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Resumo

Entre as caracteristicas que definem a qualidade de um vinho, destaca-se sem
duvida a cor como sendo um factor determinante, ja que € um dos atributos que
sensorialmente é primeiramente avaliado pelo consumidor, sendo mesmo um parametro

fundamental na valorizagéo final do vinho.

Nos ultimos anos tem-se assistido a um aumento exponencial ao nivel da
investigacdo neste campo, de forma a conhecer quer os compostos envolvidos na cor e
responsaveis pela maior estabilidade, quer nos préprios mecanismos envolvidos no

processo.

Neste trabalho, procedeu-se a aplicacdo da técnica de micro-oxigenacdo a duas
castas caracteristicas da Regido Demarcada do Douro, Touriga Nacional e Sousdo, de
forma a tentar favorecer a formagao de novos pigmentos que estabilizam a cor do vinho,

além de potenciar certos aromas positivos.

Verificou-se que apesar de o painel de analise sensorial ter valorizado e
encontrado diferencas nos vinhos micro-oxigenados relativamente aos vinhos
testemunha, a analise do perfil em antocianinas ndo nos permitiu retirar as mesmas
conclusBes, ja& que ndo se verificou alteragdes nem no perfil de antocianinas
monomeéricas, nem alteragBes consideradas significativas na intensidade corante. O
momento da aplicacdo do oxigénio (depois da fermentacdo malolactica) pode ter sido

determinante nestes resultados.



Abstract

Among the characteristics that define the quality of a wine, there is no doubt that
the color is a determinant factor, since it is one of the attributes that is sensorially
evaluated primarily by the consumer, even being an essential parameter in the final
evaluation of the wine. In recent years there has been an exponential increase in the
level of research in this field in order to know whether the compounds involved in and
responsible for color stability, whether the mechanisms involved. In this work, we
proceeded to application of the technique of micro-oxygenation the two wine varieties
characteristics of the Douro Region, Touriga Nacional and Sousdo. We try to encourage
the formation of new pigments that stabilize the color of wine, plus certain flavorings
positive. It was found that although the sensorial panel analysis have valued and found
differences in micro-oxygenated wines from witness wines, the profile analysis in
anthocyanins not allow us to draw the same conclusions, since there was no change in
the profile of monomeric anthocyanins, nor considered significant changes in color
intensity. The timing of the application of oxygen (after malolactic fermentation) can
have determined these results.
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Capitulo I — Enquadramento Tematico




Introduc¢do

1. Introducgéo
1.1. Enquadramento tematico

Em Portugal, o setor dos vinhos tem vindo a desenvolver um lugar de destaque,
tanto a nivel cultural, social como econémico.

Nos tempos que decorrem, cada vez mais a populacdo quer nacional quer mundial
tem vindo a apresentar um interesse crescente pelo vinho, razéo pela qual esta bebida tem
adquirido um novo papel particularmente a nivel cultural.

Nos Ultimos anos, o conceito de qualidade nos vinhos tem vindo a modificar-se,
particularmente resultante das cada vez maiores exigéncias por parte dos consumidores.
Tem-se verificado a necessidade crescente ndo sé de adaptacdo ao gosto do consumidor,
como também aos diferentes mercados que sdo cada vez mais competitivos, o que torna o
vinho um produto que esta sempre em constante mudanca.

O mercado atual do vinho tinto de alta qualidade exige ndo s6 vinhos de grande
intensidade de cor e de alta concentracdo tanica mas também ricos quer em corpo quer em
estrutura. Estas exigéncias implicam mudancas quer no cultivo da vinha quer na
elaboracdo dos vinhos. Assim, é fundamental que os produtores saibam adaptar-se a estas
mudangas para poderem triunfar num mundo cada vez mais competitivo, onde a inovacao é
um ponto determinante.

Muitos vinhos tintos de alta qualidade sdo tradicionalmente armazenados durante
bastante tempo em barricas de carvalho, que melhoram as suas caracteristicas sensoriais. O
envelhecimento em carvalho leva a uma estabilizacdo de cor, diminuicdo da adstringéncia
e leva ao desaparecimento do excesso de notas vegetais. Estas Ultimas transformacdes
parecem estar associadas a pequenas quantidades de oxigénio que vdo penetrando na
porosidade da madeira.

O processo de micro-oxigenagdo visa “mimetizar” os efeitos da maturagdo lenta em
barrica, dentro de um curto periodo. Esta técnica de micro-oxigenacdo é relativamente
recente, mas ja estd implementada por muitas adegas como alternativa mais barata ao

armazenamento dos vinhos em barricas de carvalho.
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1.2. Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos aparecem espontaneamente nas sementes, folhas, flores e
frutos das plantas (Ho et al., 1992; Katalini¢ et al., 2004), sendo conhecidos em 2000 mais
de 8000 compostos fenolicos em plantas (Dreosti, 2000); atualmente sabe-se que este
namero é consideravelmente maios vasto. Estes compostos ndo estdo uniformemente
distribuidos nas plantas; os insollveis sdo componentes das paredes celulares, enquanto 0s
sollveis encontram-se nos vacuolos celulares (Naczk et al., 2004).

E um grande grupo de compostos que estd presente em todos 0s seres Vivos
vegetais superiores (Landrault et al., 2002), tambeém em produtos industrializados feitos a
partir destes como o vinho (Kova et al., 1995; Lu et al., 1999) e fazem parte integral da
dieta humana (Katalini¢ et al., 2004).

Na uva, os compostos fenolicos distribuem-se de forma diferente pelas diversas
partes do fruto: grainhas, polpa, vasos fibrovasculares e pelicula. Encontram-se nos
vacuolos das células da polpa associados a polissacarideos nos vasos fibrovasculares, e/ou
livres no suco vascular das células da pelicula. Nas grainhas estdo localizados nos tecidos
mais externos, cuticula e epiderme. Nas peliculas também se podem encontrar associados a
polissacarideos das paredes celulares e a proteinas constituintes das membranas dos
vacuolos (Cabrita et al., 1999).

Os compostos fendlicos sdo constituintes das uvas, estando presentes em vinhos
brancos e vinhos tintos. Tém especial relevancia em Enologia, uma vez que estéo direta ou
indiretamente relacionados com a qualidade do vinho (Cabrita et al., 1999). Contribuem de
forma benéfica para a cor dos vinhos tintos (devido essencialmente a contribuicdo das
antocianinas) podendo também contribuir de forma prejudicial para a cor dos vinhos
brancos (sdo muitas vezes responsaveis pelo seu escurecimento por acdo da enzima
polifenoloxidase), corpo e sabor (adstringéncia) dos vinhos. S&o também estes o0s
responsaveis pelas diferencas entre castas ou vinhos tintos e brancos, estando esta
diferenca maioritariamente relacionada com o teor de antocianinas (Cabrita et al.,1999).

Os compostos fenolicos sdo uma familia de compostos quimicos, cuja estrutura
comum € a presenca de pelo menos um anel aromatico (C6) ao qual se encontra ligado um
ou mais grupos hidroxilo (-OH) (Cabrita et al., 1999; Landrault et al., 2002; Katalini¢ et

al., 2004).
4
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As uvas e 0s vinhos contém uma série de compostos fendlicos, todos eles derivados
desta estrutura bésica, sendo que os teores totais de compostos fenodlicos sdo maiores nas
uvas do que nos vinhos (Cabrita et al., 1999).

