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Resumo

A Regido Demarcada do Douro é caracterizada por um clima tipicamente mediterraneo,
contudo, as alteragdes climaticas tém cada vez mais uma influéncia na fisiologia e
fenologia da videira, assim como na composi¢do das uvas e na qualidade do vinho,
sendo que os fatores que mais afetam esta cultura sdo: a radiagéo solar, a temperatura, o
vento, a precipitacdo, a humidade e as caracteristicas hidricas do solo. Para combater
estes fatores negativos que afetam a vitivinicultura, sdo tomadas algumas medidas de
mitigacdo tais como a aplicagdo foliar de caulino e silicato de potéssio. Este trabalho
teve como objetivo o estudo do perfil antocianico e da composi¢do fendlica das
diferentes partes dos bagos de duas castas tintas, Touriga Nacional e Touriga Franca,
sujeitas ao tratamento com caulino e silicato de potassio. Este estudo foi realizado com
amostras colhidas na Quinta do Orgal, situada em Vila Nova de Foz Cda. Os bagos séo
provenientes de uma vinha ao alto, situada numa encosta virada a norte em solo
maioritariamente xistoso. Os compostos fendlicos totais, taninos totais e antocianinas
totais foram quantificados por métodos espectrofotométricos. Por HPLC foram
identificadas e quantificadas as antocianinas monoméricas. Os bagos da casta Touriga
Franca sujeitos a tratamento com caulino s80 0s que apresentaram uma maior
concentracdo de compostos fendlicos totais. Enquanto que na casta Touriga Nacional,
0S que apresentam uma concentracdo superior de compostos fendlicos totais sdo 0s
bagos tratados com silicato de potassio a 0,01%. No que diz respeito ao teor de taninos
totais, os bagos da casta Touriga Nacional, sujeitos ao tratamento com silicato de
potassio a 0,05% apresentaram a maior concentracdo. Na casta Touriga Franca,
verificou-se que as amostras controlo apresentaram uma maior concentracao de taninos
totais, no entanto, entre ambos os tratamentos aplicados, o0 que apresentou um maior
teor destes compostos foram os bagos tratados com caulino. Por fim, os bagos que
apresentam um teor superior de antocianinas foram os bagos da casta Touriga Franca
sujeitos a tratamento com silicato de potassio a 0,05%. O mesmo se verificou para o0s
bagos da casta Touriga Nacional tratados com silicato de potassio a 0,1%. De um modo
geral, a quantidade de antocianinas totais aumentou nos bagos sujeitos ao tratamento
foliar. Contudo, o teor compostos fenolicos totais, antocianinas totais e de taninos totais
a data da vindima ndo sdo significativamente diferente entre os diferentes ensaios quer
para a casta Touriga Nacional quer para a casta Touriga Franca. Os resultados obtidos

permite-nos afirmar que os tratamentos foliares aplicados a videira com o objetivo de a
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proteger das secas severas e da elevada exposicdo solar, ndo afetam a qualidade dos

bagos e consequentemente dos vinhos que dai resultam.

Palavras-Chave: Vitis vinifera, Touriga Nacional, Touriga Franca, Caulino, Silicato de
Potéssio, Regido Demarcada do Douro, composicdo fendlica, perfil antocianico,

tratamentos de mitigacéo.
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Abstract

The Douro Demarcated Region is characterized by a typically Mediterranean climate.
Climate changes influenced increasingly the physiology and phenology of grapevine, as
well as the grape composition and consequently the wine quality. The factors that more
affect this crop are: solar radiation, temperature, wind, rainfall, moisture and soil water
characteristics. To overcome these negative factors in the viticulture, some mitigation
measures are taken, such as the foliar application of kaolin and potassium silicate. The
objective of this work was to study the anthocyanin profile and the phenolic
composition of the different parts of the berries from two grape varieties, Touriga
Nacional and Touriga Franca, subject to treatment with kaolin and potassium silicate.
This study was carried out in the Quinta do Orgal, located in Vila Nova de Foz Céa.
The berries come from a vineyard, located on a slope facing north in mostly schist soil.
Total phenolic compounds, total tannins and total anthocyanins, were quantified by
spectrophotometric methods. Monomeric anthocyanins were identified and quantified
by HPLC. The Touriga Franca grape variety berries subjected to treatment with kaolin
are those that presented a higher concentration of total phenolic compounds. In the
Touriga Nacional grape variety, the highest concentration of total phenolic compounds
are in the berries treated with 0.01% potassium silicate. Regarding the total tannin
content, the berries from Touriga Nacional grape variety, treated with 0.05% potassium
silicate, presented the highest concentration. In the Touriga Franca grape variety, it was
verified that the control samples presented a higher concentration of total tannins,
however, between the two treatments applied, the highest content of these compounds
was in the grape berries treatment with kaolin. Finally, the berries that present a higher
anthocyanins are those from Touriga Franca grape variety treatment with 0.05%
potassium silicate. The same was true for the Touriga Nacional grape variety treated
with 0.1% potassium silicate. In general, the amount of total anthocyanins increased in
the berries with foliar treatments. However, total phenolic compounds, total
anthocyanins and total tannins at harvest are not significantly different between the
different treatment for both the Touriga Nacional and Touriga Franca grape varieties.
The results obtained allow to state that the leaf treatments applied to the vine to protect
it from severe droughts and high sun exposure do not affect the quality of the berries

and consequently the resulting wines.



Key-words: Vitis vinifera, Touriga Nacional, Touriga Franca, Kaolin, Potassium
Silicate, Douro Demarcated Region, phenolic composition, anthocyanin profile,

mitigation treatments.
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Capitulo 1

Introducéo



1. Introducéo

A cultura da vinha é uma atividade de elevada importancia a nivel mundial. A
Europa destaca-se no mercado vitivinicola, sendo nos Gltimos dez anos a sua producgéo
de cerca de 41% comparativamente aos restantes grandes produtores. Portugal, apesar
de ser um pais pequeno, destaca-se na qualidade das suas uvas, sendo que em 2013
produziu cerca de 829 toneladas o que equivale a cerca de 4700 kg/ha (FAOSTAT,
2016).

O nosso pais tem uma viticultura bastante rica e diversificada estando dividido em
varias regides desde o Minho até ao Algarve, incluindo os arquipélagos da Madeira e
dos Acores. Devido a esta grande variedade de regides vitivinicolas, também existe em
Portugal uma grande diversidade de castas, que variam consoante as condi¢des
climéaticas e as condi¢bes do solo, 0 que permite a producdo de vinhos Unicos,
aromaticos e com caracteristicas distintas (Instituto da Vinha e do Vinho, 2016).

As videiras de origem portuguesa sao denominadas de autdctones e estima-se que
em Portugal sejam cultivadas 166 castas tintas e 152 castas brancas, entre variedades
autoctones e estrangeiras (Clube dos Vinhos, 2016). Entre as 10 castas tintas mais
cultivadas em Portugal destaca-se a casta Touriga Nacional e Touriga Franca.

A videira é uma planta da familia das Vitaceae, cujo nome cientifico € Vitis L.
Consoante a espécie, tém diferentes finalidades, como a producao de uvas destinadas a
producdo de vinho, producdo de uvas de mesa, producdo de uvas passas e até como
planta ornamental. A Vitis vinifera é a espécie utilizada para a producdo de uvas para
vinho na Europa.

A uva é um fruto muito cal6rico, sendo que 94% da sua composicao diz respeito a
carbohidratos, 4% a proteinas e 2% a lipidos. E rica em sais minerais como calcio, ferro,
fosforo, magnésio, e potassio e também possui uma quantidade razoavel de vitaminas
como as do complexo B e C. Contém ainda compostos fendlicos destacando-se o
resveratrol que se encontra principalmente na grainha da uva e na sua pelicula e é
caracterizado por possuir propriedades anticancerigenas e antioxidantes (Lai et al. 2016;
Zhang et al. 2015).

Os compostos fendlicos desempenham um papel importante em enologia devido a
sua influéncia direta sobre algumas das principais caracteristicas sensoriais das uvas e
vinhos, tais como a cor e a sua estabilidade, o sabor amargo, e a sensacédo tactil de
adstringéncia. Também tem influéncia nas reacfes de oxidacdo, na interagdo com

proteinas e no comportamento dos vinhos durante o seu envelhecimento. Estes
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compostos sdo divididos em dois grupos com base na sua composi¢cdo em carbonos: 0s
flavonoides (grupo constituido por antocianinas, flavondis e flavanois) e os néo-
flavondides (grupo constituido por &cidos fendlicos nos quais se encontram os &cidos
benzoicos e cindmicos e os seus derivados, estilbenos e fendis volateis) (Beneytez et al.
2002; Figueiredo-Gonzalez et al. 2002; Jin et al. 2009).

A biossintese dos compostos fendlicos é afetada por vérios fatores tais como, a
luz, temperatura, altitude, tipo de solo, 4gua e fase de maturacdo (Jin et al. 2009).
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2. Revisdo Bibliografica
2.1. Regido Demarcada do Douro

A Regido Demarcada do Douro (RDD) tem origem na delimitacéo territorial de
1756, que definiu mundialmente o primeiro modelo institucional de organizagéo de uma
regido vinicola. Em 2001 foi considerada Patrimonio Mundial da Humanidade pela
UNESCO (Museu do Douro, 2016).

Esta regido caracteriza-se por uma vitivinicultura de encosta e pela producdo de
dois tipos principais de vinhos, os vinhos do Porto (DOC Porto) e os vinhos de consumo
(DOC Douro). Também sao produzidos espumantes e o0 Moscatel de Favaios, mas em
menor quantidade (Magalhaes, 2008).

A RDD situa-se no nordeste do pais, ao longo do rio Douro numa extensao com
cerca de 100 km. Tem inicio em Barqueiros, na juncdo das serras do Marvéo e de
Montemuro, até Barca d’Alva na fronteira espanhola. A norte e a sul ¢ definida segundo
contornos irregulares entre os 400 e 700 m a partir dos quais a maturacao ja nao é
suficiente para produzir vinhos de qualidade, nomeadamente vinhos do Porto. Esta
regido conta atualmente com cerca de 250.000 ha, dos quais 45.000 ha plantados com
vinha (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizagéo das 3 sub-regifes da Regido Demarcada do Douro (Magalh&es, 2008).
Sub-regi&o Area Total (ha) (%) Area Total de Vinha (ha) % Area Total

Baixo Corgo 45.000 18 14.595 32,4
Cima Corgo 95.000 38 20.000 21,1
Douro Superior 110.000 44 10.000 9,1
Total 250.000 100 44.595 17,8

A plantacdo da vinha é peculiar pois instala-se nas encostas abruptas do Douro e
seus afluentes: Corgo, Pinhdo, Tua e Sabor na margem direita; Tedo, Tavora, Torto,
Teja e Cba na margem esquerda; dando origem a um tipo de vinha plantada junto ao
solo que assim adquire uma maturacao perfeita, resultando em mostos de elevado teor
de acucares e muito encorpados. As temperaturas e a incidéncia de radiacdo solar séo
mais elevadas nas encostas mais baixas e nos vales.

A regido Demarcada do Douro é dividida em 3 sub-regides, Baixo-Corgo, Cima-
Corgo e Douro-Superior, devido as diferentes condi¢cdes climaticas criadas por

diferentes altitudes e pela maior ou menor proximidade ao mar, concedendo as uvas



caracteristicas diferentes que depois irdo ser utilizadas para produzir diferentes tipos de

vinho, nomeadamente Vinho do Porto (Figura 1) (Douro Azul, 2016).

Cima Corgo

Douro Superior

Figura 1 — Divisdo do territério da Regido Demarcada do Douro (Museu do Douro, 2017).

O Baixo-Corgo é caracterizado por mais precipitacdo e temperaturas mais
amenas comparativamente com as outras sub-regides. E das trés sub-regides a que tem
menor area com cerca de 45.000 ha, no entanto possui a maior densidade de vinha
correspondente a 14.595 ha (Tabela 1). E a sub-regifo mais fértil devido a grande
abundancia de chuvas e aos solos geralmente mais profundos. As producgdes unitarias
sdo mais elevadas e de grande potencialidade para a produgdo de vinhos DOC Douro
(Magalh&es, 2008).

No Cima-Corgo, o clima torna-se mais mediterranico, com diminuicdo da
precipitacdo e aumento das temperaturas estivais. Possui uma area de cerca de 95.000
ha, com menor percentagem de vinha, cerca de 20.000 ha (Tabela 1). As condicGes
climatéricas, associadas a forte inclinacdo das encostas sobre os rios e ribeiras e ao
menor potencial produtivo unitério, traduzem-se na elaboracdo dos melhores Vinhos do
Porto e também de vinhos de consumo DOC Douro, estes geralmente elaborados a
partir de uvas de vinhas de meia-encosta, onde a temperatura € mais adequada ao seu
equilibrio (Magalhé&es, 2008).

O Douro-Superior possui um clima tipicamente mediterraneo, com
caracteristicas semiaridas, onde se observa com frequéncia a sobrematuracdo das uvas.

Embora seja a sub-regido mais extensa com cerca de 110.000 ha é a que apresenta



menor area de vinha, cerca de 10.000 ha (Tabela 1). Os solos sdo menos acidentados
pelo que facilita a plantagdo da vinha. O clima quente e seco no verdo é propicio quer a
producdo de bons Vinhos do Porto, quer & producdo de vinhos de alta qualidade,
sobretudo tintos. Normalmente séo produzidos a partir de lotes de uvas de encostas mais
baixas, com maior teor de agucar e maior concentracdo de compostos fendlicos, e outros
de encostas mais altas, de maior acidez, contribuindo assim no seu conjunto para um

melhor equilibrio dos vinhos (Magalhes, 2008).

2.2. Uvas

2.2.1. Constituicdo do bago de uva

A uva ¢ o fruto proveniente da videira, cujo nome cientifico é Vitis L. Este fruto,
para além de poder ser consumido na sua forma natural, tem diversas finalidades tais
como a producao de sumos, vinhos e uvas passas.

O cacho da uva é constituido por duas partes diferentes: uma parte lenhosa
designada por engaco (3-9%) e outra parte carnuda designada por bagos (91-97%).
Cada bago € constituido pela pelicula (10-15%), grainhas (3-5%) e polpa (80-85%) que
produz sumo ou mosto (Figura 2). Os bagos geralmente tém uma forma arredondada e
0 seu peso é variavel consoante a casta. Os bagos das diferentes castas também diferem

entre si no que toca a tonalidade e composicao (Peynaud, 1993).
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Figura 2 — Composicdo do bago de uva. Adaptado de Peynaud (1993).



2.2.2. Fases de maturacdo do bago de uva

A evolucgdo da uva pode ser dividida em quatro periodos diferentes designados por
fases de maturagéo:

(1) Periodo de crescimento herbaceo;
(2) Pintor;

(3) Maturacéo;

(4) Sobrematuracao.

O periodo de crescimento herbaceo decorre desde a formacao dos bagos até a fase
em que estes comecam a ganhar cor, o pintor. Nesta fase as uvas tém uma consisténcia
dura, cor verde devido ao seu pigmento predominante, a clorofila, e os bagos tém uma
atividade metabdlica muito elevada. Este periodo caracteriza-se por possuir uma grande
atividade respiratoria e uma rapida acumulacéo de &cidos e baixo teor de agUcares, cerca
de 10-20 g/kg. Dependendo do tipo de casta e das condigdes ambientais, esta fase tem
uma duracdo média de 45 a 65 dias (Da Costa, 2012; Peynaud, 1993).

