+0,45 1,50 + 1,71 74,08
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A composi¢@o em sodio (presente como contra-ido dos grupos acido carboxilico)
das carboximetilceluloses estudadas foi de 7,06 (CMC B) e de 7,68g/100g (CMC A). A
CMC B apresentou a concentragdes de potassio mais elevada (3,15g/100g).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das carboximetilceluloses (adaptado de Guise
etal. 2014).

Viscosidade

-1

(mPas )em |Grau de Peso

solucdo a substitui¢io |molecular
CMC 0,1% (DS) médioKda [Potasio g/100g [Sodio g/100g [Calcio g/100g  (Magnésio g/100g|
CMC A 1,15+0,04 1,1240,05 44147 ,0440,001  [7,68+0,02 ,055+0,002 0,008+0,001
CMCB 1,03+0,02 0,74+0,01 344423 B,15+0,04 7,06+0,02 ,083+0,005 0,120,01

3.2 Efeito da aplicacdo de diferentes gomas-arabica e de carboximetilceluloses na
estabilidade tartarica do Vinho Verde branco monovarietal da casta Avesso

Pela analise dos resultados obtidos para o vinho branco (Figura 1), verificou-se
que a aplicagdo de CMC baixa a condutividade do vinho de forma significativa, sendo
essa queda mais significativa quando a dose aplicada ¢ superior. A aplicagdo das gomas-
arabicas GSA e GSB, apresentaram alguma capacidade estabilizante do vinho, uma vez
que, baixaram a condutividade do vinho relativamente a testemunha, muito embora, o
CMC tenha sido mais eficaz. Tal como no CMC, regra geral, também na aplicacao das
gomas se verificou que a dose mais elevada foi mais eficaz. Estes resultados estdo de
acordo com os resultados obtidos por BOSSO et al. (2012) e por GUISE et al. (2014)
relativamente a aplicagdo de CMC e goma-arabica em vinhos brancos.

Um vinho ¢ considerado estavel quanto a instabilidade tartarica, se a sua dife-
rencga de condutividade for <30 puS/cm.

60 -

50 A

T CMCAl1 CMCA2 CMCB1 CMCB2 GSA1 GSA2 GSB1 GSB2

Figura 1. Estabilidade tartarica do vinho branco ap6s aplicagdo dos CMC (CMCA e
CMCB) e das goma-arabica (GSA ¢ GSB), na dose 1 (dose mais baixa) ¢ na dose 2
(dose mais elevada).
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3.2 Efeito da aplicacio da goma-ariabica e da carboximetilcelulose nos
compostos fenolicos totais, nao-flavonoides, flavonodides e cor do Vinho Verde
branco monovarietal da casta Avesso

Apds a aplicagdo da CMC e das gomas-arabicas, o teor em compostos fendlicos
nao apresentou diferencas significativas (p<0,05) quer para os compostos fenolicos
totais, nao-flavonodides e flavondides (Figura 2).
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Figura 2. Compostos fendlicos totais, ndo-flavonoides e flavondides do vinho apos
aplica¢do dos CMC (CMCA e CMCB) e das gomas-arabicas (GSA e GSB), na dose 1

(dose mais baixa) e na dose 2 (dose mais elevada) * Vinhos com a mesma letra ndo apresentam
diferengas significativas para o pardmetro avaliado (teste de Tuckey a 5% de significancia).

Os compostos fendlicos, tém um papel muito importante, porque sdo responsaveis
pela cor, adstringéncia e corpo dos vinhos. Dado ndo haver diferengas significativas
no teor de compostos fendlicos também ndo se verificaram diferencas significativas
na cor do vinho, apesar de haver uma ligeira diminui¢do dos valores em relacdo a
testemunha.
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Figura 3. Cor do vinho branco apo6s aplicagdo dos CMC (CMCA e CMCB) e das goma-

-arabica (GSA e GSB), na dose 1 (dose mais baixa) e na dose 2 (dose mais elevada).*
Vinhos com a mesma letra ndo apresentam diferengas significativas para o pardmetro avaliado (teste de Tuckey
a 5% de significancia).
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que a goma-arabica Seyal ¢ a carboximetil-
celulose podem ser usadas na estabilizacdo tartarica do vinho branco, contudo a CMC
reduz mais a condutividade comparativamente a goma-arabica. Nao se verificaram
diferengas significativas (p < 0,05) no teor de compostos fenolicos totais, ndo-flavondi-
des, flavondides e na cor do vinho apos aplicagdo quer do CMC quer da goma-arabica,
independentemente das caracteristicas estruturais e da concentracdo testada. Os resul-
tados obtidos neste trabalho podem ser bastante uteis para a industria vitivinicola, uma
vez que mostram também a eficiéncia da goma-arabica ao nivel da estabilizacdo
tartarica do vinho branco.
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EFEITO DA APLICACAO DE PRODUTOS
ENOLOGICOS NA ELIMINACAO DE AFLATOXINAS
EM VINHO BRANCO

Ana Beatriz FERREIRA';Davide SILVA', Catia ROCHA': Anto-
nio INES?;Fernando M. NUNES®: Luis FILIPE-RIBEIRO'; Luis
ABRUNHOSA*, Fernanda COSME**

RESUMO

As aflatoxinas, quimicamente definidas como difuranocumarinas, sio metabolitos secun-
darios produzidos principalmente pelas espécies Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. O
presente trabalho teve como objetivo estudar a acdo de diferentes tipos de produtos enologicos
na remogdo de aflatoxinas (B1 e B2) presentes no vinho. A eficacia desses produtos na remogao
das referidas micotoxinas foi avaliada utilizando vinho artificialmente contaminado com AFB1
e AFB2. O produto enoldgico que mostrou ser mais eficaz na remogao destas micotoxinas foi a
bentonite, com percentagem de remogdo de 100%. O caseinato de potassio também se mostrou
eficaz, com percentagem de remogao na ordem dos 70 a 80%. Adicionalmente também se ava-
liou o impacto destes produtos enologicos sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos.
Os resultados obtidos podem fornecer informagdes tteis para o sector vitivinicola, na selegdo do
produto enolégico mais apropriado na remogdo das aflatoxinas, reduzindo a toxicidade
e melhorando simultaneamente a qualidade e seguranga alimentar do vinho.

Palavras-chave: aflatoxinas, produtos enologicos, vinho, cor, composigdo fenolica

1. INTRODUCAO

As micotoxinas, sdo metabolitos secundarios toxicos de baixo peso molecular,
produzidos por fungos filamentosos, habitualmente, no final da fase exponencial do seu
crescimento (GONCALEZ et al., 2001). As principais micotoxinas conhecidas sao
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produzidas por fungos que pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium,
destacando-se as aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, patulina, tricotecenos (deso-
xivalenol, nivalenole toxina T-2) e zearelenona (BATA e LASZTITY, 1999; SERRA et
al., 2005).

Estas micotoxinas sdo encontradas sobretudo em alimentos de origem
vegetal, nomeadamente cereais, frutas, sumos de fruta, cacau, café, vinho,
frutos secos e especiarias, e com menor frequéncia em alimentos de origem animal,
leite e produtos lacteos, como queijos e iogurtes (COLAK et al., 2006; VAN DE
PERRE et al., 2015). Como sdo compostos muito estaveis, sao dificeis de eliminar da
cadeia alimentar, provocando perdas elevadas em certas producdes agricolas a nivel
mundial (VAN DE PERRE et al., 2015). No entanto, o teor de micotoxinas presentes
nos diversos alimentos pode ser controlado pela aplicacdo de medidas de controlo e
prevenc¢ao adequadas, tais como a implementac¢do de um plano HACCP (SERRA et al.,
2005).

As aflatoxinas sdo um grupo vasto de compostos que sdo agrupadas nas séries B,
G, M, P e Q tendo em conta algumas diferencas de estrutura quimica e a disposi¢do dos
atomos de carbono. Dentro de cada uma destas séries encontram-se agrupados varios
compostos: e.g AFB1, AFB2, AFB24; AFM1, AFM2, AFM24; AFQ1 ¢ AFP1 (CAR-
VAJAL, 2013). Existem cerca de 20 tipos diferentes de aflatoxinas, mas devido ao seu
alto potencial cancerigeno, mutagénico e teratogénicoas mais importantes sao AFB1,
AFBp, AFG1, AFG2, AFM1, AFM2 (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica das principais aflatoxinas (SORIANO DEL CASTILLO
et al.,2007).

O vinho como qualquer outro produto alimentar estd suscetivel & contamina-
¢do por micotoxinas. A deterioragdo das uvas tem sido tradicionalmente associada ao
desenvolvimento de fungos filamentosos em que a produgdo de micotoxinas pode ocor-
rer antes da colheita das uvas ou em situagdes de pds-colheita, quando as uvas estdo
mais suscetiveis a danos (SERRA et al., 2004). Para a satde humana, a micotoxina
que suscita mais preocupagdes nos vinhos ¢ a ocratoxina A (HOCKING et al., 2007).
No entanto, algumas aflatoxinas, principalmente AFB1 e AFB2, t€m sido também
encontradas em uvas, mostos e vinhos, embora com menor frequéncia (EL KHOURY
et al.,2008).

O Instituto da Vinha e do Vinho estabelece que o teor maximo de ocratoxina
A presente nos vinhos tem de ser inferior a 2,0 ng/kg. Em relacdo a presenca de
aflatoxinas nos vinhos, o teor maximo admissivel ndo se encontra legislado.
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A aplicagdo de técnicas de redugdo de aflatoxinas em vinhos estd ainda pouco
estudada. No entanto, a preocupagdo que a presenga de aflatoxinas suscita leva a que se
investiguem estratégias de prevencao de forma a reduzir a sua formagao em alimentos,
bem como, de eliminagdo, inativa¢do ou redugdo da biodisponibilidade destas toxinas
nos alimentos contaminados. Um dos métodos de descontaminagdo/reducdo passa
pela utilizagdo de agentes adsorventes que se podem ligar de forma eficiente e assim
remover micotoxinas de uma solug@o aquosa (VAR et al., 2008). O carvao activado e
as bentonites sdo os adsorventes mais estudados e que possuem maior afinidade
para as micotoxinas (HUWIGet al., 2001).

Apesar de haver muitos estudos que incidem na descontaminagdo
de micotoxinas utilizando agentes adsorvente, ainda ndo existe nenhum trabalho de
investigacdo sobre remocao de aflatoxinas nos vinhos como existe para a ocratoxina A.
Assim, foi objectivo deste trabalho estudar a ac¢do de diferentes produtos enoldgicos
na eficiéncia de remog¢do de aflatoxina B1 e B2 de um vinho branco artificialmente
contaminado. Foi ainda estudada a a¢do destes produtos enologicos nos pardmetros da
cor, compostos fenolicos totais, ndo- flavondides e flavonoides de vinho branco.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Vinho

Neste trabalho foi utilizado um vinho branco, com as seguinﬁes caracteristicas:
Teor alcodlico 10,0 % (v/v); Massa volumica a 20°C 0,9915 (g/cm™); pH 3,0; Acidez
total 6,7 (g acido tartarico/L); Acidez volatil 0,14 (g acido acético/L); Sulfuroso livre
35 (mg/L). As andlises dos parametros convencionais do vinho foram efetuadas de
acordo com os métodos oficiais da OIV (OI1V, 2013).

2.2 Ensaio de colagem

No ensaio de colagem utilizaram-se dez produtos enoldgicos comerciais com
caracteristicas diferentes (mistura de carvao, gelatina e bentonite — CG; carvao
— C; proteina de ervilha — PE; manoproteina — BPI; polivinilpolipirrolidona — PVPP;
caseinato de potassio — CP; bentonite sddica — BS; carboximetilcelulose — CMC; ben-
tonite célcica — B; quitosano — Q). Estes produtos enoldgicos foram aplicados na dose
média recomendada pelos fabricantes em provetas de 250 mL, com o objetivo de ava-
liar a sua capacidade para remover as aflatoxinas utilizando um vinho branco artifi-
cialmente contaminado com 10

ng/L de AFBI1 e 10 pg/L de AFB2. O ensaio de colagem foi efetuado em duplicado
para cada um dos produtos enologicos e para o controlo (vinho sem adi¢do de produto
enoldgico).
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2.3Analise de AFB1 e AFB2

O sobrenadante do vinho adicionado com os diferentes produtos eno-
logicos  foi centrifugado a 4000 rpm durante 15 min. De seguida, recolheram-se 2
mL de sobrenadante e adicionou-se igual volume de acetonitrilo/metanol/acido acético
(78:20:2, v/v/v). A separagdo cromatografica foi realizada a 35 °C numa coluna ana-
litica C18 de fase reversa YMC-Pack ODS-AQ (250 x 4,6 mm, 5 pm) equipada com
uma pré-coluna com a mesma fase estacionaria. As amostras foram eluidas a um caudal
de 1 mL/min durante 30 min com uma fase moével composta por H2O/acetonitrilo/
metanol (3:1:1, v/v/v). O volume de injecgdo foi de 30 pL e os pardmetros de
detecdo: Aexc=365 nm, Aem=435 nm e gain=1000 (SOARES et al., 2010). O tempo
de retengdo da AFB1 e AFB2 foi aproximadamente de 26 ¢ 21 min, respetivamente. A
concentracdo de AFB1 ¢ de AFB2 nas amostras foi determinada por comparagéo das
areas dos picos com uma curva de calibracdo efetuada com padroes de AFB1 e AFB2
(Sigma-Aldrich). Todas as analises foram efectuadas em duplicado.

2.4 Analise de alguns parametros fisico-quimicos do vinho

A cor foi determinada pela medigdo da absorvancia a 420 nm, utilizando uma
célula de 1 cm de percurso 6tico, num espectrofotometro, de acordo com o método
descrito pela Organizagdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, 2013).
Determinagdo dos compostos fendlicos totais dos vinhos foi efectuada de acordo
com o método descrito por RIBEREAU-GAYON et al. (1982). Os compostos fenoli-
cos ndo-flavonodides foram determinados de acordo com o procedimento descrito por
KRAMLING e SINGLETON (1969). Por diferenga com os compostos fendlicos totais
obtivemos os compostos fenodlicos flavondides. Os resultados foram expressos em
equivalentes de acido galico, através de uma curva de calibragdo elaborada com o
acido galico. Todas as analises foram efectuadas em duplicado.

2.5 Tratamento estatistico dos dados

Para o tratamento estatistico dos dados aplicou-se a analise de varidncia
ANOVA (fator tnico), seguido de um teste de comparagdo de média, teste de
Tuckey utilizando o programa Statistica versdo 7.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da aplicacio dos diferentes produtos enolégicos na remocio
da concentracio das aflatoxinas B1 e B2 no vinho branco

Os produtos enoldgicos mais eficazes na reducdo da concentragdo da aflatoxina
B1 (AFB1) foram as duas bentonites, sodica (BS) e calcica natural (B) com remogdes
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de 100% desta micotoxina. O carvdo ativado (C), o caseinato de potassio (CP) e a
mistura de carvao, bentonite e gelatina (CG) também obtiveram uma redugdo signifi-
cativa da concentracdio desta toxina (Figura 2). Relativamente a eficacia dos produtos
enoldgicos sobre a remocao da aflatoxina (AFB2), apenas a bentonite calcica natural
(B) obteve um resultado igual ao observado na remog¢do da AFB1, reduzindo na tota-
lidade a concentragdo desta toxina. A bentonite sodica (BS), caseinato de potassio
(CP), carvao (C) e mistura de carvao, bentonite ¢ gelatina (CG), também podem ser
uma boa alternativa na remog¢do de AFB2. Os restantes produtos enoldgicos testados
nao revelaram bons resultados na remogdo das duas aflatoxinas (AFB1 e AFB2).
A AFB1 removida (%) AFB2 removida (%) o000

100,00 100,00 100
9324

%

2 1147 1359 503 812 876 696 7.73

cG C PE BPl PVPP CP BS Q CMC B

CG C PE BPIPVPP CP BS Q CMC B

i, S, . c
E E

T CG C PE BPIL PVPP CP BS Q CMC B T cG C PE BPl PVPP CP BS Q CMC B

Figura 2. Percentagem de remogdo (A) e de concentragdo detetada (B) da AFBI1 e
AFB2 apds a acdo dos produtos enoldgicos aplicados no vinho branco. Ensaios com a
mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para o parametro avaliado (teste
de Tuckey a 5% de significancia).

A bentonite foi de todos os produtos utlizados o que revelou resultados mais satis-
fatorios. Este produto enoldgico ja foi testado na remocgao de outras aflatoxinas, nomea-
damente da AFM1, frequentemente presente no leite, tendo-se obtido uma percenta-
gem de remogdo de 80% (DI NATALE et al., 2009). O carvdo também demonstrou
elevada eficiéncia na remogao (93%) da AFM1 e na remog¢do da ocratoxina A em
vinho branco (VAR et al., 2008).
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3.2 Efeito da aplicaciio dos produtos enologicos na cor do vinho branco

Na Figura 3 pode-se observar que todos os produtos enologicos que demonstra-
ram capacidade para remover a AFB1 ¢ AFB2 no vinho branco, ou seja, a mistura de
carvao, gelatina e bentonite (CG), o carvao (C), o caseinato de potassio (CP) e as duas
bentonites (B, BS), diminuiram a cor do vinho significativamente, quando comparado
com a testemunha. O quitosano (Q), o CMC e a manoproteina (BP1), foram os produ-
tos que nao alteraram a cor do vinho, mas também ndo demostraram capacidade
para remover as aflatoxinas.

Cor (Abs420 nm)
k=) k=) =]
el [=3 —_
(= o [=}

=d
[=)
=

=g
f=3
N~

0,00

T CG C PE BPIPVPP CP BS Q CMC B

Figura 3. Efeitos dos diferentes produtos enoldgicos na cor do vinho branco. Ensaios
com a mesma letra ndo apresentam diferengas significativas para o parametro avaliado
(teste de Tuckey a 5% de significancia).

3.3 Efeito da aplicacio dos produtos enologicos no teor de compostos fendlicos
totais, niao flavonoides e flavonodides do vinho branco

Como se pode observar na Figura 4, houve redugdes significativas nos
compostos fenolicos totais, flavonoides e ndo flavondides, pela agdo dos produtos eno-
logicos. Em relagdo aos compostos fenodlicos totais, a mistura de carvao, gelatina e
bentonite (CG) e a bentonite sodica (BS) ndo demonstrou alteragdes significativas, o
mesmo ndo ocorreu com o caseinato de potassio (CP) e com o carvio (C) onde
se verificaram redugoes significativas. Nos flavonoides e ndo flavonodides também
se verificaram redugdes significativas com a exceg@o da bentonite célcica (B) que nao
alterou o teor de compostos fenolicos nao flavondides. Por outro lado, o quitosano (Q)
e 0 CMC nao provocaram redugdo no teor dos compostos fenolicos totais, nao flavo-
noéides e flavonoides.

O caseinato de potassio (CP) quando aplicado em vinhos brancos tem tendéncia
a diminuir a concentragdo dos compostos fendlicos totais, flavondides ¢ ndo fla-
vonodides (COSMEet al., 2012), confirmando-se esse fato com a exceg¢do dos
compostos nao flavonoides.
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Figura 4. Efeitos dos diferentes produtos enologicos na composigio fendlica do vinho
branco. Ensaios com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para o
parametro avaliado (teste de Tuckey a 5% de significancia).

4. CONCLUSOES

Neste trabalho o objetivo principal foi encontrar um ou mais produtos enoloégicos com
capacidade de remogdo da aflatoxina B1 e B2 por meio da adsor¢éo, mas que simul-
tanecamente fossem capazes de preservar as caracteristicas fisico-quimicas do vinho
tratado. Os resultados obtidos fornecem informagdes Uteis para o sector vitivinicola,
que podem assim selecionar o produto enoldégico mais apropriado para a remogdo das
aflatoxinas, reduzindo a toxicidade e melhorando simultaneamente a qualidade e segu-
ranga alimentar do vinho.
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EFEITO DA UTILIZACAO DE RESINAS CATIONICAS
NA ESTABILIZACAO TARTARICA NAS
CARATERISTICAS DE VINHOS TINTOS DO DAO

1,2 2 3
Fernando J. GONCALVES ; Raquel CARANEIRO ; Carlos SILVA

RESUMO

A utilizag@o de resinas permutadoras de catides ¢ um procedimento usado na estabilizagdo
tartarica de vinhos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da estabilizagdo por resinas
cationicas nas propriedades de vinhos tintos do Dao. Neste trabalho foi usado um permutador de
resinas cationicas STABYMATIC Eco-pHmetro SEKO-190912.

Foram analisados cinco vinhos tintos, variando a percentagem (5-20%) de vinho estabili-
zado por esta metodologia. Observou-se um aumento da acidez total e da acidez fixa e um
abaixamento do pH dos vinhos. A nivel da composi¢do mineral, verificou-se um abaixamento dos
teores de ferro, célcio e potassio. Os resultados mostraram esta tecnologia pode, do ponto vista
fisico-quimico, ser usada na estabilizagao tartarica dos vinhos.

Palavras chave: Vinho, estabilizacao tartarica, resinas cationicas

1. INTRODUCAO

A estabilizagdo tartarica ¢ um fenomeno importante para a qualidade dos vinhos
porque previne a precipitagdo tartarica, ou seja, o aparecimento de cristais no fundo do
depdsito ou da garrafa.

O acido tartarico encontra-se no vinho em concentragdes consideravelmente ele-
vadas, entre 2 ¢ 6 g/L. Ao pH do vinho, e devido a presenca de ides potassio e calcio, o

acido tartarico pode encontrar-se salificado em cinco formas diferentes. Este acido
pode precipitar sob a forma de bitartarato de potassio e/ou tartarato neutro de calcio
que sdo os sais responsaveis pela instabilidade tartarica nos vinhos. Este fenomeno
pode ocorrer naturalmente durante a vinificagdo ou conservacdo de um vinho. Esta pre-
cipitagdo esta dependente de fatores como a temperatura, o teor alcodlico e o teor em
coloides protetores ou da presenca de nticleos de cristaliza¢do, entre outros.

! CI&DETS, Instituto Politécnico de Viseu, Viseu, Portugal
? Escola Superior Agrdria, Instituto Politécnico de Viseu, Viseu, Portugal
* UDACA - Unido das Adegas Cooperativas do Ddo UCRL, Viseu, Portugal

209



Os métodos utilizados para a estabilizacdo tartdrica dos vinhos sdo de
natureza fisica ou quimica. Os primeiros baseiam-se na refrigeragdo, e os segundos na
eliminagdo parcial de potdssio por via eletroquimica e na utilizagdo de inibidores de
cristalizacao (Cardoso, 2007). A estabilizacdo pelo frio nem sempre é totalmente
eficaz, pelo que pode ser feita a adi¢do de acido metatartarico, manoproteinas, ou
carboximetilcelulose para aumentar a estabilidade dos vinhos.

Os métodos quimicos sd@o mais rapidos, eficazes e acessiveis que os fisicos
(Nunes, 2011), no entanto sdo mais propicios a provocar altera¢cdes organoléticas nos
vinhos. A recurso a eletrodidlise ou a resinas catiénicas sdo formas de reduzir a
quantidade de potassio nos vinhos, contribuindo para a sua estabilizagdo tartarica.

A estabilizacdo por permuta ionica ndo afeta significativamente a qualidade do
vinho. O tratamento consiste na passagem do vinho por uma coluna que contém resinas
na forma catidnica. A resina cationica pode estar carregada com ides de sddio e/ou
de hidrogénio. Durante o processo de estabilizag@o por resinas catidnicas, estes ides sao
permutados com ides potassio, calcio e/ou magnésio. Esta permuta resulta na formagao
de bitartarato de sddio que por sua vez ¢ mais soluvel do que o bitartarato de
potassio, havendo uma reducdo da acidez (Dharmadhikari, 1994).

O objetivo deste trabalho foi avaliar e estudar os efeitos em parametros fisico-qui-
micos de vinhos do Do apds o processo de estabilizagdo tartarica pelo uso de resinas
cationicas.

2. AMOSTRAS E METODOS

Neste estudo foram usados 5 vinhos tintos, classificados com Denominagao
de origem Dao, tendo sido designados de VTA, VIB, VTC, VID e VTE.

De cada um dos vinhos, 1000 L foram sujeitos ao tratamento de estabilizacao
tartarica por permuta de ides, utilizando um equipamento da marca STABYMATIC
ECO. De cada um dos vinhos, foram analisados o vinho testemunha (VT), o vinho
estabilizado (VE) e vinhos loteados com diferentes percentagens de vinho submetido ao
processo de estabilizagdo: VES, VE10, VE15, VE20, respetivamente com 5, 10, 15 e
20% de vinho estabilizado, por se considerarem que seriam loteamentos com aplicagado
industrial.

As determinagdes analiticas foram realizadas em triplicado, de acordo com os
métodos oficiais do OIV (OIV, 1990).

3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.1 EFEITO NAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS VINHOS

Os resultados obtidos para a acidez total, acidez volatil e acidez fixa, estdo apre-
sentados no quadro 1. A analise dos resultados obtidos descritos no Quadro 1 para
acidez total permite verificar que os vinhos testemunha (VT) apresentam um valor
de acidez total compreendido entre 4,9 ¢ 5,6 g/L. Estes valores estdo de acordo com
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os descritos por Silva (2008), num estudo realizado em 2775 vinhos da regido do Dao,
em que o valor minimo 3.6 g/L e o maximo 11,0 g/L e com valor médio 5,7g/L.
A andlise dos resultados permitiu, ainda, verificar que existiu em todos os vinhos um
aumento da acidez total, com o aumento da percentagem de vinho estabilizado. No
caso das amostras de vinho estabilizado, os valores de acidez total variaram entre
6,7 e 8,0 g/L, os quais podem ser considerados acima dos valores recomendados para
vinhos tintos

Quadro 1 - Acidez Total, acidez fixa e acidez volatil dos vinhos em estudo.