Os compostos fenodlicos estdo associados a qualidade sensorial e funcional da
frescura e processamento dos vegetais. A reacdo de escurecimento enzimatico catalisada
pela polifenoloxidase é de importancia vital no processamento de vegetais e frutos, devido
a possiveis alteracbes da cor e aroma e perda de nutrientes. Por exemplo, a
polifenoloxidase é a responsavel pelo escurecimento das uvas (Ho et al., 1992).

Uma das possiveis classificagdes dos polifendis das uvas e dos vinhos é a sua
divisio em compostos flavonodides (flavonas, flavanonas, flavondis, flavandis,

antocianinas) e em ndo flavondides (&cidos fendlicos, benzbicos e cinamicos, e estilbenos).

1.2.1. Flavondides

Os flavondides sdo compostos fendlicos e estdo distribuidos no reino vegetal,
podendo ser encontrados em folhas, sementes, frutas e também noutras partes da planta na
forma de glicosideos ou agliconas (Angelo et al., 2007).

Os flavonoides tém diversos papéis na ecologia e bioquimica das plantas. Algumas
das suas func@es incluem: atracdo de polinizadores, protecdo da radiacdo UV, controlo da
respiracdo, defesas contra infecGes e estimulacdo da bactéria Rhizobium para a fixacdo de
azoto (Pietta, 2000). Nas plantas funcionam como antioxidantes, antimicrobianos,
fotorrecetores e repelentes de insetos (Pietta, 2000).

Nos compostos fenolicos, o grupo dos flavondides é o principal responsavel pelas
sensacOes gustativas (flavan-3-6is) e pela cor dos vinhos (antocianinas), assumindo ainda
grande relevancia no envelhecimento dos mesmos (Jorddo, 1999).

Estruturalmente, os flavondides sdo compostos aromaticos com um esqueleto base
constituido por 15 dtomos de carbono (C15), com uma configuracdo C6-C3-C6, possuindo
dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um

anel heterociclico piranico, denominado anel C (figura 1) (Angelo et al., 2007).
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Figura 1: Estrutura base dos flavonoides

Existem 12 classes de flavonoides que sdo diferentes no modo de ciclizac¢do, no
grau de insaturacdo e no estado de oxidacdo do anel central, enquanto os compostos
individuais numa mesma classe diferem pelo padrdo de substituicdo nos anéis A e B
(Andersen, 2007).

Os flavonoides sdo o grupo maioritario dos compostos fendlicos presentes em
vinhos tintos e sdo originarios da pelicula e grainhas das uvas durante a vinificacéo
(Ribéreau-Gayon et al., 2000). Podem encontrar-se livres ou polimerizados com outros
flavondides, ndo flavondides, acucares ou com combinacfes dos anteriores (Cabrita et
al.,1999).

Os flavonodides encontram-se no estado livre (agliconas) ou ligados (derivados
glicosilados) (Pietta, 2000).

Os flavonoides encontram-se na natureza sob a forma de glicosideos, o que
promove uma melhor absorcédo intestinal (Yilmaz et al., 2004). No entanto, o glicosideo
apresenta menor reatividade na neutralizacdo de radicais livres do que o flavonoide
correspondente, bem como uma maior hidrossolubilidade (Fl6rez et al., 2002).

Os glicosideos formam-se através da unido de residuos de D-glucose a posicdo 3 ou
posicao 7 destes flavonoides, sendo a primeira substituicdo mais frequente. Outros residuos
de agUcares que também se podem encontrar ligados a estes tipos de compostos sdo a D-
galactose, a L-ramnose, a L-arabinose, a D-xilose e o acido glucurénico (Flérez et al.,
2002).

Os flavonois sdo compostos caracterizados pela presenca de uma insaturacdo no

anel heterociclico, uma ligacdo dupla em C-2 e um grupo hidroxilo em C-3. Na figura 2
6

Avaliagdo do efeito da micro-oxigenagdo na estabilidade da cor e perfil voldtil dos vinhos



Introduc¢do

encontram-se representadas as agliconas mais importantes: quenferol, quercetina e
miricetina (Cabrita et al., 1999), todos originarios nas peliculas das uvas tintas e brancas,
embora 0 vinho branco apenas contenha quenferol e quercetina. Sdo 0s compostos que
existem em maior quantidade no vinho e tém cor amarela. No vinho tinto existem na

ordem das 100 mg/L, enquanto que no vinho branco variam entre 1 a 3 mg/L (Ribéreau-
Gayon et al.; 2000).

R=R’=H quenferol
OH

R=0OH, R’=H quercetina
HO (@)

Ro R=OH, R’=OH | miricetina

OH

OH O

Figura 2: Estrutura quimica geral dos flavonois e flavonois mais abundantes nos vinhos

As flavonas diferem dos flavondis pela auséncia do grupo hidroxilo em C3 (figura
3).

Ry

OH

HO (6]
R2

OH o}

Figura 3: Estrutura quimica geral das flavonas

As flavanonas sdo derivadas da estrutura das flavonas por reducdo da ligacao dupla
no anel heterociclico central (figura 4).
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Ry
OH
HO (e}
R2
OH (0]

Figura 4: Estrutura quimica geral das flavanonas

Os flavanonois sdo derivados das estruturas dos flavondis por reducdo da ligacao
dupla no grupo heterociclico central (figura 5). A estilbina (figura 6), que ocorre de forma
original nos vinhos tintos em concentragdes que variam entre 8,24 e 15,13 mg/L (Landrault
et al., 2002), e a engeletin sdo exemplos destas estruturas (figura 7) (Lu et al., 1999).

R4

OH

Figura 5: Estrutura quimica geral dos flavanonois

OH
OH
HO (@] \\\\\\\

ORha

OH o

Figura 6: Estrutura quimica do flavanonol, a estilbina
8
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OH

HO (0] \\\\\\\

ORha

OH o

Figura 7: Estrutura quimica do flavanonol, a engeletin

1.2.1.1. Antocianinas

As antocianinas sdo compostos polifendlicos de particular interesse e destaque no
que se refere a cor de frutos, flores, folhas e caules num espectro que vai desde o vermelho,
passando pelo incolor, até ao violeta e azul-escuro (Andersen, 2007).

S8o o0 maior grupo de pigmentos hidrossoliveis no reino vegetal (Strack et al.,
1994). As antocianinas sdo pigmentos vermelhos da uva e tém grande relevancia no que
diz respeito a cor de uvas e vinhos e, que se localizam na pelicula e nas trés a quatro
primeiras camadas da hipoderme e somente em castas tintureiras se encontram na polpa.
(Cabrita et al., 1999).

A cor das antocianinas varia consoante as estruturas quimicas e as condi¢oes fisico-
quimicas do meio. Geralmente a cor varia desde o vermelho ao azul com o aumento dos
grupos hidroxilo e o efeito inverso quando se substituem estes grupos por grupos metoxilo
(Cabrita et al., 1999).

Estes flavondides apresentam como estrutura comum o catido fenil-2-benzopirilico
(catido flavilio) (Campos, 2002).