O periodo em que as uvas comecam a ganhar cor designa-se por pintor e
corresponde a época fisioldgica da coloracdo da uva. No pintor, ocorre a diminui¢do do
crescimento da videira e os bagos comecam a pintar. Nas castas tintas ha um
aparecimento de cor e nas castas brancas observa-se o aparecimento de uma pelicula
translicida correspondente a acumulacdo de compostos fendlicos. Nesta fase as
grainhas atingem a maturacdo fisiologica e os bagos cobrem-se de pruina. O teor de
acucares aumenta e a acidez comeca a diminuir (Da Costa, 2012). Este fendmeno é
brusco uma vez que a mudanca de cor nas uvas pode ocorrer em apenas um dia. Em
condigdes ideais, as uvas podem ganhar cor em quinze dias (Peynaud, 1993).

A fase de maturacdo tem inicio no pintor e prolonga-se até a altura em que 0s
bagos ficam maduros. Ha um grande aumento na atividade enzimatica, ao contrario da
atividade respiratdria que comeca a diminuir. Nesta fase, a uva perde acidez e acumula
acucares livres, catibes, aminoacidos e compostos fendlicos. Este periodo dura em
média 35 a 55 dias e acaba quando se atinge o grau de maturagdo desejado (Da Costa,
2012). Existem dois tipos de maturacdo, a maturacdo fisioldgica em que a uva atinge o
tamanho maximo e também o seu maior teor de agucar por bago, e a maturacao técnica,
momento em que a uva é colhida de acordo com a sua utilizagdo final. Por vezes o

estado destes dois tipos de maturagdo nédo é coincidente (Peynaud, 1993).



A sobrematuracdo € atingida quando a fase de maturacdo é excedida. Neste
periodo as trocas existentes entre a planta e o fruto deixam de existir, a respiracdo é
menor e existem algumas perdas de agua atraves da evaporagdo. O peso do bago
diminui e ocorre um aumento no teor de agucares (Da Costa, 2012). A podridao nobre €

um caso especial de sobrematuragédo (Peynaud, 1993).

2.3. Castas
2.3.1. Touriga Nacional

A Touriga Nacional é uma casta portuguesa autoctone cuja origem advém do
Déo e do Douro. Consoante as varias regides do pais onde € cultivada pode adquirir
diferentes sinonimias como Tourigo, Preto Mortagua e Touriga Fina.

Inicialmente apenas era cultivada na regido Demarcada do Douro e do Dé&o, no
entanto, nos dias de hoje, € muito utilizada em praticamente todas as regides viticolas
nacionais (Figura 3) e também em algumas regides de outros paises como da Australia

e Africa do Sul (Magalhaes, 2008).
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Figura 3 — Distribuicdo da casta Touriga Nacional (A) e da casta Touriga Franca (B). Adaptado
de Bohm (2010).

Esta casta € caracterizada por possuir um cacho pequeno, normalmente entre 100

a 150 g, cilindrico-conico, medianamente compacto e com o peddnculo de comprimento
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médio. O bago é ligeiramente achatado, médio, de cor negro-azulada e o seu peso varia
entre 0,9 e 1,8 g. A pelicula tem uma espessura média e a polpa € mole, ndo corada,
suculenta e de sabor especifico (Figura 4) (Magalhées, 2008; Béhm, 2010).

A Touriga Nacional tem uma facil adaptacéo a todos os tipos de solo, no entanto
é de evitar solos muito férteis ou humidos onde a tendéncia para o desavinho se acentua
e a maturacao é retardada o que ndo permite uma completa maturacao fendlica. O clima
quente e de elevada insolacdo sdo bastante favoraveis a esta casta. Apesar da fertilidade
deste tipo de castas ser das mais elevadas entre as castas portuguesas, a sua
produtividade é moderada devido ao baixo peso do cacho, sendo muito frequente
encontrarmos cerca de 3 cachos por vara. Esta casta é geralmente vindimada tarde, para
que se atinja a sua maturacgdo fendlica (Magalhaes, 2008).

Sob o ponto de vista enoldgico é uma casta versatil com capacidade para
produzir vinhos de mesa de alta qualidade, Vinhos do Porto, espumante e vinhos
rosados (Bohm, 2010). Os vinhos provenientes da casta Touriga Nacional tém uma
grande capacidade de envelhecimento, conservando as suas caracteristicas e por isso
esta casta € muito usada para produzir vinhos do Porto Vintage. Devido a sua
complexidade aromatica, estrutura e qualidade dos seus compostos fendlicos, € uma

excelente casta para produzir vinhos monovarietais (Magalh&es, 2008).

Figura 4 — Cacho e folha caracteristicos da casta Touriga Nacional (Wikipedia, 2016).

2.3.2. Touriga Franca

A Touriga Franca é uma casta portuguesa autoctone cuja origem advém do norte
de Portugal.

A grande maioria do seu cultivo situa-se na regido demarcada do Douro. Devido
a sua producéo regular associada a um bom potencial qualitativo, tem-se espalhado por

outras regides do pais (Figura 3) (Magalhdes, 2008).
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Possui um cacho médio/grande, normalmente entre 200 a 300 g, e cilindrico-
conico, alado, compacto, sem desavinho e com o peddnculo curto de forte lenhificacao.
O bago é arredondado, médio, de cor negro-azulada e 0 seu peso varia entre 1,50 a 2,20
g. A pelicula é medianamente espessa, por vezes grossa e a polpa tem uma consisténcia
firme, incolor e pouco suculenta (Figura 5) (Magalhaes, 2008; Béhm, 2010).

Este tipo de casta exige um solo pouco fértil, pelo que é de evitar solos
profundos, himidos e de elevadas altitudes. O clima deve ser seco, de alta insolacéo e
temperatura de modo a atingir o grau desejavel.

Esta casta possui uma produtividade alta e regular. Origina vinhos geralmente de
lote, raramente monovarietais, de grande intensidade corante e alguma complexidade
aromatica. Com esta casta sdo produzidos normalmente vinhos de qualidade como

vinho do Porto e vinho rosado (Magalhaes, 2008).

Figura 5 - Cacho e folha caracteristicos da casta Touriga Franca (Vinha, 2016).

2.4. Clima

A Regido Demarcada do Douro é caracterizada por um clima tipicamente
mediterraneo, onde as videiras estdo frequentemente sujeitas a um elevado défice
hidrico devido a baixa precipitacdo e a grande probabilidade de ocorréncia de anos
secos. Esta limitacdo pode agravar-se no futuro devido as alteracGes climaticas que se
vao fazendo sentir (ADVID, 2013).

Os fatores climéaticos que afetam a vitivinicultura e a qualidade dos vinhos
incluem a radiacdo solar, a temperatura, 0 vento, a precipitacdo, a humidade e as
caracteristicas hidricas do solo (ADVID, 2013; Jones et al. 2005).

A videira ¢ uma cultura que exige calor, uma intensidade de radiacdo solar
elevada e que requer uma temperatura de 10°C para o inicio do seu desenvolvimento.
No entanto, a exposi¢do prolongada ao calor e radiagdo excessiva (temperaturas acima

dos 40°C) tem impactos negativos em alguns processos fisiologicos. Apesar das
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videiras também serem resistentes a temperaturas baixas (temperaturas até -17°C),
durante a fase inicial do seu desenvolvimento a ocorréncia de geadas pode danificar a
producdo agricola desta cultura. A humidade em excesso também pode vir a
desencadear doencas e pragas, enquanto a seca severa pode levar ao stresse hidrico
resultando em baixa produtividade (Fraga et al. 2013).

Prevé-se que nos préximos 50 anos se verifique um aumento da temperatura
entre 1,5-2,5°C, e ocorra uma diminuicdo da precipitacdo e/ou uma grande variabilidade
na ocorréncia de vagas de calor ou de intensa precipitacdo (Jones et al. 2005). Estes
fendmenos sdo uma das grandes ameacas da vitivinicultura, ja que, as alteracdes
climaticas tm uma influéncia cada vez maior na fisiologia e fenologia da videira, assim
como na composicao das uvas (Fraga et al. 2013).

As ondas de calor que se fazem sentir nos Gltimos anos em simultdneo com
picos de radiacdo elevada e o défice hidrico sdo fatores de stresse ambiental que tém
vindo a tornar-se uma das grandes ameacas da vitivinicultura pelo que é necesséario
adotar algumas estratégias de mitigacao eficientes e ao mesmo tempo rentaveis de modo
a manter a produtividade neste sector.

Em geral, a superficie foliar das folhas mais expostas ao sol tende a diminuir
devido ao escaldao, ficando os cachos demasiado expostos ao Sol o que acaba por ter
impactos negativos no seu potencial enoldgico.

Antigamente, algumas das medidas tomadas para combater estes efeitos,
passavam pela aplicacdo de alguns produtos tais como a calda bordalesa, a cal e o
enxofre.

Uma das estratégias que tém vindo a ser adotada atualmente por parte dos
investigadores é a aplicacdo de protetores foliares tais como calda bordalesa, o silicato

de aluminio (caulino) e do silicato de potéassio.

2.5. Silicato de aluminio

O silicato de aluminio (AlSisO1(OH)s), mais conhecido como caulino, é um
mineral argiloso, de cor branca e quimicamente inerte com excelentes propriedades
refletoras que tem como objetivo reduzir o impacto do calor e da seca na vinha (Dinis et
al. 2016; Glenn e Puterka, 2005). Protege contra as queimaduras solares provocadas
pelo escalddo através da formagdo de uma pelicula fina e esbranquicada de particulas
minerais que atuam como barreira refletora da radiagéo solar, o que faz com que ocorra

uma diminuicdo da temperatura das folhas e dos cachos e consequentemente, uma
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diminuicdo do stresse térmico permitindo um aumento da capacidade fotossintética,
resultando num maior rendimento (Glenn e Puterka, 2005).

Este composto comegou a ser usado na agricultura apenas como constituinte da
composicdo de alguns pesticidas tradicionais. O caulino permitia que o pesticida se
depositasse nas plantas com uma espessura uniforme e garantindo a sua aderéncia,
mesmo em condigBes adversas de chuva e vento. Nas uUltimas décadas e devido a
consciencializagdo para os efeitos graves do uso de pesticidas no nosso ecossistema, o
caulino comecou a ser utilizado como repelente de pragas e doencas, substituindo assim
0s pesticidas tradicionais e promovendo uma agricultura bioldgica (Vasconcelos, 2008).

Atualmente, e no que toca a medidas de mitigagdo de curto prazo contra o stress
estival da vinha, o silicato de aluminio é considerado um mineral bastante valioso.
Varios estudos tém demonstrado que a aplicacdo exdgena de caulino promove a reducgéo
das temperaturas superficiais das plantas e consequentemente do stress térmico,
permitindo uma maior eficiéncia do uso de &gua e um aumento ao nivel da
produtividade (Glenn e Puterka, 2005).

Shellie e King (2013) e Lobos et al. (2015) verificaram que as videiras tratadas
com caulino apresentavam uvas com um maior teor de compostos fendlicos totais

enquanto que Brillante et al. (2016), verificaram um maior teor de antocianinas totais.

2.6. Silicato de potéssio

O silicato de potassio (K2SiOs) é um composto inorganico, sélido, incolor e
transparente com aspeto de vidro. Este composto é utilizado na agricultura como fonte
sollvel de potassio e silicio e também como fungicida e inseticida (US Environmental
Protection Agency Office of Pesticide Programs, 2007).

O silicio (Si) é um elemento bioativo, presente no solo, que embora ndo seja
apontado como um dos fatores essenciais para a vida das plantas, estad associado a
alguns efeitos benéficos nas suas propriedades mecanicas e fisioldgicas (Fauteux et al.
2005). Uma das fontes de silicio utilizadas é o silicato de potassio através da sua
aplicacdo foliar.

O fornecimento de silicio estimula o crescimento e producdo das espécies
vegetais, aumenta a capacidade fotossintética, regula a transpiragdo e confere uma
maior resisténcia ao stress hidrico. Através da sua deposi¢do na epiderme e da criacdo
de uma barreira mecénica, o silicio tem também a capacidade de proteger as plantas

contra o stress abiotico e biodtico, uma vez que se torna eficiente contra as doencas
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causadas por fungos e bactérias e os danos causados por insetos (Fauteux et al. 2005;
Ramos et al. 2013; Ma et al. 2006).

Quando aplicado sob a forma de silicato de potassio, o silicio aumenta a taxa
fotossintética e provoca um aumento da producdo em situacoes de stress hidrico. Gong
et al. (2003) verificaram que as plantas tratadas com silicio e submetidas a elevadas
temperaturas, apresentaram uma maior taxa fotossintética. Foi ainda observado que as
plantas sujeitas a este tratamento apresentaram folhas mais largas e grossas, o que
resulta numa limitacdo da perda de agua por transpiracéo.

O potassio é também importante durante a fotossintese, na formacéao dos frutos e
aumenta a resisténcia ao frio e as doencas (US Environmental Protection Agency Office
of Pesticide Programs, 2007).

No entanto, ainda foram realizados poucos estudos sobre este fitofarmaco e os
mecanismos que este pode induzir nas plantas bem como as potencialidades que pode

trazer como protetor foliar.

2.7. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos tém uma elevada importancia em enologia uma vez que
estdo direta ou indiretamente relacionados com a qualidade das wuvas e
consequentemente dos vinhos. S&8o responsaveis por algumas das principais
caracteristicas sensoriais dos vinhos como a cor, sabor, aroma, corpo e adstringéncia.
Estes compostos séo os principais responsaveis pela diferenca entre as uvas ou vinhos
brancos e tintos devido a presenca ou auséncia de um dos seus derivados, as
antocianinas. Também influenciam as reacdes de oxidacao e a interagdo com proteinas,
assim como o envelhecimento dos vinhos (Cabrita et al. 2003; Garcia-Beneytez et al.
2002; Figueiredo-Gonzélez et al. 2002; Jin et al. 2009).

Os compostos fendlicos encontram-se maioritariamente na camada interna da
pelicula e da grainha da uva, sendo que na polpa a sua concentracdo € mais baixa. A
concentracdo destes compostos esta dependente de vérios fatores, nomeadamente da
casta e das condi¢Ges ambientais como a luz, temperatura, altitude, tipo de solo, agua e
fase de maturacéo (Jin et al. 2009; Correia, 2014; Mateus et al. 2002).

No Tabela 2 encontram-se representados os valores dos compostos fendlicos
totais, antocianinas totais e taninos totais determinados por varios autores nas castas

Touriga Nacional e Touriga Franca.
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Tabela 2 - Teor de compostos fenolicos totais, antocianinas totais e taninos totais na casta Touriga
Nacional e Touriga Franca.