VT VES VE10 VEI15 VE20 VE

Acidez Total (g/L acido tartarico)

VTA 5,540,4 5,640,4 57404 5,740,5 5,840,5 6,740,5
VT B 5,040,8 5,040,9 5,140,9 5,340,9 5.4+1,0 72410
VT C 54406 5,6+0,7 5,740,7 5,6+0,7 5,740,7 7,240,7
VT D 5,640,9 5,840,9 5,940,1 59412 6,013 8,0+1.4
VTE 49408 4,9+40,9 5,040,9 5,440,9 5.4+1,0 7,240,1

Acidez Fixa (g/ L acido tartarico)

VTA 4,840, 49404 5,140,4 5,140,5 5,040,5 6,040,5
VTB 4,309 44409 4,5+41,0 4,7+1,0 48410 6.7+1,1
VT C 4,9+0,7 5,040,7 5,140,7 5,140.8 52408 6,8+0,8
VID 4,8+0,9 5,140,9 5,141,0 5,0412 53415 73413
VTE 4,4+0,8 44409 4,5£0,9 49409 4,8+0,9 6,741,0

Acidez Volatil (g/L acido acético)

VT A 0,610,03 0,57+0,03 0,62+0,04 0,59+0,06 0,59+0,07 0,53+0,05
VT B 0,54+0,07 0,51+0,07 0,49+0,08 0,49+0,08 0,49+0,07 0,40+0,07
VT C 0,46+0,04 0,43+0,04 0,47+0,04 0,40£0,14 0,42+0,15 0,38+0,14
VT D 0,70£0,08 0,66+0,08 0,65+0,08 0,68+0,08 0,61+0,08 0,61+0,08
VTE 0,46+0,04 0,46+0,03 0,45+0,03 0,45+0,03 0,46+0,04 0,45+0,05

No que diz respeito a acidez fixa, o intervalo de valores dos vinhos VT variou
entre 4,3 ¢ 4,9 g/L. Os vinhos loteados com vinho estabilizado apresentavam valores
superiores, relativamente ao vinho testemunha. As amostras constituidas exclusiva-
mente por vinho estabilizado (VE) apresentavam os valores mais elevados de acidez
fixa, estando compreendidos entre 6,0 e 7,3 (g/ L 4cido tartarico).

Relativamente a acidez voldtil, pode afirmar-se que existiu uma tendéncia para
uma ligeira diminui¢do deste parametro, nos vinhos submetidos a estabilizagao.
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Todos os valores estdo de acordo com o limite legal (<1,2 g/L 4acido acético) esta-
belecido para vinhos tintos. No global, todos os vinhos apresentavam valores
adequados para conservacao dos vinhos. Esstes resultados mostram que o aumento da
acidez total se deveu ao aumento da acidez fixa.

O Quadro 2 mostra os valores obtidos para os diferentes vinhos em estudo.
O pH dos vinhos testemunha, possuiam valores recomendados para vinhos tintos do
Dao (3,3 a3,.6). Estes valores estdo de acordo com valores de pH descritos na biblio-
grafia por Silva (2008) e Marques (2012) para valores de vinhos tintos desta regido.

Quadro 2 - pH dos vinhos em estudo..

VT VES VEI0 ol VEIS VE20 VE

VTA 3,4403 3,303 3,340,3 32403 32403 2,6403
VT B 3,640, 3,540,6 3,540,6 3,240,6 3,240,6 2,040,6
VT C 3,340,4 32404 3,240,4 3,140,5 3,140,6 2,240,6
VID 36405 3,640,5 3,540,6 3,640,6 3,440,6 2,240,6
VTE 3,440,5 3,340,5 3,340,6 3,340,6 3,040,7 2,040,0

O pH dos vinhos submetidos a estabilizagao (VE) variou entre 2,0 e 2,6 demons-
trando uma diminui¢do acentuada do pH para valores que ndo sdo adequados para
vinhos equilibrados quimica e sensorialmente. Esta diminuigdo estd de acordo com o
descrito por Lasandra et al, (2013) para vinhos tratados com resinas de troca
io6nica, embora usando equipamento diferente. No entanto, no caso dos valores para
as amostras de lote com 20% de vinho tratado, o decréscimo do de pH relativamente
aos vinhos testemunha foi em média 0,2, variando entre 3,1 e 3,4.

3.2 EFEITO NAS CARACTERISTICAS MINERAIS DOS VINHOS

O quadro 3 mostra os teores de ferro, cobre e calcio obtidos para os diferentes
vinhos em estudo. O VTA apresentava um valor (11,3 mg/L) de ferro muito superior aos
restantes vinhos testemunha (3,2-6,0 mg/L), que apresentavam valores adequados para
vinhos tintos da regido do Dao. Todos os vinhos apresentavam valores dentro do
limite legal (<12 mg/L). O tratamento de estabilizagdo por resinas originou vinhos
(VE) com valores (0,7-2,0 mg/L) muito mais baixos de ferro. Esta diminuicao esta de
acordo com o estudo de Lasandra et al (2013). No entanto, os vinhos loteados com 20%
de vinho estabilizado, apresentavam uma redug¢@o dos teores de ferro entre 9 e 24%.
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Quadro 3 - Concentragiao de ferro (mg/L), cobre (mg/L) e Calcio (mg/L) nos vinhos
em estudo.

vT VE5 VE10 VE5 VE20 VE
Ferro (mg/L)
VTA 11,3 10,6 9.5 9.9 8,6 0,7
VTB 5.2 5.1 53 4.8 4,6 0,8
VT C 3.8 3.8 34 33 33 1,1
VT D 55 52 5.4 5,0 5,0 2,0
VTE 6,0 5.8 5.8 4.9 4,7 0,7
Cobre (mg/L)
VTA 0,1 0,1 0.1 0,1 0,1 0,1
VTB 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
VT C 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1
VTD 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
VTE 0,2 0,2 0.2 0,2 0,2 0,2

Cilcio (mg/L)

VT A 94 84 80 75 67 20
VT B 70 64 58 60 102 20
VT C 61 50 52 52 67 21
VT D 78 89 68 64 83 20
VTE 72 70 66 72 61 20

Potassio (mg/L)

VTA 1114 918 902 820 799 215
VT B 1236 1177 1132 1060 1047 79
VT C 1081 1041 969 942 912 143
VT D 1656 1548 1373 1356 1384 152
VTE 1293 1263 1199 1417 1044 79
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Relativamente aos valores de cobre, encontravam-se dentro do limite legal (<1
mg/L) descrito para vinhos tintos. Os resultados obtidos ndo mostraram um efeito desta
tecnologia nos teores de cobre dos vinhosOs resultados estdo de acordo com a biblio-
grafia (Silva, 2008; Marques, 2012) e

Os teores de calcio, descritos na tabela 3, variaram entre 61 mg/L para o VTC e
94 mg/L do VTA, também o mais rico em ferro. Pela observa¢do dos resultados,
pode afirmar-se, que os vinhos loteados com maior percentagem de vinho estabilizado
possuiam teores mais baixos de calcio. No caso dos vinhos VE, os valores variaram
entre 20 e 21 mg/L, o que corresponde a uma diminui¢do compreendida entre 66 ¢ 79
%, relativamente aos vinhos VT.

O tratamento com resinas catiénicas provocou uma diminui¢io dos teores de
potassio (mg/L) presentes nos vinhos (Quadro 3). Os vinhos VE apresentavam
entre 6 e 19% dos valores presentes nos respetivos vinhos testemunha. Os valores
obtidos para os vinhos testemunha (1081-1656 mg/L) estdo préximos dos
obtidos por Marques (2012), que variaram entre 1200 a 1706 mg/L.

4.CONCLUSAO

O tratamento dos vinhos com resinas cationicas levou a um claro abaixamento
do pH e ao aumento da acidez total e fixa dos vinhos estudados. Esta metodologia de
estabilizacdo tartdrica originou uma redug¢@o nas concentragdes de calcio e potas-
sio nos vinhos. Esta diminui¢do pode ser importante para uma maior estabilidade dos
vinhos, uma vez que estes metais sdo os principais intervenientes na formagao de cris-
tais de tartarato.

Os resultados, permitem inferir, que o sucesso da aplicagdo desta tecnologia
esta dependente da percentagem de vinho tratado nos lotes. Em geral, as amostras dos
vinhos estudados contendo entre 5 e 20% de vinho estabilizado apresentaram caracte-
risticas que podem ser consideradas adequadas para vinhos do Dao, podendo ser apli-
caveis a nivel industrial.
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AND RESULTING WINES

Vanesa GONZALEZ, Javier TELLEZ, José Ramén LISSARRAGUE
Grupo de Investigacion en Viticultura. Universidad Politécnica de Madrid, Spain.

gi.viticultura@upm.es

ABSTRACT

2015 has been confirmed as the warmest year globally since records. These changing cli-
matic conditions represent a challenge in many grape growing regions compromising a balanced
technological, phenolic and aromatic maturity, resulting in unbalanced wines. This study tested
the foliar application of yeast derivatives at the beginning of the ripening phase on Vitis vinifera L.
cvs. Sauvignon Blanc and Cabernet Sauvignon, in a warm grape growing region (Albacete, Spain).
Parameters related to vine physiology and productivity, and grape composition were followed
during the ripening. Experimental wines were elaborated to assess the possible sensorial differen-
ces due to the foliar treatments. Sauvignon Blanc grapes from treated vines showed an increase
in the percentage of skin thickness and a higher concentration of glycosylated aroma precursors
compared to non- treated. In cv. Cabernet Sauvignon, grapes from treated vines presented a higher
concentration of tannins. In both varieties no differences were found regarding vine physiology or
yield components. Wines from treated grapes were described as more mature and with less green
character in both cvs. Cabernet Sauvignon and Sauvignon Blanc.

AIMS

Our research team have experimented during 2015 the application of two yeast
derivatives products in the vineyard: LalVigne™ Mature which aims to stimulate phe-
nolic ripeness in red grapes varieties; LalVigne™ Aroma aims to stimulate aromatic
precursors in white grapes and in both cases verify its influence on the agronomic res-
ponses in the vineyard.

THE VINEYARD:

Albacete (Spain) Dehesa de Luna 850 masl

« Sandy Clay Loan, 297 mm, GDD 1957 (2015)

« Cabernet Sauvignon (ENTAV 15)/41B and Sauvignon blanc (ENTAV 316) / 41B
« Planted in 2005, 3 x 1.4 Sauvignon Blanc and 3 x 1.5 Cabernet Sauvignon Vine

spacing
o N-S Orientated rows. VSP, Bilateral Cordon, 7 spurs pruned
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THE EXPERIMENTAL DESIGN

« EXPERIMENT 1: CABERNET SAUVIGNON
» Control and treatment LalVigne™ Mature (beginning of veraison)

« EXPERIMENT 2: SAUVIGNON BLANC
» Control and treatment LalVigne™ Aroma (beginning of veraison)
« Four replicates, 30 vines per plot.
« Data collection 2015 and microvinification
 Analysis of variance: ns, _, __, __ _, not significant, P <0.05, P <0.01, P <0.001.

RESULTS

Varietal Aroma Potential

Index (IPAV) Skin Weight (g)
20— 0,35 3F*
18 - 0’30 &‘ o
16 I k% — A
0,25 18]
14 —
M Lalvigne 0,20
12
Aroma 0,15
10
8 M Control 0,10
6 0,05
4 0,00
S S S
2 20% 0% 0%
0 10‘Q%| 03‘09| X0|09|

Figure 1: Varietal Aroma Potential Index and evolution of Skin Weight on Sauvignon
Blanc grapes. Different letters represent a significant difference (p<0,05). Multiple
range test was used.
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Figure 2: Harvest and winemaking following the method described by Sampaio et al.
2007.

MOUTHFEEL MOUTHFEEL
INTENSITY
4 QUALITY

4 4

BALANCEZ “BITTERNESS TANNIN MATURITY———BITTERNESS

Lalvigne Aroma Control = LalVigne Mature =——CONTROL

Figure 3: Taste analysis in Sauvignon Blanc (left) and Cabernet Sauvignon (right)
wines.
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Sauvignon Blanc

Yield Cluster Berry Shoots Shoot wt.

9Brix

(kg/m?) wt.(g) wt.(g) /m> (kg/m?)
LAlVigne Aroma 0,85 120,1 1,28 3,7 0,13 366 24,2
Control 0,84 116,0 1,18 3,8 0,15 370 25,3
Sig n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s

Cabernet Sauvignon

Yield Cluster Berry Shoots Shoot wt. om s
(kg/m?) wt.(g) wt.(g) /m? (kg/md) " O™
LalVigne Mature 0,58 122,3 0,95 2,5 0,17 3,50 26,90
Control 0,57 124,0 0,9 2,5 0,16 3,54 27,58
Sig n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s

kigure 4: Yield components and must parametres at harvest tor both cvs.

—m—LalVigne Mature

Tannins
.EE 8
£ X
£ 6
2
S 4
o
1]
o 2
£
g 0
€ 3 15 29
E 1/08/2015 /09/2015 /09/2015

——Control

Figure 5: Evolution of Tannins in cv. Cabernet Sauvignon grapes
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RESULTS AND DISCUSSION

The measure of the Varietal Aroma Potential Index (IPAV) in grapes, that establish
the concentration of glycosylated aroma precursors (Salinas et al., 2012; Serrano et al.,
2014) showed that the foliar application of yeast derivatives at veraison increased the
concentration of aroma precursors in grapes of cv. Sauvignon Blanc.

Accordingly, Suklje et al. (2016) also found modifications in wine chemical and
sensory composition between wines from control and treated grapes with LalVigne
Aroma on the same cultivar.

Furthermore treated grapes with LalVigne Aroma showed a higher skin weight as
this research group found in previous trials with the same products on the same culti-
vars (Téllez et al., 2015); same results by Villang6 et al. (2015) using a puncture test on
cv. Syrah after the application of LalVigne Mature.

The evolution of grape tannins in cv Cabernet Sauvignon during ripening revealed
a higher concentration in these phenolics in treated grapes than in control ones. Same
results were observed by Lissarrague et al. (2014) and T¢éllez et al. (2015) applying the
same yeast derivatives on cvs. Syrah and Cabernet Sauvignon respectively.

Besides, no significant differences have been observed by the application of yeast
derivatives LalVigne Aroma or LalVigne Mature on vegetative growth, yield compo-

nents or must quality parameters like °Brix, pH or Total Acidity.

Generally, wines from Sauvignon Blanc and Cabernet Sauvignon treated vines
have shown a better mouthfeel on the sensory analysis.
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ESTABILIZACAO TARTARICA DE UM VINHO DO
PORTO RUBY RESERVA POR ELECTRODIALISE:
PROCESSO ALTERNATIVO A ESTABILIZACAO
TARTARICA PELO FRIO

1 2 3 4
Nuno JORGE ; Alice VILELA ; Antonio BRAGA ; Fernando M. NUNES ; Fernanda
COSME

RESUMO

A estabilizagdo tartarica pelo frio ¢ a operagdo unitaria mais frequente em enologia
para estabilizar

tartaricamente os vinhos. No entanto, esta ¢ uma operagdo lenta e dispendiosa. A elec-
trodialise ¢ um processo que pode também estabilizar o vinho quanto a instabilidade tartarica.
Assim, o objectivo deste trabalho foi comparar o método de estabilizagdo tartarica pelo frio com
o método de electrodialise, num Vinho do Porto Ruby reserva, quanto a eficiéncia da estabili-
zagao, composi¢do fenolica e caracteristicas sensoriais. Os resultados mostraram que os vinhos
tratados pelo método de estabilizagdo tartarica pelo frio tiveram uma diminuigao significativa na
intensidade da cor, antocianinas totais, pigmentos poliméricos e totais, compostos fendlicos totais
e flavonoides. A analise sensorial mostrou que os vinhos tratados pelo método de electrodialises
foram mais pontuados nos descritores da limpidez, da intensidade da cor, persisténcia, equilibrio,
intensidade de sabor, qualidade aromatica e intensidade. Este estudo fornece informagdo que
podera ser usado para seleccionar um método alternativo a estabilizagao tartarica pelo frio.

Palavras-chave: Regido Demarcada do Douro, vinho do Porto Ruby Reserva, estabili-
zagao tartarica, electrodialise, perfil fendlico, perfil sensorial.

1. INTRODUCAO

Existem atualmente varios processos para estabilizar tartaricamente o vinho, entre
os quais a estabiliza¢do pelo frio, que ¢ um processo de separagdo de sais idnicos ins-
taveis naturais do vinho por arrefecimento a uma temperatura proxima do ponto de
congelagao do vinho (BOULTON et al., 1996; UITSLAG et al., 1996). A precipitacio

) Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, 5000-801 Vila Real, Portugal.

@ Centro de Quimica de Vila Real (CQ-VR), Departamento de Biologia e Ambiente - Edificio de
Enologia, Universidade de Tras-os-Montes ¢ Alto Douro, 5000-801 Vila Real, Portugal.

: fecosme@utad.pt

@ Sogrape Vinhos, S.A., Departamento de Enologia | Winemaker, 4430 - 809 Avintes, Portugal

“ Centro de Quimica de Vila Real (CQ-VR), Departamento de Quimica, Universidade de Tras-os-
Montes e Alto Douro, 5000-801 Vila Real, Portugal.
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ocorre devido a instabilidade do 4cido tartarico na sua forma de sal de bitartarato, que
¢ conhecido como hidrogenotartarato de potassio (KHT). A estabilizacdo tartarica
pelo frio pode ter algumas desvantagens, uma vez que ¢ um processo demorado, com
altos custos de energia e de equipamento (LOW, 2007).

A electrodialise ¢ um processo que permite a separa¢do de anides e catides de
acordo com a sua carga eléctrica usando membranas selectivas sob a influéncia de uma

corrente eléctrica (ESCUDIER et al., 1993; BIAU e SIODLAK, 1997; RIBE-
REAU- GAYON et al., 2006). A electrodidlise ¢ ideal para a remog¢ao de catides, tais
como potassio, calcio, sodio e acido tartarico. Os compostos fenolicos, polissacarideos
e aminoacidos nao sdo afectados, assim como o material coloidal dos vinhos tintos
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006). A electrodidlise tem vantagens sobre os métodos
tradicionais de estabilizagdo tartarica do vinho, tais como, pouca influéncia sobre
as suas caracteristicas sensoriais. (CAMEIRA DOS SANTOS et al., 2000). Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar processos alternativos a estabilizagdo tartarica pelo frio
como a electrodidlise quer na eficiéncia de estabilizagdo tartarica quer sobre as caracte-
risticas fisico-quimicas e sensoriais de num vinho do Porto Ruby reserva.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Vinho

Foi utilizado um Vinho do Porto Ruby reserva, obtido com castas tradicionais,
como a Touriga Francesa, Tinta Roriz, Touriga Nacional, Tint% Barroca ¢ Tinto Cao.
Com as seguintes caracteristicas: massa volumica a 20° C (g/cm™) 1,024; teor alcoolico
(% vol.) 19.9; acidez titulavel (g de acido tartarico/L) 4,9; acidez volatil (g de acido
acético/L) 0,3; pH 3,5. A andlise dos parametros enoldgicos convencionais foi realizada
de acordo com os procedimentos descritos pelo OIV (OIV, 2013).

2.2. Ensaio de estabilizacdo tartarica pelo frio e por electrodialise

A estabilizacdo tartarica pelo frio e por electrodidlise do vinho do Porto Ruby
reserva foi realizada a escala semi-industrial, com e sem adi¢do de goma-arabica. Para
o processo de estabilizagdo a frio, o vinho foi arrefecido até uma temperatura de -6 °C,
e colocado em cubas de 250 L, durante 4 e 7 dias. No final de ambos os processos os
vinhos foram filtrados. Ao vinho estabilizado pelo frio durante 4 dias e a uma parte do
vinho sujeito ao processo de electrodidlise foi adicionado goma-arabica (40 g/hL).
Todas as experiéncias e analises foram realizadas em duplicado.

2.3. Teste de estabilidade tartarica
Foi efectuado o teste da condutividade eléctrica (teste do minicontacto). Este teste
baseia-se na determinagdo da condutividade eléctrica do vinho a temperatura de 0°C.

A condutividade eléctrica ¢ medida antes () e depois da adigdo de bitartarato de potassio
() (BOULTON et al., 1996.). Se — < 5% o vinho ¢ considerado estavel.
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2.4. Determinacdo da intensidade e tonalidade corante, antocianinas totais e
coradas, pigmentos poliméricos e totais

A intensidade e tonalidade corante foram determinadas de acordo com o método
descrito pelo OIV (OIV, 2013). As antocianinas totais e coradas, pigmentos poliméricos
¢ totais foram determinados de acordo com SOMERS e EVANS (1977).

2.5. Determinacdo dos compostos fenolicos totais, flavonoides e nio- flavonéides

Determinagdo dos compostos fenoélicos totais dos vinhos foi efectuada de acordo
com o método descrito por RIBEREAU-GAYON et al. (1982). Os compostos fendli-
cos ndo-flavondides dos vinhos foram determinados de acordo com o procedimento
descrito por KRAMLING e SINGLETON (1969). Por diferenga com os compostos
fendlicos totais foram determinados os compostos fenolicos flavonoides.

2.6. Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada por um painel de provadores treinados. Todas as
provas foram realizadas entre as 10:00 e as 12:00 h em cabines individuais e de acordo
com os procedimentos da norma ISO 8589:2007. Oito atributos sensoriais foram ava-
liados incluindo visuais, aromaticos e gustativos.

2.7. Analise estatistica

Os resultados da avaliagdo fisico-quimica foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA), ao Teste de Tuckey a 5% de significancia para comparagao entre
as médias. Aos dados da analise sensorial foi aplicada uma Analise em Componen-
tes Principais (ACP) e Analise de Clusters (pela distancia Euclidiana média, método
UPGMA — unweighted pair-group average). Todas as analises foram realizadas utili-
zando o software STATISTICA 2010 (Stat Soft Inc., 2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito da estabilizacio pelo frio e por electrodidlise na estabilidade
tartarica do vinho do Porto Ruby reserva

O Quadro 1 apresenta os resultados da estabilidade tartarica dos vinhos estabili-
zados pelos diferentes processos, usado o teste da condutividade eléctrica (teste do
minicontacto). Os vinhos apresentaram-se estaveis independentemente do processo
de estabilizag¢do usado.
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Quadro 1- Teste da condutividade eléctrica (minicontacto) do vinho do Porto Ruby
reserva apos estabilizacdo tartarica pelo frio e por electrodialise.

Meétodo de Condutividade  Condutividade ApS/cm
estabilizacio inicial final
F4/GA 909,6 893,6 1,76
F7 897,0 878,1 2,11
E/GA 709,8 699,6 1,44
E 711,0 699,7 1,59

Quatro dias estabilizagdo pelo frio e adicdo de goma-arabica (F4/GA); sete dias estabilizagdo pelo frio (F7);
estabilizagdo por electrodidlise e adi¢do de goma-arabica (E/GA); estabilizagdo por electrodialise (E).

3.2. Efeito da estabilizacio pelo frio e por electrodidlises na intensidade e
tonalidade corante, antocianinas totais e coradas, pigmentos poliméricos e totais

Os efeitos do tratamento pelo frio e da electrodidlise na intensidade corante, tona-
lidade, antocianinas totais e coradas, pigmentos poliméricos e totais estdo apresentados
no Quadro 2. Verificou-se que os vinhos estabilizados pelo frio tiveram uma diminui¢ao
significativa na intensidade corante, antocianinas coradas e totais, pigmentos poliméri-
cos ¢ totais (Quadro 2).

Quadro 2 - Intensidade ¢ tonalidade corante, antocianinas totais e coradas,
pigmentos poliméricos e totais do vinho do Porto Ruby reserva sem tratamento de esta-
bilizagdo e do vinho do Porto Ruby reserva estabilizado pelo frio e por electrodidlise
(media + desvio padrdo).

Tratamento de Intensidad Tonalidad Antocianinas Antociani Pigment Pig
estabilizacio totais (mg/L) coradas poliméricos totais
T 1,98£0,00°  0,842+0,000° 231207 2,52£0,00°  6,49£0,00° 14,73£0,01°
F4/GA 1,34£0,00°  0,693+0,001¢ 1011° 1,96£0,04°  5,18£0,04°  12,2240,00°
F7 1,2740,00°  0,6870,000° 91£1° 1,86£0,02°  4,87+0,01°  10,810,00°
E/GA 1,66£0,00°  0,682+0,001° 109+0¢ 238+0,13°  6,49£0,14°  14,14+0,00°
E 1,61£0,00°  0,6770,000° 1071¢ 2,35+0,00°  6,26+0,03°  13,38+0,07°

Quatro dias estabilizagdo pelo frio e adigdo de goma-arabica (F4/GA); sete dias estabilizacdo pelo frio (F7);
estabilizagdo por electrodidlise e adi¢do de goma-ardbica (E/GA); estabilizagdo por electrodialise (E). * Vinhos com
a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para o parametro avaliado (teste de Tuckey a 5% de
significancia).

3.3. Efeito da estabilizaciio pelo frio e por electrodiilises no teor de compostos
fenolicos totais, flavonoides e nao-flavonoides

Foi observado um decréscimo significativo no teor em compostos fendlicos totais
em todos os vinhos estabilizados relativamente ao vinho ndo estabilizado (Quadro 3).
O decréscimo mais acentuado foi verificado no vinho estabilizado pelo frio o que esta
de acordo com o observado por NUNES (2011).

226



Quadro 3- Compostos fenodlicos totais, ndo-flavonodides e flavondides do vinho do
Porto Ruby reserva sem tratamento de estabiliza¢do e do vinho do Porto Ruby reserva
estabilizado pelo frio e por electrodialise (media + desvio padréo).

Tratamento de Fenois totais Niao-flavonéides Flavonéides
estabilizacio (mg/L acido galico) (mg/L acido galico) (mg/L acido galico)
T 1849+1° 242+0" 1607+1°
F7 158120° 189+0° 13920
F4/GA 1622+2° 201=£1° 1422+1°
E 1786+0° 184+1° 1603+1°¢
E/GA 1840+2¢ 188£1° 1652+1°

Quatro dias estabilizagdo pelo frio e adi¢do de goma-ardbica (F4/GA); sete dias estabilizagdo pelo frio (F7);
estabilizagdo por electrodidlise e adi¢do de goma-arabica (E/GA); estabilizagdo por electrodialise (E). * Vinhos com
a mesma letra ndo apresentam diferengas significativas para o pardmetro avaliado (teste de Tuckey a 5% de
significancia).