Estruturalmente sdo glucosideos poli-hidroxilados ou polimetoxilados dos sais de
flavilium (2-fenil-benzopirilo). A sua diferenca é pelo nUmero de grupos presentes no anel
lateral, 0 nUmero e a natureza dos agucares ligados a molécula, e também o namero e
natureza das cadeias alifaticas ou aromaticas esterificadas com os actcares (Guerra, 1997).

As formas agliconas (sem residuo de aglcar) das antocianinas chamam-se

antocianidinas (Timberlake et al., 1996). Estes compostos sao muito mais estaveis e
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solveis na forma glicosilada (antocianinas) do que na forma aglicona (antocianidinas)
(Cabrita et al., 1999).Variam quanto ao numero e posic¢do dos grupos hidroxilo e metoxilo.

A aglicona classica presente nas antocianinas baseia-se num esqueleto em C15 com
uma estrutura do tipo C6 — C3 — C6 (figura 8) (Andersen et al., 2006).

Na figura 8 estdo as antocianinas mais abundantes nos alimentos, a delfinidina, a
cianidina, a petunidina, a peonidina e a malvidina sdo as formas agliconas correspondentes
as antocianinas presentes na espécie Vitis vinifera.

A cianidina (pigmentacdo vermelha), peonidina (vermelho escuro), delfinidina
(azul), petunidina (vermelho escuro) e malvidina (purpura) sd@o as mais abundantes no
género Vitis e do vinho tinto (Cabrita et al., 1999; Dell’Agli et al., 2004; Naczk et al.,
2004).

R! R® Antocianina
OH H Cianidina
OH OH Delfinidina
OCH; | H Peonidina

OH OCH; Petunidina

OCH; | OCHjs Malvidina

Figura 8: Estrutura das agliconas das principais antocianinas presentes nas espécies Vitis

vinifera

A gquantidade de antocianinas varia de casta para casta, mas € sempre a malvidina
que se encontra em maior quantidade (Cabrita et al., 1999). E tipico da Vitis vinifera
encontrar-se uma molécula de glucose ligada na posicdo 3 pois as outras espécies sdo
diglucosiladas nas posicdes 3 e 5 (Ribéreau-Gayon et al.,1965; Cabrita et al., 1999). A
molécula ligada na posicao 3 é responsavel pela sua solubilidade e estabilidade. Estes sdo

0s compostos responsaveis pelas mudancas de cor nos vinhos tintos (Larrauri et al., 1999).
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Os fragmentos glicosidicos podem apresentar-se livres ou esterificados na posicéo 6
com alguns acidos, nomeadamente o acido acético, o acido p cumérico e o acido cafeico
(figura 9) (Cabrita et al., 1999).

R3=H 3-glucasido de antocianidina

=L Jacatilglucdsido da
antocianidina

3-cumaroilglucisido
| da antocianidina
"“-;__{//

3 cafecilglucdsido
da antocianidina

TOH

OH

Figura 9: Estrutura das antocianidinas 3-monoglucosidicas e respetivas formas

esterificadas

As diferentes reacbes de oxidacdo, condensacdo e polimerizagdo durante o
envelhecimento do vinho tinto produzem mudancgas de cor no vinho envelhecido e uma
transicdo gradual de antocianinas monoméricas através de oligdbmeros a pigmentos
poliméricos mais estiveis, a partir de antocianinas tal como malvidina-3-glucésido
(Larrauri et al., 1999).

Este topico sera abordado com mais detalhe no item da copigmentacéo.

1.2.1.1.1. Equilibrio das antocianinas em solucéo

O pH do meio exerce um papel importante no equilibrio entre as diferentes formas
de equilibrio das antocianas e por conseguinte, na modificacdo de cor.
A cor gue as antocianinas exibem em solucdo varia mediante as condicdes fisico-

quimicas do meio e as estruturas quimicas. Em geral, a hidroxilacdo induz um aumento do
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comprimento de onda maximo (deslocamento batocrémico), enquanto que a metilagdo dos
grupos hidroxilo reverte esta tendéncia (Brouillard, 1983).

O pH do meio exerce um papel importante, pois faz variar a estrutura das
antocianinas em equilibrio na solucéo e, consequentemente provoca a modificacdo na sua
coloracédo (Brouillard et al., 1990). Esse equilibrio depende do pH do meio, como se pode
verificar na figura 18. Ao pH do vinho, (3,0 — 4,0), a proporcéo da forma vermelha varia
entre cerca de 5 a 40%. A acidificacdo do mosto ou vinho tinto e consequente descida do
pH tem um aumento consideravel dessa proporcdo, que se traduz pelo reforco da
pigmentacdo vermelha. Inversamente, um aumento do pH provoca a diminuigdo da
proporgdo da forma vermelha e o reforco das formas com coloragdes azul, amarela e da

forma incolor (Cardoso et al., 2005).

o4 pH = 1, vermelha

"l
PH = 7 — &, azul escuro

= pH=7- 1. amarzly

Figura 10: Formas de equilibrio das antocianinas em solucéo
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1.2.1.1.2. Copigmentacdo

A copigmentacdo consiste numa interacdo molecular por ligacdes de hidrogénio e
interacOes hidrofdbicas entre as antocianinas e outras moléculas (ndo coradas) que atuam
como copigmentos (Davies et al., 1993).

Além do pH, as interacbes moleculares das antocianinas com outros compostos
afetam a sua estabilidade, contribuindo assim para a grande variedade de cores que estes
pigmentos exibem (Heredia et al., 1998).

A copigmentacdo tem uma importancia critica para compreensao da relagdo entre a
composicao da uvas e a cor dos vinhos, a variacdo na cor e na concentracdo de pigmentos
entre vinhos e em todas as reacdes envolvendo antocianinas durante o envelhecimento dos
vinhos. E ja aceite que a copigmentacio seja responsavel por 30 a 50% da cor dos vinhos
jovens que é primariamente influenciada pelos niveis de varios compostos fenolicos
(Boulton, 2001).

O iao flavilio € uma estrutura carregada positivamente (A+), estabelecendo assim
ligagBes com outros compostos fendlicos presentes no vinho, de diferentes cargas parciais,
ocorrendo portanto o fendmeno de copigmentacdo (Whaterhouse, 2002).

O fendmeno de copigmentacdo baseia-se em dois efeitos:

1. A formagdo do complexo de transferéncia m-m que causa alteragdo na forma do
ido flavilio e nas suas propriedades espetrais, aumentando a absorcdo de radiacdo
(Watherhouse, 2002).

2. A estabilizacdo do 130 flavilio, através do complexo de transferéncia n- n que
favorece o seu equilibrio devido ao aumento da carga, tornando as antocianinas mais

estaveis e consequentemente mais duradoura a sua cor vermelha (Watherhouse, 2002).

O pH do meio é um fator condicionante deste processo. A copigmentacdo nao
ocorre a pH muito baixos, dado que as antocianinas se encontram na forma de catido
flavilio, nem a pH muito elevados, por ndo ser possivel a formacdo de antocianas
carregadas electricamente.

Em vinhos novos, este fendmeno ocorre com facilidade devido ao facto de um

vinho novo possuir uma maior concentracdo de antocianinas que um vinho velho.
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1.2.1.1.3. Reagéo das antocianinas com o bissulfito

O dioxido de enxofre (SO;) € muito utilizado na producdo dos vinhos, atuando
como antioxidante e como inibidor do crescimento de microorganismos. Apesar deste
efeito benéfico, 0 SO, descolora as antocianinas formando compostos estaveis e incolores
(Timberlake et al., 1966).