Fendis Totais Antocianinas Totais Taninos Totais Referéncias
0,274 mg/g bago 0,762 mg/g bago - Costa et al. (2015)
Touriga 66,5 g/L 0,64 g/L 3,92 g/L Vasconcelos et al. (1999)
Nacional Moutinho-Pereira et al.
- 2,15 mg/bago 8,96 mg/bago
(2015)
Touriga 0,568 mg/g bago 0,430 mg/g bago - Costa et al. (2015)
Franca 63,2 g/L 0,40 g/L 3,52 g/L Vasconcelos et al. (1999)

Os compostos fenolicos sdo divididos em dois grandes grupos, os flavondides e
os nao-flavondides. O primeiro grupo engloba as antocianinas, flavondis e flavanois
(flavan-3-ol). O segundo grupo é constituido por acidos fenolicos nomeadamente &cidos
benzoicos, cindmicos e os seus derivados, estilbenos e fenois volateis (Garcia-Beneytez
et al. 2002; Figueiredo-Gonzalez et al. 2002; Jin et al. 2009).

Todos estes compostos tem uma caracteristica quimica em comum: possuem
uma estrutura designada por fenol, que consiste num anel aromatico acoplado a um
grupo hidroxilo, o qual d& origem ao nome destes compostos. Tanto nas uvas como nos
vinhos existe uma série de compostos fendlicos derivados desta estrutura, sendo que o

teor total destes compostos € maior nas uvas do que nos vinhos (Cabrita et al. 2003).

2.7.1. Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos com origem na biossintese proveniente da via do
poliacetato e da via do xiquimato (Lobo et al. 2007). Este grupo de compostos fenélicos
¢ caracterizado pelo seu baixo peso molecular e pela sua estrutura geral Ce.C3-Ce
(Figura 6). Esta estrutura consiste em dois anéis aromaticos (A e B) ligados por um
anel de pirano (C) (Cabrita et al. 2003; Gongalves, 2007). A este grupo pertencem 0s
flavonois, flavandis (flavan-3-ol) e antocianinas, que se distinguem entre si através do
grau de oxidacdo (grau de insaturacdo) do anel de pirano. Esta familia de compostos é
responsavel por grande parte da estrutura, da cor e das reagdes de envelhecimento dos
vinhos e encontra-se na pelicula, na polpa e nas grainhas das uvas.

Alguns flavondides tém sido mencionados por exibirem uma ampla gama de
efeitos bioldgicos como a atividade antibacteriana, anti-inflamatoria, anti-alergénica,

anti-oxidante e anti-tumoral (Cao et al. 1996).
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Figura 6 — Estrutura geral dos flavonoides. Adaptado de Gongalves (2007).

2.7.1.1.  Flavanois

Este subgrupo € constituido pelos anéis arométicos A e B e pelo anel de pirano
(C) que na posicéo 3 se encontra ligado a um grupo hidroxilo (Figura 7).

As diversas formas de estrutura dos flavanois diferem entre si na estereogquimica
dos carbonos do anel C (C2 e Cs) e no grau de hidroxilacdo dos anéis A e B. Os mais
comuns no género Vitis encontram-se hidroxilados nas posi¢cdes 5 e 7 do anel A e de
acordo com o grau de oxidacdo do anel B e com a estereoquimica do carbono 3 do anel
C podem ser classificados como (+)-catequinas ou (+)-galocatequinas.

A (+)- catequina e (-)- epicatequina encontram-se hidroxiladas nas posigdes 3’ ¢
4’ do anel B, enquanto a (+)- galocatequina e (-)- epigalocatequina sdo hidroxiladas nas
posicdes 3°,4’ e 5°.

Estes compostos sdo responsaveis por algumas propriedades das uvas e

consequentemente dos vinhos tais como o sabor e a adstringéncia (Jin et al. 2009).

R1 R2 R3 Flavanois
OH H H (+)- catequina
H OH H (-)- epicatequina
OH H OH (+)- galocatequina
H OH OH (-)- epigalocatequina

Figura 7 — Estrutura dos flavandis mais abundantes. Adaptado de Dias (2011).
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2.7.1.1.1. Taninos condensados (proantocianidinas)

Estes compostos sdo derivados estruturais dos flavandis e, de acordo com o
namero de vezes que esta unidade se repete, podem dar origem a proantocianidinas
diméricas, triméricas e oligoméricas (até seis unidades) e proantocianidinas poliméricas
(mais de seis unidades) (Dias, 2011).

Nas uvas e no vinho as proantocianidinas estdo maioritariamente na forma
polimérica, sendo que o seu grau médio de polimerizacdo varia entre as 10 e 30
unidades.

Quando aquecidas em meio acido ou alcodlico, as proantocianidinas libertam
antocianidinas devido a quebra das ligacBes entre as unidades monomeéricas. Este
fendbmeno da origem a dois grandes grupos de proantocianidinas. Quando ocorre a
libertacdo de cianidina as moléculas recebem o nome de procianidinas, sendo esta um
oligbmero da catequina e epicatequina. Caso ocorra a libertacdo de delfinidina as
moléculas recebem o nome de prodelfinidinas, sendo constituidas por galocatequina e
epigalocatequina (Figura 8) (Cabrita et al. 2003; Dias, 2011; Burns et al. 2000).

OH
. OH

H* / Qeal

. HO O 0 B
—_—

0, OH
OH
Cianidina: R=H Catequina: R=H
Delfinidina: R=0OH Galhocatequina: R=OH

Procianidina: R=H
Prodelfinidina: R=OH

Figura 8 - Decomposicéo das proantocianidinas por aquecimento em meio acido ou alcoolico. Adaptado
de Dias (2011).

Os taninos condensados estdo presentes nas partes solidas dos cachos de uvas
como as peliculas, engacos e grainhas e durante a maceracdo a que sao sujeitos durante
0 processo de vinificagdo solubilizam no mosto, dai a existéncia de teores mais elevados
nos vinhos tintos que nos vinhos brancos (Cabrita et al. 2003; Correia, 2014; Kennedy
et al. 2006).
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Estes compostos detém uma elevada importancia a nivel sensorial no que toca a
avaliar a qualidade das uvas e dos vinhos, pois estdo associados a uma das suas
principais caracteristicas sensoriais que é denominada por adstringéncia. Esta
propriedade resulta da interacdo dos taninos com as proteinas salivares ricas em prolina.
Como resultado desta interacdo, sdo formados complexos estaveis e insollveis que
precipitam na cavidade oral e assim impedem a lubrificagdo da lingua, causando uma
sensacdo de secura e constrigdo (Soares et al. 2012).

Nos vinhos as proantocianidinas também transmitem uma sensacao de corpo e
estrutura, e influenciam a sua capacidade de envelhecimento assim como a estabilizagédo

da cor ao longo deste processo.

2.7.1.1.2. Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisdveis sdo constituidos por uma molécula de acucar
(geralmente a glicose) ligada a um composto fendlico, que pode ser o acido galico
dando origem aos taninos galicos, ou o acido elagico formando os taninos elagicos
(Burns et al. 2000; Fernandes, 2007).

Estes compostos ndo estdo presentes naturalmente nas uvas, pelo que a sua
presenca no vinho € de origem exdgena, como por exemplo da utilizagdo de madeira
para o envelhecimento e conservacao dos vinhos em barricas e da aplicacdo de produtos
enoldgicos como taninos ou de aparas de madeira (Pardo-Garcia et al. 2014; Fernandes,
2007).

2.7.1.2. Flavonois

Os flavonois encontram-se nas uvas na forma glicosidica e séo caracterizados
por possuirem uma insaturacdo e um grupo hidroxilo no carbono 3 do anel de pirano
(C). A este grupo pertencem a quercetina, o quempferol e a miricetina que diferem entre
si no grau de hidroxilacdo do anel aromatico B (Figura 9) (Cabrita et al. 2003; Jin et al.
2009).

R1 | R2 | Flavondis

H | H | Quempferol

OH | H | Quercetina
OH | OH | Miricetina

OH ©O

Figura 9 — Estrutura dos flavonois. Adaptado de Cabrita et al. (2003).
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Estes compostos sdo sintetizados na pelicula dos bagos e embora se encontrem
em menor quantidade, tem um papel importante no processo de co-pigmentacdo das
antocianinas. (Cabrita et al. 2003).

Nas uvas estdo presentes na forma glicosidica e no vinho na forma livre,
aglicona, uma vez que os glicosideos sdo hidrolisados durante o processo de

fermentacgdo (Ribéreau-Gayon et al. 2006).
2.7.1.3. Antocianinas

Estes compostos diferem dos restantes flavonoides uma vez que a sua estrutura
esta associada a uma ou mais moléculas de glucose.

A estrutura das antocianinas deriva de glucésidos do catido flavilio com
diferentes graus de hidroxilacdo e metoxilagdo no anel aromatico B. As antocianinas
podem ainda diferir no nimero e na natureza dos acucares ligados a molécula (pentoses,
metilpentoses e hexoses), 0 nimero e natureza das cadeias alifaticas ou aromaticas
esterificadas com o0s aclcares e a posicdo destas ligagbes e ainda podem surgir
esterificadas por &cidos, tais como o acido acético e cumarico (Figura 10) (Castafieda-
Ovando et al. 2009; Cabrita et al. 2003; Conde et al 2007; Nufiez et al. 2004).
Geralmente os agUcares ligam-se na posicdo O-3, no entanto podem também ligar-se na
posicdo O-5 e O-7 (Figura 11). Na sua forma ndo glicolisada denominam-se
antocianidinas (agliconas) e sdo menos estaveis comparativamente as antocianinas
(Gongalves, 2007).

R1 R1 R2 Antocianinas
Pelargonidina-3-
/l OH H H | o
= glucdsido
HO - (-5 - B | OH H Cianidina-3-glucosido
. k\‘-:::‘-» -~
™~ ‘/:Q TR = R?2 OH OH Delfinidina-3-glucésido
/:IRE -z OCHs H Peonidina-3-glucosido
F O-Glucose OCHjs OH Petunidina-3-glucésido
OH OCHgs OCHjs Malvidina-3-glucésido

Figura 10 — Estrutura das antocianinas 3-glucésido. Adaptado de Gongalves (2007).
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R3=-H 3-glucosido de antocianidina

_ 3-acetilglucésido de
R3- -
antocianidina

R3 R3=

= 3-cumaroilglucésido
de antocianidina

OH

R3=

3-cafeoilglucdsido
de antocianidina

OH

OH

Figura 11 — Estrutura base das antocianinas 3-glucésido e respetivos ésteres acilados. Adaptado de
Fernandes (2007).

No género Vitis, as antocianinas mais comuns sdo a cianidina, a delfinidina, a
peonidina, a petunidina e a malvidina, sendo esta a que se encontra em maior
quantidade (Cabrita et al. 2003; Conde et al 2007; Nufiez et al. 2004). Localizam-se na
pelicula, nas paredes de células hipodérmicas e também na polpa das uvas de castas
tintureiras, acumulando-se no inicio do pintor até a maturacdo (Cabrita et al. 2003;
Conde et al 2007; Nufiez et al. 2004; Jin et al. 2009; Mateus et al. 2002).

A cor das antocianinas pode variar do vermelho ao azul consoante a sua
estrutura quimica e as condic¢des fisico-quimicas do meio em que se encontram.

O aumento dos grupos hidroxilo conduz a um aumento da tonalidade azul, e
verifica-se o efeito inverso quando esses grupos sdo substituidos por grupos metoxilo
enaltecendo a tonalidade vermelha. O pH tem influéncia na cor, sendo que em meio
acido as antocianinas apresentam uma cor vermelha mais intensa (Cabrita et al. 2003).
As antocianinas apresentam diferentes formas quimicas de acordo com o pH do meio
em que se encontram (Castafieda-Ovando et al. 2009). A pH é&cido, pH=1, a espécie
predominante é o catido flavilio que contribui para as cores roxas e vermelhas. Com um
ligeiro aumento do pH, entre 2 e 4, é predominante a base quinoidal o que da origem a
formacdo da cor azul. Com valores de pH entre os 5 e 6 sdo formadas as espécies
carbinol e chalcona que sdo pseudobases incolores (Figura 12). A pH bésico, superior a
7, as antocianinas comecam a ser degradadas e formam-se coloracGes incolores ou

amareladas (Fernandes, 2007; Castafieda-Ovando et al. 2009).
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Para aléem do pH, também as intera¢cBes moleculares das antocianinas com outros
compostos afetam a sua estabilidade contribuindo para a enorme variedade de cores que
estes pigmentos apresentam (Mateus et al. 2002). A este fendmeno da-se o nome de co-
pigmentacdo. Neste fendmeno ocorre interacdo molecular através de ligacGes de
hidrogénio e interacbes hidrofobicas entre as antocianinas e as outras moléculas nao
coradas que atuam como pigmentos. Os varios co-pigmentos encontrados pertencem a
diversas familias de compostos tais como aminoacidos, &cidos organicos, &cidos
fenolicos, alcaldiedes e flavonoides, em particular os flavanois (Dias, 2011; Soutinho,
2012).

+
HO._ -~ _O.
=~ ST S
OH
R1 B

AH¢+ (catigo flavilio - vermelho) OH A (base quinoncidal - violeta)
-H 1+ H0 }
JOH OH

s, -~
on 9 |l \/[
HO\(/TQ: /G\ \N/// \\RE HGH\EQ&IJ . -
P — T
- \]/ oM
OH

B (carbinol - incolor) C (chalcona - amarelo)

Figura 12 — Formas estruturais das varias antocianinas predominantes a diferente pH. Adaptado de
Fernandes (2007).

2.7.2. Né&o-Flavonoides

Este grupo de compostos é constituido pelos acidos fendlicos que compreende 0s
acidos benzoicos, cinamicos e outros derivados fendlicos como os estilbenos. A
estrutura geral consiste num anel aromatico, um grupo carboxilo e um ou mais grupos
metoxilo e hidroxilo. Sdo incolores em solucdo hidroalcodlica, no entanto podem
tornar-se amarelos ap0s a oxidagdo. Estes compostos encontram-se nas uvas
esterificados e no decorrer da preparacdo e conservacdo do vinho sofrem uma hidrolise
lenta, podendo ser encontrados nos vinhos brancos e tintos na forma livre (Correia,
2014; Angelo et al. 2007; Kennedy et al. 2006; Cabrita et al. 2003).
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Sao os compostos fenolicos mais importantes nos vinhos brancos uma vez que se
encontram maioritariamente na polpa das uvas, no entanto também podem ser
encontrados na pelicula. O seu teor diminui com o processo de maturacdo da uva e da
fermentacao do mosto (Correia, 2014; Cabrita et al. 2003).

Tém relevancia em alguns processos de oxidacdo que levam ao acastanhamento
dos mostos e vinhos. Embora estes compostos ndo tenham uma influéncia direta sobre o
sabor dos vinhos, sdo responsaveis pelo aparecimento de fendis volateis que irdo
provocar algumas alteracdes a nivel das caracteristicas aromaticas dos vinhos (Velho,
2012).

Os acidos benzdicos possuem uma estrutura geral Ce-C1 (Figura 13). De entre 0s
diversos acidos deste grupo destaca-se o 4&cido galico que estd associado ao

envelhecimento dos vinhos em barricas (Gongalves, 2007; Correia, 2014).

R1 R1 R2 Acido benzoico
H H Acido p-hidroxibenzdico
HO—4 _\;\ COOH OH OH ’Acido galico
N\ //_ OCHs H Acido vanilico
F OCH; | OCH; Acido siringico
R2

Figura 13 — Estrutura geral dos &cidos benzdicos. Adaptado de Gongalves (2007).