O Quadro 3 mostra também um decréscimo dos compostos fenolicos nao- fla-
vondides em todos os vinhos estabilizados tartaricamente relativamente ao vinho nao
estabilizado. O decréscimo mais acentuado foi observado nos vinhos estabilizado por
electrodialise [estabilizagdo por electrodidlise e adicdo de goma-arabica (E/AG) e
estabilizag@o por electrodidlise (E)]. Os compostos fendlicos flavonoides decresceram
significativamente nos vinhos estabilizados pelo frio [estabilizacdo pelo frio durante
quatro dias com adi¢ao de goma arabica (F4/GA); estabilizagdo pelo frio durante sete
dias (F7)] contudo, nos vinhos estabilizados por electrodidlise ndo foram verificadas
diferengas significativas relativamente ao vinho nao estabilizado (Quadro 3).

3.4. Avaliacao sensorial dos vinhos estabilizados pelo frio e por electrodialises

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos na Analise de Clusters (distancia eucli-
deana média, método UPGMA — unweighted pair-group average) ap6s a andlise sen-
sorial dos diferentes vinhos. No phenograma (Figura 1), é possivel observar a formagao
de trés grupos, identificados a seguir: grupo 1, formado pelos vinhos estabilizados pelo
frio durante sete dias (F7) e pelo vinho estabilizado pelo frio durante quatro dias com
adi¢cdo de goma-arabica (F4/GA); grupo 2, formado pelos vinhos estabilizados por
electrodialise (E) e pelos vinhos estabilizados por electrodilise seguido de adi¢ao
de goma-arabica (E/AG); grupo 3, composto apenas por um vinho pertencente ao vinho
ndo estabilizado tartaricamente (T).
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Figura 1 — Phenograma obtido apds analise de clusters dos dados sensoriais dos quatro

vinhos avaliados sensorialmente, comparados com o vinho ndo estabilizado tartarica-

mente (T).

Na analise em componentes principais (ACP) o primeiro componente contribuiu
com 74,12% da variancia total e o segundo com 19,87% (Figura 2, A), representando
os dois primeiros componentes 93,99 % da varidncia total. Avaliando as projecgdes
da figura (Figura 2, A e B) ¢ possivel visualizar a distribuigdo espacial das amostras
avaliadas sensorialmente. Entre as qualidades sensoriais avaliadas, a “intensidade de
cor”, “tonalidade’ e “limpidez” foram os descritores sensoriais que contribuiram para
a primeira componente — PC1 (Figura 2 A). Dois grupos distintos sdo formados:
um grupo formado pelo vinho estabilizado pelo frio durante 7 dias (F7) e pelo vinho
estabilizado pelo frio durante 4 dias com adi¢do de goma-arabica (F4/GA), e outro
grupo formado pelo vinho estabilizado por electrodialise (E) e estabilizado por electro-
dialise e adigdo de goma-arabica (E/GA) (Figura 2 B). A electrodialise parece imprimir,
aos vinhos, um aumento na “intensidade aromdtica”, “persisténcia”, “equilibrio” e
“intensidade de flavor”, relativamente a testemunha — vinho sem tratamento (T). Todos
os métodos de tratamento tartarico estdo longe do vinho nao estabilizado (T), o que foi
anteriormente mostrado pelo phenograma na Figura 1.
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Figura 2 — Proje¢do dos atributos sensoriais nos dois componentes principais da ACP
(A); Projecdo da cov-ACP das amostras de vinhos avaliados sensorialmente (B).

4. CONCLUSOES

Os vinhos do Porto Ruby reserva estabilizados pelo frio tiveram uma diminui-
¢do significativa na intensidade corante, antocianinas totais, pigmentos poliméricos e
totais e nos compostos fenolicos totais, o que significa que este tratamento de estabi-
lizagao tartérica foi responsavel pela remogao de pigmentos e compostos responsaveis
pela cor do vinho do Porto Ruby reserva. A andlise sensorial dos vinhos mostrou que
os vinhos do Porto Ruby reserva tratados por electrodialise sdo mais pontuados para
os descritores /impidez, intensidade corante, persisténcia, equilibrio, intensidade de
sabor e para a intensidade e qualidade aromatica. Com base nos resultados obtidos
neste estudo, ¢ possivel sugerir a electrodialise como uma alternativa ao método de
estabilizacdo tartarica pelo frio.
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EVALUATION OF THE EVOLUTION OF THE
ANTHOCYANINS PROFILE IN RED WINE GRAPES
VARIETIES IN ALENTEJO
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Abstract

The flavonoids (including anthocyanins) are wine compounds with important anti-oxidant
activity, protecting the cells against oxidative processes, preventing cardiovascular and neurode-
generative diseases, cancer, among others (Antoniolli et al. 2015; Castafieda-Ovando et al. 2009;
Hosu et al. 2014; Huang et al. 2009; Kong et al. 2003).

Anthocyanins in grapes at harvest are determinant to red wine quality and their deve-
lopment in the grape must be characterised in order to determine the most suitable date for the
harvest. Thus the aim of this research is the evaluation of anthocyanins composition in two red
wine grape varieties from véraison continuing through ripening. Anthocyanins were quantified by
high resolution liquid chromatography (HPLC-DAD). Additionally, the total phenols content were
quantified by UV-Vis Spectrometry.

The anthocyanins’ profile evolution may be dependent on the variety and ripening phase.
During ripening grape samples have shown an increase of coumaryl derivatives. This information
may lead us to understand the anthocyanins biosynthesis pathway in different grape varieties.
The development of anthocyanins from the véraison seems to follow a pattern that coincides
with the increasing accumulation of soluble sugars.

Keywords: Anthocyanins, grape ripening, tannins, flavonoids, HPLC-DAD

INTRODUCTION

Anthocyanins are water soluble pigments (De Nisco et al. 2013; Oancea & Oprean
2011) responsible for the red colour in grapes and wine and are located primarily in
the grape skins’ lower epidermis (Jordao & Correia 2012; Lochner 2006; Yan et al.
2005). This compounds

are secondary metabolites of plants stored in the vacuole (Oancea & Oprean
2011) and consist in an aromatic ring linked to an heterolithic ring with oxygen in its
constitution which is linked to another aromatic ring with a carbon-carbon bond (Cas-
tafleda-Ovando et al. 2009). The anthocyanin biosynthesis begins with the pentophos-
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pate pathway, goes through the shikimic pathway and ends in the flavonoids pathway. It
begins with phenylalanine in which the amine group is eliminated to produce cinnamic
acid that will be hydroxylated to p- coumaric acid. The di-hidroflavonoids are conver-
ted to flavonoids that will be glycosylated into the respective anthocyanin (Oancea &
Oprean 2011; Zhang et al. 2014; Campanella et al. 2014). This biosynthesis indicates
that anthocyanins are glycosylated derivatives of 3,5,7,3- tetrahydroxiflavilium cation
(also known as anthocyanidin) (Jordao & Correia 2012; Lochner 2006). The glycosidic
compound increases the chemical stability of anthocyanidin, and the anthocyanins are
the majority chemical forms present in grapes and wine. The individual anthocyanins
differ in the hydroxyl groups; the type, number and position of the sugars attached to
the molecule and number of aliphatic compounds or aromatic compounds linked to
the sugar molecule. Anthocyanins in Vitis vinifera grapes are mainly 3-monoglucosi-
des of five aglycones: malvidin, peonidin, petunidin, cyanidin and delphinidin.
Malvidin 3- glucoside is the most important anthocyanin quantitatively in grapes and
wine. The concentration of anthocyanins of grapes Vitis vinifera varies between 0.30
and 0.75 mg/g berry and depends on the variety, season and environment. The average
concentration of anthocyanins in red wine made from Vitis vinifera is around 150
mg/L (Lochner 2006). Deeper coloured grapes allow the production of deeper coloured
red wines with a delightful aroma and better wine quality. Considering the lack of infor-
mation about the variability of anthocyanins composition in red wine grapes growing
in Alentejo, in this research it was evaluated the anthocyanins composition in two red
wine grape varieties from véraison continuing through ripening. A faster extraction
method was performed and the content of anthocyanins were quantified by HPLC-
DAD. Additionally, the content of total phenols were quantified by UV-Vis in order to
correlate with anthocyanins profile.

MATERIALS AND METHODS
1. SAMPLES HARVESTING AND PREPARATION

The samples were harvested in different phases of maturation between the vérai-
son and the end of the maturation. The anthocyanins were extracted using acidi-
fied ethanol in the

proportion 1:1 during 5 min. The grapes were harvested in 4 known locations
(location 1 and 2 to Syrah grapes and location 3 and 4 to Aragonés)

2. HPLC-DAD ANALYSIS

Chromatographic analysis was adapted from Antoniolli et a/, 2015. The mobile
phase used consisted of ultrapure water /formic acid /acetonitrile in the ratio 87/10/3
(v/v/v) (eluent A) and ultrapure water/formic acid/acetonitrile in the ratio 40/10/50
(eluent B). The gradient used was 0-28min 25%B, 28-33min 31%B, 33-38min
40%B, 38-48min 50%B, 48-53min.
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100%B, 53-68min 10%B and 68-75min 10%B. The flow of the mobile phase was 0.2
ml/min and the temperature 35°C and injection volume was 10ul. Quantification of
the peaks was performed at 520nm and the content of anthocyanin expressed in oenin
content (mg/g berry).

3. TOTAL PHENOLIC QUANTIFICATION

To determine the total phenolic content of the samples it was used the Folin-Cio-
calteau method (Santi et al. 2014). Pyrogalic acid solutions (0 to 500pg/ml) were used
as standard. The samples were analysed in microplate using 234pul of water, Sul of
sample/standard and 15ul of Folin-Ciocalteau reagent. After 5 min. incubation, 45ul
of saturated sodium carbonate solution was added and the absorvance was read at
630nm after incubation of 30 min. at 40°C.

RESULTS AND DISCUSSION
The samples of each variety were collected in 2 different known places in order to
compare if there were significant differences between Anthocyanin profiles (Figure 1).
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Figure 1. Evolution of total anthocyanin content in Syrah (a) and Aragonés (b) grapes

As shown in Figure 1, it is noticeable that Syrah and Aragonés grapes have maxi-
mum values in different dates of the vérasion. Aragonés grapes reach the maximum
concentration of Anthocyanins content earlier in time and also has a higher drop in their
content with the approach of the harvesting time. Between locations in Aragonés,
location 4 showed the higher value for anthocyanins concentrations, it is possible that
a lack of irrigation should be the origin of those differences. It is also noticeable that
Syrah grapes have a really different behaviour according to the location. Grapes that
were collected on location 2 present a later maximum anthocyanin content and appa-
rently a lower decrease. It is important to notice that the total of anthocyanins is very
low comparing with bibliography due to the extraction time.
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Figure 2. Evolution of Malvidin-3-glucoside Profile in Syrah (a) and Aragonés grapes (b)

The most relevant anthocyanin in Vitis vinifera grapes is Malvidin-3-gluco-
side (Lochner 2006; Jordao & Correia 2012). The profile of the malvidin-3-glucoside
evolution (figure 2) is coincident with the evolution of total anthocyanin content
(figure 1). Althoug[]ﬁ in Syrah grapes the maximum anthocyanin content on location
1 is reached on August, the maximum Malvidin value was reached on the next
harvesting on 127 August. On Aragonés grapes the maximum value of Malvidin-
3-glucoside was coincident with the maximum of total anthocyanin content.

Phenolic compounds are associated with sensory qualities such as colour,
flavour, astringency, bitterness and hardness of grapes and wine. They are located pri-
marily in grapes’ seeds and skins. As expected the evolution of phenolic compounds
until harvest is similar to anthocyanins evolution being Syrah the variety with higher
values just after véraison (fig.3). The phenolic composition of grapes and wine is
influenced by numerous factors including the variety, the location of the vineyard and
viticulture practices (Lochner 2006).
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Figure 3. Total phenolic content in Syrah and Aragonés during ripening period (from véraison
until harvest)
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Many anthocyanins have sugar residues which are acylated with aromatic such as
p-coumaric at the C position at the glucose moiety. This acylation promotes chemical
stability to the anthocyanins (He et al. 2010). The anthocyanin composition profile
presented, at harvest, a higher proportion of monoglucosides in Aragonés contrary
to Syrah which reveal a higher proportion of coumaryl derivatives. The anthocyanin
composition was evaluated during ripening (data not shown) and it is not possible to
identify a pattern according to variety or location.

b) <)
= monoglucosides m acyl derivatives = monoglucosides = acyl derivatives
coumaryl derivatives coumaryl derivatives
a)
d)
= monoglucosides = acyl derivatives ® monoglucosides M acyl derivatives
coumaryl derivatives coumaryl derivatives
Syrah Aragonés

Figure 4. Proportion of different anthocyanin derivatives at 31th of August in Syrah and Arago-
nés in location 1 (a), location 2 (b), location 3(c) and location 4(d).
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CONCLUSION

In this study we were able to notice that the Aragonés variety has a bigger antho-
cyanins ratio probably due to cultural practices. Also the most prevalent anthocyanin
during the ripening process is malvidin-3-glucoside and the anthocyanins with
more expression were anthocyanin-3-glucosides.

It is commonly accepted that the anthocyanin profile in each cultivar is a result of
the genetic inheritance however other factors such as location can promote a changing
in the anthocyanin cultivar’s profile. It was not evident a pattern in the anthocyanin
profile according to location or variety, however it was possible to identify different
amounts of anthocyanins derivatives between Syrah and Aragonés.

BIBLIOGRAPHY

Antoniolli, A. et al., 2015. Characterization of polyphenols and evaluation of antioxidant capacity
in grape pomace of the cv. Malbec. Food Chemistry, 178, pp.172—178. Available at: http:/
linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S030881461500093X.

Campanella, J.J., Smalley, J. V & Dempsey, M.E., 2014. A phylogenetic examination of the pri-
mary anthocyanin production pathway of the Plantae. Botanical Studies, 55(1), p.10. Avai-
lable at: http://www.as-botanicalstudies.com/content/55/1/10.

Castafieda-Ovando, A. et al., 2009. Chemical studies of anthocyanins: A review. Food Chemistry,
113(4), pp.859—871. Available at: http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.09.001.
Hosu, A., Cristea, V.-M. & Cimpoiu, C., 2014. Analysis of total phenolic, flavonoids, anthocyanins
and tannins content in Romanian red wines: Prediction of antioxidant activities and classifi-
cation of wines using artificial neural networks. Food Chemistry, 150, pp.113—118. Availa-

ble at: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814613016026.

Huang, Z. et al., 2009. Identification of anthocyanins in muscadine grapes with HPLC-ESI-
MS. LWT - Food Science and Technology, 42(4), pp.819-824. Available at: http://dx.doi.
org/10.1016/j.1wt.2008.11.005.

Jorddo, a. M. & Correia, a. C., 2012. Relationship between antioxidant capacity, proanthocyani-
din and anthocyanin content during grape maturation of Touriga Nacional and Tinta Roriz
grape varieties. South African Journal of Enology and Viticulture, 33(2), pp.214-224.

Jordao, A.M. & Correia, A.C., 2012. Relationship Between Antioxidant Capacity , Proanthocyani-
din and Anthocyanin Content During Grape Maturation of Touriga Nacional and Tinta Roriz
Grape Varieties. , 33(2), pp.214-224.

Kong, J.M. et al., 2003. Analysis and biological activities of anthocyanins. Phytochemistry, 64(5),
pp.923-933.

Lochner, E., 2006. The evaluation of Fourier transform infrared spectroscopy ( FT-IR ) for the
determination of total phenolics and total anthocyanins concentrations of grapes by. Ste-
llenbosch University.

De Nisco, M. et al., 2013. Nutraceutical properties and polyphenolic profile of berry skin and
wine of Vitis vinifera L. (cv. Aglianico). Food Chemistry, 140(4), pp.623—629. Available at:
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.10.123.

Oancea, S. & Oprean, L., 2011. Anthocyanins, from biosynthesis in plants to human health bene-
fits. Food Technol., XV(1), pp.3—16.

236



Santi, M.M. et al., 2014. Determinacéo do perfil fitoquimico de extrato com atividade antioxidante
da espécie medicinal Cordia verbenacea DC. por HPLC-DAD. Revista Brasileira de Plan-
tas Medicinais, 16(2), pp.256-261.

Yan, Y. et al., 2005. Metabolic Engineering of Anthocyanin Biosynthesis in Escherichia coli.

Appl. Environ. Microbiol., 71(7), pp.3617-3623. Available at: http://aem.asm.org/cgi/content/
abstract/71/7/3617\nhttp://aem.asm.org/cgi/content/short/71/7/3617\nhttp://aem.asm.
org/cgi/reprint/71/7/3617.pdf.

Zhang, Y., Butelli, E. & Martin, C., 2014. Engineering anthocyanin biosynthesis in plants. Current
Opinion in Plant Biology, 19(JUNE 2014), pp.81-90.

237






EVOLUCAO DO PERFIL FENOLICO DE UM VINHO
TINTO CONSERVADO COM ALTERNATIVOS DE
MADEIRA DE ACACIA E DE CEREJEIRA

Andreia COSTA'; Fernanda COSME'; Fernando M. NUNES'; Anténio M. JORDAO*

RESUMO

Novas tendéncias tém ocorrido através da utilizagdo de madeiras que ndo de carvalho,
para utilizagdo enoldgica, como seja a madeira de cerejeira e de acacia. Assim, o objetivo deste
trabalho consistiu em avaliar o perfil fendlico durante 65 dias de um vinho tinto conservado
com aparas de madeira de acécia e cerejeira. Efetuou-se ainda uma analise comparativa com os
resultados obtidos para o mesmo vinho, mas conservado com diferentes aparas de madeira de
carvalho. Os resultados obtidos ndo permitiram evidenciar uma clara diferenciacdo no perfil
fenolico do vinho conservado em contacto com as diferentes aparas de madeira. Porem, o contacto
com aparas de madeira de acacia pareceu induzir a uma maior tendéncia para o vinho apresentar
valores significativamente mais elevados em compostos fenolicos ndo flavonoides e de intensi-
dade da cor. O vinho estagiado em contacto com aparas de acécia, apresentou ainda valores signi-
ficativamente mais elevados em écido trans-caftarico, acido coutérico e 4cido cafeico, enquanto
que o vinho conservado com aparas de cerejeira apresentou no geral, valores significativamente
mais elevados de acido galhico e de (+)-catequina.

Palavras-chave: alternativos de madeira, acécia, cerejeira, compostos fenolicos, vinho tinto.

1- INTRODUCAO

Considerando a crescente tendéncia da utilizagdo de aparas de madeira na ela-
boragdo e conservagdo dos vinhos, a Unido Europeia autorizou em 2005 a utilizagao
de aparas de madeira de carvalho com dimensdo superior a 2 mm (Regulamento CE
n°2165/2005), seguindo-se a definicdo das normas de utilizagdo das aparas na elabora-
¢do dos vinhos (Regulamento CE n°1507/2006). Assim, atualmente ocorre uma grande
diversidade de produtos alternativos de madeira de carvalho que s@o apresentados sob
varias formas, dimensdes, niveis de tosta e de diferentes origens botanicas e geografi-
cas (CABRITA et al. 2011; JORDAO et al. 2012). Porém, nos tiltimos anos novas pos-
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sibilidades de utilizagdo de outras madeiras, que ndo de carvalho, para fins enologicos
tém surgido, caso da madeira de cerejeira e de acécia. No entanto, surge a necessidade
de se proceder a avaliacdo do real impacto dessas madeiras nas caracteristicas dos
vinhos, em termos fisicos-quimicos e sensoriais. Assim, o objetivo do presente
trabalho consistiu em avaliar o perfil fendlico ao longo do tempo de um vinho tinto
conservado com alternativos de madeira de acécia e de cerejeira ¢ a0 mesmo tempo
efectuar uma andlise comparativa com os resultados obtidos para o mesmo vinho
conservado com alternativos de madeira de carvalho.

2 - MATERIAL E MEDODOS
2.1. Material

Foram utilizadas aparas de madeira de carvalho portugués (Quercus pyrenaica),
carvalho francés (Quercus robur), cerejeira (Prunus avium) e acacia (Robinia pseudoa-
cacia). A dose de aparas utilizada foi de 3 g/L, tendo todas as aparas de acordo com o
fornecedor sido submetidas a uma tosta média. O vinho tinto utilizado foi da colheita
de 2014 sendo constituido em partes iguais por 3 castas (Touriga Nacional, Tinta
Roriz e Jaen) e conservado em contacto com as diferentes aparas de madeira durante
65 dias.

2.2. Metodologias

Os parametros fendlicos avaliados nos vinhos foram: compostos fendlicos totais,
fenois flavonoides e ndo flavondides, (KRAMLING e SINGLETON, 1969), antociani-
nas totais (RIBEREAU-GAYON ¢ STRONESTREET, 1965), antocianinas coradas,
pigmentos totais e poliméricos (SOMERS e EVANS, 1977) e a intensidade da cor
(O1V, 2012). Procedeu-se ainda ao estudo da evolugdo dos teores em antocianinas indi-
viduais, (+)-catequina e de alguns acidos fenolicos por HPLC segundo as condigdes
descritas por GUISE et al. (2014).

3 - APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Na figura 1, sdo apresentados os resultados referentes a evolug@o dos varios para-
metros fendlicos estudados nos vinhos conservados em contacto com as diferentes
aparas de madeira. Os resultados apontam para um aumento dos teores em compostos
fendlicos totais, flavonoides e ndo flavonoides para a generalidade dos vinhos durante
os primeiros 45 dias seguido por um decréscimo generalizado dos valores. No caso
dos teores em antocianinas totais e coradas, intensidade da cor e pigmentos totais, a
sua evolucdo foi caracterizada por uma generalizada oscilagdo dos valores sem uma
tendéncia bem definida. Porem, no que respeita aos valores em pigmentos poliméricos,
ocorreu uma ligeira tendéncia para um aumento dos valores ao longo do tempo de
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conservagdo. Apds 65 dias de conservacao, os resultados apontam para que os vinhos
estagiados em contacto com aparas de madeira de acacia tenham apresentado valores
significativamente mais elevados em compostos fenolicos nao flavondides, intensi-
dade da cor e pigmentos poliméricos (embora neste caso, sem significancia estatistica)
relativamente aos restantes.
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Figura 1 - Evolucdo de varios parametros fendlicos ao longo do tempo nos vinhos conservados
em contacto com diferentes aparas de madeira.
Valores médios com a mesma letra, para os diferentes vinhos nao sdo significativamente diferentes

(p<0.05).
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O vinho conservado em contacto com as aparas de madeira de cerejeira
apresentou o terceiro valor significativamente mais elevado nos teores em pigmentos
totais (6.77 u. abs.) seguindo-se por ordem crescente o vinho conservado com aparas
de carvalho francés (7.22 u. abs.) e o vinho conservado sem aparas (7.83 u. abs.).
Relativamente aos restantes parametros, ndo foi possivel verificar uma tendéncia clara
entre o vinho conservado com as aparas de cerejeira comparativamente aos restantes.
Provavelmente a utilizagdo de tempos de conservagdo mais perlongados ou a utiliza-
¢do de diferentes doses de aparas poderdo potencialmente contribuir para eventuais
diferengas. Neste sentido CHINNICI ef al. (2014), ao estudarem a evolugao de vinhos
tintos em barricas de madeira de cerejeira e de carvalho verificaram que s6 para tempos
de conservagao mais perlongados (4 meses) foi possivel constatar diferengas mais evi-
dentes entre os vinhos.

No que diz respeito a forma como evoluiram os teores das antocianinas monoglu-
cosiladas analisadas (quadro 1), em todos os vinhos essa evolucdo foi caraterizada no
geral por uma oscilagdo dos valores ao logo do tempo, ndo ocorrendo uma tendéncia
de evolucdo clara. Estes resultados, confirmam os resultados ja apresentados para os
teores em antocianinas totais apresentados na figura 1.

Quadro 1 - Evolucdo dos teores de algumas antocianinas monoglucosiladas (mg/L)
ao longo do tempo nos vinhos conservados em contacto com diferentes aparas de
madeira.

Dias de conservagio

15 dias 30 dias 65 dias
A

monogluc. cr CF AC CE T cp CF AC CE T cp CF AC CE T

Delfinidina- 192 244= 185x 100 175+ |l.98= 155 150+ 073 163+ |5.17& 546f 284x 516x 4.95=
3-monoglue.  0.52°  007°  014°  009° 014> |004° 026° 019° 003" 016> | 001° 002° 016" 026° 014°

Cianidina-3-  0.87+ 125+ 1.95+ 2.62+ 0.78+ 123+ 1.82+ 126+ 1.00+ 151+

monoglue.  071° 024 082 o027 ™4 008 041° o007 o1 M4 | nd Y T SE L

Petunidina-3- 3.82+ 428+ 3.65+ 413+ 454+ [325+ 304+ 373+ 267+ 310+ | 776+ 696+ 713+ 7.61+  6.05+
monogluc. 011' 059 012" 058 0.67° 003  037°  040° 027°  032° | 0.12° 058 067° 003 037

Peonidina-3-  7.21+  9.024 675+ 642+ 596+ |5.98% 584+ 498k 504+ 562+ | 104+ 988+ 100+ 104+ 991+
‘monogluc. 042°  120° 267" 0a9°  1.60°  [0.03*  0.07° 053 023" 229" | 02° 042" 002° 034 071"

Malvidina-3-  20.2+ 21.0& 203+ 19.5¢ 19.54 183+ 15.6+ 172+ 154+ 179+ 358+ 372+ 375+ 39.6+ 36.5+
monogluc o1® 1.7° 0.4° 03" 04° 17° 06 12° 05" 05" | 06 24° 29° 0.4° 29

CP - Vinho com aparas de Carvalho Portugués; CF - Vinho com aparas de Carvalho Francés; AC - Vinho com
aparas de Acacia; CE - Vinho com aparas de Cerejeira; T - Vinho sem aparas. Valores expressos em mg/L de
equivalentes de malvidina-3-monoglucosido; Valores médios com a mesma letra para cada tempo de conserva-
¢ao e para os diferentes vinhos ndo sao significativamente diferentes (p < 0.05).