O didéxido de enxofre (anidrido sulfuroso), ao pH dos mostos e vinhos, existe
essencialmente sob a forma de ido bissulfito (HSOj3), ido esse que devido as suas
propriedades nucleofilicas se combina com as antocianinas dando origem a compostos
incolores como os descritos na figura 11. Quando este é adicionado a um mosto ou um
vinho tinto provoca uma diminuicdo da intensidade corante. A eliminacéo do ido bissulfito,

por oxidagdo ou combinacdo, restabelece a coloracéo inicial (Cardoso et al., 2005).

SO, lg)+H,0lag) <« H,S0,lag) < H lag)+HSO, l(ag)

L A___oH

HO j: A0~ -0 JJ

tr\]f TR2 + HSOy (ag) —_— Tl D | "
P b

Catiao flavilio )
(wvermelho) Aducto incolor

Figura 11: ReacGes com o catido flavilio com formacéo de composto incolor

1.2.1.1.4. Influéncia da temperatura

Na evolucdo das antocianas individuais, a temperatura tem um papel de grande
relevo durante o envelhecimento, uma vez que 0 seu aumento da temperatura conduz a
uma diminui¢do de antocianinas individuais (Dallas et al., 1995); de entre as classes de
antocianinas, verifica-se que se degradam mais rapidamente as acetilaladas do que as

glucosiladas (McCloskey et al., 1981). A temperatura de 20°C e a pH entre 3 e 4, a
14
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coloracdo das antocianas é muito fraca mas a tonalidade da cor evolui no sentido do azul-
violeta & medida que o pH aumenta, para temperaturas acima de 20°C, ocorre uma

descoloracdo rapida das solucdes (Glories, 1986).

1.2.1.1.5. Influéncia do oxigenio

A natureza insaturada da estrutura das antocianinas torna-as suscetiveis ao oxigénio
molecular. Na presenca de oxigénio ocorre 0 escurecimento das antocianinas. A cor das
antocianinas é mantida com a substituicdo do O, por atmosferas ricas em azoto ou vacuo.
O escurecimento é devido a oxidagdo enzimatica dos compostos fenolicos presentes para
orto-quinonas, que por sua vez se polimerizam rapidamente para formar pigmentos de cor
castanha, as melaninas. A reacdo catalisada pela polifenoloxidase (PFO processa-se em
dois passos a) Hidroxilacdo de monofenois a orto-difendis; b) Oxidacdo de orto-difendis a
orto-quinona (Malacrida et al., 2006). Estas por sua vez polimerizam, dando origem a
melaninas.

A presenca de oxigénio no meio também é um fator significativo na degradacdo de
antocianinas, mesmo na auséncia de luz, em todos os valores de pH. Esta degradacao
ocorre através de um mecanismo de oxidacédo direta ou indireta dos constituintes do meio
que reagem com as antocianinas (Lopes et al., 2007). O perdxido de hidrogénio (H,05),
formado pela oxidacdo do acido ascorbico na presenca de oxigénio e iGes cobre, causa
descoloracdo das antocianinas. Tal facto leva a crer que a degradacdo das antocianinas
nessas condi¢des seja mediada pelo H,O,. Outra alternativa para explicar sua degradacao é
a ocorréncia da reacdo de condensacao entre o0 acido ascorbico e as antocianinas, formando
produtos instaveis que se degradam em compostos incolores (Malacrida et al., 2006).

Na maturacdo dos vinhos tintos, desde o final da fermentacdo até ao
engarrafamento, o oxigénio presente é responsavel por transformacdes quimicas dos
pigmentos responsaveis pela cor, muito importantes no envelhecimento. Ocorre uma
autooxigenacgdo do etanol e como héa presenca de compostos fendlicos, origina pequenas
quantidades de acetaldeido, que provocara a copolimerizacdo de antocianinas e taninos
(Timberlake et al., 1976; Ribéreau-Gayon et al., 1983).
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1.2.1.1.6. Agao das enzimas

As antocianinas podem ser degradadas por enzimas enddgenas presentes nos
tecidos das plantas, tais como glicosidases, polifenoloxidases e peroxidases. AS
glicosidases, também denominadas antocianases, hidrolizam as liga¢Ges glicosidicas com a
libertagdo do acucar e da aglicona. Essa Ultima é instavel e degrada-se espontaneamente
formando a calcona incolor. As polifenoloxidases atuam pelo mecanismo de oxidacéo,
utilizando como substratos o-dihidroxifendis. As o-quinonas resultantes podem reagir entre
si ou com outros compostos, inclusivamente com as antocianinas, e formar polimeros
escuros. As fenolases podem reagir diretamente com as antocianinas apesar de a reagao ser
mais favorecida quando outros fenolicos (que sdo melhores substratos para essas enzimas)
estdo presentes (Malacrida et al., 2006).

O escurecimento enzimatico devido a polifenoloxidase é de importancia comercial
particularmente em tecidos vegetais; normalmente os substratos fenélicos naturais (acido
cafeico, acido protocatequico, acido clorogénico, etc) estdo separados da polifenoloxidase

em tecidos intactos e o escurecimento ndo ocorre (Silva et al., 2010).

1.2.2. Ndo Flavondides

A classe dos ndo flavondides engloba os acidos fendlicos e os estilbenos.

Os é&cidos fendlicos subdividem-se em &cidos benzdicos (estrutura em C6-C1) e
acidos cindmicos (estrutura em C6-C3). Nas uvas, os &cidos fendlicos sdo principalmente
0s acidos hidroxicindmicos que se encontram nos vacuolos das células da pelicula e polpa
(P6voas, 2006).

Estes acidos por serem hidroxilados sdo designados por &cidos hidroxibenzédicos
(AHB) e acidos hidroxicindmicos (AHC), e podem ocorrer na forma livre ou associados a
outras moléculas. Na classe dos acidos fendlicos estdo os derivados dos acidos
hidroxibenzdico e hidroxicinamico, frequentemente na forma de ésteres de &cido tartarico
(Baranowski et al., 1981).

Dentro dos AHB foram identificados: 4acido p-hidroxibenzéico, é&cido
protocatéquico, acido vanilico, acido galico, acido siringico, acido salicilico (a4cido orto-

hidroxibenzdico) e acido gentisico (acido 2’,5’-di-hidroxibenzdico), figura 12. Refira-se
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que alguns vinhos que sofrem envelhecimento em barril apresentam altos niveis de acido
galico.
As concentracdes dos acidos benzdicos em vinhos tintos séo cerca de 70 mg/L e 10

mg/L em vinhos brancos (Watherhouse, 2002).

OH
R’ R R=R'=H acido p-hidroxibenzéico
R=R'=0OH acido galico
R=0OCHj3;, R'=H &cido vanilico
COOH R=R'=0OCHj3 acido siringico

Figura 12: Estrutura quimica de acidos hidroxibenzoicos

Em relacdo aos AHC foram identificados: &cido p-cumarico, &cido caféico, acido
feralico e &cido sinapico, figura 13. As suas estruturas derivam do acido cindmico por
substituicdo do anel aromatico. A presenca da cadeia lateral com uma ligacéo dupla origina
a possibilidade de ocorréncia de formas isoméricas cis e trans. Na natureza, 0s compostos
ocorrem essencialmente na forma trans, no entanto, a interconversao das duas formas pode
ocorrer facilmente, quer por isomerizacdo fotoquimica quer por acdo enzimatica (Strack,
1997).