Os é&cidos cinamicos possuem uma estrutura geral Ce-Cz (Figura 14)

(Gongalves, 2007). Estes acidos encontram-se nas uvas na forma de ésteres de acido

tartarico.
R1 R1 R2 Acido cinamico
H H Acido p-cumérico
HO—&( o \\’\}—C:C—COOH OH OH Acido cafeico
\:\_J/ H H OCHs | H Acido ferdllico
RZ/ OCHs; | OCH; Acido sinéptico

Figura 14 — Estrutura geral dos &cidos cinamicos. Adaptado de Gongalves (2007).

Os estilbenos sdo compostos que na sua estrutura possuem dois anéis aromaticos

ligados entre si por uma cadeia de etileno (Figura 15). Este grupo de compostos é
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produzido naturalmente com o objetivo de proteger a uva contra agressdes externas,
nomeadamente infe¢cGes microbianas e contra os raios UV. Embora estejam presentes
em pequenas quantidades no vinho, este grupo de compostos tém uma grande

importancia devido aos beneficios para a saude humana (Correia, 2014).

R2 R3 R4 Estilbeno
H H Pinosilvina
H OH Resveratrol
OH H OH Hidroxiresveratrol
OH OH Piceatanol
OH OCH3 Rapontigenina

Figura 15 — Estrutura geral dos estilbenos. Adaptado de Gongalves (2007).

O composto mais abundante neste grupo é o resveratrol que é caracterizado por
possuir propriedades anticancerigenas e antioxidantes (Lai et al. 2016; Zhang et al.
2015).

2.8. Biossintese dos compostos fenolicos

A biossintese dos compostos fendlicos tem origem em duas vias metabolicas
diferentes, a via do xiquimato e a via fenilpropanoide (Figura 16). A formacdo destes
compostos estd dependente da disponibilidade do aminoacido fenilalanina, que é um
produto resultante da via do xiquimato e da malonil-CoA que resulta da via
fenilpropanoide (Downey et al. 2006).

O primeiro passo na biossintese destes compostos é a desaminacdo da L-
fenilalanina através da enzima fenilalanina amoniaco liase (PAL) para dar origem ao
acido trans-cindmico e uma molécula de amoniaco. Em seguida é obtido o &cido p-
cumarico através da hidroxilacdo do acido trans-cinamico. Esta reacdo € catalisada pela
enzima acido cindmico 4-hidroxilase (C4H).

Ao &cido p-cumérico é adicionada uma molécula de acetil-CoA dando origem a
uma molécula de p-cumaril-CoA que ao condensar-se a trés moléculas de malonil-CoA
e através da acdo da enzima chalcona sintase (CHS) formam a naringenina chalcona. As
moléculas de malonil-CoA s&o formadas através da acetil-CoA pela enzima acetil-CoA
carboxilase (Holton et al. 1995; He et al. 2010).
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A naringenina chalcona é transformada no seu isomero naringenina flavanona
através da acao da enzima chalcona isomerase (CHI). Este isdbmero é constituido pelos
trés anéis gerais da estrutura dos flavonoides Cs.C3-Cs (He et al. 2010; Pomar et al.
2005).

A naringenina flavanona pode sofrer a acdo de duas enzimas diferentes a
flavonoide 3’- hidroxilase (F3’H) ou flavonoide 3’5’- hidroxilase (F3’5°H) e dar origem
a eriodictiol e pentadidroxil-flavanona, respectivamente. Estas trés flavanonas
(naringenina, eriodictiol e pentahidroxi-flavanona) sdo modificadas através da catélise
da enzima flavanona 3f-hidroxilase (F3H) para produzir os dihidroflavonois (flavonais)
correspondentes, dihidroquercetina, dihidrocaempferol e dihidromiricetina (Holton et al.
1995; He et al. 2010).

No entanto também é possivel produzir a dihidrogquercetina e dihidromiricetina a
partir do dihidrocaempferol através da acdo da enzima flavonoide 3'-hidroxilase (F3’H)
e flavonoide 3'5'-hidroxilase (F3’5°H), respetivamente (He et al. 2010).

A enzima dihidroflavonol 4-redutase (DFR) pode reduzir os dihidroflavondis a
cima referidos nas suas leucoantocianidinas (flavan-3,4-dios/flavanois) correspondentes,
leucocianidina, leucopelargonidina e leucodelfinidina. A enzima antocianidina sintase
(ANS) induz a oxidacdo das leucoantocianidinas e consequentemente sdo formadas as
antocianidinas (cianidina, pelargonidina e delfinidina) (Holton et al. 1995).

Nas uvas do género Vitis vinifera, as antocianidinas apenas sofrem glicosilacéo
na posicdo Csz através da enzima flavonoide glucosiltransferase (UFGT). A glicosilacdo
€ um passo importante na biossintese uma vez que favorece a hidrofobicidade e a
estabilidade das antocianinas.

As etapas finais da biossintese das antocianinas individuais consistem na
metilagdo dos grupos hidroxilo nas posi¢des Cs e/ou Cs do anel B através da enzima O-
metiltransferase (OMT) (Pomar et al. 2005).

Existe também uma relacdo entre a biossintese das antocianinas e a biossintese
dos taninos. Os flavan-3,4-dios podem ser convertidos em catequina através da enzima
leucoantocianidina redutase (LAR). A enzima antocianidina redutase (ANR) também
atua sobre a cianidina e delfinidina dando origem a epicatequina e epigalocatequina,

respetivamente (He et al. 2010).
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Figura 16 — Esquema da biossintese dos compostos fenolicos.
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2.9. Métodos de analise quimica

Em geral, os métodos de anélise quimica sdo divididos em dois grandes grupos:
andlise qualitativa, que consiste na identificacdo dos elementos/compostos presentes na
amostra e a analise quantitativa que permite determinar as quantidades em que esses
mesmos elementos/compostos se encontram na amostra.

A avaliacdo da composicdo fendlica é frequentemente efetuada através de
técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas.

2.9.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Esta técnica foi desenvolvida no inicio do século XX pelo boténico russo
Mikhail Tswett quando este tentava separar 0s varios pigmentos de plantas, tais como
clorofilas e xantofilas, passando amostras dessas solucdes através de uma coluna de
vidro contendo carbonato de céalcio como solvente. As espécies separadas apareciam
como bandas coloridas na coluna, o que levou ao nome desta técnica (Skoog et al.
2001).

A cromatografia € um método analitico utilizado para proceder a separacao dos
componentes quimicos de uma amostra complexa, com o objetivo de identificar,
quantificar ou simplesmente obter uma substancia pura. Estes componentes estdo
distribuidos em duas fases: uma fase movel e uma fase estacionaria (Skoog et al. 2001).
A fase estacionaria pode ser constituida por um liquido, sélido ou gel e a fase movel é
constituida por um determinado fluido (liquido, gés ou fluido supercritico) que percorre
a fase estacionaria numa determinada direcdo (Falco da Costa, 1997).

Os métodos cromatograficos podem ser classificados em dois grandes grupos:
cromatografia em coluna e cromatografia plana. Na cromatografia em coluna, a fase
estaciondria estd disposta num tubo de pequeno didmetro (vidro, metal ou outro
material) e a fase movel é forcada a passar através desse tubo por pressao ou gravidade.
Na cromatografia plana, a fase estacionaria esta disposta sobre uma superficie plana
(vidro, plastico ou aluminio) e € mais conhecida como cromatografia em camada fina
(TLC) onde a fase mdvel se desloca através da fase estacionaria por acéo capilar ou por
gravidade (Falco da Costa, 1997).

A grande variedade de combinagdes destas duas fases, movel e estacionaria, da

origem a inumeras técnicas de cromatografia. De entre 0s varios tipos existentes, a
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é umas das técnicas mais importantes e

mais utilizada (Skoog et al. 2001).

Na Figura 17 esta representado um esquema simples de um aparelho de HPLC.
Neste tipo de cromatografia, a fase movel é bombeada do reservatoério através de uma
bomba de alta pressdo. Através do injetor, é aplicado na corrente da fase mdvel um
volume preciso da amostra que queremos analisar. Posteriormente, a amostra a ser
analisada entra na coluna cromatogréfica onde ira decorrer a separacdo dos seus
componentes. Consoante a afinidade dos compostos para com a fase estacionéria
(coluna cromatogréafica), estes irdo sair da coluna em instantes diferentes. E importante
ter em atencdo a interacdo e a polaridade dos compostos com a fase escolhida, pois estes
vao distribuir-se entre as duas fases de acordo com as suas afinidades. As substancias
com maior afinidade pela fase estaciondria movem-se mais lentamente (eluem
lentamente), ao contrario das substancias que tem pouca afinidade pela fase estacionaria
que se movem mais rapidamente (eluem mais rapidamente)
(http://www.crg4.org.br/sms/files/file/conceitos_hplc_2010.pdf, 2017; Coelho, 2013;
Silveira, 2013).

Coluna cromatogrifica E
! T i
B et
T h Dadas
- Injegdo da
- '{r amostra * Residuos
Fase "?" g |
mdvel —
Romba Detector —

Figura 17 — Esquema simples de um aparelho de HPLC (Biomedicina Brasil, 2017).

Apds sairem da coluna, os compostos sdo detetados, e é medida a sua quantidade
ou concentracdo atraves do detetor. Os detetores utilizados estdo ligados a um sistema
computorizado de analise de dados que efetua o registo final sob a forma de um gréfico,

cromatograma (Falco da Costa, 1997).
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Cada composto é identificado através do seu tempo de retencdo que depende da
sua interacdo com a fase estacionaria. O método mais comum para podermos identificar
0 composto que pretendemos analisar é realizado através da comparacdo do tempo de
retencdo desse composto em particular com o seu respetivo padréo. Se verificarmos que
0s tempos de retencdo sdo coincidentes podemos presumir a identidade desse composto.
A quantificacdo do nosso composto de interesse também é importante. Para isso
produzimos uma reta padrdo com diferentes concentracfes do composto padrdo. Ao
injetar a amostra cuja concentracdo pretendemos determinar, verifica-se a area obtida e
utilizando a reta padrao € possivel quantificar o composto pretendido. A area do pico é
proporcional a quantidade ou concentracdo do composto dependendo do detetor que se
esteja a utilizar (Silveira, 2013).

O HPLC tem como principais vantagens a rapidez da analise, a alta eficiéncia e
poder de resolucdo, a reprodutibilidade, a sensibilidade, a possibilidade de automacéo, a

simplicidade da técnica e 0 manuseio de pequenas quantidades de amostra.

2.9.1.1. Métodos de separacdo em cromatografia liquida

Uma das particularidades da cromatografia liquida consiste na variedade de
métodos de separacdo que podem ser utilizados para separar 0s mais diversos tipos de
substancias, quer sejam polares, apolares, i6nicas, ionizaveis ou poliméricas. Existem
cinco tipos principais de cromatografia liquida que se distinguem entre si devido ao
processo de separacdo dos componentes da mistura que se pretende analisar: (1)
cromatografia de adsorcdo (cromatografia liquido-sélido); (2) cromatografia de partilha
ou particdo (cromatografia liquido-liquido e liquido-fase ligada); (3) cromatografia de
permuta idnica (troca idnica); (4) cromatografia de pares ionicos e (5) cromatografia de
exclusdo ou de permeabilidade (cromatografia em gel) (Falco da Costa, 1997).

Os quatro primeiros tipos de cromatografia estdo dependentes das interacGes
entre as moléculas ou ides presentes na amostra a analisar e as fases estacionaria e
movel. Por ultimo, a cromatografia de exclusdo separa as moléculas da amostra através
das diferencas no seu tamanho e formato ao contrario das restantes cromatografias

referidas acima (Falco da Costa, 1997).

2.9.1.1.1. Cromatografia liquida de partilha (fase reversa)

Este tipo de mecanismo é o mais amplamente utilizado. Baseia-se na

distribuicdo dos solutos entre as fases movel e estacionaria e a separacdo decorre
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sobretudo das diferencas de solubilidade dos componentes da amostra nas duas fases.
Neste tipo de cromatografia a eluigdo é em gradiente, ou seja, a composi¢do da fase
movel varia ao longo do tempo. A fase estacionaria é apolar, por exemplo um
hidrocarboneto, ao contrario da fase movel que € constituida por um liquido polar como
por exemplo a dgua ou um alcool. Neste caso, quanto menos polar for o soluto, mais
lentamente é eluido e assim ficard mais tempo retido na coluna (Falco da Costa, 1997).

Os eluentes mais utilizados neste tipo de cromatografia sdo a agua (H20),
metanol (CH3OH), acetonitrilo (C2H3N) e tetrahidrofurano (C4HsgO).

2.9.1.2. Coluna cromatografica

A coluna cromatografica € um dos principais constituintes e mais importante do
sistema cromatografico. E aqui que ocorre a separacdo das diversas substancias que
constituem a amostra. A escolha de uma coluna depende de varios fatores, sendo que
em primeiro lugar devemos definir as caracteristicas da amostra a analisar tais como, a
polaridade, estrutura quimica e carga ionica. Para além disto, podemos ainda considerar
dois fatores importantes na escolha da coluna: fatores quimicos, que dizem respeito ao
enchimento e fatores mecanicos, que dizem respeito ao involucro (Chust, 1990).

Em geral o enchimento das colunas cromatograficas € a base de particulas de silica
devido a sua alta porosidade e consequentemente elevada area superficial. As colunas
sdo constituidas apenas por silica ou podem ser de fase ligada em que atraves de reacGes
quimicas ocorre a ligacdo de um grupo funcional aos grupos hidroxilo livres da silica.
Os tipos de fase ligada mais comummente utilizados s&o os seguintes: C4, C8, C18,
Fenil CsHs, Amina NHz (Chust, 1990).

2.9.1.3. Tipos de detetores usados em cromatografia liquida

A funcdo do detetor na cromatografia consiste em examinar continuamente a
fase mével que surge através da coluna cromatografica. O detetor gera um sinal elétrico
que é registado e posteriormente é convertido e analisado através de sistemas digitais de
aquisicdo e processamento de dados cromatograficos. Existem varios tipos de detetores,
como por exemplo: (1) detetor de absorcéo de radiacdo ultravioleta e visivel; (2) detetor
de diodo (DAD); (3) detetor de fluorescéncia e (4) detetor de indice de refracdo (Falco
da Costa, 1997).
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2.9.1.3.1. Detetor de absorc¢éo de radiacdo ultravioleta e visivel

Os espectrofotometros de absor¢do de radiacdo ultravioleta e visivel (UV-Vis)
sdo os mais utilizados a nivel da cromatografia liquida. Este tipo de detetores mede a
absorcédo da radiacdo eletromagnética pelo efluente da coluna que atravessa a célula de
detecdo: a fase movel que surge através da coluna passa por uma pequena célula de
detecdo, semelhante a uma pequena cuvete, colocada no percurso do feixe de radiagédo
eletromagnética do espetrofotometro. Estes detetores atuam na regido entre os 190-800
nm (Falco da Costa, 1997). Uma das vantagens deste tipo de detecdo € a possibilidade
de selecdo do comprimento de onda usado nas analises, a sensibilidade aos solutos no
processo de absor¢do e a sua compatibilidade com a maior parte dos esquemas de
eluicéo gradiente (Falco da Costa, 1997).