Porem, no caso da cianidina-3-monoglucosido, verificou-se a tendéncia para um
decréscimo dos seus valores ao longo do tempo em todos os vinhos. Varios autores
(PEREZ-PRIETO et al. 2003; MATEJICEK et al. 2005; DE CONINCK et al. 2006),
tém descrito a tendéncia para um decréscimo dos teores em antocianinas ao longo do
tempo durante a conservagao dos vinhos, incluindo nos vinhos conservados em con-
tacto com aparas de madeira de carvalho. Este decréscimo resulta de uma conjunto
de fatores como sejam, reagdes de condensacdo e de polimerizagdo, precipitacdo
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destes pigmentos e ainda no caso dos vinhos conservados em contacto com a madeira
da ocorréncia de reagdes entre as antocianinas e os componentes fendlicos extraidos
da madeira (JORDAO et al. 2008). De considerar que a tendéncia verificada neste
trabalho ndo traduz a evolucdo acima apresentada, o que podera ser devido ao tempo
de conservagao considerado (65 dias) e como tal ndo ter sido suficiente para se poder
verificar a existéncia de uma clara tendéncia de evolugdo dos valores.

No que diz respeito ao potencial impacto do contacto dos vinhos com as dife-
rentes aparas de madeira, tal como ocorreu para os teores em antocianinas totais,
nao se verificou um efeito diferenciador do potencial impacto das diferentes madei-
ras nos vinhos, embora o vinho testemunha, ap6s 65 dias de conservagdo tenha
apresentado no geral uma ligeira tendéncia para apresentar valores significativamente
mais baixos das diferentes antocianinas monoglucésiladas analisadas. Recentemente
GOMEZ-GALLEGO et al. (2015), em vinhos tintos vinificados com aparas de carvalho
francés e americano constataram também a existéncia de pequenas diferengas ao nivel
dos teores em antocianinas individuais entre os vinhos a quando do seu engarratamento.

A evolugdo dos teores em (+)-catequina e de alguns acidos fendlicos sdo apre-
sentados no quadro 2. Para todos os vinhos verificou-se um decréscimo dos teores de
acido galhico ao longo do tempo de conservagdo. Relativamente ao potencial efeito
das diferentes aparas nos teores de acido galhico, os vinhos estagiados com aparas
apresentaram no geral valores mais elevados deste composto, sendo que apds 65 dias
de conservagdo, os vinhos conservados com aparas de cerejeira apresentaram valores
significativamente mais elevados (13.4 mg/L), seguido do vinho conservado com
aparas de carvalho portugués (10.3 mg/L). Estes resultados poderdo ser resultado de
valores mais elevados deste composto presente nas madeiras referidas e como tal exis-
tir um maior potencial de extragdo de acido galhico para os vinhos. No caso dos teores
em (+)-catequina, constatou-se que ap6s 65 dias de conservagado, foi também o vinho
conservado com aparas de cerejeira o que apresentou valores significativamente mais
elevados (0.93 mg/L). Segundo os resultados obtidos por CHINNICI ez al. (2014) em
extratos de madeira de cerejeira, os flavanois e as procianidinas sdo a principal classe de
compostos quimicos presentes neste tipo de madeira, atingido um valor de cerca de 0.9
mg/g de madeira, sendo um factor diferenciador desta madeira relativamente as madei-
ras de carvalho. Ainda de acordo com estes autores, a (+)-catequina e os seus dimeros
representam cerca de 90% do total de flavanois presentes nesta madeira.

243



Quadro 2 - Evolugao dos teores de (+)-catequina e de alguns acidos fendlicos (mg/L)
ao longo do tempo nos vinhos conservados em contacto com diferentes aparas de
madeira.

Dias de conservagio

15 dias 30 dias 65 dias

Compostos

fendlicos cP CF AC CE T cP CF AC CE T cr CF AC CE T
Acido 26.1+ 351+ 34.5+ 354+ 269+ | 265+ 351+ 341+ 341+ 29.1+| 10.3+ 5.0+ 5.9+ 134+ 93+
galhico 04" 04" 03" 09" 0.1* 05" 09" 1.4° 07" 04" | 027° 0.6" 0.5 04* 09

1.85+ 1.85+ 1.63+ 1.35+ 126+ | 0.79+ 087+ 084+  0.66+ 1.14+| 0.63+ 0.47+ 0.62+ 0.93+ 0.71+

()-Catequina e goor 000t 043" 061° | 026° 068 089 059 014 | 031° 022 026" 0310 014°

Acido trans- 0,02+ 0.04+ 1.53+ 0.05+  0.02+ | 0.09+ 0.18+ 202+  0.10+ 0.05+| 0.12+ 0.29+ 2.54+ 0.16+  0.07+

caftérico ™ 001 001" 005  002° 001" | 0.02° 005" 0445 006" 003*| 006" 030" 036 006 001
Acido 182+ 244+ 289+  224% 258+ | 1765 220+ 245 190+ 224%| 1455 206+ 284+  134= 155+
coutarico ® 043 091° 0165 083" 0.02° | 033* 003 016" 006 009°| 004  019° 049" 016 026
Acido 0204 034+ 078t 029+ 059& | 021+ 033k 0765 026 044 | 0174 010+ 068  0.15: 0.24%
cafeico 005 020° 053 016" 031 | 019" 005 005 004" 027 | 0.06° 008" 012 008" 007
Acido 0.01& 0165 057+ 061+ 063 | 0.10& 003k 043+ 047+ 0474 | 0094 010+ 033+  031: 0304
ferdlico 0.02°  001°  007° 009 005 | 0068 007 003" 014" 003" | 003 005 002° 014" 002"
Fiilcafeico®  0-065  0.07E  O11LL 0105 004% | 0055 007+ 011 0105 003: | 0026 004 0055 004 0.01%
A-caleico 002° 001" 007 009 002 | 005 006" 007 003 001°| 001' 003 003 002 001°
Etil- 0124 012&  012& 012+ 0.I5& | 03+  0.12¢ 012 014+ 0.15: | 0.10& 012+ 003+  0.13: 0.13%
coumarico®  0.04° 008" 005 007" 002" | 004" 009" 005 003° 006" | 001° 001 001" 002° 005

CP - Vinho com aparas de Carvalho Portugués; CF - Vinho com aparas de Carvaﬁl Francés; AC - Vinho com
aparas de Acé{:i"jl; CE - Vinho com aparas de Cerejeira; T - Vinho sem aparas. mg/L de equivalentes de
acido cafeico; mg/L de equivalentes de acido 4-hidrocindmico; Valores médios com a mesma letra para cada
tempo de conservagao e para os diferentes vinhos ndo sao significativamente diferentes (p < 0.05).

No que diz respeito a maioria dos acidos fenolicos analisados (acido coutarico,
ferulico, etil- cafeico e etil-coumarico), também foi possivel constatar um decrés-
cimo dos valores em todos os vinhos ao longo do tempo de conservagao considerado.
Esta tendéncia, confirma anteriores resultados obtidos por outros autores em vinhos
tintos conservados em barricas de madeira de carvalho e de cerejeira (CHINNICI et al.
2014). De salientar que FERNANDEZ DE SIMON et al. (2014) referem um decrés-
cimo mais acentuado dos teores em acido caftarico e coutarico em vinhos conserva-
dos em barricas de cerejeira comparativamente ao verificado com o uso de barricas de
madeira de carvalho.

No caso do acido frans-caftarico, verificou-se que nos vinhos conservados em
contacto com as aparas de madeira ocorreu uma tendéncia para um aumento dos seus
valores, enquanto que para o vinho testemunha, os valores se mantiveram estaveis.
Saliente-se que diversos estudos tém apresentado resultados opostos, isto € alguns estu-
dos referem um continuo decréscimo dos valores (CHINNICI ef al. 2014; FERNAN-
DEZ DE SIMON et al. 2014), enquanto que outros trabalhos referem um aumento dos
teores de alguns acidos cinamicos durante o envelhecimento dos vinhos (GINJOM
et al. 2011). Torna-se importante considerar que a evolugdo dos compostos fenod-
licos nos vinhos, nomeadamente dos acidos fenolicos nao ¢ linear, dependendo de
varios factores, como seja, o tipo de madeira utilizada, o tipo de casta e sua origem
usada na elaboracdo dos vinhos, temperatura a qual o vinho se encontra, as reagdes de
hidrolise que alguns destes compostos sofrem e ainda a sua participagdo em reacdes de
oxidagio (GUTIERREZ et al. 2005; OLIVEIRA et al. 2011; SANZ et al. 2012).
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Por ultimo, relativamente ao potencial impacto das diferentes aparas de
madeiras na evolugdo dos teores dos diferentes acidos fenolicos estudados, os vinhos
estagiados em contacto com aparas de madeira de acécia, apresentaram valores signifi-
cativamente mais elevados nos teores em acido frans-caftarico, acido coutarico e acido
cafeico ao longo do tempo de conservacao considerado. Apds 65 dias de conservagao, o
vinho conservado com aparas de ac4cia apresentou para estes compostos concentragoes
de 2.54 mg/L para o 4cido trans-caftarico, 2.84 mg/L para o acido coutarico e 0.68
mg/L para o 4cido cafeico, enquanto que para os restantes vinhos os valores varia-
ram entre 0.12 e 0.29 mg/L (4cido frans-caftarico), 1.34 ¢ 20.06 mg/L (4cido cou-
tarico) e 0.10-0.17 mg/L (4cido coutarico). Provavelmente esta diferenciagdo podera
ser uma eventual caracteristica dos vinhos conservados em contacto com madeiras de
acacia. Porem, estes resultados deverdo ser considerados como preliminares, devendo
ser objeto de aprofundamento, nomeadamente, entre outros aspetos, através de uma
prévia caracterizagdo do perfil fendlico das diferentes madeiras, nomeadamente as
madeiras de cerejeira e de acacia e ainda a utilizagdo de diferentes doses de aparas a
utilizar e tempos de contacto mais perlongados.

4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos ndo foram totalmente conclusivos relativamente ao poten-
cial impacto da aplicacdo de aparas de madeira de cerejeira e de acacia na evolugao do
perfil fendlico dos vinhos tintos. No entanto os resultados indicam pelo menos que em
termos fenolicos, o impacto da aplicacdo destas novas madeiras ndo se traduz numa
desvalorizacao qualitativa dos vinhos. Assim, ocorre a necessidade de aprofundamento
destes trabalhos, sendo a avaliagdo sensorial um aspecto essencial no ambito do
potencial efeito destas novas madeiras nas caracteristicas qualitativas dos vinhos.
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IDENTIFICATION OF CAFFEIC ACID AS THE MAJOR
COMPOUND PRESENT IN MOSCATEL WINE PROTEIN

HAZE HYDROLYSATE

Ricardo CHAGAS"”": Ana Maria LOURENCO'; Sara MONTEIRO’; Ricardo B. FER-
REIRA’ Luisa M. FERREIRA'

ABSTRACT

Proteins play a significant role in the colloidal stability and clarity of white wines (Sauvage,
et al., 2010). However, under conditions of high temperatures during storage or transportation,
the proteins can self-aggregate into light-dispersing particles causing the so-called protein haze
(Waters, et al., 1992). Formation of these unattractive precipitates in bottled wine is a common
defect of commercial wines, making them unacceptable for sale (Tabilo-Munizaga, et al., 2014).

Previous studies identified the presence of phenolic compounds in the natural
precipitate of white wine (Esteruelas, et al., 2011), contributing to the hypothesis that these com-
pounds may be involved in the mechanism of protein haze formation. The objective of this study
was to isolate and identify the compounds contained in induced wine protein haze precipitate after
alkaline hydrolysis.

Keywords - protein haze, wine, caffeic acid, caftaric acid, protein

The heat-induced protein precipitate from five litters of white Moscatel of Ale-
xandria wine was subjected to alkaline hydrolysis in 2 M NaOH, 10 mM EDTA and
1% (w/v) L-ascorbic acid following a protocol described elsewhere (Nardini, et al.,
2002) with some modifications.

The hydrolyzed sample was subjected to liquid-liquid extraction with ethyl ace-
tate and evaporated to dryness. The extract was further fractionated using rever-
sed phase-high performance liquid chromatography-diode array detector (RP-HPLC-
DAD) (Figure 1).
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Figure 1 - Chromatogram of the extract obtained after alkaline hydrolysis monitored at 320 nm.
Peaks identified in red are the compounds isolated for identification.
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The major compound present was found to be caffeic acid amongst other
minor, unidentified compounds. Caffeic acid was identified by UV-vis spectra and the
structure validated by 1H nuclear magnetic resonance (NMR) (Figure 2).
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Figure 2 - '"H NMR spectrum in CD30D of caffeic acid isolated from the ethyl acetate fraction
of the wine protein precipitate after alkaline hydrolysis.

This work corroborates the observation that phenolic compounds, caffeic acid in
particular, may participate in wine protein haze formation since it is the major
compound bound to the precipitated proteins. After testing isolated wine proteins with
caffeic acid in wine model solution, no differences were registered after heat stress

(Figure 3).
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Figure 3 — Changes in turbidity of wine and wine model solutions measured after heat stability
test. AC — Caffeic acid, MISA09 — Moscatel of Alexandria wine from 2009 vintage, Instituto
Superior de Agronomia.
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CONCLUSIONS

* After analysing the composition of a heat-treated wine sediment, the major, non-
protein compound found was caffeic acid.

* Caffeic acid was previously identified in the composition of natural precipitate of
white wine but was not associated with heat precipitated wine proteins.

* Caffeic acid is not the main causal inducer of white wine protein haze but it may
interact with wine proteins by hydrophobic interactions.

ACKNOWLEDGMENTS

National NMR Facility, supported by Fundagdo para a Ciéncia e a Tecnologia
(RECI/BBB-BQB/0230/2012) and Fundagdo para a Ciéncia ¢ a Tecnologia (FCT)
for financial support under the Ph.D. Grant SFRH/BD/84749/2012.

REFERENCES

Esteruelas, M., Kontoudakis, N., Gil, M., Fort, M. F., Canals, J. M., & Zamora, F. (2011). Phe-
nolic compounds present in natural haze protein of Sauvignon white wine. Food Research
International, 44, 77-83.

Nardini, M., Cirillo, E., Natella, F., & Scaccini, C. (2002). Absorption of Phenolic Acids
in Humans after Coffee Consumption. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50,
5735-5741.

Sauvage, F. X., Bach, B., Moutounet, M., & Vernhet, A. (2010). Proteins in white wines:
Thermo-sensitivity and differential adsorbtion by bentonite. Food Chemistry, 118,26-34.

Tabilo-Munizaga, G., Gordon, T. A., Villalobos-Carvajal, R., Moreno-Osorio, L., Salazar, F. N.,
Perez-Won, M., & Acuna, S. (2014). Effects of high hydrostatic pressure (HHP) on the
protein structure and thermal stability of Sauvignon blanc wine. Food Chemistry, 155,
214-220.

Waters, E. J., Wallace, W., & Williams, P. J. (1992). Identification of heat-unstable wine
proteins and their resistance to peptidases. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
40, 1514-1519.

249






MEJORA DE LOS PARAMETROS CROMATICOS DE
VINOS CV. TEMPRANILLO MEDIANTE EL
MEZCLADO DE UVAS EN DIFERENTES ESTADOS DE
MADURACION.

M. Esperanza VALDES'; Samuel FRUTOS'; Inmaculada TALAVERANO'; Daniel
MORENO'.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue reducir el contenido alcohdlico de vinos elaborados a
partir de uvas de la variedad cv. Tempranillo. Los vinos se elaboraron en la campafia 2015 a
partir de uvas cosechadas en diferentes estados de maduracion: 11 de Agosto con 21 = Brix y 28
de Septiembre con 25 OBrix. Con las uvas de la primera cosecha se elabord un mosto que fue
guardado en frio (2 °C). Las uvas procedentes de la segunda vendimia, previamente despalilla-
das y estrujadas, fueron introducidas en depdsitos de acero inoxidable de 50 L. Tras la maceracion
pre-fermentativa en frio (24 horas), se sangraron los depdsitos y el 50

% (M1) y el 70 % (M2) del mosto fue respectivamente reemplazado por el mismo porcen-
taje del mosto de la primera cosecha. Ademas, se elaboré un vino testigo (T) Unicamente con
uvas procedentes de la segunda cosecha.

El grado alcoholico de los vinos M1 y M2 fue menor que el del vino T. Ademas, los vinos
mostraron diferencias en el pH, de modo que: T>M1>M2. Sin embargo, no se encontraron dife-
rencias significativas en la composicion fendlica ni en los parametros cromaticos. Estos resul-
tados muestran que la mezcla de uvas procedentes de diferentes cosechas podria ser una buena
opcién para evitar la asincronia entre la maduracion tecnolégica y fenolica en ciertas zonas de
cultivo de vid de clima calido.

Palabras clave: grado alcoholico; pH; acidez; color, polifenoles.

1. INTRODUCCION

A lo largo de los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha llevado a cabo
numerosas investigaciones cuyos resultados indican que uno de los principales proble-
mas con los que se encuentra la viticultura extremeia es el desfase temporal existente

! Instituto Tecnoldgico Agroalimentario de Extremadura. Ctra. Céceres s/n, Finca Santa Engracia,
06071 Badajoz, Espafia. E-mail: esperanza.valdes@gobex.es.
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en nuestros vifiedos entre la madurez del hollejo (parte de la uva donde se sitiian los
compuestos responsables del color, astringencia, y aroma) y la de la pulpa (zona en la
que se situan los azucares que se transformaran en alcohol, y los acidos) [Valdés et al.
(2009); Guerra et al. (2010 a y b)]. De modo que el momento 6ptimo para vendimiar
en funcion del contenido de azucares y acidos ocurre en fechas diferentes al de los
antocianos (compuestos responsables del color) y taninos (astringencia).

Ante esta situacion, que es generalizada en muchas zonas vitivinicolas
de climatologia semejante a la nuestra, se estan buscando soluciones que hasta ahora
se han planteado principalmente desde el punto de vista tecnologico. Otro tipo de estra-
tegia, no abordada hasta ahora en nuestra region, es el de actuar a nivel vitivinicola.
La alternativa es fermentar mostos de menor contenido en azlcares, y mas equilibrados.
Para ello, se trata de obtener el mosto procedente de las uvas eliminadas mediante la
operacion de aclareo de racimos, (este mosto tendra poco contenido azucarado, baja
concentracion de sustancias fenolicas y buena acidez), conservarlo y vinificarlo con-
juntamente con el mosto procedente de uvas maduras fenolicamente hablando (que
aunque escasa acidez, tendrdn gran contenido azucarado y buena dotacion
fenolica). El fundamento de esta técnica, denominada de la doble vendimia se basa
en fermentar un hollejo totalmente maduro con una pulpa insuficientemente madura.
Investigaciones y ensayos efectuados por Balda y Martinez de Toda (2010), indican
que es posible disminuir entre un 15 y un 20 % el grado alcohdlico de los vinos con esta
técnica, sin afectar negativamente a su composicion quimica ni a su calidad sensorial.
Ademas, se trata de un proceso natural, en el que se utilizan unicamente los recursos
del propio vifiedo, por lo que puede expresar todas sus caracteristicas propias (terruilo,
personalidad), sin necesidad de recurrir a tecnologias nuevas, caras, poco conocidas y
menos respetuosas con el vino. Este estudio pretende responder a dos de los problemas
que tiene actualmente planteados el sector viticola extremefio: la determinacion de la
madurez fendlica en diferentes zonas extremefias y la elaboracion de vinos de menor
grado alcohodlico. Ambas preocupaciones han sido ampliamente expresadas y deman-
dadas en diferentes foros por bodegueros, viticultores y asociaciones relacionadas con
la vifia y el vino extremeflos al equipo investigador de este proyecto.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 - Seguimiento de maduracion

A fin de determinar las fechas de vendimia, en un vifiedo (cv. Tempranillo) perte-
neciente a CICYTEX, se realiz6 un seguimiento del ciclo de maduracion analizandose
los siguientes parametros: peso de baya, solidos solubles totales, pH, acidez titulable,
contenido en acido tartarico y malico, potencial polifenolico total y extraible, potencial
antocianico total y extraible, taninos totales y extraibles segun la metodologia de
Gamero et al. (2014) y Sarneckis et al. (20006).
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2.2 - Elaboracion de los mostos

Con las uvas de la primera vendimia se obtuvo un mosto segun el procedimiento
general de obtencion de mosto para vinificacion en blanco (despalillado-estrujado y
leve prensado). El mosto obtenido fue desfangado, sulfitado y conservado en refri-
geracion (2° C) para poderlo emplear posteriormente hasta el momento de la segunda
vendimia

Las uvas de la segunda vendimia fueron unicamente despalilladas y estrujadas y
la correspondiente pasta, tras ser homogenizada, se distribuyd en depdsitos de
acero inoxidable de 50 L.

2.3 - Elaboracion de los vinos de doble vendimia

El proceso de elaboracion de los vinos se muestra en la Figura 1.

A las 24 horas de encubarse las pastas procedentes de la segunda vendimia, se
realizo el sangrado (extraccion de liquido de los depositos). De los distintos
depositos, se extrajeron volimenes de mosto correspondientes al 0, 50 y 70 % del
volumen total de la pasta-mosto del correspondiente depoésito. El mismo volumen de
mosto extraido fue reemplazado por el mosto procedente de la primera vendimia, de
modo que se vinificaron los siguientes tratamientos:

* T (Testigo): Pasta procedente de la 2 vendimia y mosto obtenido de la segunda
vendimia.

* M1 (Mezcla I): Pasta procedente de la 2 vendimia y mosto mezcla (50 % mosto de la
primera vendimia y 50 % mosto de la segunda vendimia).

* M2 (Mezcla 2): Pasta procedente de la 2 vendimia y mosto mezcla (70 % mosto de la
primera vendimia y 30 % mosto de la segunda vendimia).

Las mezclas pastas-mostos resultantes fueron sulfitadas, homogeneizadas de
nuevo ¢ inoculadas con levaduras seleccionadas (Viniferm CR, Agrovin) en dosis de
20 g/hL. No se llevé a cabo ninguna correccion de acidez para no interferir en los
resultados analiticos ni se adicionaron otros productos enoldgicos. La maceracion-fer-
mentacion tuvo lugar a temperatura controlada (25 °C). Todos los dias se procediod
a efectuar un remontado, asi como el seguimiento de la cinética de fermentacion
alcoholica mediante el correspondiente descenso de la densidad los primeros dias y
posteriormente por la medida de azicares residuales. Una vez finalizada la fermenta-
cion ( contenido en aztcares residuales menor de 2 g/L) se procedid al descube de los
diferentesdepdsitos, obteniéndose los correspondientes vinos yema.
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Cada tratamiento se efectud por triplicado tal y como refleja la Figura 1

Pasta-mosto homogéneo de la 22 Vendimia

9 @ @

| Testigo | l Sangrado de deposito al 50% I l Sangrado de deposito al 70% I

[ Mosto conservado a 22 C de la 12 Vendimia J

Figura 1 - Proceso de elaboracion del vino realizado a partir del mosto de la primera vendimia
conjuntamente con pasta obtenida en la segunda vendimia.

2.4 - Analisis de los vinos

En los mostos y vinos se analizaron los correspondientes parametros generales
(densidad, solidos solubles totales, grado alcoholico probable, grado alcohélico, pH,
acidez titulable), seglin las recomendaciones de la OIV. El contenido en acido mélico y
tartarico, en un multianalizador EasyChem [Valdés et al. (2009)], parametros fendlicos
(Fenoles totales, antocianos y taninos) y cromaticos segun las metodologias propuestas
por Ribereau Gayon et al. (2000) y los parametros CIELAB segiin Heredia et al. (2004).
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3. RESULTADOS

3.1 - Caracteristicas fisico-quimicas de las uvas y los mostos procedentes de
las diferentes vendimias

Las Tablas 1a muestra la caracterizacion fisico-quimica de las uvas procedentes
de la primera y segunda vendimia y la Tabla 1b la de los correspondientes mostos.

Tabla 1a. Caracterizacion fisico-quimica de las bayas procedentes de las dos vendi-
mias.

Madurez tecnolégica de la baya
12 Vendimia (11-8- 27 Vendimia (28-9-
Parametro
2015) 2015)
Peso de baya (g) 2,2 1,7
Solidos solubles totales (°Brix) 21,6 25,0
pH 38 39
Acidez titulable (g/L) 57 46
Acido malico (g/L) 2,2 1,3
Acido tartarico (g/L) 6,3 47
Madurez fenoélica de la baya
PPT (u.a.) 39,8 64,4
PPEX (u.a.) 224 353
PANT (mg Cloruro de malvidina/L) 308,6 527,8
PAnEXx (mg Cloruro de malvidina/L) 1375 2545
TnT (mg catequina /L) 666 951
TnEx (mg catequina /L) 299 454
Extractabilidad antocianos (%) 55 52
Madurez de las semillas (%) 75 71

Tabla 1b. Caracterizacion fisico-quimica de los mostos procedentes de las dos vendi-

mias.
SR, 12 Vendimia (11-8- 2% Vendimia (28-9-

2015) 2015)

Densidad (g/L) 1078 1102

Solidos solubles totales (°Brix) 15,72 24 66
Grado alcoholico probable (% viv) 10,5 143
pH 349 4,04

Acidez titulable (g A.Tartéricoll) 4,70 524
Acido tartarico (g/L) 3,31 452

Acido malico (g/L) 1,65 178

PPT (u.a.) 8,26 42,52

Antocianos (mg Cloruro de Malvidina/l) 0,27 2,05

255




Es necesario destacar que en el caso del mosto de la primera vendimia, durante
el proceso de conservacion perdid algo de acidez, puesto que la acidez de las uvas de
partida fue 5,7 g 4cido tartarico/L.

3.2 - Caracterizacion fisico-quimica de los mostos mezcla

La Tabla 2 muestra la composicion de los mostos T, M1 y M2 inmediatamente
después de ser obtenidos y antes de comenzar a fermentar. T (mosto testigo) presentd
el mayor grado alcoholico probable, pH, contenido en polifenoles totales, antocianos e
indice de color. Por otro lado, entre los tratamientos M1 y M2 inicamente se hallaron
diferencias estadisticas en el °Brix presentando M2 (tratamiento con mayor porcentaje
de mosto de la primera vendimia) el menor valor.

Tabla 2 - Caracterizacion fisico-quimica de los mostos de partida.