Os niveis de acidos cinamicos sdo de 130 mg/L em vinhos brancos e de 60 mg/L

em vinhos tintos (Watherhouse, 2002).

COOH
Z
R=R'=H acido p-cumarico
R=0OH, R'=H acido caféico
R' R R=0OCHgs;, R'=H acido ferulico
OH R=R'=0OCH;  acido sinaptico

Figura 13: Estrutura quimica de &cidos hidroxicindmicos
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As suas concentragOes sdo da ordem de 100-200 mg/L em vinho tintos e de 10-20
mg/L em vinho branco (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

Os &cidos fenolicos encontram-se distribuidos na casca e na polpa da uva e 0s seus
teores diminuem com o amadurecimento e também durante a fermentacdo do vinho
(Macheix et al., 1991; Penna et al., 2001).

Os estilbenos (figural4) séo outra familia de compostos fendlicos que fazem parte
dos ndo flavonoides. Tém dois anéis benzénicos ligados por etileno (Ribéreau-Gayon et
al., 2000), podendo existir como isémeros cis e trans (Sun et al., 2005),

Os estilbenos podem ser mondmeros (trans-resveratrol, trans-astringina e trans-
“piceid”) e oligomeros: viniferina (0,1-1,63 mg/L) e palidol (0,38-2,22 mg/L) (Landrault et
al., 2002).

g Ri. E._ 4
r"‘x“ ! 2
Ry X X J\ | A /]\1
. ,r* 1#\\ 4 “-Tf’!:":'s"' N 2
A T RH s | | B |
| &
= =
':\|_r—“' ] Fi 3 Z “‘\_IR.
! 3
Rz Ry
Ri RrR1 R3 R4 R1 R2 RI R4
1 OH OH H OH fi OH  OH H OH
2 GleD OH OH - 7 GleC) OH OH OH
3 0OH oH H GleO 5 OH OH H Gley
4 Gl OH H OH 9o Gle OH H OH
5 MeO MeQ H OH 10 MeQ MeQ H OH

Figura 14: Estruturas quimicas de estilbenos monémeros identificados no género Vitis: 1 e
6: trans- e cis-resveratrol; 2 e 7: trans- e cis-astringina; 3 e 8: trans- e cis- resveratrolésido;

4 e 9: trans- e cis-“piceid”; 5 e 10: trans- e cis-pteroestilbeno (Sun et al., 2005)

A pelicula da uva, contém um estilbeno extremamente importante, o resveratrol
(3,5,4’-tri-hidroxi-estilbeno), (figura 15). Ocorre nos bagos na forma de trans-resveratrol.
Este é o principal estilbeno na uva, e € produzido em resposta as infe¢fes flngicas,

nomeadamente pela Botrytis cinerea responsavel pela podridao cinzenta. Tal, deve-se ao

18

Avaliagdo do efeito da micro-oxigenagdo na estabilidade da cor e perfil voldtil dos vinhos



Introduc¢do

facto do resveratrol ser percursor de umas moléculas que possuem propriedades
antifungicas (veniferinas), que conferem resisténcia a colonizacdo dos bagos da uva

quando atacados pelo fungo (Cardoso, 2005).

HO

CH=—CH OH

HO

Figura 15: Resveratrol (3,5,4’-tri-hidroxi-estilbeno)

O resveratrol € uma molécula importante para o organismo humano, visto que
intervém em diferentes situacGes, tais como, na modulacdo da sintese de colesterol
hepatico; inibicdo da atividade de lipooxigenases; protecdo das lipoproteinas contra
oxidacgdes e danos provocados por radicais livres e no efeito quimiopreventivo contra o
cancro.

Os estilbenos surgem em concentracdes de cerca de 7 mg/L em vinhos tintos,

2mg/L em vinhos rosés e 0,5mg/L em vinhos brancos (Watherhouse, 2002).

1.2.3. Taninos

Os taninos sdo grupos de compostos fendlicos de elevada massa molecular capazes
de se combinar com as proteinas e outros polimeros como os polissacarideos, provocando a
sensacdo de adstringéncia, que ndao é mais do que a perda do efeito de lubrificacdo da
saliva por precipitacdo das proteinas (Cabrita et al., 1999). Estas moléculas localizam-se
nas grainhas e peliculas das uvas. No vinho tinto existem na ordem de 1 a 3 g/L, enquanto
que no vinho branco existem em algumas dezenas de mg/L (Ribéreau-Gayon et al., 2000).
Podem existir na forma de taninos hidrolisveis galotaninos e elagitaninos, e taninos
condensados (proantocianidinas): mondmeros de catequina e epicatequina.

A estrutura dos taninos hidrolisaveis consiste num poliol ao qual estdo ligados

unidades de acido galico ou elagico. Os taninos hidrolisaveis mais simples séo ésteres do
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acido galico e um poliol alifatico (quase sempre a D-glucose), (figura 16). Estes compostos
ndo contém moléculas de flavonoides e ndo aparecem naturalmente nas uvas. Eles estdo
presentes na madeira e por isso podem aparecer em vinhos armazenados ou envelhecidos
em barris em madeira (Cabrita et al., 1999).

Os seus niveis sdo aproximadamente de 100 mg/L em vinhos brancos com estagio
em madeira de seis meses e de 250 mg/L em vinhos tintos com estagio a partir de dois anos
(Watherhouse, z

HO OH
OH
Acido galico
(galotaninos)

Acido elagico
(elagitaninos)

Figura 16: Estrutura quimica de um tanino hidrolisavel

Os taninos condensados ou proantocianidinas aparecem nas uvas e sao formados
por unidades de flavonois. Encontram-se fundamentalmente nas grainhas e ndo sao
facilmente hidrolisaveis (Cabrita et al., 1999).

A unidade estrutural fundamental das proantocianidinas é o nucleo flavan-3-ol (3-
hidroxiflavano), (figura 17).

As proantocianidinas ou taninos condensados séo derivados estruturais dos flavan-

3-0is e consoante 0 nimero de vezes que esta unidade se repete, assim as proantocianidinas
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podem ser diméricas, trimericas, oligoméricas (até 6 unidades) ou poliméricas (superior a 6
unidades) (Fernandes, 2007).

Figura 17: Estrutura quimica do nucleo 3-hidroxiflavano

A estrutura do nacleo 3-hidroxiflavano é diversamente substituida, em particular
hidroxilada, nas posi¢des 5 e 7 no anel A, na posicdo 3 no anel heterociclico e na posi¢édo
3’ e 4 no anel B (catequina e epicatequina) ou na posicdo 3’, 4’ e 5 no anel B
(galocatequina e epigalocatequina). A hidroxilagcdo permite distinguir as proantocianidinas
em varias classes, a destacar as procianidinas (polimeros de catequinas e epicatequinas), e

as prodelfinidinas (polimeros de galocatequinas e epigalocatequinas), (figura 18).