Os detetores UV-Vis sdo constituidos por quatro componentes: (1) uma fonte de
radiacdo eletromagnética - ldmpada; (2) um filtro ou monocromador para a selecdo de
uma faixa mais ou menos estreita de comprimentos de onda; (3) uma célula de absor¢édo
(detecdo ou de medicgdo) por onde passa o feixe de radiacdo eletromagnética e (4) um
dispositivo que converte esta radiacdo em energia elétrica - uma célula fotelétrica ou um
tubo fotomultiplicador - medindo a variacdo da intensidade luminosa; o sinal elétrico
gerado por este dispositivo de medicdo é amplificado e enviado para o sistema de
registo (Falco da Costa, 1997).

Quando se aplica um filtro para selecionar uma Unica faixa de comprimentos de
onda para a detecdo, o detetor diz-se de comprimento de onda fixo. Pelo contrario,
quando se utiliza um monocromador, que permite selecionar diferentes comprimentos
de onda, o detetor diz-se de comprimento de onda varidvel. Este ultimo possibilita a
selecdo de um comprimento de onda mais apropriado para a andlise que se esta a
efetuar, geralmente aquele que corresponde ao maximo de absor¢do dos solutos,
permitindo obter uma maior sensibilidade e linearidade (Falco da Costa, 1997).

Os detetores de absorcdo podem ainda ser de feixe simples ou duplo. Nestes
ultimos, um feixe paralelo da mesma radiacdo atravessa uma outra célula de referéncia
gue pode estar vazia, apenas com ar, ou cheia de solvente. Este tipo de feixe reduz o
ruido e deriva da linha de base, j& que qualquer variacdo na intensidade da fonte de
radiacdo eletromagnética sera automaticamente compensada, pois afeta de igual forma

os dois feixes, 0 que atravessa a célula de referéncia e a de medicéo.
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A fonte de radiacdo eletromagnética € normalmente uma lampada de tungsténio,
para a zona dos visiveis e ultravioletas mais proximos (350-800 nm), ou de deutério
para a zona dos ultravioletas (190-350 nm) (Falco da Costa, 1997).

Estes detetores detetam apenas solutos que absorvem radiacdo ultravioleta ou
visivel, o que significa que para ser detetado o soluto deve exibir absor¢do nesta regido
do espetro, ou entéo ser capaz de se combinar com um agente complexante para formar
um derivado que absorva nesta regido (Falco da Costa, 1997).

No cromatograma, as ordenadas representam a intensidade do sinal do detetor,
quanto maior a concentracdo do soluto na célula de detecdo, maior a intensidade do

sinal produzido (Falco da Costa, 1997).

2.9.1.4. Analise dos dados cromatogréaficos

O processamento dos dados cromatograficos através de um sistema digital
requer a digitalizacdo adequada do sinal analégico do detetor e o uso de um programa
para a detecdo dos picos cromatograficos, correcdo da deriva da linha de base,
determinacdo dos tempos de retencdo e célculo das areas dos picos, concentragdes dos
componentes e producdo de um relatorio final (Falco da Costa, 1997).

O sinal analdgico resultante do detetor é convertido no sinal digital através de
um conversor A/D (analdgico para digital). Os dados digitais obtidos sdo armazenados
na memoria do sistema juntamente com o tempo total de duracéo da analise efetuada.

Os tempos de retencdo sdo calculados multiplicando o ndmero de leituras do
conversor A/D (N) pelo intervalo de tempo decorrido entre duas leituras consecutivas
(t). Assim, o tempo de retencdo (tr) correspondente ao maximo do pico é dado pela

seguinte férmula:
tR=N X

Por exemplo, para um intervalo de tempo de 0,1 segundos entre duas leituras e para um
pico maximo de 1300 a leitura do conversor A/D, o tempo de retengdo correspondente é
de tr = 1300 x 0,1 = 130 segundos que corresponde a 2,17 minutos.

Um dos célculos fundamentais efetuado é o da determinagdo da area dos picos
cromatograficos. Apesar de ocorrerem algumas variagdes no formato dos picos o
processo de calculo destes € muito semelhante. Para isso é necessario que 0 sistema

proceda previamente a detecdo e delimitacdo dos picos. Existem dois métodos para a
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detecdo dos picos cromatograficos: detecdo baseada na monitorizacdo do declive e
detecdo baseada na area de teste (Falco da Costa, 1997).

No método baseado na monitorizacdo do declive, o sistema segue o declive do
sinal. Se este for positivo e igual ou maior do que o limiar pré-estabelecido, procede-se
a confirmacéo de que se trata de um pico e ndo de ruido e em caso afirmativo, inicia-se
a integracdo da area. A determinacéo do final do pico é feita através do aparecimento de
um declive negativo e igual ou menor do que o limar pré-estabelecido. Para a
determinacéo do vértice do pico é usado um valor nulo ou a mudanca de sinal entre os
dois declives (Falco da Costa, 1997).

No método baseado na detecdo da &area de teste, o sistema integra uma area
sempre que a intensidade do sinal aumenta, isto é, se a area exceder o limiar pré-
estabelecido o pico é reconhecido e integrado. De forma semelhante, pode ser utilizada
uma segunda area de teste para detetar o vértice do pico assim que a variacdo do sinal
mude de sentido (Falco da Costa, 1997).

A andlise quantitativa é normalmente constituida pelos seguintes pontos:

(1) Anélise cromatografica de uma ou mais solucdes de calibracdo possuindo
quantidades conhecidas dos compostos gque se pretende quantificar;

(2) Medicdo do tamanho (&rea e/ou altura) dos picos cromatograficos dos
componentes da solugéo de calibracdo;

(3) Analise cromatografica das amostras a analisar;

(4) Medicao do tamanho (area e/ou altura) dos picos cromatograficos de interesse
nos cromatogramas das amostras analisadas;

(5) Calculo dos valores analiticos, concentragdes dos solutos nas amostras, a partir

dos dados obtidos no ponto (2) e (4).

Na maioria dos casos, conclui-se que o tamanho dos picos e a concentracdo dos
respetivos solutos sdo proporcionais, isto €, o grafico de calibracdo (tamanho do pico
em funcdo da concentracao) é linear (Falco da Costa, 1997).

2.9.2. Espetrofotometro

O espetrofotometro € um aparelno que permite fazer a comparagdo da
intensidade da luz transmitida através de uma amostra, com a intensidade da luz
absorvida por essa mesma amostra que conttm o composto que pretendemos
quantificar. Este equipamento permite fazer medic¢Oes a varios comprimentos de onda

na regido do espetro visivel.
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O espetrofotometro (Figura 18) é constituido por cinco elementos essenciais:
(1) fonte de radiacéo; (2) monocromador; (3) compartimento para a amostra; (4) detetor
e (5) processador do sinal. A fonte de radiagdo consiste numa lampada emissora de luz.
O monocromador baseia-se num prisma que funciona como uma rede de difracdo da luz
emitida nos varios comprimentos de onda. A luz emitida atravessa a cuvete onde é
colocada a amostra que pretendemos analisar, sendo que uma fracdo do feixe dessa luz é
absorvida e outra fracdo € refletida. O detetor € formado por uma célula fotoelétrica que
deteta a intensidade da luz recebida consequente da diferenca entra a absorcéo e
reflexdo. Este detetor identifica a intensidade da luz e gera um sinal elétrico que
posteriormente seré& analisado pelo computador obtendo-se entdo o valor da absorvéncia
da respetiva amostra. A concentracdo da amostra é determinada segunda a lei de
Lamber-Beer, que relaciona diretamente a absorvéncia com a concentracao
(Dornemann, 2016; Skoog et al. 2006).

Fonte de luz Abertura
avel
Monocromador Apistive
Amostra
L=
Detector
de Sinal  Ampliador

de Sinal Processador

‘ , de Sinal
«

Figura 18 — Esquema de um espetrofotdmetro. Adaptado de Dornemann (2016).
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2.10. Objetivos

Neste contexto, o objetivo deste trabalho é estudar o perfil antocianico e a
composicao fendlica das diferentes partes do bago de duas castas, Touriga Nacional e
Touriga Franca, sujeitas a diferentes tratamentos foliares. Estes tratamentos, silicato de
aluminio e silicato de potassio (SiK), sdo realizados com o intuito de reduzir os
impactos negativos gque o calor e a seca tém sob a videira, protegendo a videira contra o

escaldao de folhas e cachos.
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Capitulo 3

Parte Experimental
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3. Parte Experimental

3.1. Localizacdo do campo de ensaio e recolha das amostras

A Quinta do Orgal situada em Castelo Melhor (longitude 41° 3° 51.768 N,
latitude 7° 5' 26.491°° W, altitude entre 127 ¢ 330 m), Vila Nova de Foz C6a pertence a
regido do Douro Superior. Em 2009 deu-se inicio & plantacdo das videiras em encostas
viradas a Norte e em solos maioritariamente Xistosos, sendo estas algumas das
principais caracteristicas da regido do Douro Superior (Figura 19). Até 2016 foram
plantados cerca de 30 ha de vinha, sendo que 69,5% dessa area corresponde a casta
Touriga Nacional, 27,1% a casta Touriga Franca e 3,4% a casta Sousdo (Quinta do
Vallado, 2017).
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O trabalho prético foi realizado entre os meses de Julho e Setembro de 2016 e as
castas em estudo foram a Touriga Nacional (TN) e Touriga Franca (TF).

Foram recolhidas amostras em sete datas diferentes, correspondentes a diferentes
estados de maturagdo até a vindima. A recolha iniciou-se a 26 de Julho, data de inicio
do pintor, sendo que a Ultima data de recolha realizou-se ap6s a vindima, a 20 de

Setembro.
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3.2. Amostragem

Foram selecionados oito bardos de vinha contiguos e em condic¢Ges uniformes
entre si (Figura 20). Cada bardo foi subdividido em quatro partes, sendo que a recolha
das amostras foi feita em duas dessas partes.

Touriga Nacional Touriga Franca
Controlo Caulino SiK 0,05% SiK 0,1% Controlo Caulino SiK 0,05% SiK 0,1%

Figura 20 — Esquema do estudo realizado na Quinta do Orgal. Legenda: SiK 0,05% - Silicato de potassio
com concentra¢do a 0,05%. SiK 0,1% - Silicato de potassio com concentracao a 0,1%.

Para cada casta, foram recolhidas amostras dos bardos controlo e dos bardos
com aplicagdo foliar do silicato de aluminio e silicato de potassio com as diferentes
concentracgdes (0,1% e 0,05%). Os bagos recolhidos foram colocados em frascos falcon
de 50 mL, devidamente identificados, e armazenados a -80°C ate altura da sua utilizacéo
para que as suas propriedades ndo fossem alteradas.

As amostras foram recolhidas de forma aleatéria com o objetivo de obter uma
melhor representatividade.

3.3. Aplicacéo foliar dos tratamentos e respetivas datas de aplicagdo

Foram aplicados dois tipos de tratamentos diferentes nos bardos com as
seguintes caracteristicas:

¢ Silicato de Aluminio
SURROUND WP (Nova Source) - BASF
P& molhéavel 95% p/p caulino
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Rétulo: SP-05-1
ITEM: NSV 1PLSP0109
Data de aplicacéo: 8 de Julho de 2016.

e Silicato de Potassio
SILI-K Silica soltvel: 12,2% (171 g/L)
K20: 15% (210 g/L)
p=1,4 kg/L
Lote: K09/29
26 de setembro 2006 (validade 3 anos)
Datas de aplicacdo: 8 de Julho de 2016 e 23 de Julho de 2016.

3.4. Preparacao das amostras

Foram retirados e pesados os bagos de cada uma das amostras e em seguida
procedeu-se a separagdo das peliculas, grainhas e polpa.

As peliculas foram pesadas e armazenadas a -80°C. As grainhas foram
igualmente pesadas e em seguida colocadas numa estufa Ecocell a 40°C até atingirem
um peso constante.

A partir da polpa dos bagos foram feitas analises ao pH e ao teor de acUcares.

As peliculas e as grainhas foram pesadas em triplicado e feitos os respetivos
extratos hidroalcodlicos para proceder a andlise dos compostos fenolicos. As
antocianinas totais, os compostos fenolicos totais e os taninos totais foram analisados
através de métodos espetrofotométricos, enquanto as antocianinas monoméricas foram

analisadas através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
3.5. Preparacao da polpa

Na polpa foi determinado o pH e o teor de agucares. Para isso foi necessario
proceder a trituracdo da polpa através de um micro-turrax IKA T 10 basic ULTRA-

TURRAX® Handheld Homogenizer, até se obter uma solucdo homogeneizada.

3.5.1. Determinacdo do pH e teor de agucares

O pH foi determinado por potenciometria utilizando o elétrodo de um titulador
Schott Titroline Easy, previamente calibrado com solucbes tampéo de pH 4.00 e pH
7.00.

O teor de acgucares foi determinado através da leitura do indice de refragdo do
homogeneizado da polpa, recorrendo a um refratbmetro digital Hanna HI 96813 com

compensacdo automatica da temperatura.

39



3.6. Preparacao dos extratos hidroalcoolicos das peliculas e grainhas

Para proceder a preparacdo dos extratos hidroalcoolicos foram maceradas as
peliculas e grainhas. Foram pesados e transferidos cerca de 0,1g do extrato seco em
triplicado para tubos eppendorfs de 2mL previamente tarados e foi registado o seu peso
efetivo.

A porcio transferida foi imediatamente adicionado 2mL de uma solugdo
hidroalcoodlica a 50% v/v. O preparado foi colocado sob agitacdo durante 1 hora e em
seguida procedeu-se a sua centrifugacdo numa centrifuga Eppendorf 5804 R a 11000
rotaces por minuto durante 20 minutos. O sobrenadante, agora designado por extrato,
foi recolhido e reservado. Realizou-se uma nova extragdo nas mesmas condigdes a partir
do mesmo triturado. O sobrenadante desta nova extracdo foi adicionado ao anterior
obtendo-se assim um extrato com um volume final de 4mL, aproximadamente (Figura
21).

Figura 21 — Extratos hidroalcodlicos das peliculas e grainhas.

Os extratos foram armazenados no congelador até a altura da sua utilizacdo, para

as analises dos compostos fenolicos totais, antocianinas totais e taninos totais.
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3.6.1. Determinacédo do teor de compostos fenolicos totais e antocianinas

totais

O teor de compostos fendlicos totais e de antocianinas totais foi determinado
apenas nas peliculas.

Num tubo de ensaio, adicionaram-se 200uL do extrato hidroalcodlico e 3,8mL
de uma solucdo de HCI 1M e deixou-se a incubar a temperatura ambiente durante pelo
menos 3 horas para que ocorresse a expressao total da cor (Figura 22).

Os compostos fendlicos totais e as antocianinas totais foram determinados
através da leitura das absorvancias do extrato acidificado a 280nm e 520nm
respetivamente, através de um espetrofotdmetro Thermo Scientific™ Evolution 201. A
solucdo foi colocada numa cuvete transparente aos raios UV com percurso 6tico de

10mm e utilizando como referéncia (branco) a agua.

Figura 22 — Preparacdo das amostras para a analise das antocianinas totais e compostos fendlicos totais

das peliculas.

3.6.2. Determinacéo do teor de taninos totais

O teor de taninos totais foi determinado nas peliculas e grainhas com base no
método de precipitacdo por metilcelulose. Foram realizados dois ensaios para proceder a
esta determinagéo: ensaio controlo e ensaio com tratamento de metilcelulose.