Tratamiento
Parametros generales T M1 M2
Densidad (g/L) 11022 1094> 10890
Sdlidos solubles totales (°Brix) 24,662 21,63 20,05¢
Grado alcohdlico probable 14,62 12,50 11,9¢
pH 4,042 3,87 378
Acidez titulable (g/L) 5,242 4,822 4,842
Acido tartarico (g/L) 4,522 4,3920 4,33°
Acido malico (g/L) 1,782 1,692 1,702
PPT (u.a) 12,452 8,43b 7,435
Antocianos (mg cloruro de malvidina/L) 42,512 24,34b 23,340
Taninos (mg catequina/L) 170,822 207,742 175442
Parametros cromaticos C M50 M70
indice de color 2,052 1,320 1,160
Tonalidad color 1,002 1,042 1,012
L 89,220 92,412 93,142
a* 9,952 6,480 5,820
b* 4,862 3,952 3412
c* 11,222 7,590 6,75°
H* 25,942 31,332 30,192
%Amarillo 44,312 45,602 44,802
%Rojo 44,482 43,822 44,262
%Azul 11,212 10,582 10,942

En negrita, parametros que presentan diferencias significativas
Para el mismo parametro letras distintas indican diferencias significativas al 5% (Tukey).
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3.3. - Caracterizacion fisico-quimica de los vinos obtenidos

La Tabla 3 muestra la caracterizacion fisico-quimica de los vinos obtenidos. Tal
y como se pretendia, la graduacion y el pH de los vinos M50 y M70 fue menor. En
ambos casos T>M1>M2. Por otra parte, en lo que respecta a composicion
fenodlica y caracteristicas cromaticas, las diferencias enologicamente hablando apenas
fueron perceptibles. Por tanto, la tecnologia propuesta es una buena alternativa para
mejorar la calidad de los vinos procedentes de uvas con problemas de sincronia entre la
madurez de la pulpa y el hollejo. Ademas, es muy importante considerar que el proceso
es facilmente implantable en bodega.

Tabla 3 - Caracterizacion fisico-quimica de los vinos (fin de fermentacion alcohoélica).

Tratamiento
Parametros generales T M1 M2
Grado alcohélico (% v/v) 14,102 13,672 12,68>
Extracto seco (% p/p) 38,902 32,602 29,872
A. Malico (g/L) 1,282 1,292 1,232
A. Tartarico (g/L) 2,30 2,39 2,602
pH 3,942 3,872 3,820
A. Titulable (g acido tartarico/L) 4,962 4722 4,692
A. volétil (g 4cido acético/L) 0,142 0,152 0,162
Parametros fenolicos T M1 M2
Fenoles totales (mg acido galico/L) 1456,112 1617,672 1516,342
Antocianos (mg Cloruro de malvidinal/L) 221,000 249,522 233,592
Taninos (mg catequinas/L) 1151,180 1227 4920 1596,212
Catequinas (mg/L) 598,562 749,672 677,442
Antocianos copigmentados (%) 40,880 44,18 45,632
Parametros cromaticos T M1 M2
IC 5,452 5,872 5,592
TC 0,692 0,650 0,630
L 74,542 73,552 74732
a* 30,642 34,802 34,432
b* -2,672 -3,112 -3,402
c* 30,752 34,94a 34,592
H* 175,062 174,892 174,352
% Amarillo 35,382 34,782 34,140
% Rojo 51,450 53,192 54,112
% Azul 13,172 12,022 11,742

En negrita, parametros que presentan diferencias significativas.
Para el mismo parametro letras distintas indican diferencias significativas al 5% (Tukey).
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INFLUENCIA DE FATORES CULTURAIS EM
PARAMETROS DE MATURACAO DE UVAS
DE DIFERENTES CASTAS NA REGIAO DE BORBA

Elsa BORRALHO'; Helena FERREIRA?; Oscar GATO?; Jodo BARROSO*

RESUMO

O presente trabalho contempla os resultados das analises de controlo de maturagdo
obtidos na vindima de 2014, em algumas das parcelas da Adega de Borba, em particular na
evolugo do teor de antocianas nas castas Touriga Nacional, Syrah e Cabernet Sauvignon durante
a maturacdo. Este estudo teve em consideracao diferentes niveis de factores culturais nas parcelas
de cultivo, nomeadamente tipo de solo, vigor das plantas e produtividade das mesmas. Os solos
mais profundos e férteis sdo os que apresentam melhores resultados nos parametros qualitativos
em todas as castas (teores de agucares e antocianas mais altos), com maior evidéncia na casta
Syrah. A acumulagdo de antocianas e aglcares ¢ mais rapida nas plantas com menor vigor e
menor producdo. Durante a maturag@o, as plantas com menor vigor sdo as que apresentam maior
concentragdo de antocianas, com excepcao da casta Cabernet Sauvignon em solos menos férteis,
onde as plantas mais vigorosas e produtivas tém maior concentra¢ao de antocianas.

Palavras-chave: Maturagdo, Antocianas, Touriga Nacional, Syrah, Cabernet Sauvignon,
Borba

1 INTRODUCAO

Ha varios anos que a Adega de Borba se disponibiliza a analisar as amostras
de controlo de maturacdo dos seus associados, consciente de que para garantir quali-
dade nos vinhos ¢ necessaria garantir a qualidade da matéria-prima. Em 2006, a Adega
adquiriu um equipamento de Espectroscopia por Infravermelho Proximo (NIR), Infra-
Xact Foss. Esta tecnologia permite uma analise simples, rapida e mais completa da
matéria-prima, com determinacdo dos parametros brix, pH, antocianas totais (mg/kg)
¢ polifenois totais a 280 nm (ua/g) (COZZOLINO et al., 2006), os dois Gltimos permi-
tem-nos conhecer a composi¢ao fendlica das uvas.

1,2 3
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Os compostos fenolicos revestem-se de grande importancia em enologia uma
vez que estdo relacionados, directa ou indirectamente com a qualidade dos vinhos. Sao
eles os responsaveis pela cor, corpo e adstringéncia dos vinhos (CABRITA ez al., 2003).

Desde entdo a Adega tem feito varios estudos de evolugdo e comportamento das
diferentes castas e parcelas do seu cadastro de socios, com o objetivo de conhecer
e classificar as parcelas e castas no que respeita a sua evolugdo e acumulagdo de
antocianas. Em 2014, a grelha de valorizagdo de pagamento de uvas tintas foi alterada,
passando o teor de antocianas a ser considerado para efeitos de valorizacdo das uvas
em determinadas castas, ou seja, os produtores sdo cada vez mais parte interessada na
qualidade dos seus produtos.

O processo de maturagdo das uvas inclui um conjunto de reacgdes fisicas e bio-
quimicas, que comega no pintor e acaba com a uva madura, ou seja, quando esta atinge
o potencial maximo de cada componente, para ser sujeita a transformagdes enologicas
ou consumo (TOMAZ, 2013).

A partir da fase de pintor ocorre um importante aumento na quantidade de anto-
cianas presentes na pelicula dos bagos. No entanto a acumulacdo inicia-se 2 a 3 sema-
nas antes do inicio do pintor, antes que a coloragio seja visivel (DARNE, 1988 cit por
TOMAZ, 2013). A evolucdo do conteudo de antocianas ¢ caracterizada por 3 fases
(RIBEREAU-GAYON et al, 2006 cit por TOMAZ, 2013): primeira fase o nivel de
antocianinas apresenta um ligeiro aumento, segunda fase em que demonstra um maior
crescimento e terceira fase em que se observa uma estabilizagdo seguida de decréscimo
até ao fim da maturagao tecnologica.

Segundo Guidoni et al. (2008) o teor de antocianas ¢ influenciado por factores
genéticos, caracteristicas do solo, disponibilidade de agua, clima (luz e tempera-
tura), praticas agricolas e presenca de virus nas plantas. Propusemo-nos neste estudo,
avaliar a influéncia de diferentes niveis de vigor e produtividade no processo de
maturacdo das uvas de trés castas em diferentes grupos de solos.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

Para a realizagdo do ensaio, selecionaram-se as castas Cabernet Sauvignon, Syrah
e Touriga Nacional de vinhas dos s6cios da Adega de Borba.

Para cada casta selecionamos parcelas de vinha ou partes destas que representassem os
diferentes niveis de fatores culturais a que nos propomos estudar:
* trés grupos de solos: Grupo E (solos delgados e pobres — Ex, Px), Grupo P (solos pro-

fundos e férteis — Pv, Pvc, A) e Grupo V (solos profundos e pouco férteis — Vx, Vcce);
* dois tipos de vigor: plantas pouco e muito vigorosas (Figuras 1 e 2);
* dois tipos de produtividade: baixa (inferior a 1,5kg/planta) e alta produgdo (superior
a 3kg/planta).

As plantas foram classificadas de acordo com as diferentes combinag¢des de vigor

e produtividade: plantas A (maior vigor, maior produtividade), plantas B (maior

260



vigor, menor produtividade), plantas C (menor vigor, maior produtividade) e plantas
D (menor vigor, menor produtividade).

Figura 1 - Plantas com pouco Vigor. Figura 2 — Plantas com muito vigor.

Em estudo tiveram 32 amostras (Tabela 1), das quais foram recolhidas amostras

semanalmente desde a primeira semana de Agosto até a vindima das diferentes parce-
las (4 a 7 recolhas). Foram recolhidas no total 145 amostras.

Tabela 1 — Identifica¢do e caracterizacao das amostras em estudo

Id.* Casta Tg:)l:e (;lel;’: Vigor Produgao | Class.** Ref.SIG
CEA Cabernet Sauvignon Px Grupo E V+ P+ A 262/2732
CEB Cabernet Sauvignon Px Grupo E V+ P- B 262/2742
CEC Cabernet Sauvignon Px Grupo E V- P+ C 262/3478
CED Cabernet Sauvignon Px Grupo E V- P- D 262/3478
CPA Cabernet Sauvignon Pv Grupo P Vi Pt A 445/2184
CPB Cabernet Sauvignon A Grupo P V+ P- B 262/1909
CPC Cabernet Sauvignon Pv Grupo P V- P+ C 445/2190
CPD Cabernet Sauvignon A Grupo P V- P- D 262/1909
CVA Cabernet Sauvignon Vx Grupo V. V+ P+ A 554/2501
CcvC Cabernet Sauvignon Vx Grupo V. V- P+ C 554/2501
CVD Cabernet Sauvignon Vx Grupo V V- P- D 554/2501
SEA Syrah Px Grupo E V+ P+ A 154/2594
SEC Syrah Px Grupo E V- P+ C 154/2594
SED Syrah Ex Grupo E V- P- D 61/3064
SPA Syrah Pv Grupo P V+ P+ A 445/1232
SPC Syrah A Grupo P V- P+ C 262/708
SPD Syrah A Grupo P V- P- D 262/708
SVA Syrah Vx Grupo V V+ P+ A 578/2571
SVB Syrah Vx Grupo V V+ P- B 554/2499
SvC Syrah Vee Grupo V V- P+ C 288/2581
SVD Syrah Vx Grupo V V- P- D 554/2499
TEA Touriga Nacional Px Grupo E V+ P+ A 262/2734
TEB Touriga Nacional Px Grupo E Vi P- B 154/2592
TEC Touriga Nacional Ex Grupo E V- P+ C 61/3063
TED Touriga Nacional Px Grupo E V- P- D 154/2592
TPA Touriga Nacional Pv Grupo P V+ P+ A 445/1234
TPC Touriga Nacional Pv Grupo P V- P+ C 445/1234
TPD Touriga Nacional Pv Grupo P V- P- D 445/1234
TVA Touriga Nacional Vee Grupo V V+ P+ A 287/767
TVB Touriga Nacional Vx Grupo V Vi P- B 554/2500
vCe Touriga Nacional Vee Grupo V. V- P+ C 287/767
TVD Touriga Nacional Vx Grupo V V- P- D 554/2500

* Id. Amostra: 1%letra corresponde a casta, 2* letra ao solo ¢ 3" letra a classifica¢do de vigor e produtividade.
**Class. - Classificagdo: A=V+P+; B=V+P-; C=V-P+; D=V-P-.
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Os locais de recolha de amostras foram assinalados, de forma a garantir que em
todo o ensaio as amostras respeitassem as suas condicionantes culturais.

2.2 Preparacio de amostras e analise

As amostras recolhidas eram compostas por cerca de 100 bagos recolhidos alea-
toriamente com o pedicelo, tentando-se alternar entre cachos mais ou menos expostos ¢
bagos de diferentes localizagdes no cacho. Uma vez acondicionadas e identificadas, as
amostras foram transportadas para o laboratorio da Adega.

Em laboratorio, as amostras foram trituradas de forma a obter um preparado
homogéneo para analise no NIR InfraXact Foss, sendo os pardmetros em analise: brix,
antocianinas totais (mg/g), pH e polifenois totais a 280 nm (ua/g).

2.3 Tratamento de dados

Na analise da evolugao dos pardmetros da maturagdo, foram definidas em cada
casta as linhas de tendéncia para as diferentes condi¢des culturais em estudo. O trata-
mento dos dados utilizou o programa Excel 2013.

2.3.1 Analise Estatistica

No tratamento dos resultados, das amostras colhidas imediatamente antes da vin-
dima, realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) utilizando o procedimento GLM
do software estatistico IBM SPSS Statistics (versdo 21, 2012) usando a casta e o solo
como fatores fixos e o vigor e produgdo como fatores aleatorios. A separacdo de média
foi efectuada pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas
para p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Evolucio ao longo da Maturacio

De acordo com Guidoni et al. (2008), um dos factores de variagdo de concentra¢do das
antocianas ¢ a genética das plantas. Por analise da figura 3 verificamos que as diferen-
tes castas apresentam diferentes niveis de concentragdo de antocianas totais no final da
maturagdo. A casta Cabernet Sauvignon atinge teores de antocianas totais na ordem
das 1000 mg/kg, enquanto a Touriga Nacional apresenta concentragdes superiores a
1200 mg/kg. A casta Syrah revelou valores de antocianas totais com cerca de
1.100mg/Kg, apesar de maior dispersdo de valores nos diferentes solos.

A casta Cabernet Sauvignon teve melhores resultados qualitativos nos solos V,
destacando- se pela maior concentragdo de antocianas e agucares (Figuras 3-3 ¢ 4-3).
Nos solos mais férteis (Grupos P e V) as plantas menos vigorosas (C e D) tém maiores
concentra¢des de antocianas. Contrariamente nos solos E sdo as plantas A que tém
teores mais altos, o que significa que em solos menos férteis o estimulo de vigor
podera ser benéfico para ganhos na concentragdo de antocianas (Figura 3-1).
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A casta Syrah ¢ casta em estudo que apresenta maior variagdo face ao tipo de
solo, sendo os solos P que apresenta valores mais altos de antocianas e brix (Figuras 3-5
e 4-5). Em todos os solos as plantas D sdo as que apresentam mais rapida concentracao
de antocianas e teores finais mais altos, o0 mesmo acontece em relagdo ao brix. Nos
solos V menor produtividade beneficia a sintese de antocianas (Figura 3-6).

Relativamente a casta Touriga Nacional, os comportamentos das diferentes con-
dicionantes culturais sdo semelhantes nos solos E e P (Figuras 3-7 e 4-8). Nos solos V,
aresposta da casta nas diferentes condicionantes ¢ mais evidente, sendo as plantas com
maior produgdo (A e C) que tém mais rapida acumulagdo de antocianas (Figura 3-9).
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3.2 Resultados no Fim da Maturacao
3.2.1 Castae Solo

No que respeita ao parametro antocianas totais, a analise de varidncia revelou
diferengas significativas (p<0,05) entre as castas Cabernet Sauvignon e Touriga Nacio-
nal. Os valores observados na casta Syrah ndo apresentam diferencas significativas
relativamente as outras castas estudadas (Figura 5-A).

Para o mesmo pardmetro, ndo existem diferengas significativas entre
os solos. As diferengas existentes entre os solos, em particular entre o Grupo V e
os Grupos E e P ndo sdo significativas (Figura 5-B). A interac¢do Casta x Solo ndo ¢
significativa, apesar da casta Syrah no Grupo V apresentar resultados diferentes (Figura
5-C).
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3.2.2 Vigor e Produgio

O fator vigor apresenta diferencas significativas e pela analise da figura 6-A ¢
possivel confirmar que plantas com menos vigor apresentam em média, teores de anto-
cianas totais mais elevados quando comparados com os resultados das plantas com
mais vigor. Estas diferencas confirmam-se na analise da interagao Casta x Vigor (Figura
6-B), em particular na casta syrah, que apresenta diferengas mais acentuadas de niveis

de antocianas totais para o fator vigor.

A B

Antocianas (mg/kg)
g
[—
"
Antocianas (me/ke)
g 2
—a—
[—

abemet Sauvignon ah Touriga Nac
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Figura 6 - Intervalos de confian¢a a 95% das Antocianas (mg/Kg) associadas aos
fatores: A-Vigor; B-Casta x Vigor

No que respeita ao fator producdo, a interagdo Casta x Producao
revelou significativa para o pardmetro antocianas totais (Figura 7).
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Figura 7 - Intervalos de confianca a 95% das Antocianas (mg/Kg) associadas ao fator Casta x Producao

265

18

nao se



Os fatores aleatorios Vigor e Produ¢do ndo foram responsaveis por
diferengas significativas nas antocianas. Todavia na figura 8 confirma-se que em con-
di¢des de menor vigor os teores de antocianas totais sdo mais elevados e nestas condi-
¢des, de menor vigor, produgdes mais altas/planta traduzem-se em teores de antocianas,
em média, mais baixos.
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Figura 8 - Intervalos de confianga a 95% das Antocianas (mg/Kg) associadas aos fatores Vigor e Pro-
dugdo

4 CONCLUSOES

Durante o periodo de maturagdo, verificou-se que os solos mais férteis (P) foram os
que conduziram a melhores resultados nos pardmetros qualitativos em todas as castas
(teores de agucares e antocianas mais altos), com maior expressao na casta Syrah. As
plantas com menor vigor (C e D) atingem maiores concentra¢cdes de antocianas, com
excecdo da casta Cabernet Sauvignon em solos E (menos férteis), onde as plantas
mais vigorosas e produtivas (A) tém maior concentragdo de antocianas.

Na amostragem imediatamente anterior a vindima, verificou-se que o vigor influenciou
significativamente os teores de antocianas totais. Menor vigor traduziu-se em teores de
antocianas totais, em média, mais elevados. A casta, o solo e a produc@o nao conduzi-
ram a diferengas significativas no teor de antocianas totais.
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INFLUENCIA DO “TERROIR” NA QUALIDADE DA

UVA, EM ALGUMAS CASTAS BRANCAS E TINTAS

IMPORTANTES NA SUB-REGIAO DE BORBA, DOC
ALENTEJO

Luis GASPAR'; Helena FERREIRA?; Oscar GATO?; Joio BARROSO*

RESUMO

Com base na quantidade de uva produzida anualmente pelos associados da Adega de Borba,
analisaram-se varios parametros qualitativos durante os ultimos 5 anos, nas vindimas de 2011 a
2015, pretendendo-se contribuir para a caracterizagao de algumas das principais castas do encepa-
mento da sub-regido de Borba. Através do acompanhamento da evolugdo de parametros analiticos
de qualidade da uva, tais como GAP, acidez total em castas brancas e também antocianas em castas
tintas, com origem em diferentes solos na sub-regido de Borba, recolheram-se amostras de uva
durante a maturagdo e a vindima, para contributo na diferenciagdo qualitativa de algumas castas.

Palavras-chave: casta, solo, “terroir”, parametros qualitativos, acidez total, antocianas,
GAP, Antdo Vaz, Arinto, Alvarinho, Touriga Nacional, Syrah.

1 INTRODUCAO

A Adega de Borba tem como rotina a avaliagdo continua e sistematica das uvas
que sdo entregues pelos seus associados anualmente, determinando diversos parame-
tros qualitativos com efeito direto na valorizagao do pagamento da uva. Estas uvas sdo
acompanhadas e identificadas através de um Sistema de Informagdo Geografico, sendo
originarias de parcelas homogéneas e perfeitamente integradas na rastreabilidade da
Adega. Com esta analise pretende-se contribuir para o aprofundamento do conceito
“terroir” as uvas, em que a falta de estudos ¢ recorrente, sendo verdade que tal como
¢ referido por (WHITE, 2003), ¢ sempre muito dificil quantificar a relacdo existente
entre o terroir e as caracteristicas dos vinhos neles produzidos. O “terroir” representa
um territdrio de dimensao variavel, definido pela associa¢do da componente geologica,
pedologica e paisagistica, na qual a resposta da videira ¢ considerada reprodutivel para
um dado clima (Magalhaes, 2008,citando Riou et al. 1995 ¢ Morlat, 1996).

1,2 3

e ° Adega Cooperativa de Borba, C.R.L.; Largo Gago Coutinho e Sacadura Cabral
25 — Ap. 20; 7151-913 Borba, Portugal.
E-mail: 'elsa.borralho@adegaborba.pt; *helena.ferreira@adegaborba.pt;
‘oscar.gato@adegaborba.pt;
* Departamento de Fitotecnia, Universidade de Evora. 7000 Evora, Portugal.
E-mail: jmmb@uevora.pt

267



Assim, o terroir ¢ caracterizado e dependente de tantos fatores, que ¢ impossivel
analisa-los todos de uma vez, necessitando de os individualizar estudando-os em sepa-
rado.

A casta e o tipo de solo s2o dois dos fatores que influenciam a qualidade das uvas.
(LEEUWEN, 2004) afirma que ¢ dificil estudar o efeito de todos os parametros relati-
VoS ao conceito “terroir” numa Uinica experiéncia, os vinhos sdo produzidos de uvas que
se desenvolvem nos mais variados tipos de solo, e nem sempre ¢ possivel estabelecer
uma relagdo direta entre os tipos de solo e a qualidade dos vinhos (SEGUIN, 1983).
Dando continuidade a um trabalho que vem ja sendo feito desde 2003, e tendo neste
momento bastantes dados para analisar, optou-se por fazer esta exposi¢do baseada nos
ultimos 5 anos, de maneira a perceber de que forma os tipos de solo da sub-regido
de Borba, solos de Xistos e solos de Argilo-calcarios e algumas castas poderdo estar
associados a qualidade das uvas e consequentemente aos parametros qualitativos dos
seus vinhos, contribuindo igualmente para a identificagao de caracteristicas qualitativas
associadas aos “terroir” na regiao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Caracterizac¢io geral da andlise

Para a analise do pardmetro antocianas totais, as amostras das uvas que foram
colhidas na vinha, eram compostas por cerca de 100 bagos recolhidos aleatoriamente
com o pedicelo, tentando-se alternar entre cachos mais expostos e mais resguardados.
As amostras foram acondicionadas em sacos de plastico devidamente identificadas,
armazenadas em ambiente refrigerado e transportadas até ao laboratorio. No laborato-
rio, as amostras foram analisadas por NIR - InfraXact Foss, segundo o método descrito
por Ferreira et al. (2007).

Na analise dos parametros Grau Alcoolico Provavel — GAP e Acidez Total, as
amostras das uvas foram recolhidas na bascula durante a vindima, através de um colhe-
dor de amostras, que tritura as uvas e canaliza 0 mosto para uma cuba de rececdo. O
mosto foi de seguida filtrado por um filtro de fluxo de ar com uma porosidade equiva-
lente a 1,2 um. Recolheram-se cerca de 30 ml de mosto, que foram analisados por FTIR
— Infravermelho com Transformada de Fourier (Grapescan FOSS).

Da totalidade das entregas de uva, optamos por utilizar apenas as entregas dos
ultimos 5 anos, entre 2011 e 2015. Das 11.136 entradas de uva na Adega neste periodo,
selecionaram-se 4.022 amostras de uva tinta e 3.250 amostras de uva branca, as quais
associamos os tipos de solo, com base na carta de solos. As amostras s3o originarias de
solos bem definidos ¢ identificados, descritos no quadro 1.
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Tipo de Solo Classificagdo de Solo Descrigdo

Pvc Solos Mediterraneos Vermelhos ou Amarelos de material coluviado de solos Vec
Vee Solos Mediterraneos Vermelhos ou Amarelos de calcarios cristalinos ou marmores
Argilo-Calcari ou rochas crisialofilicas célcio-siliciosas
Vev Solos Mediterraneos Vermelhos ou Amarelos de calcarios cristalinos associados a
outras rochas cristalofilicas basicas
Ex Litossolos (solos esqueléticos) de xistos ou gauvaques
Xistos Px Solos Mediterraneos Pardos de xistos ou gauvaques
VX Solos Mediterraneos Vermelhos ou Amarelos de xistos

Quadro 1 - Solos ¢ sua descrigdo segundo a carta dos solos de Portugal 30B

Separaram-se as amostras de acordo com a sua proveniéncia, em dois “terroir”
distintos, solos de Xisto da freguesia de Rio de Moinhos, concelho de Borba e solos
Argilo-calcarios da freguesia de Arcos, concelho de Estremoz e Argilo-calcérios da fre-
guesia da Matriz, concelho de Borba, sendo apenas selecionadas amostras destes dois
“terroir”, tal como identificados na figura 1.

Figura 1 — Representagdo grafica dos “terroir” analisados; 1- “Terroir” Argilo-calcarios; 2- “Ter-
roir” Xistos

O “terroir” identificado como 1 representa a zona de extracdo de marmores, com
solos argilo-calcarios, sdo profundos e férteis, com poucas zonas declivosas e boa capa-
cidade de armazenamento de agua, sendo classificados como Vcc, Pvc e Vev descritos
no quadro 1, e no “terroir” 2 encostado ao sopé da Serra de Ossa a sul, solos pouco
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profundos mais fracos e delgados com exposicdo essencialmente para norte e oeste
normalmente em cota mais alta, com solos de xisto classificados como Vx, Ex e Px,
descritos no quadro 1.

Na analise de tendéncias das castas tintas durante a maturagdo da evolugao das
antocianas, foram selecionadas as amostras das castas Alicante Bouschet, Cabernet
Sauvignon, Syrah e Touriga Nacional, correspondentes a 387 amostras.

Para as castas brancas foi considerado no estudo a tendéncia de evolugdo da
Acidez Total.

2.2. Anailise Estatistica

Para a analise do pardmetro antocianas totais, utilizdmos os resultados da ana-
lise imediatamente antes da vindima, num total de 154 amostras, nas castas Touriga
Nacional, Syrah, Cabernet Sauvignon e Alicante Bouschet em “terroir” de xistos ¢ em
“terroir” de argilo-calcarios, nas campanhas de 2014 ¢ 2015.