OH OH
OH OH
HO O \\\\\\ HO (0) \\\\\\\\\ R
W R
:/I/,///
OH OH
OH

OH
R=H (+) catequina
R=OH (+) galocatequina

R=H (+) epicatequina
R=OH (+) epigalocatequina

Figura 18: Estruturas das unidades monoméricas das principais proantocianidinas

Em oposto a outros favondides, estes encontram-se nas uvas no estado livre, em

pequenas quantidades de galato epicatequina. Nas peliculas das uvas a (+)-catequina é o
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flavan-3-ol mais significativo e a (-)-epicatequina aparece em menor quantidade (Cabrita et
al., 1999).

Estes sdo compostos que libertam antocianidinas quando aquecidas em meio
fortemente &cido e alcoolico, mediante a ruptura das ligagbes entre as unidades
monoméricas (Ricardo da Silva, 1995). Consoante se liberte cianidina ou delfinidina, estas
moléculas recebem o nome de procianidinas (polimeros da catequina e epicatequina) ou
prodelfinidinas (constituidas por unidades de galocatequinas e epigalocatequinas) (Cabrita
etal., 1999).

Em vinhos brancos onde existe um limitado contacto com as peliculas, as
catequinas sdo os principais flavondides. Estes compostos sdo responsaveis pelo
acastanhamento dos vinhos brancos ou tintos e por algum amargo (Zoecklein et al., 1995).

Na natureza apenas sdo encontrados os isomeros (+)-catequina e (-)-epicatequina
(Watherhouse, 2002).

As proantocianidinas das uvas e dos vinhos sdo principalmente procianidinas, ou
seja oligbmeros e polimeros de catequina e epicatequina (figura 15) unidas por ligacdes
C4-C8 e em menor quantidade por ligaces C4-C6 (Ricardo da Silva, 1995).

Os oligébmeros (procianidinas sdo as mais abundantes) e polimeros estdo presentes

nas uvas (V. vinifera L.), sementes, pedunculos e peliculas (Dell"Agli et al., 2004).
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Ho” Y ] b OH g‘ z
0 OH HO_ ¢ 0
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OH Ok
\-
Procyanidin: R =H
Prodelphinidin: R = OH

Figura 19: Estrutura quimica das proantocianidinas
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Num vinho tinto novo, a concentragdo total das catequinas varia entre 19 a 76
mg/L, oligdbmeros entre 65 a 280 mg/L e polimeros entre 335 a 611 mg/L. Com o
envelhecimento do vinho tinto, as concentragcdes individuais de todos 0s compostos
fendlicos, incluindo as proantocianidinas, sdo significativamente reduzidas (Sun et al.,
2005). Por outro lado, as proantocianidinas estdo presentes nas uvas e vinho em formas
poliméricas (60-80%), seguidas pelas formas oligoméricas (15-30%), enquanto que 0s
monomeros 3-hidroxiflavano (catequinas) representam s uma pequena proporcao (<10%)
(Sun et al., 2005).

Para vinhos tintos franceses o teor médio em procianidinas é de 557,7 mg/L, vinhos
brancos de 15,1 mg/L e vinhos rosés de 17,1 mg/L enquanto que para as uvas o valor € de
377 mg/Kg em fresco, repartindo-se 65% nas sementes, 20% nos pedunculos, 14% nas
peliculas e 1% na polpa (Auger et al., 2004).

A concentragcdo dos taninos aumenta com o envelhecimento do vinho tinto. O
conteddo em acido tanico para vinhos novos varia de 250,5 a 525 mg/L, para velhos de 378
a 597,2 mg/L e para reservas de 323,4 a 619,4 mg/L (Larrauri et al., 1999).

1.3. Composicao fendlica e cor dos vinhos

Os compostos fendlicos sdo constituintes das uvas, e consequentemente encontram-
se presentes em vinhos brancos e tintos. A quantidade destes compostos depende de varios
fatores, tais como clima, solo, casta, maturidade e maceracdo da uva, temperatura de
fermentacdo, pH, didxido de enxofre e etanol (Mamede et al., 2004).

A quantidade de compostos fenolicos em vinhos tintos é consideravelmente
superior a dos vinhos brancos. Estima-se cerca de 1000 a 4000 mg/L em vinhos tintos, e
200 a 300 mg/L em vinhos brancos (Mamede et al., 2004). A diferenca destes valores
deve-se ndo sO a presenca de antocianinas (em uvas tintas, sendo responsaveis pela
pigmentacdo), mas sobretudo pelos diferentes métodos de vinificagdo. Em vinhos tintos, as
uvas sdo esmagadas e fermentadas em contacto com o engaco, pelicula e grainha,
contrariamente as uvas brancas, gerando assim uma maior quantidade de compostos

fenolicos posteriormente presentes no produto final, o vinho (Mamede et al., 2004).
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De acordo com Mamede et al., 2004, a catequina e a epigalocatequina sdo 0s
compostos fendlicos maioritarios em vinhos brancos, dado que se encontram em maior
quantidade no extrato das peliculas de uvas brancas e nos vinhos tintos a catequina e o
acido galico.

Entre as caracteristicas que definem a qualidade geral dos vinhos, a cor constitui um
fator determinante. Sensorialmente é o primeiro atributo observado na degustacdo. Através
do aspeto (intensidade e tonalidade), temos a percecdo de possiveis defeitos mas também
virtudes, do seu corpo, da sua idade e da sua evolucdo ao longo do tempo.

A cor do vinho é determinada pela sua composicao fenolica, sobretudo em termos de
antocianinas, além da copigmentacdo, da idade do vinho, do pH e da utilizagdo de SO..

Os compostos fenolicos maioritarios dos vinhos tintos e brancos encontram-se na tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo dos compostos fenélicos maioritarios em vinho tinto e branco
(adaptado de Mamede et al., 2004)

Compostos Fenolicos Vinho Tinto (mg/L) | Vinho Branco (mg/L)
Catequina 191 35
Epigalocatequina 82 21
Acido Galico 95 7
Cianidina 3 0
Malvidina-3-Glucosido 24 1
Rutina 9 0
Quercetina 8 0
Miricetina 9 0
Acido Caféico 71 2,8
Resveratrol 15 0
Teores médios de 2567 239
compostos fenolicos
totais*

* Expressos em equivalentes de acido galico em mg/L.
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1.4. Propriedades quimicas, fisicas e biologicas dos compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo constituintes das uvas e consequentemente estdo
presentes no vinho, estando mais concentrados no vinho tinto do que no branco (Kanner et
al., 1994; Jang et al., 1997; Ruiz et al., 2009) e os subprodutos e residuos da vinificacéo,
na sua maioria, podem manter quantidades apreciaveis.

Os compostos fendlicos presentes no vinho sdo &cidos fenolicos, flavonoides e
taninos (proantocianidinas). Tal como referido anteriormente, a catequina e a
epigalocatequina séo os compostos fenolicos maioritarios do vinho branco, e a catequina e
0 &cido galico os presentes em maior abundéncia no vinho tinto (Katalini¢ et al., 2004).
Apresentam mudltiplos efeitos benéficos para a saude humana, incluindo as atividades
vasodilatadoras com propriedades arterosclerdticas, as anti-inflamatérias, as
anticancerigenas, as antivirais e os efeitos antibacterianos (Soleas et al., 2002; Katalini¢ et
al., 2004; Quirds et al., 2009; Radovanovi¢ et al., 2009; Rastija et al., 2009; Yang et al.,
2009), que proporcionam um efeito protetor contra acidentes vasculares e doencas
neurodegenerativas (Virgili et al., 2000; Katalini¢ et al., 2004). Tém, ainda, acdo no
tratamento de problemas circulatdrios pela inibi¢cdo da oxidacdo das proteinas de baixa
densidade (LDL) (Katalini¢ et al., 2004; Ruiz et al., 2009; Mudnic et al., 2010). Os
beneficios para a saude dos polifendis surgem dos efeitos antioxidativos, baseados na
capacidade de sequestrar os diferentes radicais livres que conduzem a protecdo de
moléculas bioldgicas contra a oxidacao (Rastija et al., 2009; Mudnic et al., 2010).