No ensaio controlo foram transferidos SOuLL do extrato para um tubo eppendorf
de 2mL. Em seguida foram adicionados 400uL. de uma solugdo saturada de sulfato de
amonio ((NH4)2SO0a4) e 1,5mL de agua desionizada.

No ensaio com tratamento foram transferidos 50ul do extrato para um tubo
eppendorf de 2mL. Foram imediatamente adicionados 600ul de solugdo de
metilcelulose a 0,04%, 400uL de solugdo saturada de sulfato de amonio e 0,95mL de

agua desionizada.
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Em ambos os ensaios a solucdo final foi agitada e deixada repousar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida a solucdo foi centrifugada a
11000 rotagdes por minuto durante 10 minutos numa centrifuga Eppendorf 5804 R.

A absorvancia a 280nm das solucbes, antes e ap0s a precipitacdo pela
metilcelulose, foi determinada num espectrofotometro Thermo Scientific™ Evolution
201.

O teor de taninos totais foi determinado pela diferenca entre o ensaio controlo e

0 ensaio com tratamento a partir da reta de calibracdo para a epicatequina.
3.6.3. Determinacéo das antocianinas monoméricas por HPLC

A anélise de HPLC foi realizada num cromatdégrafo Gilson equipado com um
detetor Thermo Finnigan Surveyor PDA plus. Como fase estacionaria, foi utilizada uma
coluna Kinetex C18 de 150mm de comprimento por 4,6mm de didmetro e duas fases
moveis, A e B. A fase movel A foi constituida por dgua ultra pura, acido formico e
acetonitrilo nas proporg¢des 87:10:3 (v/v/v) respetivamente, e a fase movel B constituida
por &gua ultra pura, &cido férmico e acetonitrilo nas proporgdes 40:10:50 (v/v/v),
respetivamente.

No Tabela 3 esta descrito o gradiente de concentracdo ao longo do tempo das

duas fases mdveis mencionadas anteriormente, durante a anélise cromatogréafica.

Tabela 3 — Gradiente de concentracdo da fase mével A e B.

Tempo (minutos) Fase Mdével A % (v/v) Fase Mdével B % (v/v)
0 94 6
15 70 30
30 50 50
35 40 60
41 94 6

Foi utilizado um detetor de absor¢do de radiacdo ultravioleta e visivel (UV-VIS)
de 227 a 520nm.

Antes de serem utilizadas para analise, as amostras foram filtradas através de um
filtro de membrana de 0,2um. As amostras foram analisadas nas seguintes condigdes:

e Volume de injecdo: 20uL;

e Fluxo: 0,8mL/minuto;

e Temperatura: 40°C,

e Tempo da corrida: 45 minutos;
e Detecdo: 518nm.
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As antocianinas monomericas foram quantificadas de acordo com as areas dos

picos obtidos nos cromatogramas.
3.7. Tratamento estatistico dos dados

Para o tratamento estatistico dos dados das analises fisico-quimicas aplicou-se a
andlise de variancia ANOVA (fator Unico), seguido de um teste de comparagdo de

média teste de Tuckey utilizando o programa Statistica verséo 7.
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Resultados e Discussao
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4. Resultados e Discussao

4.1. Peso dos bagos das duas castas ao longo da maturacéao

As amostras recolhidas nas diferentes datas foram pesadas para determinar o
peso médio de cada bago. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4 e nas
Figura 23 e Figura 24.

De um modo geral, podemos verificar que para ambas as castas, Touriga
Nacional e Touriga Franca, que o peso méedio dos bagos aumentou significativamente
ao longo da maturagdo (Tabela 4). Na casta Touriga Nacional, podemos verificar que
0s bagos com maior peso a data da vindima foram os bagos da amostra controlo
(1,1939g). Entre as amostras sujeitas a tratamento foliar, as que apresentaram maior peso
médio foram os bagos cujas videiras foram tratados com caulino (1,180g). O mesmo se
verificou para a casta Touriga Franca, 0os bagos com maior peso médio a data de
vindima também foram os da amostra controlo (2,011g), e entre os dois tipos de
tratamento foram os sujeitos a pulverizacdo com caulino e com silicato de potassio a
0,05% (1,593¢g). Contudo, podemos observar na Tabela 4 que a data de vindima o0 peso
dos bagos ndo é significativamente diferente entre os diferentes ensaios, quer para a
casta Touriga Nacional quer para a casta Touriga Franca.

Roby e Matthews (2004) verificaram que as videiras expostas a diferentes
condicdes de mitigacdo ao longo da maturacdo dos bagos apresentaram um aumento
médio do peso dos bagos. A partir deste estudo concluiram que o défice hidrico a que
foram sujeitas as videiras promoveu este aumento do peso. Por outro lado, Brillante
(2016) verificou no seu estudo que as amostras tratadas com caulino apresentavam um
peso menor comparativamente com as amostras controlo. Estas conclusdes podem ser
verificadas também neste estudo uma vez que as amostras dos bagos controlo, sem
qualquer tipo de tratamento foliar, apresentaram o peso mais elevado a data da vindima,
contudo néo significativamente diferente dos ensaios com tratamento foliar.

Comparando os resultados obtidos para as duas castas, podemos também

verificar que a casta Touriga Nacional apresenta um peso médio dos bagos inferior.
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Tabela 4 — Peso médio dos bagos (média + desvio padréo) das castas em estudo em g sujeitas a diferentes tratamentos foliares.

TNC TN K TN 0,1% TN 0,05% TFC TFK TF 0,1% TF 0,05%

26-07
0,675 +0,0622 0,653 +0,0632 0,540 +£0,0132 0,573 £ 0,044¢ 1,005 + 0,1062 0,920 + 0,0412 0,916 +0,188? 1,043 + 0,0212

02-08
0,729 +0,0512 0,632 +0,080? 0,590 +0,0202 0,623 £0,140®® 1,107 + 0,328% 1,191+0,005* 1,118 +0,213*® 1,051 + 0,149

09-08
0,806 + 0,05% 0,695 +0,040? 0,618 +0,090? 0,667 +£0,110®® 1,507 £ 0,157%¢ 1,201 +0,407° 1,156 + 0,228% 1,052 +0,4792

17-08
1,004 + 0,080 1,062 +0,010° 0,962 + 0,020° 0,856 + 0,120 1,587 +0,041%¢ 1,536 +0,014® 1,600 +0,170° 1,278 + 0,0802

23-08
0,991 + 0,020 1,056 +0,025° 1,043 £0,116° 0,917 +0,035® 1,691 +0,023*  1,473+0,171%  1,432+0,123% 1,324 + 0,035

07-09
1,248 +0,002¢ 1,109 +0,148° 0,937 +0,016° 1,104 +0,207° 1,577 £0,027%¢ 1,518 +0,029® 1,414 +0,034® 1,430 + 0,140°

20-09
1,193 + 0,090%A 1,180 + 0,112 1,090 £ 0,129~ 1,046 +£0,129®A 2,011 +0,204°A 1,593 + 0,198%A 1560 + 0,038°* 1,593 +0,023*

Valores com a mesma letra, na mesma coluna, ndo séo significativamente diferentes entre si para um p<0,05. Valores com a mesma letra maitscula na mesma linha para cada
casta ndo sdo significativamente diferentes entre si, p<0,05.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracdo
de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracdo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com
caulino; TF 0,1% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com

concentragao de 0,05%.
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Figura 23 — Peso médio dos bagos da casta Touriga Nacional ao longo da maturagdo sujeitas a diferentes
tipos de tratamentos.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga
Nacional sujeita a tratamento com silicato de potéssio com concentragdo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a
tratamento com silicato de potéassio com concentragéo de 0,05%.
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Figura 24 — Peso médio dos bagos da casta Touriga Franca ao longo da maturacdo sujeitas a

diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com
silicato de potéassio com concentragdo de 0,05%.
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4.2. pH e teor acucares da polpa dos bagos das duas castas em estudo ao longo

da maturacao

A partir da andlise da Tabela 5 e das Figuras 25 e 26, podemos observar que o
pH do mosto da polpa das uvas das duas castas teve um aumento gradual e significativo
ao longo da maturacao.

A data de vindima, os valores do pH variam de 4,07 a 4,71, sendo que o valor
mais baixo corresponde ao mosto da casta Touriga Nacional sujeita a tratamento com
caulino e o valor mais elevado corresponde ao mosto da casta Touriga Franca com
tratamento de silicato de potassio a 0,05%. Podemos observar que em ambos 0s mostos
das castas em estudo o valor de pH mais elevado corresponde as uvas com tratamento
de silicato de potassio a 0,05%. Em ambas as castas, o valor mais baixo de pH
corresponde ao mosto dos bagos sujeitos ao tratamento com caulino. Apesar das
variacGes observadas, podemos concluir pelos dados apresentados na Tabela 5 que a
data de vindima o pH do mosto dos bagos ndo € significativamente diferente entre os
diferentes ensaios, quer para a casta Touriga Nacional quer para a casta Touriga Franca.

Num estudo realizado por Oliveira (2003) sobre 0 comportamento vitivinicola
da casta Touriga Nacional na Regido Demarcada do Douro foram obtidos valores de pH
de 4,15, semelhantes aos obtidos neste estudo. Num outro estudo com a casta Touriga
Franca na Regido Demarcada do Douro, Lima (2014) obteve valores de pH de 3,88.
Comparado com os valores obtidos no presente trabalho, podemos verificar que estes
séo bastante inferiores.

Na Tabela 6 e Figuras 27 e 28 estdo representados os valores obtidos para o
teor de agucares e a partir destes dados podemos concluir que houve um aumento
significativo deste parametro ao longo da maturacdo em ambas as castas em estudo.

Podemos verificar que a data da vindima, os valores variam entre 12,15 % (v/v)
e 13,40 % (v/v), sendo que o valor mais baixo corresponde as amostras controlo da
casta Touriga Franca e o valor mais alto ao mosto controlo da casta Touriga Nacional. A
data da vindima, as amostras da casta Touriga Nacional sujeitas aos dois tipos de
tratamento apresentaram um teor de alcool provavel mais baixo comparativamente as
amostras controlo. Ja na casta Touriga Franca foi obtido um valor mais elevado para as
amostras tratadas com silicato de potassio a 0,05%. Contudo, quer para a casta Touriga
Nacional quer para a casta Touriga Franca as diferencas encontradas entre tratamentos

ndo sdo significativas relativamente ao alcool provavel (Tabela 6).
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Para a casta Touriga Nacional, Bohm (2007) obteve valores de alcool provavel,
de 14%, o que comparado com os valores obtidos neste trabalho é ligeiramente superior.
No estudo feito por Lima (2014), os valores de &lcool provavel eram de 13,5% para a
casta Touriga Franca. Correia (2014) obteve valores médios de alcool provavel de
13,13%. Comparado com os valores obtidos neste estudo, estes sdo bastantes

semelhantes.
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Tabela 5 — pH (média £ desvio padrdo) do mosto das castas em estudo sujeitas a diferentes tratamentos foliares.

TNC TN K TN 0,1% TN 0,05% TFC TFK TF 0,1% TF 0,05%

26-07 2,765 +0,0212 2,785+ 10,0212 2,780 £ 0,0422 2,765 £ 0,0352 2,855+0,072 2,860 £ 0,0142 2,910 £ 0,0282 2,875 £0,072

02-08 2,925 +0,0922 2,840 + 0,042% 2,830 £0,0142 2,890 + 0,042% 2,985 +0,0212 3,060 + 0,028% 3,070 £ 0,085% 3,100 £ 0,0282
09-08 3,050 + 0,000% 2,970 + 0,0572¢ 3,000 £ 0,0572 2,955 +0,078% 3,230 £ 0,000° 3,215 £ 0,007% 3,250 £ 0,2552 3,265 £0,1772
17-08 3,460 + 0,0002 3,220 + 0,042 3,330 £ 0,028° 3,280 + 0,156 3,680 £ 0,141° 3,675 £ 0,120 3,840 £ 0,085° 3,805 £ 0,120°
23-08 3,365 + 0,163 3,345 £ 0,106°¢ 3,540 + 0,042° 3,475 £ 0,219¢ 3,600 + 0,000¢ 3,650 + 0,212 4,005 + 0,064° 3,985 + 0,106
07-09 3,910 + 0,156¢ 3,890 + 0,198¢ 4,055 +0,120° 3,945 + 0,035¢ 4,055 + 0,007 3,920 + 0,240¢ 4,205 +0,007° 4,300 + 0,127
20-09 4,185 +0,078% 4,065 +0,106% 4,205+ 0,092°A 4,260 + 0,000% 4,335+0,007%A 4,290 £ 0,255 4,670 +0,014A 4,710 £ 0,057

Valores com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre si para um p<0,05. Valores com a mesma letra maitscula na mesma linha para cada casta ndo séo significativamente diferentes
entre si, p<0,05. Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potéassio
com concentragao de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragéo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a
tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio

com concentragdo de 0,05%.
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Figura 25- pH do mosto da casta Touriga Nacional ao longo da maturacéo sujeitas a diferentes tipos

de tratamentos.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga
Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a
tratamento com silicato de potéassio com concentragéo de 0,05%.
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Figura 26 - pH do mosto da casta Touriga Franca ao longo da maturacdo sujeita a diferentes tipos de

tratamentos.

Legenda: TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com
silicato de potéassio com concentragdo de 0,05%.
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Tabela 6 — Teor de aclicares expresso em alcool provavel (média + desvio padrdo) do mosto das castas em estudo sujeitas a diferentes tratamentos foliares.

TNC TN K TN 0,1% TN 0,05% TFC TFK TF 0,1% TF 0,05%
26-07 5,600 +0,1412 5,350 £ 0,2122 5,350 £0,0712 5,350 £0,2122 5,600 + 2,3412 5,150 £0,9192 5,400 +0,7072 5,500 + 0,636%
02-08 8,400 £ 0,141° 7,750 £ 0,778P 8,600 + 0,566° 8,350 + 1,626% 9,300 + 0,263° 6,670 £ 0,283% 7,400 + 2,546% 6,450 + 2,758%
09-08 12,750 + 1,485% 12,150 + 1,768 10,950 + 0,212¢ 11,500 + 1,697 9.,100 + 0,071° 8,300 + 0,849° 8,805 + 2,333° 9,035 + 2,616°
17-08 9,550 + 0,212 11,200 + 0,141°¢ 10.600 + 0,141°¢ 11,300 £ 0,071° 10,200 + 0,566°¢ 10,550 + 1,202° 10,400 + 0,000¢ 11,300 + 0,000¢
23-08 10,600 + 1,414bcd 11,650 +0,071°¢ 11,550 + 0,071 11,500 + 0,424 10,950 + 1,061°¢ 11,000 + 0,707 12,200 + 0,849 11,000 + 0,566°¢
07-09 12,750 + 0,919+ 12,800 +0,141¢ 13,450 + 0,071° 13,350 + 0,636° 11,850 + 0,636 12,350 £ 0,778° 12,950 + 0,0714 13,400 + 0,141¢
20-09 13,400 + 0,000 12,950 +0,071% 12,650 +0,495%A 12,900 + 0,000°* 12,150 + 0,071% 12,450 + 0,636 12,950 + 0,778 13,200 + 0,283

Valores com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre si para um p<0,05. Valores com a mesma letra maitscula na mesma linha para cada casta nao sdo significativamente diferentes entre si, p<0,05.
Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TN
0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracdo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga

Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%;

TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,05%.