No tratamento dos resultados, das amostras recolhidas a vindima, realizou-se uma
analise de variancia (ANOVA) utilizando o procedimento GLM do software estatistico
IBM SPSS Statistics (versao 21, 2012) usando a casta e o tipo solo/terroir como fatores
fixos. A separagdo de média foi efectuada pelo teste de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas para p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagao das vindimas de 2011 a 2015
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Figura 2 — Caracterizagdo das vindimas: Produtividade (Kg/Ha), média GAP e média Acidez
Total (g.Ac.Tartarico/L)
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3.2. Evolucio dos parametros analiticos ao longo da maturacio e vindima
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Figura 3 — Evolugao das Antocianas (mg/Kg) nas castas tintas durante a maturagio ¢ vindima,
por tipo de solo (I) e por casta (II), nas campanhas de 2014 e 2015

Analisando a evolucdo das antocianas durante a maturagao, na figura 3-I verifica-
mos que no terroir de xistos, a concentracdo de antocianas é superior na fase inicial da
maturagdo ¢ no inicio da vindima, o que demonstra que neste “terroir” a precocidade ¢
evidente, comparando com o “terroir” dos argilo-calcarios.

Ja relativamente a figura 3-11, verificamos que a concentragdo de antocianas no
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Alicante Bouschet é superior durante toda a fase de maturagio. A vindima, a Touriga
Nacional por ser uma casta um pouco mais tardia, ¢ a segunda casta com maior con-
centracdo de antocianas, o qual se reflete numa fase final da maturacdo. Das quatro
castas analisadas, a Cabernet Sauvignon ¢ a que apresenta menores concentragdes de

antocianas.
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Na figura 4-1, para os “terroir” analisados, podemos verificar que a evolucdo da
acidez total nas castas brancas, para ambos os “terroir”, se mantém em descida cons-
tante ao longo da vindima, mas sempre paralelas com os “terroir” de argilo-calcarios,
nos quais existe maior acidez durante a vindima em relacdo aos xistos, para os 5 anos
estudados. A figura 4-1I, demonstra a evolugdo da acidez total por casta ao longo das
vindimas dos ultimos 5 anos, onde se destacam as castas Arinto e Alvarinho com valo-
res de acidez mais elevados e a Antdo Vaz com valores menores, bastante inferior das
castas referidas anteriormente.
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Figura 5 — Média das Antocianas (mg/Kg) (I), do GAP (IT) e da Acidez Total (g.Ac. Tartarico/L)
(IIT) na casta Syrah, por tipo de solo, durante o periodo de vindima nas campanhas de 2014 ¢ 2015

Analisando as médias da concentragdo das antocianas na casta Syrah, por tipo
de solo, na figura 5-I verificamos que existe tendencionalmente maior concentragao
nos “terroir” de xisto, que podera ser indicador de melhor adaptacdo da casta a este
“terroir”, refletindo-se também na média do GAP representado na figura 5-1I, em que a
média do GAP ¢ ligeiramente superior nos “terroir” de xisto.

Na analise das médias das antocianas na Touriga Nacional, na figura 6-I reflete-se
uma tendéncia do seu valor ser superior nos “terroir” argilo-calcarios estudados, em
relagdo aos xistos. Comparando a Syrah e a Touriga Nacional nos “terroir” analisa-
dos, verificamos diferengas entre estas duas castas, em que a Syrah apresenta melhores
parametros qualitativos em termos médios no “terroir” estudado de xisto, ao passo que
a Touriga Nacional apresenta melhores pardmetros qualitativos no “terroir” argilo-cal-
cario em analise.
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na casta Touriga Nacional por tipo de solo, durante o periodo de vindima, nas campanhas de 2014
e 2015

3.3. Influéncia nos niveis de antocianas totais a vindima (anos de 2014 e 2015)

Nesta analise pretendiamos verificar se os “terroir” de xistos de Rio de Moinhos
e de argilo-calcarios de Arcos ¢ Matriz revelavam, para as castas em estudo, diferencas
significativas na maturagao fenolica das uvas, independentemente de fatores aleatorios
como 0 ano, o clima e/ou fatores culturais.
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Figura 7 - Intervalos de confianga a 95% das Antocianas (mg/Kg) associadas aos fatores: A- Ter-
roir; B- Casta

No que respeita ao pardmetro antocianas totais, a analise de varidncia revelou
diferengas significativas (p<0,05) entre os dois “terroir” em estudo. No “terroir” de
xistos, as castas estudadas apresentam em média um valor de antocianas totais mais
baixo do que no “terroir” de argilo-calcarios (Figura 7-A). Os resultados no “terroir” de
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xistos poderdo estar associados as condigdes de stress hidrico severo durante a matu-
ragdo das uvas, que antecipam a vindima uma vez que as uvas atingem a maturagdo
tecnolodgica (niveis de Brix / GAP mais elevados), sem terem atingido a maturagio
fenologica (niveis de antocianas totais mais baixos).

No mesmo parametro, todas as castas revelam diferengas significativas entre si,
a excecdo das castas Syrah e Cabernet Sauvignon, que nao sao. Pela analise da figura
7-B, a casta Cabernet Sauvignon foi a que apresentou, em média, teores mais baixos de
antocianas comparativamente com as outras castas em estudo.
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Figura 8 - Intervalos de confianga a 95% das Antocianas (mg/Kg) associadas aos fatores: Casta
x Solo

Na analise da interagao Casta x Terroir, as diferengas apresentadas nao foram
significativas. Confirma-se em todas as castas que os teores de antocianas totais sdo
mais altos no “terroir” de argilo-calcario (figura 8). Neste “terroir”, a partida com maior
disponibilidade de agua, logo associado a menores condi¢des de stress, a acumulacao
de antocianas ¢ favorecida, uma vez que a vindima s6 ocorre quando ¢ atingido o nivel
da maturag@o dos agticares. O maior intervalo observado na casta Cabernet Sauvignon,

indicia maior variabilidade desta casta no “terroir” argilo-calcario.

4. CONCLUSOES

Interpretando os resultados relativos as evolugdes na maturagao dos parametros
qualitativos analisados dos 5 anos em estudo, podemos concluir que existem diferen-
cas entre os “terroir” escolhidos e entre as castas analisadas. Nas castas brancas, a
Acidez Total revela-se superior no “terroir” de argilo-calcario em relagdo ao “terroir”
de xistos, onde se nota que a Antdo Vaz ¢ a casta com menor valor de Acidez Total,
nao contribuindo para o perfil de vinhos muito frescos. Na evolugdo das antocianas nas
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castas tintas, durante a maturago, verificamos que nos “terroir” estudados, a Alicante
Bouschet e a Touriga Nacional sdo castas mais tardias e com maior concentracdo de
antocianas. Por outro lado, podemos diferenciar as castas Touriga Nacional e Syrah
em relagdo aos “terroir”, pelo valor médio de antocianas, as quais serdo maiores no
“terroir” de xisto no caso do Syrah e maior no “terroir” de argilo-calcario, no caso da
Touriga Nacional.

Na andlise de variancia verificou-se que o “terroir” e a casta influenciaram signi-
ficativamente os teores de antocianas totais a vindima, no entanto a sua interagdo nao
conduziu a diferencgas significativas. Estes resultados levam-nos a concluir uma vez
mais, que estes dois fatores ndo sdo suficientes para esclarecer as diferengas nos teores
de antocianas totais a vindima, sendo por isso necessario avaliar a influéncia de fatores
aleatdrios como o ano de colheita, a disponibilidade hidrica e de fatores culturais, como
o vigor e a produgdo, para explicar as diferencas neste parametro.
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PERFIL SENSORIAL E FENOLICO DE VINHOS
BRANCOS MONOVARIETAIS PRODUZIDOS COM
CASTAS BRANCAS CULTIVADAS NA REGIAO
DEMARCADA DO DOURO

Alice VILELA"; Silvia MARTINS?; Fernanda COSME'

RESUMO

Os vinhos monovarietais brancos sdo particularmente apreciados pelos consumidores,
porque lhes permite identificar as caracteristicas das respetivas castas. Assim, este trabalho teve
como objetivo estudar o perfil sensorial e fendlico de nove vinhos brancos monovarietais produzi-
dos com castas brancas cultivadas na Regido Demarcada do Douro (Viognier, Viosinho, Touriga
Branca, Gewiirztraminner, Sauvignon Blanc, Encruzado, Chardonnay, Alvarinho e Verdelho).
A avaliagdo sensorial foi efetuada por um painel de provadores, devidamente treinado, de
modo a obter o perfil sensorial de cada vinho através de uma analise descritiva quantitativa. Neste
sentido, o vinho que mais se destacou, em quase todos os descritores sensoriais avaliados, foi o
vinho monovarietal da casta Gewlirztraminner, nomeadamente nos descritores aroma ¢ flavor a
frutos tropicais, seguido dos vinhos monovarietais da casta Alvarinho e Encruzado que se destaca-
ram pela cor. O vinho monovarietal da casta Encruzado ainda se destacou pelo aroma herbdaceo
e sabor amargo. A casta Verdelho apresentou maior teor em compostos fenolicos, ao contrario
da casta Gewlirztraminner, que apresentou o teor mais baixo.

Palavras-chave: Regido Demarcada do Douro, Viognier, Viosinho, Touriga Branca,
Gewiirztraminner, Sauvignon Blanc, Encruzado, Chardonnay, Alvarinho, Verdelho, perfil senso-
rial.

1. INTRODUCAO

O sector vitivinicola em Portugal tem um peso sociocultural e econémico de
relevo. Contudo, ¢ um sector muito competitivo, exigindo constante inovagao e desen-
volvimento de novos produtos, por forma a satisfazer as necessidades dos consumido-
res. Assim, face a procura gradual no mercado nacional e internacional de vinhos bran-
cos, tem-se assistido a sua produg¢do, porém diferenciada quanto as suas caracteristicas

@ Centro de Quimica de Vila Real (CQ-VR), Departamento de Biologia e Ambiente - Edificio de
Enologia, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, 5000-801 Vila Real, Portugal.
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sensoriais (ROBINSON, 2007), podendo esta ser uma vantagem notavel na escolha de
um vinho pelo consumidor, dado estes apresentarem aromas frutados e florais distintos,
muito do agrado do consumidor (MANFROI e RIZZON, 1996).

Logo, um fator de diferenciagdo importante para um vinho branco ¢ a sua com-
posi¢do aromatica. Este parametro estd diretamente relacionado com a casta de onde
provém (VILANOVA et al., 2013). Sabe-se que existem cerca de 260 castas com uma

provavel origem em Portugal ou introduzidas no passado (SIMOES, 2007).
Apesar desta mais-valia tem-se assistido a uma perda da variabilidade existente no nosso
pais, em parte associada a reestruturacdo da vinha, bem como ao progresso em geral,
onde se inclui a globalizagdo, introdu¢do de castas ndo autoctones e as tendéncias de
consumo (MARTINS, 2009).

Este trabalho pretende dar um contributo para um melhor conhecimento dos
vinhos monovarietais de nove castas brancas autoctones e ndo autdctones cultivadas na
Regido Demarcada do Douro.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Vinhos

Os vinhos monovarietais utilizados neste trabalho foram vinificados, a partir
de nove castas brancas cultivadas na Regido Demarcada do Douro, entre as quais as
castas: Alvarinho, Chardonnay, Encruzado, Gewiirztraminner, Sauvignon Blanc, Tou-
riga Branca, Viosinho, Viognier e Verdelho.

2.2. Parametros fisico quimicos convencionais

O teor alcoolico; a acidez volatil; a acidez total ¢ a acidez fixa foram determinadas
de acordo com os métodos descritos pela OIV (2012).

2.3. Compostos fenolicos totais, flavondides e ndo-flavonodides

A determinag@o dos compostos fendlicos totais dos vinhos efetuou-se de acordo
com o método descrito por RIBEREAU-GAYON et al. (1982). Os compostos fendli-
cos nao-flavonodides dos vinhos foram determinados pela absorvancia a 280 nm, apds a
rea¢do com o formaldeido, de acordo com o procedimento descrito por KRAMLING
e SINGLETON (1969). Por diferenga com os compostos fenolicos totais foi possi-
vel determinar os compostos fendlicos flavonoides. Os resultados foram expressos em
equivalentes de acido gélico, através de uma curva de calibracdo elaborada com o 4cido
galico. Todas as determinagdes foram efetuadas em duplicado.

2.4. Determinacio da cor e da capacidade de acastanhamento

A cor foi determinada pela absorvancia a 420 nm (A420 nm) numa cuvette de
Iem de percurso dtico (OIV, 2012). A capacidade de acastanhamento foi determinada
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de acordo com o método descrito por SINGLETON e KRAMLING (1976). Todas as
analises foram realizadas em duplicado.

2.5. Analise Sensorial
2.5.1. Painel de provadores

O painel de provadores era constituido por 10 pessoas, da Escola de Ciéncias da
Vida e do Ambiente, da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Todos os pro-
vadores tinham treino em andlise sensorial. As provas decorreram das 16.00 as 17.00
horas, numa sala com ambiente controlado e material necessario para cada tarefa, de
acordo com a norma ISO 8589:2007.

2.5.2. Prova dos Vinhos

As amostras de vinho foram apresentadas codificadas, com codigos de trés digi-
tos, servidas a temperatura ambiente, em copos apropriados (ISO 3591:1977). Foi
fornecida 4gua mineral e tostas para limpeza do palato entre a avaliacdo das amostras.

Foi efetuada uma Analise Descritiva Quantitativa (ADQ), utilizando-se fichas de
prova com descritores adaptados de acordo com o procedimento descrito por MON-
TEIRO et al. (2014).

Foram avaliados os seguintes descritores / atributos: cor, limpidez, intensi-
dade, floral, fruta de arvore, frutos tropicais, frutos secos, frutos citrinos, especiarias,
pimento, pimenta verde, mel, herbdceo, baunilha, oxidado, do¢ura, amargo, acidez,
corpo, intensidade, flavor frutado, flavor floral, flavor vegetal e persisténcia, com uma
escala estruturada de 1 a 5 pontos (ISO 4121:2003).

2.6. Analise estatistica

Os resultados da avaliagao fisico-quimica foram submetidos a Andlise de Varian-
cia (ANOVA), ao Teste de Tuckey a 5% de significancia para comparagdo entres as
médias. Aos dados da analise sensorial foi aplicada uma Analise em Componentes Prin-
cipais (ACP) e Analise de Clusters (pela distancia Euclidiana média, método UPGMA
— unweighted pair-group average). A avaliacdo do perfil sensorial das amostras foi
realizada através do grafico aranha. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o
software STATISTICA 2010 (Stat Soft Inc., 2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Parametros fisico-quimicos convencionais

O Quadro 1 apresenta os resultados dos parametros fisico-quimicos convencio-
nais dos vinhos estudados. O teor alcoolico dos vinhos oscilou entre 10,4 ¢ 13,3 %
(v/v), apresentando o vinho da casta Sauvignon Blanc o valor mais elevado. Em relagdo a

acidez total, os vinhos das nove castas apresentam valores que oscilam entre 6,9 ¢ 9,3
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(g/L de acido tartarico). Estes valores sdo semelhantes aos apresentados por GUERRA
(2009) em vinhos monovarietais de castas autdctones da regido Demarcada do Douro.

Quadro 1- Pardmetros fisico quimicos convencionais dos vinhos brancos.

Teor alcodlico Acidez total. Acidez Volatil Acidez fixa
Vinhos (% vIv) (g/L ac. tart.) (g/L 4c. acét.) (g/L 4c. tart.)
Gewiirztraminner 11,8 6.9 0,25 6,65
Chardonnay 12,3 7,6 0,50 7,10
Sauvignon Blanc 13,3 8,8 0,50 8,30
Viognier 11,5 8,2 0,25 7,95
Viosinho 11,7 9,3 0,50 8,80
Touriga Branca 10,7 8,4 0,13 8,28
Verdelho 12,8 72 0,38 6,83
Encruzado 10,4 8,7 0,50 8,20
Alvarinho 11,7 8,5 0,38 8,13

3.2. Compostos fenolicos totais, flavonéides e ndo flavondides

O teor de compostos fenolicos totais dos vinhos das castas estudadas (Quadro 2),
apresentam valores entre 129 e 152 g/L de acido galico, o vinho da casta Gewlirztra-
minner obteve a média mais baixa (129 g/L de 4cido galico), enquanto o vinho da casta
Verdelho apresenta a média mais alta (152 g/L de 4cido galico).

Os ndo flavonoides obtiveram a média significativamente mais baixa (37 g/L de
acido galico) no vinho da casta Viognier. Os valores significativamente mais elevados
dos compostos fenolicos ndo flavonodides foram obtidos nos vinhos das castas Viosinho,
Touriga Branca, Verdelho e Alvarinho. Para os compostos flavondides, os vinhos das
castas Chardonnay e Viognier obtiveram o valor significativamente mais elevado (106
¢ 103 g/L de acido galico, respetivamente) enquanto o vinho da casta Gewiirztramin-
ner apresentou o valor significativamente mais baixo, 82 g/L de acido galico, o que
seria de esperar pelos valores obtidos pelos dois parametros anteriores.

Os vinhos brancos apesar de apresentarem um menor conteudo em compostos
fenolicos, apresentam teores importantes de compostos fendlicos nao flavondides
nomeadamente acidos fenolicos e outros componentes antioxidantes que lhes conferem
um efeito biologico significativo (RODRIGUEZ-BERNALDO et al., 2009).
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Quadro 2- Compostos fendlicos totais, flavonodides e nao-flavondides.

Fenéis Totais Nio flavonéides Flavonéides
Vinhos* (g/L acido galico) (g/L acido galico) (g/L 4cido galico)
Gewiirztraminner 129412 47+1 ¢ 82424
Chardonnay 149+1 € 4341 P 10640 &
Sauvignon Blanc 13302 45+0 b 88+0 b,c
Viognier 140420 3702 10325 8
Viosinho 14241 € sax19 gga @ bec
Touriga Banca 144+2 b 52+1 d 91+1% d
Verdelho 15242 ¢ 53214 9943% T
Encruzado 131202 47+1 € 84+1 % b
Alvarinho 1481 © 53219 95:2d€

* Vinhos com a mesma letra ndo apresentam diferengas significativas para o parametro avaliado (teste de
Tuckey a 0,05% de significancia).

3.3. Cor e Capacidade de acastanhamento

Em relaco a cor dos vinhos brancos (Quadro 3), o valor significativamente mais
baixo estd presente nos vinhos das castas Sauvignon Blanc e Encruzado (0,064 u.a). A
maior capacidade de acastanhamento foi demonstrada pelo vinho da casta Alvarinho
(0,007 u.a), apesar de ndo ser significativamente diferente em relag@o aos restantes. Os
valores obtidos sdo muito proximos de zero o que nos indica que os vinhos so resisten-
tes ao acastanhamento, tal como no estudo de ESCUDEIRO e ALVES (2012), também
neste estudo, o vinho da casta Viosinho apresenta baixa suscetibilidade a oxidagao.

Quadro 3- Cor e capacidade de acastanhamento dos vinhos brancos.

Vinhos* Cor Capacidade de acastanhamento
Gewiirztraminer. 0,0690,001 & ° 0,004+0,001 2
Chardonnay 0,127+0,012¢ 0,001+0,000 2
Sauvignon Blanc 0,064+0,004 2 0,004+0,001 2
Viognier 0,122+0,001 ¢ 0,006+0,001 2
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Viosinho 0,124+0,004 0,000-+0,000 ¢

Touriga Banca 0,089+0,001 b 0,003+0,003 a
Verdelho 0,086=0,002 > P 0,006+0,000 2
Encruzado 0,064+0,001 2 0,003£0,001%
Alvarinho 0,112:0,002 © 0,007+0,000 2

* Vinhos com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para o parametro avaliado (teste de

Tuckey a 0,05% de significancia.

3.4. Perfil sensorial

O perfil sensorial de cada um dos vinhos ¢ mostrado graficamente na Figura 1.
A média dos valores atribuidos pelos provadores a cada atributo ¢ marcada no eixo cor-
respondente. O centro da figura representa o ponto de menor valor da escala utilizada na
avaliacdo, enquanto a intensidade aumenta do centro para a periferia. O perfil sensorial
revela-se quando se faz a conexdo dos pontos.

Cor
Persisténcia s Limpidez
Vegetal P Intensidade
Aroma
Frutado Floral

Floral F'ruta 0
arvore
Intensidade Frqtos_
tropicais
Corpo Frutos Secos -&-Chardonnay
-@-Viosinho
. Frutos
Acidez ciirines +=-Touriga branca
—=-Viogner
Amargo Especiarias
Verdelho
Dogura Pimento —=Alvarinho
Oxidado Pime:;lta —-Encruzado
, verde
Baunilha 3 Mel =#=Sauvignon Blanc
Herbaceo
-M-Gewiirztraminner

Figura 1 - Perfil sensorial dos nove vinhos monovarietais das castas estudadas.

Pela analise da Figura 1, verificamos que o vinho que mais se destaca dos restan-
tes, em quase todos os descritores, ¢ o vinho da casta Gewiirztraminner, seguido dos
vinhos das castas Alvarinho e Encruzado que se destacam pela sua cor. O vinho da casta
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Encruzado ainda se destaca pelo aroma herbaceo e sabor amargo. Os vinhos das castas
Verdelho e Viogner, ndo se destacam em nenhum descritor em particular.

A Figura 2 (A) apresenta os resultados obtidos na Analise de Clusters (distancia eucli-
deana média, método UPGMA — unweighted pair-group average) apds a andlise
sensorial dos diferentes vinhos monovarietais. No dendograma (Figura 2, A), ¢ possi-
vel observar a formagao de trés grupos, identificados a seguir: grupo 1, formado pelos
vinhos das castas Chardonnay, Viosinho e Alvarinho; grupo 2, formado pelos vinhos
das castas Touriga Branca, Viogner, Verdelho, Sauvignon Blanc ¢ Encruzado; Grupo 3
por apenas um vinho pertencente a casta Gewiirztraminner.

Tree Diagramfor 9 Cases Projection of the cases on the factor-plane ( 1x 2)

Compiete Linkage Cases with sum of cosine square >= 0,00
Euclidean distances 2,0
15 .
Chardonnay ! Alvarinho
Viosinho 10 Encruzaga rdonnay
Alvarinho g os H
@ H
Touriga branca 2 0o Viogner |
. o T Verdq Winho | .. T
Viogner 5 ° o Gewiirztraminner
© 05 Sauvignon Blanc °
Verdelho 8 uvig
) w Touriga bréncd
Sauvignon Blanc 10 ° |
i
Encruzado 45 i
Gewiirztraminner 20
"4 3 2 4 o 1 2 3 4 5 6 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Linkage Distance

A B

Figura 2 — (A) Dendograma (analise de clusters) dos diferentes vinhos monovarietais das castas
estudadas. (B) Projecdo da cov-ACP das amostras de vinhos das diferentes castas, avaliados sen-
sorialmente.

Factor 1: 80,55%

o Active

Na analise em componentes principais (ACP) o primeiro componente contribuiu
com 80,55% da variancia total e o segundo com 9,87% (Figura 2, B) Estes valores sdo
superiores a trabalhos onde a mesma analise em Componentes principais foi efetuada
em vinhos de castas brancas (LIANG et al., 2013). A ACP mostra-nos, efetivamente,
que o vinho da casta Gewlirztraminner se encontra isolado, tendo como descritor
importante o aroma a frutos tropicais e o vinho da casta Encruzado tem como principal
caracteristica a sua cor: Os restantes vinhos, apesar de parecerem separados em termos
de grupos, ndo se parecem diferenciar por nenhum descritor em particular e apresentam
caracteristicas semelhantes entre si, dentro do grupo, uma vez que todos os descritores,
exceto a cor e o aroma a frutos tropicais, se parecem localizar no centro da ACP (Figura
2, B).
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4. CONCLUSOES

O vinho que mais se destaca dos restantes, em quase todos os descritores, ¢ 0
vinho da casta Gewlirztraminner, seguido dos vinhos das castas Alvarinho e Encruzado
que se destacam pela sua cor. O vinho da casta Encruzado ainda se destaca pelo aroma
herbaceo e sabor amargo. Os vinhos das castas Verdelho e Viogner, ndo se destacam
em nenhum descritor em particular. O vinho da casta Verdelho apresenta maior teor em
compostos fenélicos, ao contrario do vinho da casta Gewiirztraminner que apresenta o
teor mais baixo na sua constitui¢do. O vinho da casta Viosinho foi o que apresentou
menor suscetibilidade a oxidagao.
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PESQUISA DE MARCADORES QUIMICOS
E SENSORIAIS ASSOCIADOS AO DESCRITOR
“CAUDAS” EM AGUARDENTES VINICAS

Margarida FAISCA "?; Ludovina GALEGO"? Ilda CALDEIRA®*

Resumo

A aguardente vinica pode ser obtida por destilagao continua ou descontinua. No processo
descontinuo, em alambiques, ¢ necessaria a separagdo das fragoes de destilagdo, realizando-se a
eliminacdo da fragdo inicial (cabega) ¢ da fragdo final (cauda).

Este trabalho teve como objetivo encontrar, descritores sensoriais para caracterizar
a fracdo final da destilagdo e correlacionar esses descritores com os compostos volateis mais
abundantes.

Para o efeito, foram realizados, a escala laboratorial, dois ensaios de destilagdo de vinho
branco, com recolha das diferentes fragdes durante o processo de destilagdo.

Os resultados da avaliagdo sensorial, realizado pelo grupo de prova de aguardentes do
INTAV, permitiram seguir a evolugdo do descritor “cauda” ao longo do processo de destilagao,
verificando-se uma relagdo linear significativa entre o volume de destilado acumulado e aumento
da intensidade deste descritor, na fase final da destilagao. Os outros descritores mais frequentes
para a fracgdo final (cauda) foram: pesado, cozido, rango e fumo.

Os compostos volateis maioritarios, na fase final da destilagdo, quantificados por GC-FID
e identificados por GC-MS, foram o 2-feniletanol, o lactato de etilo e o furfural. Foi verificado
que o descritor “cauda” apresentou a relago linear significativamente mais elevada com o teor
em 2-feniletanol.