Biologicamente, os compostos polifendlicos assumem um papel muito importante
devido as suas excelentes propriedades, o que leva a serem usados como suplementos
alimentares (Pévoas, 2006).

Beneficamente, estes compostos organicos possuem as seguintes propriedades:

« Contribuem para o sabor e aroma de diversos alimentos, tanto de origem animal como de
origem vegetal (Lule et al., 2005).

» Favorecem a adstringéncia de alimentos, de particular relevancia enologica (Povoas,
2006).

* Constituem pigmentos naturais de frutos e vegetais, sendo por isso responsaveis pela

sua coloracéo (Lule et al., 2005).

* Proporcionam a resisténcia as plantas em situagdes de stress mecanico, resultante de
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picadas de insetos, ou ainda em casos de stress bioldgico causado por infecdes fungicas,
bacterianas e viricas, tornando-se assim em excelentes agentes antifungicos
antibacterianos, e antiviricos (Lule et al., 2005).

 Possuem atividade anticancerigena - a ingestdo moderada de vinho é capaz de inibir a
incidéncia de certos tipos de cancro (Mamede et al., 2004).

 Possuem atividade farmacoldgica - os extratos de grainha de uva com cerca de 92% e
95% de compostos polifendlicos sdo excelentes recursos para dois grandes mecanismos de
acao; por um lado, como cofactores da vitamina C na regeneracdo do colagénio (Povoas,
2006); por outro, como antioxidantes, visto que estas substancias (sintéticas ou naturais)
séo capazes de aniquilar radicais, que evitam reacdes radicalares em cadeia (Barros, 2004).

O vinho tinto representa uma fonte rica de compostos fendlicos tais como as
antocianinas e as proantocianidinas que sdo os mais determinantes na sua qualidade,
porque influenciam a cor, o amargor, a adstringéncia e a estabilidade quimica para a
oxidacdo (Dell’Agli et al., 2004; Monagas et al., 2006), e o sabor, sendo também os
principais responsaveis pelo seu poder antioxidante (Katalini¢ et al., 2004).

A adstringéncia e o amargor dos vinhos novos sdo devidos aos &cidos fendlicos e
taninos condensados. Os &cidos hidroxicindmicos e taninos condensados, juntos com os
flavondis, também atuam como copigmentos de antocianinas (Monagas et al., 2006).

As antocianinas sdo progressivamente transformadas em pigmentos oligoméricos e
poliméricos mais estaveis, os quais ddo origem a importantes alteracbes na cor (do
vermelho vivo ao vermelho tijolo) e na adstringéncia dos vinhos, devido a mecanismos
como reacdes de condensacdo que ocorrem durante o envelhecimento do vinho tinto
(Monagas et al., 2006).

Os flavonodides, uma das classes mais importantes, possuem um efeito protetor
sobre o sistema cardiovascular, além de manifestarem propriedades antivirais, anti-
inflamatorias, antialérgicas e outras (Hertog et al., 1992; Robards et al., 1997; Bravo,
1998; Merken et al., 2000; Pietta 2000).

Vaérios estudos epidemioldgicos tém mostrado que o aumento da ingestdo de
compostos fenolicos antioxidantes estd correlacionado com a reducdo da doenga cardiaca
coronaria. Isto podera ajudar a explicar o “paradoxo Francés”, ou seja, a baixa taxa de
mortalidade por doenca cardiaca entre populacbes que regularmente bebem vinho tinto

embora a sua dieta seja rica em gorduras saturadas. De facto, os vinhos tintos contém
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compostos fendlicos em niveis elevados (Lu et al., 1999), um grande numero dos quais
podem atuar como antioxidantes, com envolvimento de ambos 0s mecanismos de
eliminacdo de radicais livres e de quelatacdo de metais (Ghiselli et al., 1998).

O processo oxidativo € iniciado através da oxidacdo de derivados do catecol tais
como a (+)-catequina / (-)-epicatequina, galocatequina, acido galico e os seus ésteres, e 0
acido cafeico, que constituem a familia de compostos fenolicos mais facilmente oxidaveis
no vinho (Singleton, 1987; Singleton, 2000; Kilmartin et al., 2001).

Estima-se que a ingestdo de 25 a 50 mg de compostos fendlicos por dia proporciona

menor risco de doengas cardiovasculares (Mamede et al., 2004).

1.5. Evolucéo das caracteristicas fendlicas nos vinhos tintos

O envelhecimento do vinho tinto é caracterizado por uma evolucdo harmoniosa dos
diferentes constituintes de aroma, cor e sabor (Ribéreau-Gayon et al., 2003).

O vinho suaviza e a adstringéncia vai diminuindo. Contudo, a velocidade destas
reacGes ndo é a mesma para todos os vinhos e depende das condicBes exteriores impostas
(ligadas aos fenémenos oxidativos (O, SO,), a temperatura, tempo, entre outras) e também
da constituicdo do préprio vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2003).

Assim sendo, as antocianinas e 0s taninos vao sendo progressivamente
transformados em pigmentos oligoméricos e poliméricos mais estaveis, mas com
caracteristicas fisico-quimicas distintas dos seus precursores colaborando desta forma para
a alteracdo das caracteristicas organoléticas como a cor e o sabor do vinho (Monagas et al.,
2005).

Os compostos fenolicos, as antocianinas e 0s taninos em particular, sdo 0s
principais constituintes dos vinhos que estdo relacionados com fendmenos de oxidacdo,
que se traduzem por alteragdes de cor (acastanhamento) e por uma evolucdo do gosto
(perda ou aumento de adstringéncia). Durante o envelhecimento de um vinho tinto ha uma
diminuicdo de antocianinas monoméricas que depende das condi¢des de armazenamento e
também das caracteristicas iniciais de um vinho (Cabrita et al., 1999).

A concentracdo de antocianinas, copigmentos, acetaldeido e outros metabolitos das
leveduras, bem como o pH, a temperatura e a presenca de luz, de oxigénio e de didxido de

enxofre sdo fatores que afetam o desenrolar de reagdes quimicas durante o envelhecimento
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dos vinhos (Dallas et al., 1995; Somers et al., 1986; Romero et al., 1999; Romero et al.,
2000).

Na evolucdo da cor é de distinguir a importancia de aldeidos como o acetaldeido e
outros, cuja presenca no vinho se deve a uma série de fatores: sdo subprodutos da
fermentagdo e produtos da oxidacdo do etanol e &lcoois superiores (Wildenradt et al.,
1974).

1.6. Etanal

O etanal (CH3—CHO) ou acetaldeido é um produto da fermentacdo alcodlica que
apresenta incidéncia na acidez volatil, na estabilidade da matéria corante e gustativa. A
presenca de etanal, produto da oxidacdo do etanol, estd relacionada com fendémenos de
oxidacao-reducdo e intervém no mecanismo da fermentacéo alcodlica.