52



Touriga Nacional

14

12

10

=@=TN C
=@==TN K

TN 0,1%

% vol. Alcodl Provave
% vol. Alcodl P |

4 ——TN 0,05%

> o o O O O & P
\ o o o & o S Q
A} S Qe Qq\'b '&\z N\ %Q\'b o '\,,,)\

&
e B S A

Figura 27 — Teor de acucares expresso em alcool provavel do mosto da casta Touriga Franca ao longo

da maturac&o sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga
Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a
tratamento com silicato de potéassio com concentragéo de 0,05%.
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Figura 28 — Teor de aglcares expresso em alcool provavel do mosto da casta Touriga Franca ao longo

da maturacdo sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com
silicato de potéassio com concentragdo de 0,05%.
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4.3. Compostos fendlicos totais e antocianinas totais das peliculas dos bagos das

duas castas ao longo da maturacao

Através da Tabela 7 e das Figura 29 e 30, podemos observar que ha um ligeiro
aumento dos compostos fenolicos totais das peliculas desde a primeira data de recolha
das amostras até a data da vindima, sendo apenas para a casta Touriga Franca controlo o
aumento considerado significativo. Na casta Touriga Nacional, o teor de compostos
fendlicos totais mais elevado comparativamente & amostra controlo (46,1 mg/g de
bago), corresponde aos bagos sujeitos a tratamento com silicato de potassio a 0,1%
(50,9 mg/g de bago). Na casta Touriga Franca o valor mais elevado corresponde aos
bagos com tratamento de caulino (67,2 mg/g de bago), sendo que as amostras tratadas
com silicato de potassio a 0,1% e 0,05% foram as que apresentaram valores mais baixos
quando comparadas com as amostras controlo. No entanto, nem para a casta Touriga
Nacional nem para a casta Touriga Franca as diferencas encontradas entre tratamentos
sdo significativamente diferentes entre si na Gltima data de colheita (Tabela 7).

Shellie e King (2013) e Lobos et al. (2015) verificaram que as videiras tratadas
com caulino apresentavam uvas com um maior teor de compostos fendlicos totais, o que
se verifica também nos resultados obtidos neste estudo para ambas as castas, apesar
dessas diferencas ndo serem significativas quando comparadas com a amostra sem
tratamento.

Pela anélise da Tabela 8 e das Figuras 31 e 32 podemos verificar que na casta
Touriga Nacional, ha uma tendéncia para o aumento significativo das antocianinas totais
ao longo do tempo de maturacdo, sendo que a data da vindima, foi obtida uma maior
concentra¢do de antocianinas totais nas amostras tratadas com silicato de potassio a
0,05% (9,42 mg/g de pelicula) comparativamente com as amostras controlo em que foi
obtido o valor mais baixo de antocianinas totais (8,08 mg/g de pelicula). Contudo, como
se pode observar na Tabela 8, a diferenca entre os diferentes tratamento e o controlo néo
é significativa. Nas peliculas da casta Touriga Franca (Figura 32) verificamos que ha
um aumento gradual e significativo das antocianinas totais até a data de 23 de Agosto e
posteriormente ocorre um ligeiro decréscimo da concentracdo destes compostos. O
valor mais elevado de antocianinas totais corresponde as amostras tratadas com caulino
(11,37 mg/g de pelicula). As amostras tratadas com silicato de potassio a 0,01%
revelaram o valor mais baixo para estes compostos (8,59 mg/g de bago). Contudo,

também nas antocianinas totais ndo se verificaram diferencas significativas entre os
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ensaios a data da vindima, nas duas castas em estudo (Tabela 8). Brillante et al. (2016),
verificaram um maior teor de antocianinas totais para amostras sujeitas a tratamento
com caulino, o que também é verificado neste trabalho para as uvas da casta Touriga
Nacional e Touriga Franca, embora como ja foi referido esse aumento nao foi

significativo relativamente ao controlo.
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Tabela 7 — Compostos fendlicos totais (média + desvio padrdo) dos bagos das castas em estudo em mg/g de bago sujeitos a diferentes tratamentos foliares.

TNC TN K TN 0,1% TN 0,05% TFC TFK TF 0,1% TF 0,05%
26-07 37,982 £+ 0,4582 33,615 +0,7482 35,326 +£2,5282 33,170 + 2,5362 53,531 +£1,0992 49,327 + 1,7428 49,166 * 8,1292 52,205 * 3,591
02-08 35,663 +2,4182 33,682 + 0,9982 36,027 + 2,2602 35,950 £1,7232 53,478 + 9,939% 52,710 + 4,6522 58,093 + 4,457 54,071 + 11,3452
09-08 41,884 + 4,6592 43,370 + 11,8302 42,264 + 6,5652 39,709 + 4,3612 84,810 + 6,063® 67,550 + 12,8022 67,574 £ 2,7912 58,783 + 18,0692
17-08 38,781 + 2,5252 39,472 + 3,0362 43,725 +9,2112 43,264 + 13,099 67,459 + 13,310 74,118 + 1,903? 68,692 + 5,0792 61,247 +7,5422
23-08 39,821 +9,3262 41,191 + 6,5062 47,874 + 11,0452 51,236 * 6,6962 68,286 + 3,965 70,962 + 17,966 65,816 + 16,0392 62,508 * 0,4562
07-09 44,155+ 13,4682 42,423 + 8,0522 44,805 + 15,8332 41,764 +5,8212 81,617 + 9,657% 74,972 +£9,2892 57,072 + 3,9622 59,480 + 10,7372
20-09 46,180 +8,182%4 50,956 + 1,068% 52,071 +11,276*A 51,324 + 4,970 66,476 + 3,576 67,215+ 0,897%* 55,398 + 6,794 54,872 + 11,393

Valores com a mesma letra na mesma coluna néo séo significativamente diferentes entre si para um p<0,05. Valores com a mesma letra maidscula na mesma linha para cada casta ndo séo significativamente diferentes entre

si, p<0,05

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TN 0,05% -
Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potéassio com concentracdo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca sujeita a
tratamento com silicato de potassio com concentracédo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,05%.
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Figura 29 - Teor de compostos fendlicos totais da pelicula dos bagos da casta Touriga Nacional ao
longo da maturagdo sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% -
Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,05%.
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Figura 30 - Teor de compostos fendlicos totais da pelicula dos bagos da casta Touriga Franca ao

longo da maturacéo sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato
de potéssio com concentragdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potéssio com
concentracéo de 0,05%.
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Tabela 8 — Antocianinas totais (média + desvio padrao) dos bagos das castas em estudo em mg/g de pelicula sujeitas a diferentes tratamentos foliares.

TNC TN K TN 0,1% TN 0,05% TFC TFK TF0,1% TF 0,05%
26-07 0,074 £0,0522 0,047 £0,010? 0,037 £0,0012 0,046 +£0,0162 1,553 +0,8412 1,126 + 0,2842 1,430 +0,3842 1,665 £0,7792
02-08 0,845 +0,3542 0,264 +0,1622 0,261 +0,0222 0,525 +0,565? 4,751 + 4,323 6,174 £ 0,512% 5,059 + 2,464 4,262 + 3,0452
09-08 3,205 + 0,264% 2,178 £ 0,396° 1,924 +0,009% 1,885+0,5722 15,022 +0,214% 11,069 + 2,930%¢ 9,931 + 2,724 9,269 + 5,467
17-08 5,394 + 0,602% 7,019 + 0,648° 7,032 £0,131% 7,218 £2,936% 12,328 +3,491° 14,611 + 0,660° 13,331 + 1,447 12,628 + 1,727
23-08 6,815 + 2,559 7,629 + 1,664 8,934 + 0,439¢ 10,008 £ 1,411° 14,048 £1,854° 14,621 + 4,991°« 13,893 + 3,7324 12,721 + 0,226°¢
07-09 7,817 +2,709¢ 7,740 £ 1,555¢ 8,319 £ 0,110¢ 7,809 + 1,437° 15,402 + 2,316°¢ 13,830 + 1,199« 10,265 + 0,252¢ 10,374 + 1,906
20-09 8,071 £1,492°A  8,802+0,351°A 9,247 £0,396°* 9,417 £ 0,847 10,923 +0,509° 11,368 + 0,398 8,592 + 0,938¢%A 8,980 + 1,8920°A

Valores com a mesma letra na mesma coluna néo séo significativamente diferentes entre si para um p<0,05. Valores com a mesma letra maitscula na mesma linha para cada casta ndo séo significativamente

diferentes entre si, p<0,05

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragéo de
0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragao de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF

0,1% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragéo de 0,05%.

58



Touriga Nacional

12,000
(T
§
= 10,000
o
)
=
g 8,000 =@=TN 0,05%
.g =0==TN 0,1%
© 6,000
= —o—TN K
©
[=
g 4,000 w=@==TN C
‘S
8
& 2,000

0,000 n T T T T T 1

26/jul 02/ago 09/ago 17/ago 23/ago 07/set 20/set

Figura 31 — Teor de antocianinas totais dos bagos da casta Touriga Nacional ao longo da

maturacdo sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% -
Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragéo de 0,05%.
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Figura 32 — Teor de antocianinas totais dos bagos da casta Touriga Franca ao longo da maturacéo

sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga
Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a
tratamento com silicato de potéassio com concentracéo de 0,05%.
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4.4. Taninos totais de pelicula e de grainha dos bagos das duas castas ao longo

da maturacao

Na Tabela 9 e nas Figuras 33 e 34, verificamos que o pico de maior
concentracdo de taninos totais para ambas as castas nas peliculas, ocorreu a 9 de
Agosto, sendo que a partir dessa data houve um decréscimo da concentracdo destes
compostos até a data da vindima. Na casta Touriga Nacional podemos verificar que as
amostras tratadas com silicato de potassio a 0,05% apresentaram um maior teor de
taninos totais (33,62 mg/g de pelicula) comparativamente ao controlo (32,36 mg/g de
pelicula), a data da vindima. O mesmo néo se verificou na casta Touriga Franca, onde as
amostras que apresentaram uma maior concentragdo destes compostos foram as
amostras tratadas com caulino (49,77 mg/g de pelicula). Contudo, o teor de taninos a
data da vindima ndo é significativamente diferente entre os diferentes ensaios quer para
a casta Touriga Nacional quer para a casta Touriga Franca.

Na Tabela 10 e nas Figuras 35 e 36, verificamos que, para ambas as castas, foi
obtida uma maior concentracdo de taninos totais nas grainhas a data de 02 de Agosto.
Até a data da vindima, verificou-se um ligeiro decréscimo destes compostos, sendo que
a maior concentracdo foi verificada nas amostras tratadas com silicato de potéssio a
0,05% quer para a casta Touriga Nacional (87,94 mg/g de grainha), quer para a casta
Touriga Franca (127,68 mg/g de grainha).

Nos estudos realizados por Dinis et al. (2016), verificou-se que as amostras
sujeitas a tratamento com caulino apresentam um maior teor de taninos totais. Neste
estudo isso apenas € verificado para as peliculas da casta Touriga Franca, ao contrario
da casta Touriga Nacional, em que sdo as amostras tratadas com silicato de potassio a
0,05% que apresenta maior concentracdo. No entanto essa diferenca nao € significativa
comparativamente com o controlo (Tabela 9). Nas restantes amostras, e para ambas as
catas, 0 maior teor de taninos totais foi verificado nas amostras das grainhas tratas com

silicato de potéssio a 0,05%.
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Tabela 9 — Taninos totais (média * desvio padréo) dos bagos das castas em estudo em mg/g de pelicula sujeitos a diferentes tratamentos foliares.

TNC TN K TN 0,1% TN 0,05% TFC TFK TF 0,1% TF 0,05%
26-07 20,007 +0,313° 22,422 £2,1142 22,043 £1,0692 21,226 £0,5192 26,932 £0,675% 32,465 + 1,600% 28,451 +2,2702 25,757 + 1,596°
02-08 20,250 + 1,464° 20,424 +0,8022 20,194 £ 0,2612 22,822 £ 0,233 26,303 + 2,660% 27,938 +£1,2632 23,477 £0,919 22,062 +0,678°
09-08 37,388 £0,1752 49,244 + 12,4232 51,284 +7,252° 45,528 + 6,001° 45,043 +£19,1632 48,287 +7,0512 54,322 £ 11,4152 53,725 + 3,8922
17-08 39,991 + 2,2642 35,710 £1,1782 37,657 £ 5,122% 35,529 * 6,746 48,951 +0,8432 45,768 +1,0342 41,767 £ 6,2242 51,292 + 3,113%*
23-08 32,744 +1,9602 34,306 + 10,1812 35,919 + 6,801% 39,634 + 2,392% 45,778 £0,1542 44,118 +5,6042 40,216 +2,377° 50,426 +2,1312
07-09 37,313 +£5,3442 37,802 £ 6,5222 29,932 £ 12,0622 29,256 * 3,0542 48,681 +7,3092 46,368 + 5,538? 34,798 + 21,2162 53,270 £ 3,7812
20-09 32,361 + 3,282%4 31,697 £0,5747 31,921 + 5,327%A 33,621 + 2,659%4 47,595 + 2,4473A 49,768 + 3,895 45,083 + 5,419 39,885 + 6,016%A

Valores com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes entre si para um p<0,05. Valores com a mesma letra maidscula na mesma linha para cada casta ndo séo significativamente diferentes entre si, p<0,05.
Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracdo de 0,1%; TN
0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracdo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragéo de 0,05%.
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Tabela 10 — Taninos totais (média + desvio padrdo) dos bagos das castas em estudo em mg/g de grainha sujeitos a diferentes tratamentos foliares.

TNC TN K TN 0,1% TN 0,05% TFC TFK TF 0,1% TF 0,05%
26-07 128,149 + 4,294° 109,374 +7,380% 128,390 + 1,2262 130,798 + 4,4572 156,044 £ 10,5772 159,440 + 10,1892 162,026 + 2,629? 148,401 + 6,493°
02-08 116,667 + 7,946° 118,962 + 10,2382 119,430 + 8,1692 114,915 + 0,5402 157,322 + 3,5162 166,195 + 11,8292 151,729 + 32,685° 167,523 + 3,469°
09-08 114,144 + 9,0832 103,584 +6,7732 116,665 + 18,680° 113,418 + 10,664° 150,518 + 22,8342 152,428 + 2,0042 150,985 + 5,3592 157,395 + 14,8912
17-08 105,974 + 2,2932 100,508 + 10,4592 107,169 + 3,021% 104,472 + 5,584% 145,246 + 5,1312 147,230 + 3,968? 146,658 + 11,6642 145,086 + 4,692%
23-08 102,511 +0,8162 93,941 £ 6,1412 103,298 + 4,822%® 107,623 + 8,450% 129,508 + 12,2702 134,643 + 19,3842 126,267 + 12,6942 129,603 £ 1,9112
07-09 93,255 +7,2292 72,112 £ 18,1102 82,809 +6,185% 73,702 £ 3,996% 105,576 + 5,5332 128,681 + 4,6772 114,301 + 3,0342 121,962 + 18,7942
20-09 84,557 + 3,622%4 78,722 £ 4,677A 78,152 + 9,603 87,939 + 2,657 104,843 + 15,6673 109,141 + 4,469 108,368 + 8,390*A 127,676 + 7,275%A

Valores com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes entre si para um p<0,05. Valores com a mesma letra maidscula na mesma linha para cada casta ndo séo significativamente diferentes entre si, p<0,05.
Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TN
0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracédo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragao de 0,05%.
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Figura 33 - Teor de taninos totais dos bagos da casta Touriga Nacional em (mg/g) pelicula ao
longo da maturacéo sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% -
Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragéo de 0,05%.
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Figura 34- Teor de taninos totais dos bagos da casta Touriga Franca em (mg/g) pelicula ao longo

da maturacdo sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga
Franca sujeita a tratamento com silicato de potéssio com concentragdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a
tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,05%.