Palavras-chave: Aguardente vinica, caudas, 2-feniletanol, analise sensorial

1. INTRODUCAO

A aguardente vinica ¢ uma bebida espirituosa que ¢ “obtida por destilagdo a
menos de 86 % vol. de vinho ou de vinho aguardentado destinado a destilagdo ou por
redestilagdo de um destilado de vinho a menos de 86 % vol., com um teor de subs-
tancias volateis igual ou superior a 125 gramas por hectolitro de alcool a 100 % vol., e
com um teor maximo de metanol de 200 gramas por hectolitro de alcool a 100 % vol.”
(Reg. CEE 110/2008).
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A qualidade da aguardente vinica ¢ influenciada pelos fatores solo, clima,
variedade de uva, bem como pelos processos de vinificacdo e armazenamento, destila-
cao e envelhecimento (BELCHIOR et al., 2015).

A destilagdo tradicional realizada em alambique necessita de uma correta
separagdo das fracdes de destilagdo, cabecas, coragdes e caudas, as quais apresentam
uma composi¢do quimica muito diferenciada (LEAUTE, 1990). A fragio final, cauda,
apresenta um aroma pesado ¢ desagradavel, aparecendo o descritor caudas na
avaliacdo sensorial de aguardentes (CALDEIRA et al., 1999; PENA Y LILLO et
al., 2005) mas apresentando uma correlagdo negativa com a qualidade global da aguar-
dente (CALDEIRA et al., 2006). Foi pesquisada em trabalhos anteriores a correlagdo
entre o descritor caudas e o teor de alguns acidos (acético, hexanoico, decandico,
dodecandico), mas ndo foi encontrada nenhuma relagdo (CALDEIRA et al. 2008).

Assim, este trabalho teve por objetivo tentar identificar quais os compostos vola-
teis maioritarios que se encontram mais associados ao defeito sensorial das caudas,
recorrendo para o efeito a técnica de cromatografia gas-liquido de alta resolugdo aco-
plada a um detetor de ionizag¢@o de chama (GC-FID), para a quantificacdo de compos-
tos, ¢ a pesquisa de correlagdes desses resultados com os da andlise sensorial. Este
trabalho pretendia igualmente encontrar mais descritores sensoriais para caracterizar o
aroma associado as caudas.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Destilaciio de vinho a escala laboratorial

Realizou-se uma destilagdo de vinho branco (Quadro 1), num alambique de capa-
cidade maxima de 10 L. O procedimento foi repetido tendo-se efetuado duas réplicas de
destilagao (Ensaio 1 e ensaio 17). Durante a destilagdo, recolheram-se as varias fragdes
de destilagdo para efeitos de andlise sensorial e fisico-quimica, tendo-se recolhido um
total de 14 fragdes por cada destilagao.

Quadro 1 - Composicao fisico-quimica do vinho branco utilizado nos ensaios de des-
tilagdo:

Massa Teor

voliimica alcoodlico Acidez volatil 3 Acidez total
(g/cm3) (%v/v) (g ac. acético/dm ) pH (g ac. tartarico/dm )
0,9882 14,3 0,74 3,50 5,57
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2.2.Analises fisico-quimicas
2.2.1. Vinho branco

No vinho utilizado para os ensaios de destilagdo realizaram-se as seguintes deter-
minagdes analiticas (OIV, 2012): massa volumica — aerometria; titulo alcoomé-
trico volumico-destilagdo ¢ densimetria eletronica; acidez total — titulometria de neu-
tralizagdo; acidez volatil — destilagéo e titulometria. O metanol, acetaldeido e alcoois
superiores foram analisados por GC-FID do destilado, obtido para a determinagdo do
titulo alcoométrico volumico (CT83, 1990).

2.2.2 Fracgoes de destilacio

Nas fra¢des recolhidas durante a destilagdo de vinho branco realizaram-se as
seguintes determinagdes:

Titulo alcoométrico volumico — por cada 80 ml de volume recolhido na destila-
¢do, determinou-se o titulo alcoométrico voliimico por densimetria eletronica, no
aparelho Anton Paar (OIV, 2014)

Metanol, acetaldeido, acetato de etilo, dlcoois superiores e outros compostos
volateis -a quantificagdo de metanol, acetaldeido, acetato de etilo e alcoois superiores
foi realizada por cromatografia gas-liquido de alta resolugdo acoplada a um detetor de
ionizagdo de chama (GC-FID), seguindo a metodologia proposta pela NP 3263
e nas condigdes cromatograficas previamente estabelecidas ¢ validadas para
aguardentes vinicas e bagaceiras (LUIS ef al., 2011). O cromatégrafo utilizado foi o
Focus, (Thermo Scientific, EUA) equipado com um detetor de ionizagdo de chama FID
(250°C), injetor (200°C) a funcionar em modo de divisdo ¢ com uma coluna capilar
de silica de polietileno glicol (DB-WAX da J & W Scientific, Folsom, CA, EUA),
60m x 0,32mm x 0,25 pm. O gas de arraste foi o hidrogénio (3,40 mL/mim) e a razdo
de divisdo de 1:6. O volume de injegdo foi de 1,0 puL. No entanto, como se preten-
dia analisar amostras diferentes (fragcdes de destilagdo) procedeu-se a uma fase inicial
de verificagdo e adaptacdo das condigdes cromatograficas para este tipo de amostra.
Testaram-se modificagdes ao programa de gradiente térmico estudado em LUIS et al.
(2011) e ensaiou-se a injeg@o de fragdes do destilado sem adi¢do de padréo interno.
A injecdo de varias fragdes de destilagdo sem adig@o de padrdo interno permitiu veri-
ficar, que ndo saia nenhum composto no tempo de retengdo do padrdo interno, pelo que
se continuou a utilizar o 4-metil-2-pentanol, o padréo interno habitualmente utilizado,
na analise de aguardentes vinicas e bagaceiras. Relativamente ao gradiente térmico
utilizou-se o descrito em LUIS et al. (2011) tendo-se aumentado o tempo da isotérmica
final: 35°C (8 minutos em isotérmica), 10 °C/min até 200 °C (25,5 minutos).

A quantificagdo do metanol, acetaldeido, acetato de etilo e alcoois superiores foi
realizada com base na analise de solugdes hidroalcoolicas de substancias padrao com
concentragdo conhecida. A quantificag@o do 2-feniletanol, lactato de etilo e furfural foi
realizada com base no padréo interno, assumindo arbitrariamente o valor de um para o
fator de resposta.
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A identificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia gas-liquido
de alta resolugd@o acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) tendo-se utilizado as
seguintes condi¢des: GC-MS Magnum (Finnigan MAT SanJose, CA, USA) equipado
com uma coluna capilar de silica de polietilenoglicol (DB-WAX da J&W: 30 m x
0,25 mm x 0,25 um); injetor e linha de transferéncia a 250°C; gas de arraste hélio
(12psi de pressdo interna e razdo de divisdo de 1:60), volume de injecdo 0,2-0,4pl.
O espectrometro de massas trabalhou em modo de impacto de eletrdes a 70 eV, ava-
liando uma gama m/z de 40-340 amu. A identificagdo foi realizada por comparagao do
espectro de massa com os das bibliotecas de espectros (NIST e WILEY) e confirmada
com a analise das substancias padrao. O programa de temperatura utilizado foi seme-
lhante ao apresentado anteriormente para o GC-FID.

2.3 Analise sensorial

As fragdes de destilagdo foram submetidas a analise sensorial, para a avaliacdo e des-
cri¢ao do aroma.

Efetuaram-se duas sessdes de provas, uma para cada conjunto de fragdes de destila-
¢do de cada réplica de ensaio. As sessdes de prova decorreram de manha na sala
de provas do INIAV-Dois Portos, tendo-se utilizado um painel de 10 provadores,
com experiéncia de prova de aguardentes. A cada amostra foi atribuida um cédigo de
numeros aleatorios. A ordem pela qual as amostras foram apresentadas aos provadores,
seguiu o delineamento experimental, proposto por MACFIE et al. (1989) de modo a
eliminar o efeito de posi¢do e da ordem de prova. As amostras foram apresentadas em
frascos fechados, rolhados, contendo cada um deles 5 mL da fracdo em avaliagdo.
Pediu-se a cada provador que descrevesse o aroma (apenas avaliagdo ortonasal) de cada
frasco e que classificasse a intensidade do aroma a caudas, quando este aroma fosse
detetado, conforme a ficha de prova elaborada para esse efeito (FAISCA, 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos relativamente a variagdo do teor alcoolico e dos teores de com-
postos volateis ao longo do processo de destilagdo sdo apresentados na Figura 1. Na
mesma figura apresenta-se também a variag@o da intensidade média do descritor caudas
atribuida pelo grupo de prova as fragdes de destilagdo. Como se pode observar (Fig. 1 a
e b) o aroma a caudas comeca-se a detetar a meio do processo de destilagdo, quando o
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teor alcodlico ainda ¢ muito elevado (cerca de 30%). Na fase final verificou-se uma
relagdo linear (r = 0,82) entre o volume acumulado e a intensidade do descritor
caudas. Relativamente aos compostos verifica-se, tal como era esperado que
o acetato de etilo bem como o acetaldeido sdo compostos do tipo 1, de acordo
com LEAUTE (1990), que apresentam baixos pontos de ebuligio e elevada
solubilidade em 4lcool e portanto saem maioritariamente na fase inicial de
destilagdo, nas cabegas. Os dlcoois superiores superiores (Fig. 1 f,g,h,i) apre-
sentam uma curva do tipo 2, de acordo com a classificagdo do mesmo autor, saindo
na fase inicial (cabecas) e fase intermédia da destilagdo (coracdo). Os teores destes
compostos sao nulos na fragao final de destilagdo (cauda). Para o metanol, ndo se
verificou um comportamento semelhante aos alcoois superiores proposto por
LEAUTE (1990), mas antes a sua saida ao longo de todo o processo de destilagio.
O 2- feniletanol e lactato de etilo comecam a destilar com mais intensidade a partir
do meio da destilagdo continuando na fase final. O furfural que ndo existe na fase
inicial comega a aparecer também no meio da destilacdo, aumentando na fase final.
Assim, e porque estes trés ultimos compostos se encontravam mais associados
as caudas pesquisou-se a correlacdo linear entre o seu teor e a intensidade do aroma
avaliada pelo grupo de prova. Verificou-se que a correlagdo mais elevada (r = 0,89)
se detetou com o teor de 2- feniletanol (Fig. 2). Assim, este trabalho sugere a
possibilidade deste composto, que apresenta um aroma agradavel a rosas (CAL-
DEIRA et al. 2008), poder funcionar como marcador indireto do aroma a caudas.
Assim, espera-se futuramente, analisar o teor deste composto num elevado numero
de amostras de caudas e de destilados para que se estabeleca um valor que se
possa associar a presenca evidente do defeito a caudas. Relativamente a pesquisa de
outros descritores sensoriais para as fracdes finais de destilagdo, contatou-se que
os descritores mais frequentes foram caudas, pesado, cozido, rango e fumo (Fig.3).
O facto do grupo de prova ter experiéncia em prova de aguardentes podera justificar
que o termo mais usado tenha sido “caudas”. Portanto, poder-se-a considerar
realizar futuramente uma abordagem similar mas com provadores ndo treinados em
aguardentes.
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In this study, the raisin compressed wastes derived from Tempranillo grapes has been charac-
terized. The raisining has been done in a chamber-drying under controlled conditions. They were
evaluated for their use as a natural additive because of their antioxidant properties, their colou-
ring power and their complex aromatic profile. To obtain extracts, it has been used three green
solvents (Water, Water/Ethanol 5% and Water/Ethanol 12%). It has studied polyphenols rate and
antioxidant activity due to the importance of taking food with high reducing agents content and
antioxidant compounds for their power to prevent diseases like cancer. It has also been studied the
colour and their aromatic profile for its use in food industry as a natural additive without chemical
compounds. The results have shown that extracts (from Water/Ethanol (5%) solvent) have higher
content of polyphenols and antioxidants compounds, better colouring properties and an aromatic
profile more complex and pleasant. However, further investigation is necessary for improving the
method of valuation as a natural additive.

Keywords: Antioxidant activity; valorization; sweet red wines; green solvents

INTRODUCTION

Sweet wine Pedro Ximenez is elaborated in Montilla-Moriles region (Southern
Spain). This is made through a sun-drying process of grapes variety Pedro Ximenez.
The grapes are extended and exposed to sunlight on mats drying of about 20 meters each.
The sun-drying process usually lasts between 7 or 10 days. In this period the sugar con-
tent of the grapes increases. Drying of the grapes produces a dark-colored and intensely
sweet must with a strong raisin flavour (Serratosa et al., 2011).

Also, in this production area are starting to produce sweet red wines from Tem-
pranillo grapes. These wines are characterized by their reddish-brown color and their
taste, which is less sugary than taste of sweet white wine. This brown color is due to a
traditional sun drying of red grapes, this is the same as used to obtain Pedro Ximenez
sweet wine. However, researchers from University of Cordoba have developed sweet
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red wines with raisining on chamber-drying under controlled conditions and they obtai-
ned sweet red wine with red tonality similar to red wine traditional (Marquez et al.,
2011). The skins, byproducts of sweet red wines, show a reddish- brown color too.
So, there is a possibility that they contain anthocyanins and these can have antioxidant
activity. Antioxidants components could be used as a natural additive because these are
important for health due to they are agents that protect body tissues against oxidative
stress and reduce the likelihood of diseases such as cancer. Therefore, byproducts of
sweet red wines could be used as natural food additives for yogurts, cookies and others
fortified foods.

The use of chemicals is causing negative impacts on health and the environment.
The population start to worry about the processes involved in the use, manufacture and
the effect of chemicals on their health and in the environment. As a result of this con-
cern appears Green Chemistry. Nowadays, this is being imposed in all areas, especially
in the agroalimentary world in particular with additives. One of the principles of Green
Chemistry (Anastas et. al, 1998) is the use of green solvents, which are easier to elimi-
nate of environment and they do not suppose a danger for the health.

In this study is made a characterization the properties of byproducts of sweet red
wines for their valuation as additive natural using green solvents.

MATERIALS Y METHODS

Tempranillo grapes grown in the IFAPA (Andalusian Institute of Agrarian
Research and Training, Fisheries, Food and Organic Production) located in Cabra (Cor-
doba, southern Spain). It has been used to obtain sweet red wine from the raisining in a
chamber (Marquez et al., 2011) as opposed to the sun raisining traditional, this is typical
of the Montilla-Moriles production area. After obtaining the must, the skins have been
frozen at 4 °C until use.

Green solvents used in the extraction: Water (H20); Water/Ethanol 5% (C2H6O);
Water/Ethanol 12% (C2H60)

Extraction methods:

e Stirring Extraction. The sample, which is formed by the skins and the solvent, stan-
ding on a beaker on a magnetic stirrer for 30 minutes at 900 rpm. A manual stirring
was performed for 30 seconds each 10 minutes with a glass rod to ensure the correct
homogenization of the skins.

e Ultrasound extraction. The sample, which is formed by the skins and the solvent,
are standing on a beaker in an ultrasound equipment for 30 minutes with a water tem-
perature less than 20 °C. A manual stirring was made for 30 seconds each 10 minutes
with a glass rod to ensure the correct homogenization of the skins.

298



All samples follow the nomenclatures that appear in the table 1.

Codigo Muestra

AA Extraction with Water and stirring method

AU Extraction with Water and ultrasound method

AESA Extraction with Water/Ethanol (5%) and stirring method
AESU Extraction with Water/Ethanol (5%) and ultrasound method
AE12A Extraction with Water/Ethanol (12%) and stirring method
AE12U Extraction with Water/Ethanol (12%) and ultrasound method

Table 1. Samples nomenclatures

Before measurements the samples were filtered with 0.45 pm pore size filter (fil-
ter-Lab MCE).

pH measure: It has been a direct measurement using a digital pH meter GLP
Crison model 211.

Sugars measure: It has been used a refractometer (Model HI-96811). The
measurement is expressed in Brix grade.

Antioxidant activity: It has been used analysis of DPPH (2, 2-diphenylpi-
crylhydrazyl) according to the method used by Alen-Ruiz et al. (2009).

Color analysis:

e UV-visible spectrum are obtained in the range of 250-770 nm, using water as refe-
rence. CIELAB parameters that have been determined are: a* (red-green), b* (yellow-
blue), L* (lightness), tonality and intensity according to the recommendations of the
International Commission on Illumination (CIE, 2004). The data were calculated
by software Colvin (v.1.00.04) Perkin Elmer.

e Total polyphenol rate has been study by the absorbance at 280 nm, because it
is a measure of the total polyphenol content. The polyphenols compounds have an
absorption maximum in that region of the spectrum.

All spectrophotometric measurements are made on a Perkin Elmer Lambda 25
using 10 mm quartz cells for all measures except for the CIELAB space. In this measure
had been used 1 mm light path cells.

Tasting analysis: In the tasting panel it had made a first tasting analysis by
people of the research team to discard those samples that are not relevant because
they had low scent or unacceptable intensity. After, with the samples that experts selec-
ted were made a second tasting analysis according to ISO 3591-1977. In Figure 1 appear
tasting panel card used for second tasting analysis.
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Figure 1. Tasting panel card
RESULTS AND DISCUSSION

For the use of raisin compressed wastes extracts as natural additives and for the
study of their healthy properties, it started with the characterization of the pH. In Figure
2 (left), we can see that pH value is similar in all samples. This is around pH 3.5-3.8
and is considered a normal pH for this type of fruit. Grapes are fruits in which found
acids, mainly tartaric acids, and they cause this pH. The most notable is that in the
Water/Ethanol (5%) sample by stirring (AE5A) and ultrasound method (AE5U) has an
average pH lower in compared to the other two samples. While the pH average value is
similar in Water/Ethanol sample (12%) (AE12) and Water sample (A). Also, by stirring
extraction method the three samples has got a higher average pH value than the samples
extracted by the ultrasound method.

pH Residual Sugar
5,00 12,00

10,00
8,00 I
6,00 I I
4,00
2,00

B AA AU

AESA  AESA AE12U  AE12U

AL AU AESA  AESU AE12A AE12U

Figure 2. pH value (left) and residual sugar (Right) in samples of Water, Water/Ethanol (5%) and Water/Ethanol

(12%) by extraction with stirring and ultrasound method.
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Figure 2 (left) shows residual sugars in the samples. In general, more residual
sugars of the skins are extracted by stirring method. A higher extraction is achieved
with Water/Ethanol (12%) solution (AE12). This sample could be contaminated easier
by microorganisms because it has a higher value in residual sugars. However, this
sample contain 12% of ethanol and due to it could exist a higher stress to the successful
development of microorganisms. For this, the Water extract (A) could be contaminated
easier because it contains residual sugars sufficient for microbial growth.

The study of polyphenols is very important because they are reducing agents that
protect the tissues against oxidative stress and associated diseases such as cancer, heart
disease and inflammation (Tapiero et al., 2002). Figure 3 shows the mean absorbance
at 280 nm of the samples as rate of total polyphenols content. The polyphenols have a
maximum absorption at that wavelength. The absorbance of the extraction is higher in
the sample extracted with Water/Ethanol (5%). The sample extracted by stirring method
(AESA) is considered best to be used in the pharmaceutical and food industries

A280(u.a.)

. — I
EBAA EAU B AESA  mAE5U WAE12A W AE12U

Figure 3. Absorbance at 280 nm of the samples obtained in the extractions

Order to analyze the color of the samples was studied intensity and tonality of
extracts. The color intensity is measured by the sum of the absorbance for a thickness
of 1 mm, correspond to wavelengths of 420 and 520nm, coinciding with the yellow-
-brown color and red color, respectively. Red wines have an absorption maximum at 520
nm. At this wavelength it is where the maximum extraction of anthocyanins, which are
responsible for the red color of musts and wines. This is important from the point of
view for using the skins extracts as food additives. In Figure 4 (left) the extraction have
a higher intensity is made with Water/Ethanol (5%) by the stirring method (AE5A).
This is followed by extract of ultrasound method (AE5U), so both have higher red
tones coloration. This can be useful for use them as natural colorants in food industry.
The others extractions have a very low intensity.
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Figure 4. Intensity (Left) and tonality (Right) values of the samples

The tonality was measured by the relation of the absorbance for a thickness of 1
mm, corresponding to the wavelengths 420 and 520 nm, and these coinciding with the
yellow-brown and red color, respectively. In Figure 4 (right) all samples have a yellow
tonality. The sample made by ultrasounds method with Water/Ethanol (12%) as extrac-
tant (AE12U) is that offers a higher tonality.
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Figure 5. CIELAB space of extractions

Another measure to analyse the colour is studying CIELAB space. In Figure 5
is shown the color parameters of different skins extractions by the CIELAB space. This
is represented by a*- b* color plane and a vertical axis that represents the lightness L*.
The a* axis defines the color

change that occurs between green (-a*) and red (+a*). The b* axis defines the
color variation between blue (-b *) and yellow (+ b *).
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The chart 6 shows that the values of the parameters a * and b * in the majority
of the samples are positioned close to 0, and they have an orange-red color. AA and UA
samples are stand out. AA sample has a more orange color, while the AU is more red
color. For lightness (L*) we find that the values of the samples are placed very close to
100 (pure white), so they are very light, nearly transparent. We should not forget that
these extractions are from samples of skins, so the must extracted for winemaking pro-
cess has taken most of the substances that give color to this.

The extracts present a yellowish-reddish colour with certain intensity and tonality,
because the results of this colour analysis can be possible that the extracts contain antio-
xidant compounds. The antioxidants are chemicals compounds that are characterized
by delay oxidation of various substances, mainly fatty acids, whose reactions occur in
food and in the human organism. The fatty acids can cause significant physiological
changes and these are set off various chronic diseases, including some cancers and
heart disease. Therefore, it is very important to consume foods with a high content in
antioxidants (Zamora, 2009). So, an analysis of antioxidant activity was made. The
results were expressed in millimoles per liter Trolox equivalent (mmol TE/L) and they
are shown in Figure 6.

4,5

3,5

25

Antioxidant activity (mmol Te/L)

AA AU AES-A AES-U AE12-A AE12-U

Figure 6. Antioxidant activity of samples

It can be observed as the antioxidant activity decreases while the ethanol con-
centration increases to 12%. Thereby it is obtained higher extraction of antioxidant
compounds using water as the extractant. Between the two methods, the best of them
is ultrasound method. So, this is considered the best option for use by-products of raisin
wastes as a nutritional supplement for fortified foods.

In order to characterize the scent of samples have made a previous tasting in
which the tasters evaluated the aromatic characteristics of the 6 samples (3 formed by
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extraction with stirring method and another 3 with ultrasound method), whose extrac-
tants were Water, Water/Ethanol (5%) and Water/Ethanol (12%). Respectively, the
Water samples (AA-AU) were discarded due to present an aromatic intensity low and
an unpleasant aroma and Water/Ethanol (12%) samples (AE12A-AE12U) for present a
very alcohol intense aroma.

After, it has made a second tasting of experts was done with the two samples
of Water/Ethanol (5%) (AESA-AESU) because they possessed a more pleasant and
intense aroma. The tasters describe details in a range of 1-5 for the first impression of
the sample U (extraction with ultrasound) and sample A (stirring extraction), intensity
and the aromas (floral, herbaceous, fruity, spicy, chemical and caramelized) that they
appreciate and the degree in which appear.

Stirring Method Ultrasound Method

M First impression Intensity

Figure 7. First impression and intensity in Water/Ethanol (5%) sample by extraction with ultrasound and stirring

method.

In Figure 7, for both samples the first impression was pleasant. The sample extrac-
ted by stirring method stands out because it was more pleasant for tasters. For aro-
matic intensity, the two samples had an average grade, although the sample extracted
by stirring method had a higher intensity. So it is better from this point of view to be
used in the food industry. This study is about extracts of skins, therefore intensity and
first impression can not be compared with the results which would be obtained in a
wine or must tasting.
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Figure 8. Aromatic descriptors in Water/Ethanol (5%) samples by ultrasound and stirring method.

Figure 8 shows the type of aromatic descriptors and the level that these appear in
the skins extracts extracted with Water/Ethanol (5%) by ultrasound and stirring method
(AESU-AESA). The best sample to be used in the area of pharmaceutical and/or food
industry is Sample A (stirring extraction) for having a higher variety of scents and be
more pleasant to tasters. The tasters described that this had caramelized, spicy and
fruity aromatic notes. While the sample U (ultrasonic extraction) had an accented che-
mical scent, this is possibly because ethanol used in the extraction.

In conclusions, the results have shown that with Water/Ethanol (5%) solvent are
obtained extracts with higher content of polyphenols and antioxidants compounds,
better colouring properties and an aromatic profile more complex and pleasant. The
extraction method can vary depending on the final use of the extracts. Although the stir-
ring method stands out for it extracts more polyphenols and presents better levels in the
color and aromas analysis. For the antioxidant activity both methods achieved the same
extraction. However, further investigation is necessary for improving the method of
valuation as a natural additive.
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QUANTIFICATION OF CALCIUM IN SPARKLING
WINES BY INFRARED SPECTROSCOPY

Joana. VESTIA'; Maria I. ROUXINOL';Helena FERREIRA?; Ana E. RATO'; M.Rosa-
rio MARTINS; Sara RODRIGUES; Joao M. BARROSO

1. INTRODUCTION

Wine is a complex matrix, besides water and alcohol contains a great
variety of inorganic and organic components, such as sugars, organic acids, pheno-
lic compounds, amino acids, metal elements, anthocyanins and non-coloured phenolic
compounds (Jackson, 2008; Sperkova & Suchanek, 2005). The composition of wine is
due to many factors related to the specific elements, such as, anthocyanins and
non-coloured phenolic compounds, production area, grape variety, soil, climate,
winemaking practices, transport and storage (Magalhaes, 2008; Ribéreau-Gayon, et
al., 2006; White,

2015). All these elements have a crucial influence on quality and flavour of wine
products (Zoecklein, et al., 2012). Particularly the amount of mineral elements in
wine is believed to be of great interest, mainly due to their influence on wine techno-
logy as well as toxic effects (Jos et al., 2004; Likar et al., 2015).

The production technology of sparkling wine has a second fermentation in the
bottle and the use of alginate capsules with yeast are necessary for this fermentation.
Encapsulated allow direct inoculation into wine and are used rather than free yeasts to
ensure an active minimum population of 1 million cells/ml of wine. Therefore, the
use of encapsulated yeast will reduce the time and costs of production due to
the suppression of riddling.