Touriga Nacional

140,00

120,00 l
©
-
(=
' 100,00 :
2 l
o)

=@=TN 0,05%

Eo 80,00 °
< / ~o—TN0,1%
g 60,00 —o—TN K
) =0=TN C
£ 40,00
c
©
h /

20,00

0'00 J T T T T T T 1
26-Jul 02/ago 09/ago 17/ago 23/ago 07/set 20/set

Figura 35 - Teor de taninos totais dos bagos da casta Touriga Nacional em (mg/g) grainha ao
longo da maturacéo sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% -
Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragéo de 0,05%.
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Figura 36- Teor de taninos totais dos bagos da casta Touriga Franca em (mg/g) grainha ao longo

da maturacdo sujeitas a diferentes tipos de tratamentos.

Legenda: TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga
Franca sujeita a tratamento com silicato de potéssio com concentragdo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a
tratamento com silicato de potéassio com concentragdo de 0,05%.



4.5. Antocianinas monomeéricas da pelicula dos bagos das duas castas a data de

vindima

Recorrendo a cromatografia liquida por HPLC foi possivel fazer o estudo do
perfil das antocianinas monoméricas. Foi efetuada a identificacdo e quantificacdo das
antocianinas monomeéricas, das amostras das castas Touriga Nacional e Touriga Franca.
Estas andlises foram feitas apenas nas amostras colhidas a data da vindima. Esta técnica
permitiu-nos fazer a identificagdo de varias antocianinas nas suas diferentes formas,
glucosiladas, acetiladas e cumariladas (Tabela 11, Figura 37, Figura 38 e Figura 39).

Como esperado, verificamos que nos bagos das catas Touriga Nacional e
Touriga Franca sujeitas aos diferentes tipos de tratamento, s&o as antocianinas
glucosiladas as que estdo presentes em maior concentracdo. A antocianina predominante
¢ a malvidina-3-glucosido. De um modo geral, para ambas as castas, as antocianinas
glucosiladas tendem a aumentar a sua concentracdo nas amostras em que foram
aplicados os tratamentos foliares (Figura 37).

Nas antocianinas acetiladas, ndo foi detetada a delfinidina-3-acetilglucésido em
nenhuma das castas em estudo, quer para as amostras tratadas, quer para as amostras
controlo. De um modo geral também se verificou um aumento da concentracdo destas
antocianinas nas amostras sujeitas a tratamento comparativamente as amostras controlo,
com excecdo da malvidina-3-acetilglusésido da casta Touriga Franca que apresentou
uma maior concentracao nas amostras controlo (Figura 38).

No que diz respeito as antocianinas cumariladas dos bagos da casta Touriga
Nacional, a delfinidina-3-cumarilglucésido apenas foi detetada nas amostras tratadas
com caulino. A cianidina-3-cumarilglucésido tém tendéncia a aumentar nas amostras
tratadas, enquanto que as restantes antocianinas monoméricas cumariladas tém
tendéncia a diminuir a sua concentracdo comparativamente as amostras controlo. Na
casta Touriga Franca, verifica-se um aumento da concentracdo deste tipo de
antocianinas, com exce¢do da malvidina-3-cumarilglucésido onde ocorre uma
diminuicdo da concentracdo para as amostras sujeitas a ambos os tipos de tratamento
foliar (Figura 39).
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Tabela 11 — Antocianinas monoméricas (média + desvio padrdo) dos bagos das castas em estudo em mg/g de bago sujeitas a diferentes tratamentos foliares.

0.3 _— ci-3- pt-3- pe-3- mv-3- dl-3- ci-3- pt-3- pe-3- mv-3-

dl-3-gluc  ci-3-gluc  pt-3-gluc gluc gluc acetilglu  acetilglu  acetilglu  acetilglu  coumaril coumaril coumaril coumaril coumaril

c c c c gluc gluc gluc gluc gluc

NC 0,064+ 0,014+ 0078+ 0116+ 0,783+ 0016+ 0,000+ 0,032+ 0,246+ o 0,019+ 0,015+ 0,056+ 0,272
0,0022 0,000? 0,005% 0,024® 0,053%¢ 0,0042 0,0012 0,0072 0,008%° 0,002 0,000° 0,0178 0,01082
0,045 + 0,009 + 0,072 + 0,137 + 0,784 0,014 0,028 + 0,031 + 0,263 = 0,005 + 0,020 + 0,012 + 0,061 + 0,313 +
TNK 0,004 0,0028 0,000% 0,039% 0,000%°¢ 0,0002 0,0252 0,0002 0,010 0,000% 0,000a 0,000% 0,0128 0,0252
TN 0.1% 0,051 + 0,018 + 0,084 + 0,149 + 0,846 + 0,017 = 0,029 + 0,040 + 0,269 L 0,020 + 0,014 + 0,058 + 0,282 +
0,0178 0,000? 0,0202 0,063% 0,021° 0,0002 0,0302 0,0142 0,042°¢ o 0,0032 0,009% 0,001 0,05082
TN 0,073 + 0,021 + 0,107 0,176 + 0,818 = 0,017 = 0,035 + 0,038 + 0,230 = 0,017 + 0,056 + 0,243 +
0,05% 0,000? 0,001? 0,003? 0,023° 0,004 0,0042 0,0372 0,000? 0,0193¢ nd 0,0042 nd 0,000a 0,005?
TEC 0,022 + . 0,041+ 0,047+ 0699+ 0009+ 0011+ 0014+ 0203+ 0,009+ 0,018+ 0,009+ 0,030+ 0,347
0,000P 0,004° 0,005? 0,006? 0,000? 0,001? 0,001? 0,006%¢ 0,000 0,0012 0,000% 0,0072 0,033?
TEK 0,062+ 0,009+ 0,089+ 0099+ 0783+ 0013+ 0,022+ 0,021+ 0,193+ 0,008+ 0,020+ 0,010+ 0035+ 0,297+
0,0062 0,003? 0,0022 0,015®  0,003%:¢ 0,0022 0,0022 0,000? 0,003% 0,002 0,0022 0,000% 0,0012 0,023?
TF0.196 0,045+ 0,015+ 0,078+ 0101+ 0733+ 0012+ 0,009+ 0,021+ 0,190+ 0,011+ 0,017+ 0011+ 0033+ 0251+
0,014% 0,000? 0,018% 0,020% 0,016% 0,0028 0,0002 0,0022 0,0178 0,004¢ 0,0012 0,003 0,001 0,03082
TF 0,064 + 0,013 + 0,102 + 0,136 + 0,783 = 0,018 = 0,013 + 0,028 + 0,193 + nd 0,021 + 0,011 + 0,043 = 0,249 +
0,05% 0,001 0,000? 0,0002 0,009% 0,018%¢ 0,0062 0,0042 0,0012 0,004% 0,0062 0,001% 0,006% 0,0002

Valores com a mesma letra na mesma linha ndo séo significativamente diferentes entre si para um p<0,05.
Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga
Nacional sujeita a tratamento com silicato de potéssio com concentracdo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca sujeita a tratamento com
silicato de potéassio com concentragéo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,05%; dl-3-gluc — delfinidina-3-glucosido; ci-3-gluc — cianidina-3-glucosido; pt-3-gluc —
petunidina-3-glucosido; pe-3- gluc — peonidina-3-glucosido; mv-3-gluc — malvidina-3-glucosido; dl-3-acetilgluc — delfinidina-3-acetilglucosido; ci-3-acetilgluc — cianidina-3-acetilglucosido; pt-3-acetilgluc — petonidina-3-
acetilglucosido; pt-3-acetilgluc — peonidina-3-acetilglucosido; mv-3-acetilgluc — malvidina-3-acetilglucosido; dl-3-coumarilgluc — delfinidina-3-coumarilglucosido; ci-3-coumarilgluc — cianidina-3-coumarilglucosido; pt-3-

coumarilgluc — petonidina-3-coumarilglucosido; pe-3-coumarilgluc — peonidina-3-coumarilglucosido; mv-3-coumarilgluc—-malvidina-3-coumarilglucosido.
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Figura 37 — Teor de antocianinas glucosiladas dos bagos das duas castas em estudo a data da vindima sujeitas a
diferentes tipos de tratamentos. Barras com a mesma letra para a mesma antocianina ndo sao significativamente
diferentes p<0,05.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a
tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com
concentracdo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca
sujeita a tratamento com silicato de potassio com concentracéo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio
com concentracéo de 0,05%; dlI-3-gluc — delfinidina-3-glucosido; ci-3-gluc — cianidina-3-glucosido; pt-3-gluc — petunidina-3-glucosido; pe-3-
gluc — peonidina-3-glucosido; mv-3-gluc — malvidina-3-glucosido;.

Antocianinas Acetiladas
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Figura 38 — Teor de antocianinas acetiladas dos bagos das duas castas em estudo a data da vindima sujeitas a
diferentes tipos de tratamentos. Barras com a mesma letra para a mesma antocianina ndo sdo significativamente

diferentes p<0,05.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a
tratamento com silicato de potassio com concentragdo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com
concentracéo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca
sujeita a tratamento com silicato de potéassio com concentracéo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio
com concentracdo de 0,05%; dI-3-acetilgluc — delfinidina-3-acetilglucosido; ci-3-acetilgluc — cianidina-3-acetilglucosido; pt-3-acetilgluc —
petonidina-3-acetilglucosido; pt-3-acetilgluc — peonidina-3-acetilglucosido; mv-3-acetilgluc — malvidina-3-acetilglucosido.
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Antocianinas Coumariladas
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Figura 39 - Teor de antocianinas coumariladas dos bagos das duas castas em estudo a data da vindima sujeitas a
diferentes tipos de tratamentos. Barras com a mesma letra para a mesma antocianina ndo sao significativamente
diferentes p<0,05.

Legenda: TN C — Touriga Nacional controlo; TN K — Touriga Nacional sujeita a tratamento com caulino; TN 0,1% - Touriga Nacional sujeita a
tratamento com silicato de potéassio com concentragdo de 0,1%; TN 0,05% - Touriga Nacional sujeita a tratamento com silicato de potassio com
concentracdo de 0,05%; TF C — Touriga Franca controlo; TF K — Touriga Franca sujeita a tratamento com caulino; TF 0,1% - Touriga Franca
sujeita a tratamento com silicato de potéassio com concentracéo de 0,1%; TF 0,05% - Touriga Franca sujeita a tratamento com silicato de potassio
com concentracdo de 0,05%; dI-3-coumarilgluc — delfinidina-3-coumarilglucosido; ci-3-coumarilgluc — cianidina-3-coumarilglucosido; pt-3-
coumarilgluc — petonidina-3-coumarilglucosido; pe-3-coumarilgluc — peonidina-3-coumarilglucosido; mv-3-coumarilgluc-malvidina-3-
coumarilglucosido.
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5. Concluséo

Através da andlise dos resultados obtidos, 0 peso médio dos bagos das amostras
das duas castas em estudo, podemos concluir que os bagos da casta Touriga Franca, em
geral, apresenta um peso médio de bago superiores que os bagos da casta Touriga
Nacional. Verificamos também que em geral, os tratamentos foliares inibem o
crescimento dos bagos, uma vez que comparativamente as amostras controlo de ambas
as castas, estas apresentam um peso médio menor, apesar de essa diferenca ndo ser
significativa.

Verificou-se que as aplicacdes foliares destes dois tipos de tratamento, silicato
de potassio e caulino, e as condi¢cdes de mitigacdo ndo tiveram uma influéncia
significativa nos parametros de pH e &lcool provavel do mosto destas duas castas a data
de vindima.

Em relacdo a composicdo fendlica e ao perfil das antocianinas das duas castas
em estudo, Touriga Nacional e Touriga Franca, concluimos que estas sdo distintas entre
si e entre os tratamentos foliares aplicados. Contudo, também para os compostos
fendlicos totais e para as antocianinas totais ndo foram observadas diferencas
significativas a data da vindima nos extratos das peliculas das duas castas em estudo. O
teor de compostos fendlicos totais, dos taninos totais e das antocianinas totais presentes
nas varias partes do bago, grainha e pelicula, ndo sdo significativamente diferentes entre
os diferentes tratamentos, para ambas as castas em estudo a data da vindima. Na casta
Touriga Nacional, e comparativamente as amostras controlo, os bagos sujeitos a
tratamento com silicato de potassio a 0,05% e 0,1% foram 0s que apresentaram uma
maior concentracdo de antocianinas totais e polifendis totais, respetivamente, apesar de
essas diferencas ndo serem significativas relativamente a amostra controlo. Os bagos
tratados com silicato de potassio a 0,05% apresentaram maior concentracdo de taninos
totais tanto nas peliculas como nas grainhas, mas também neste caso nao é
significativamente diferente relativamente & amostra sem tratamento foliar. Na casta
Touriga Franca, os bagos tratados com caulino foram o0s que apresentaram maior
concentracéo de antocianinas totais. O mesmo acontece com a concentracdo de taninos
totais nas peliculas, em que as amostras tratadas com caulino apresentam uma maior
concentracdo destes compostos. As amostras controlo apresentam concentragdes

menores, mas ndo significativamente inferiores. No que diz respeito aos polifenois
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totais, as amostras sujeitas a tratamento foliar com caulino sdo as que apresentam maior
concentragéo.

O perfil antocianico ¢ significativamente diferente entre os tratamentos para as
duas castas em estudo, sendo que a malvidina-3-glucésido é a antocianina presente em
maior concentracdo para ambas as castas, Touriga Nacional e Touriga Franca,
independentemente do tratamento foliar aplicado.

A partir dos resultados obtidos nos varios parametros estudados neste trabalho,
podemos concluir que tanto o silicato de potassio como o caulino, sdo uma medida de
mitigacdo promissora, ainda que a curto-prazo.

A aplicacdo exdgena destes dois tratamentos foliares parece induzir um aumento
na composicdo fendlica dos bagos, mesmo que essa diferenga nao seja
significativamente diferente relativamente as amostras sem tratamento a data da
vindima.

Os resultados obtidos tém bastante interesse a nivel vitivinicola, uma vez que
nos permite afirmar que os tratamentos foliares aplicados a videira para a proteger das
secas severas e da elevada exposicdo solar, ndo afetam a qualidade dos bagos e
consequentemente dos vinhos que dai resultam.

Em trabalhos futuros, seria interessante fazer um estudo da influéncia destes
tratamentos nas diferentes vias biossintéticas, onde e como afetam a biossintese de
diversos compostos assim como fazer um estudo com diferentes variaveis como o tipo

de conducdo da vinha ou até mesmo outas castas.
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