The yeast immobilization technique in calcium alginate is widely used in the food
industry due to its high capacity of retention and preservation of cell viability (Velings
& Mestdagh, 1995). The alginate is cheap, non-toxic, forms a highly versatile array
and protects the active components from heat and moisture, thus increasing its stability
and bioavailability (Funami et al., 2009), and meets the following requirements: non-
degradable, availability, low cost and that is suitable for pH and low temperature
(Torresi et al., 2011). However, the use of encapsulated yeast in the base wine needs
certain requirements. These yeasts should not be used in wine with a calcium content
higher than 80 mg/L to avoid aggregation of alginate capsules due to calcium ion.

@ Instituto de Ciéncias Agrarias ¢ Ambientais Mediterranicas, Universidade de Evora, apartado
94 7002-554, Evora.
@ Adega Cooperativa de Borba, Largo Gago Coutinho e Sacadura Cabral, 7150 Borba.
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However, a significant proportion of the wine in Adega Cooperativa de Borba contains

a higher concentration of calcium, causing aggregation of alginate beads that will
form a larger and less flexible structure. When fermentation and maturation is com-
pletely, is necessary to remove the alginate capsules. The aggregation of alginate
beads will difficult the ‘dégorgement’ task. Due to elevated pressure inside the bottle
the aggregate formation frozen before ‘dégorgement’ and get waste within the bottle,
leaving the wine able to be merchantable, unless filtered. Filtration is a process
that is costly, since it would require a new bottle, stopper and wine will lose some
pressure and organoleptic qualities. To prevent this, it is necessary to know the calcium
content in the base wine. The main goal of this research is to implement a fast and
accurate method to evaluate the calcium content in wine.

In the last decades, techniques like near infrared (NIR) spectroscopy have been
developed for the determination of many parameters in wine (Giovenzana et al., 2015;
Kemps et al., 2010; Martelo-Vidal & Vazquez, 2014; Sauvage et al., 2002). The col-
lected spectra, in this investigation, were recorded in reflectance mode, applying the
fibre-optic probe directly onto the wine sample. The main advantage of AOTF
(Acousto-Optic Tunable Filter) technology involves its fast scanning speed (16,000
wavelengths per second) and a high spectral resolution (2-10 nm) (Gauglitz et al.,
2003; Sun & Dufour, 2009).

Chemometrics is crucial for interpretation of spectroscopic data and refers to a
vast field of statistical and mathematical techniques that are used to extract relevant
information from primary chemical or analytical measurements. (Chau et al., 2004;
Martini, 2013). With chemometric calibrations, it is possible to determined the rela-
tionships between instrumental and laboratory measurements. Partial Least Squares
Regression (PLSR) was the main tool applied to the full spectrum (1100-2300 nm,
1201 variables) (Wold et al., 2001; Wold et al., 2001). Cross-validation is the most
popular method to optimize the number of factors of the model and to avoid the pro-
blem of over-fitting.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1.Reagents/Chemicals

Deionized water (18.2 MQcm-l) was obtained from a Milli-Q Water System™
(Millipore, Guyancourt, France. All reagents and solvents were of analytical-reagent
grade.
2.2.Wine samples

Seventy-seven wine samples were collected in Adega Cooperativa de Borba, pro-
ceeded to the reading of the infrared equipment and then proceeded to the characteri-
zation analyses of the wine and only subsequently held its transformation into ashes.

Enological parameters were determined according to the International Organi-
zation of Vine and Wine methods (OIV, 2015).
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Table 1- Characterization of the analysed wine

Parameter Mean Parameter Mean
Density (g/L) 0.9908 + 0,0007 Ash (g/L) 1.85 + 0,24
Reducing sugar (g/L) 1.82+0,33 pH 3.18+0,04
Alcoholic strength (% v/v) 10.58 = 0,44 Turbidity (NTU) | 35.33+30,03
Total acidity (g/L tartaric Volatile acidity
6.05+0,49 0.54 £ 0,09
acid) (g/L acetic acid)

2.3.Experimental design

All material and containers were glassware. Containers and all material used for
storing and treating the samples were cleaned by soaking them in a 10% (v/v) HNO3
solution for at least 24 h and rinsed abundantly with ultrapure water before use.

Hence, from each wine sample (bottle), two equivalent aliquots were digested and
analysed. Wine samples were assumed to be homogeneous. The ash content was based
on the method OIV-MA-AS2-04 : R2009.

All the analyses were carried out in duplicates after 30 days of bottle storage and
the results expressed as mean values + standard deviation.

2.3.1 Determination of minerals

Acid Digestion: It was added 6 mL of 0.5 M hydrochloric acid (EMSURE®, 37% p.a.)
to ashes and the solution was transfered into a digestion tube. Digestion proceed at
140°C in a dry bath (Selecta, thermostat dry-blocks) until solution became translucent,
filtered (wahtman n°® 542) and then brought to a final volume of 50ml with ultrapure
water. Calcium was determined in the atomic absorption spectrometer (PerkinElmer
model AAnalyst 800), according to specific methodology for these mineral. A hollow
cathode lamp with flame was used for determining Ca. For Ca analysis, digestion solu-
tion was diluted at 10% (v/v) with a solution containing 20% (v/v) of lanthanum
chloride solution at 2.5% (w/v).

Table 2. Optimum operating conditions for AAS.

Lamp current (mA) 10 Measurement mode Peak area
Wavelength (nm) 4227 Calibration Mode Llinear least squares
Slit width (nm) 1 Fuel flow (L/min) 2
Air flow (L/min) 13,5 Workhead height (mm) 0,2

The range of the calibration standards for calcium was 0-5 mg/L.
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2.4.Analytical techniques

For the determination of mineral content of wines was performed by AAS
(GBC, Avanta PM) in an air-acetylene flame. The correlations between the contents of
the elements in wines digestion were expressed by Pearson correlation coefficients (cc).

2.5.NIR spectra collection

A laminar 5030 NIR Analyzer (Brimrose Corporation, Baltimore, USA), based on
the Acousto-Optical Tunable Filter (AOTF) NIR principle, was used for spectral detec-
tion. This instrument is a portable device that can be used directly in the field
on tree, although in this investigation the spectral acquisition was performed under
laboratory conditions. NIR Spectroscopy is based on the absorption of electromag-
netic radiation between 1100 and 2500 nm range using 1 nm wavelength increments
and a 250 spectra per average, which represents a single measurement and it provides
qualitative information on composition of samples measured.

2.6.Near infrared spectroscopy analysis and chemometrics

The raw spectra were statistically pre-treated for absorbance (log 1/T) trans-
formation using SNAP 2.03 software (Brimrose, Crop, Baltimore, MD, USA).It was
applied PLS to the two datasets (spectra and analytical data) to determine the optimal
prediction. Moreover, light scattering affects path length and spectral corrections must
be applied: several pre-treatments of the spectra were investigated.

Multiplicative signal correction (MSC) was tested for variations in light scatte-
ring. The first derivative was calculated because it is useful for extracting band-shift
and band- shape features and in eliminating baseline effects. The influence of
smoothing using

Savitzky—Golay (SG) and baseline correction was also tested. Finally, prior to
calibration, we used the SG and first derivatives to smooth the noisy spectra of Reflec-
tance.

PLRS is a two-block linear regression method based on estimated latent variables.
We applied this to the two datasets (spectra and analytical data) referring to the same
objects to determine the optimal prediction. Light scattering affects path length and
spectral corrections must be applied: several pretreatments of the spectra were inves-
tigated.

The following statistical indices were used to determine the significance of the
calculations: R (coefficient of multiple determination) in calibration, cross-valida-
tion and prediction. PLS models were performed using Unscrambler v10.3 software
(CAMO ASA, Oslo, Norway).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

The mean calcium content of the seventy seven wine samples from Borba
region was 162.07 mg/L. The results, expressed in milligram per litre, were the average
of duplicate measurements.

The results of the enological parameters indicate that the grapes used were
healthy and good vinification practices were applied (Pozo-Bayon et al., 2009). All
sparkling wine samples showed enological parameters within the ranges established by
Portuguese regulations for sparkling wines.

3.1.Figures of merit

The limit of detection (LOD) was calculated as 3 times the standard deviation (c) of
10 repetitive aspiration of a digested wine sample with lowest emission signal around
baseline level (3o/slope of calibration graph). The limit of quantification (LOQ) was
calculated similar to LOD with only difference that 10 times of the standard devia-
tion of 10 repetitive aspiration of a digested wine sample with lowest emission signal
around baseline level was taken. The LOD and LOQ values of the method were 0.15
and 0.45 mg/L for calcium. Analytical parameters were summarized in Table 3.

Table 3. Figures of merit of the method.

R2 0.999

Z]

Limitof deteeti 615 ek

—Limitef quantifieation 0,45 1

0:45-mer-
—Precision 99,15%
% Recovery 98,13%

The analytes added to a digested wine sample were recovered quantitatively
which meant that the sensitivities of the analytes were not significantly influenced
from sample matrix.

The recoveries of spike addition tests performed with other cheese varieties were
satisfactory as well, and the analytes added to the sample digests were successfully
recovered 98,13%. Therefore, the analytes were reliably determined using aqueous
standards. The RSD values of repetitive aspirations of the sample digests for all analy-
tes were around 4,04%.

3.2.Calibration

To obtain the calibrations, a starting set of 77 wine white. The NIR spectrum of
wine is dominated by two large absorption bands that correspond to O-H bonds
around 1400 and 1900 nm, corresponding to water and ethanol, respectively.
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Figure 1-shows the spectra of all samples and the spectra with Savitzky—Golay (SG) and

baseline correction.

The calibration process was implemented with the spectra of the resulting samples
and their chemical data. Calibrations were performed by partial least squares regression
(PLS). Models’ evaluations were performed by cross-validation. Using this process, we
validated the models used and checked their prediction capacities.

Predicted vs. Reference
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Figure 2- shows the correlation of the values obtained in the laboratory with respect to those

predicted by NIR for calcium.

The accuracy of the PLS was described by the coefficient of determina-
tion in calibration (R2) and cross-validation or prediction the root mean square error of
calibration (RMSEC) and the root mean square of cross-validation (RMSECV).

Slope 0,980
Offset 3,209
RMSEC 0,186
RMSECV 0.146
R, 0,980
BIAS 0,002

Table 4- shows the results obtained for calibration
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3.3.External validation

It was confirmed the robustness of the method by applying NIR technology to 10 new
samples. The calibration equations obtained were applied and the predicted values were
compared with the reference data for calcium determined by atomic absorption spectro-
metry. There were no differences between the results obtained, so it can be concluded
that the method provides significantly identical data.

Reference Validation

64,6657 65,095
84,8193 84,8357
147,9147 148,506
182,1917 181,4704
100,7043 99,9519

259,1043 259,4159
220,2677 219,2829
132,1837 132,7354
189,4753 189,4262
85,6807 86,0998

Table 5- shows the results obtained in the external validation.

4. CONCLUSIONS

The results of this study were obtained from a single vintage and two grape
variety and thus further studies on other vintages and varieties are need to increase the
calibration accuracy.

Calcium values obtained by the AAE, in the studied wines, range between
64.69 and

230.10 mg/L. However, the calcium content of sparkling wines may not
exceed 80 mg/L, due to the risk of aggregation with alginate capsules. The high cal-
cium levels found in this study emphasize the need to analyse the wine with regard to
this parameter so that the agglomeration of the alginate spheres can be avoided during
the second fermentation in the bottle. In the near future should be possible to create a
logistics during harvest to separate white grapes according to their calcium content to
avoid combining grapes with high calcium levels in a single fermentation vat.

The existence of alternative analytical methods that can be fast and able to faith-
fully reproduce the results obtained by the reference methods is an asset to any industry.

The objective was to establish a rapid, high-throughput and low-cost analytical
method to monitoring wine quality in second fermentation of sparkling wine. The

313



results confirmed the ability of NIR-AOTF to predict calcium content, because the
value of coefficient correlation is high and the value of RMSE and BIAS is low.
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SENSORY DESCRIPTIVE ANALYSIS (QDA) OF VITIS
VINIFERA PARDINA WINES. EFFECT OF THE
ADDITION OF HOLM OAK (QUERCUS ILEX) CHIPS.

Esther Gamero'; Lucia Aguilar'; Mar Vilanova’; Inmaculada Talaverano';

Daniel Moreno'; Manuel A. Martinez® y M. Esperanza Valdés'.

Summary

The Vitis vinifera L. cv. Pardina is indigenous to the region of Extremadura (Spain)
where it is widely

cultivated, especially in Tierra de Barros wine production area. The aim of this work is to
establish the sensory descriptors of young wines made from the cv. Pardina, from Extremadura
(Spain). For this purpose, the quantitative descriptive analysis (QDA) in varietal wines from this
cultivar has been used.

The wines were characterized by low intensity of color, and theirs tonalities were yellow
steely, pale yellow and yellow with grey or green hues. In the olfactive phase Pardina wines the
descriptors identified were fruity aromas (green apple, banana, pear and pineapple) and in the taste
sensorial phase by the descriptors balanced and freshness After descriptors identifying, incidence
of holm oak chips (Quercus ilex) over sensory profile of the wines made from the same variety
was studied. The results showed that the presence of chips did not affect significantly to the taste
and visual sensorial phases of wines. Nevertheless, the aroma profile was modified, highlighting
the aromas provided by the wood, but without masking the initial aroma of wines.

Key words: Sensory analysis, Extremadura white cultivar, aromatization

1. INTRODUCCION

El empleo de madera en enologia, generalmente en forma de barrica, es una prac-
tica muy habitual en la crianza de vinos. La madera modifica las caracteristicas fisico-
quimicas del vino y como consecuencia sus caracteristicas organolépticas, aportando
un aroma complejo y una mejor sensacion bucal en el vino (MARTINEZ, 2006). Sin

! CICYTEX-Technological Institute of Food and Agriculture-INTAEX (Government of Extrema-
dura), Av. Adolfo Suérez s/n, 06071 Badajoz, Spain

2 CICYTEX- Institute of Cork, Wood and Charcoal IPROCOR Poligono Industrial El Prado,
S/N,06800 Mérida (Badajoz), Spain

* Spanish National Research Council (CSIC) Mision Biologica de Galicia (MBG) El Palacio-Sal-
cedo. 36143. Pontevedra. SPAIN
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embargo, el uso de barricas esta condicionado por factores tales como la vida util de las
barricas, la disponibilidad de espacio para su almacenamiento, la movilidad de grandes
cantidades de vino en volumenes pequefios, el coste econdmico que esto conlleva y
las limitaciones en la produccién anual de barricas de madera. Como solucion a estos
inconvenientes y con el fin de minimizar costes, se han disefiado métodos de envejeci-
miento acelerado, que imitan el proceso que tiene lugar en las barricas, usando diferen-
tes tipos de fragmentos (virutas, granulados, dados, raspaduras, etc.) (CHATONNET,
2007). En los ultimos afios, se ha popularizado la adicioén al vino de fragmentos de
madera en diferentes momentos de la vinificacion, siendo la alternativa mas generali-
zada el empleo de virutas (MARTINS et al., 2012; SOARES et al., 2012). Se sabe que
el aporte de virutas tiene un papel importante sobre el color, el dulzor y la estructura del
vino, asi como sobre el ajuste aromatico y la complejidad del vino, principalmente
en vinos tintos (CASASSA et al., 2008). Sin embargo, son pocos los estudios
efectuados en vinos blancos (PEREZ-COELLO et al.,2000; VALDES et al., 2010).
Los estudio realizados por diferentes autores sobre el impacto de madera de dife-
rente procedencia en los vinos, concluyen que cada madera tiene un perfil y por tanto
el impacto sensorial de cada una de ellas es diferente. Dado que para la elaboracion de
virutas, los requisitos que debe cumplir la madera son menores que para la elaboracion
de barricas, en la actualidad diferentes grupos analizan las posibilidades enologicas
de maderas de diferentes especies (CABRITA et al., 2012). Sin embargo, aiin no se
tienen noticias de la composicion volatil de la madera de encina (Quercus ilex) y del
impacto de este tipo de madera en los vinos.

Las descripciones sensoriales son de maximo interés para conseguir situar objeti-
vamente productos en el mercado; asimismo, para lograr una caracterizacion, es nece-
sario disponer de técnicas de evaluacion objetivas y reproducibles de las caracteristicas
del producto. El analisis descriptivo sensorial, es el método mas sensible utilizado
en el analisis sensorial, para la caracterizacion del producto. Consiste en describir las
diferentes sensaciones que el vino provoca, asignandoles términos previamente estab-
lecidos y facilmente reconocibles por el publico, llamados descriptores. Un descriptor
sensorial es un término con el que un juez identifica un aspecto de la percepcion del
producto. Entre las técnicas de analisis descriptivo el Analisis Descriptivo Cuantitativo
(QDA), en la actualidad se ha convertido en una de las herramientas mas completas en
el analisis sensorial. En este analisis se seleccionan los atributos que mejor describen
la muestra y posteriormente se cuantifican dichos atributos (VILANOVA et al., 2009).
Los datos resultantes pueden ser evaluados mediante andlisis de varianza y técnicas
estadisticas multivariantes y luego representados graficamente. Los métodos de ana-
lisis sensorial se han utilizado para caracterizar diferentes vinos monovarietales
como Chardonnay (OHKUBO et al., 1987), Semillon y Sauvignon blanc (FRANCIS et
al., 1992), Touriga Nacional (FALQUE et al., 2004) y para estudiar el impacto de las
técnicas enologicas en la propiedades sensoriales de los vinos (JACKSON, 2009).

Este trabajo engloba de dos de las lineas de investigacion que actualmente se
desarrollan en el Instituto Tecnoldgico Agroalimentario de Extremadura (INTAEX).
Por un lado, el establecimiento de los perfiles sensoriales de variedades tipicas extre-
mefias y alentejanas, y por otro el empleo enoldgico de madera de encina y otras
especies tipicas de las dehesas extremefias. De modo que los objetivos de este estudio

316



fueron: elaborar el perfil sensorial del vino de la variedad de uva Pardina e identificar
las modificaciones mas importantes que se producen debido a la conservacion de los
vinos en presencia de virutas de encina (Quercus ilex).

2. MATERIAL Y METODOS
2.1.- Establecimiento del perfil sensorial de la variedad cv. Pardina

A fin de establecer los atributos descriptores de la cv pardina, se cataron vinos
monovarietales elaborados diferentes zonas de la D.O. Ribera del Guadiana a partir de
variedades tipicas cultivadas en Extremadura. El panel de catadores estuvo compuesto
por expertos catadores, todos ellos relacionados con el mundo del vino (investigado-
res, productores y técnicos). Todos los vinos catados se sirvieron en copas de cristal
normalizadas en un volumen de 30 mL para cada vino a 12°C segun la norma ISO
3591 (1977). Para cada vino, cada uno de los catadores propuso descriptores visuales,
olfativos y gustativos que puntu6 de 1 a 10 en funcion de la intensidad con que eran
percibidos. Para conocer la importancia de los descriptores y representar la res-
puesta del panel, se calcularon las frecuencias ajustadas (F) y las intensidades rela-
tivas (I) de cada descriptor. Con ambos indices se calculd la media geométrica (GM)
de la siguiente forma:

x L. F (%) es el nimero de veces que se menciona un descriptor expresado en % e
I (%) es la suma de intensidades dadas por el panel para un descriptor sobre el méaximo
posible de intensidad para ese descriptor expresado en %. Este método hace posible
tener en cuenta descriptores que raramente son mencionados pero que son muy impor-
tantes en términos de intensidad percibida y descriptores con baja intensidad pero que
son mencionados muy a menudo. (Dravnieks and Bock 1978). Se determin6 emplear
como criterio de seleccion de descriptores, aquellos cuyas media geométrica era supe-
rior a 10, lo que permiti6 eliminar una serie de descriptores que medias geométricas
fueron relativamente bajas. La hoja de cata se realiz6 con los descriptores cuya GM>
10% (Vilanova et al. 2012). Ademas, para este trabajo, se incluyeron en la fase olfativa,
otros atributos hallados habitualmente en vinos que han estado en contacto con
madera (Ahumado, Café, Frutos secos, olor a madera).

2.2. Aromatizaciones de los vinos:

Para este estudio se han empleado un total de 10 vinos monovarietales cv. Par-
dina, de los cuales cinco de ecllos se almacenaron durante cuatro meses en
depdsitos de acero inoxidable de SL a 18°C en presencia de virutas Quercus Ilex
(cedidas por Instituto del Corcho, la Madera y el Carbon Vegetal, IPROCOR) con una
dosis de 5g/L (VP) y otros cinco permanecieron en las mismas condiciones pero sin
virutas, considerados testigo (TP). Transcurrido este periodo de tiempo, se retiraron las
virutas de los depositos, se embotellaron todos los vinos y permanecieron en botella
durante 6 semanas. Finalmente, en la semana 22, en los vinos embotellados se procedio
al analisis sensorial.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Elaboracién del perfil sensorial

Se generaron un total de 61 descriptores para la variedad Pardina, 17 términos de fase
visual, 32 términos de fase olfativa y 12 de gustativa.

100

100

50

A —e— Intensidad
\ Frecuencia

100

50 +—

Figura 1. (%) Intensidad y (%) Frecuencia para los descriptores aromaticos obtenidos por QDA
para los vinos cv. Pardina.

La Figura 1 muestra la relacion frecuencia (%) intensidad (%) de descriptores
obtenidos para los vinos catados. Los atributos mas frecuentes fueron calculados como
el nimero de veces que el descriptor se menciona sobre el niimero total de veces que
es posible mencionarlo, expresado como un porcentaje. Seglin esta figura, en lo que
respecta a la fase visual, las tonalidades de los vinos fueron de los amarillos acerados
(vinos con reflejos grisaceos de acero inoxidable), a los amarillos pajizo o palidos,
con matices grisaceos o verdosos, y en ellos aparecieron principalmente aromas fru-
tales, (manzana verde, platano, pera y pifia) sin destacar ninguno de ellos sobre los
restantes. En lo que respecta a la fase gustativa, el descriptor alcohdlico tuvo una inten-
sidad superior a la deseable por los catadores.
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La Figura 2 proporciona la hoja de cata elaborada con el listado de descripto-
res de los vinos blancos extremefios con GM>10. Ademas, y de forma consensuada,
los catadores decidieron también incluir en la hoja de cata el descriptor “Matiz amarillo
verdoso” para la ase visual y el término “herbaceo” para la olfativa.

Figura 2. Ficha de cata para el estudio sensorial de los vinos cv. Pardina conservados con virutas.

Vino

Intensidad del Atributo
1]2]3]a]s][6]7]8]9]10
FASE VISUAL

Amarillo acerado
Amarillo palido
Amarillo verdoso
Amarillo dorado
Matiz amarillo grisaceo
Matiz amarillo verdoso
Limpidez
Brillo

FASE OLFATIVA

Manzana verde
Platano
Pera
Albaricoque
Flores blancas
Jabonoso
Pifia
Herbaceo
Especiados
Maderas: pino, cedro, roble...
Ahumado
Café
Frutos secos

FASE GUSTATIVA

Alcohol
Acidez
Cuerpo
Amargo
Persistencia

3.2. Incidencia sensorial de la presencia de virutas.

Una vez elaborada la ficha de cata, se procedid al andlisis sensorial de los vinos
con virutas (VP), y los vinos testigo (TP). Cada vino se cato por triplicado en dias
diferentes. Los resultados obtenidos, se muestran en la Figura 3, donde se expresan las
medias obtenidas a partir del juicio de los catadores. Se puede apreciar que las virutas
no alteraron la limpidez ni el brillo de los vinos. El andlisis sensorial indic6 que la
presencia de virutas no evitd en su totalidad la oxidacion de los vinos cv. Pardina, ya
que independientemente de la presencia de virutas, los catadores hallaron tonalidades
tipicas de vinos evolucionadas (amarillo dorado).
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En lo que a la fase olfativa se refiere, se encontr6 que en los vinos cv.
Pardina predominaron los descriptores “platano”, “pifia” y “pera”, por lo que
unicamente se detallan los resultados de estos descriptores, observandose que entre
ellos, el descriptor “pera” fue el mas intensamente percibido. En el caso de los vinos
en contacto con virutas (VP), estos descriptores se detectaron con menos intensidad.
Asimismo, se hall6 en los vinos el descriptor “frutos secos”, probablemente asociado a
la presencia de acetaldehido. Este compuesto procedente de la oxidacion, se percibid
con mayor intensidad en los vinos

cv. Pardina en ausencia de virutas (TP), lo cual podria significar que si bien no
totalmente, si en cierta medida, las virutas protegieron a los vinos de la oxidacion.
En la Figura 3, también se observd un desplazamiento hacia la izquierda de las
graficas del vino en contacto con virutas (VP), ya que en esta zona de la figura estan
representados los descriptores de los aromas cedidos por las virutas, “madera”, “ahu-
mado” y “café”. Es de destacar, la presencia de aromas ahumados, que fueron sefialados
como desagradables por los catadores, lo cual corrobora que las virutas sufrieron un
excesivo tostado.

En cuanto a la fase gustativa, se observd que la presencia de virutas (VP)
no afectd al cuerpo de los vinos, debido probablemente al elevado extracto seco de
los vinos. Tampoco se percibié que las virutas afectaran la acidez ni a la per-
sistencia. Sin embargo, si incidieron en el sabor amargo, que se percibié con mayor
intensidad en los vinos en presencia de virutas (VP), lo cual estd asociado también al
excesivo tostado de éstas como ya se indicd anteriormente. Es de destacar que en los
vinos VP, se percibio menos el alcohol. Esto pudo ser debido a que las virutas apor-
taron compuestos aromaticos a estos vinos haciendo que el alcohol se percibiera con
menos intensidad, ya que la conservacion de vinos en presencia de virutas no incide en
la graduacion alcoholica de los mismos.

4. CONCLUSIONES

Las virutas de encina aportaron ciertos componentes aromaticos que dieron una
mayor complejidad aromatica a los vinos, especialmente en el caso de cv. Pardina, que
mejoraron a los almacenados en ausencia de virutas. Las virutas proporcionaron
especialmente aromas tostados y ahumados a los vinos, debido probablemente a que el
tostado de las mismas no fue del todo el adecuado para este tipo de madera. En base
a todo esto, las virutas de encina pueden constituir una buena herramienta enoldgica,
ya que con su empleo las bodegas podrian, de forma facil y sencilla, ampliar la gama de
vinos elaborados a partir de estas variedades, especialmente en el caso de cv. Pardina.
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Figura 3. Perfil sensorial de los vinos cv. Pardina conservados en ausencia y presencia de virutas
de encinas Quercus Ilex .
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