O oxigénio que se vai dissolvendo no vinho reage com os polifendis e origina
H,0,, oxidante potente, capaz de formar acetaldeido (Usseglio-Tomasset, 1998).

Os polifendis nos vinhos tintos tém grande importancia (Cabrita et al., 1999). Por
oxidacdo, estes compostos formam radicais de quinonas ou semi-quinonas que podem
ainda reagir com outros compostos fenolicos, numa forma regenerativa denominada
polimerizacdo. Durante a formacdo das quinonas, forma-se um produto secundario, o
perdxido, que tem como consequéncia indireta a oxidacao do etanol em etanal (figura 20).
Para além das consequéncias diretas sobre a coloracdo das antocianas, estas reacdes afetam
também o peso molecular final dos compostos fendlicos do vinho. Na presenca de grandes
guantidades de antocianas monoméricas, as reacdes conduzem a espécies de peso
molecular bastante baixo. A polimerizacao induzida pelo etanal acaba quando os extremos
da cadeia sdo ocupados por uma antociana. Na pratica, a conduta da micro-oxigenacéao €

determinada também, pela intensidade gustativa e aromética do etanal (Capri et al., 2003).
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—_— + H202
+ O,

H202 + CH3CH20H —> CH3CHO + 2 H20

Figura 20: Formacao do etanal a partir do etanol

1.7. Micro-oxigenacao

A oxigenacdo refere-se normalmente a exposi¢do deliberada do vinho ao oxigénio e
apresenta um impacto positivo no vinho (Gomez-Plaza et al., 2011). Em contraste, o termo
oxidacdo (ou oxidado) € frequentemente associado ao excesso de oxigénio com
consequéncias negativas (Gomez-Plaza et al., 2011). A influéncia do oxigénio no
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais dos vinhos tintos durante a maturacdo tem
sido reconhecida ha mais de 130 anos tendo os estudos sido iniciados por Pasteur (Gémez-
Plaza et al., 2011). Nos dias de hoje, o oxigénio desempenha um papel muito importante
em quase todas as reacdes que acontecem durante os processos de vinificacdo. Exemplos
destas reagdes sdo as oxidacdes, a polimerizacdo de taninos, alteracdes na parte aromatica,
estabilizacdo da cor, etc. (Lemaire, 1995) e ainda é responsavel pela oxidacdo dos
compostos volateis e fendlicos e a sua presenca, em dose adequada melhora as
caracteristicas sensoriais do vinho (Gomez-Plaza et al., 2011).

O oxigénio tem influéncia direta na composicdo dos compostos fendélicos e indireta
no efeito de algumas caracteristicas sensoriais como a cor, a adstringéncia e o aroma,
aspetos que determinam a qualidade de um vinho, resultante do papel importante que o
oxigénio tem nas reacBes de oxidagdo, condensacdo e polimerizagdo, nos diferentes
compostos, principalmente os compostos fenolicos. Estas reagdes levam a formacdo de
novos pigmentos e compostos poliméricos que podem estabilizar a cor do vinho (Pérez-
Magarifio et al., 2007).
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A micro-oxigenacdo € uma técnica que consiste na adicdo de pequenas e
controladas quantidades de oxigénio ao vinho (Ortega-Heras et al., 2008; Tao et al., 2007)
de forma a que a sua velocidade seja sempre inferior a velocidade do consumo do mesmo
no interior da cuba. Desta forma, reproduzem-se as reagdes que ocorrem durante o
envelhecimento (Castel et al., 2000).

Foi na década de 90 que este processo foi desenvolvido em Franga por Patrick
Ducournau e a familia Laplace (Pérez-Magarifio et al., 2007; Du Toit et al., 2006);
viticultores da denominacdo de origem de Madeiran (Pérez-Magarifio et al., 2007),
decidiram investigar e estudar as contribui¢cdes do oxigénio na fabricacdo do vinho, tendo
como base a estabilizagdo da cor e diminuicdo da adstringéncia que normalmente ocorre
em barricas de madeira (Cejudo-Bastante et al., 2011).

A micro-oxigenacdo nasceu pensada como ferramenta de gestdo e controlo de um
dos parametros mais importantes na elaboracdo dos vinhos: o oxigénio. Ndo é uma
tecnologia para acelerar o processo, mas uma ferramenta para a dirigir e conseguir
expressar todas as qualidades positivas do vinho, corrigindo algumas menos positivas e
aumentando a sua longevidade (Vinovation, 2000; Ducournau et al., 1998; Lemaire, 1995).

Em 1991, a técnica de micro-oxigenacgdo foi empregue comercialmente em Franca
como uma técnica de tratamento de vinho. A técnica e a metodologia da micro-oxigenagdo
foram na sua maioria desenvolvidas pelo esforco de Patrick Ducournau e Thierry Lemaire
da companhia francesa Oenodev (Vinovation, 2000). Desde a sua inven¢do, muitas adegas
de todo 0 mundo adoptaram esta técnica no processo de elaboracdo dos seus vinhos tintos
(Gonzélez-del Pozo et al., 2010).

1.7.1. Objetivos da micro-oxigenacao

O maior interesse do efeito da micro-oxigenacdo é tornar um vinho com melhor
estrutura e estabilizagéo de cor, obtendo também mais volume e equilibrio (Nevares et al.,
2009).

A finalidade da micro-oxigenacdo é trazer mudancas desejaveis ao vinho, ou seja
com efeitos benéficos para este, como: estabilizar a cor do vinho, melhorar a boca (corpo e
textura), diminuir a adstringéncia, reduzir o vegetal indesejavel e aromas herbaceos,

aumentar notas frutadas, remover sulfitos e diminuir a presenca de caracteristicas de
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reducdo (Cano-Ldpez et al., 2006; Pérez- Magarifio et al., 2007; Tao et al., 2007; Gomez-
Plaza et al., 2011; Cejudo-Bastante et al., 2011).

Contudo, o uso de uma dosagem em excesso de oxigénio pode levar a uma maior
adstringéncia, formando moléculas grandes, levando a precipitacdo de material polimérico,
diminuicdo da frescura, oxidacdo de fendis e atividade microbiana negativa (Cano-Lopez
et al., 2006; Pérez-Magarifio et al., 2007).

1.7.2. Fases envolvidas na micro-oxigenacao

A aplicagdo desta técnica permitiu definir trés fases essenciais dentro da evolucéo
dos vinhos. A primeira fase ¢ denominada “fase de estrutura¢do”, durante a qual a presenca
de aromas de vinhos jovens diminui, havendo um correspondente aumento do caracter
tanico reforcando assim o poder redutor. Os vinhos ganham intensidade havendo um
aumento das absorvancias a 520 e 620 nm. A segunda fase denomina-se por “fase de
harmonizagdo”, assiste-se a um aumento da complexidade aromatica dos vinhos, um
desaparecimento do caracter herbaceo, e diminuicdo da adstringéncia. E por altimo a “fase
de saturagdo” (Lesica et al., 2009; Du Toit et al., 2006; Vinovation, 2000).

Fermentation
aromas : 7
Varietal
aromas V4
Pl #

Increase of tannins

Softening

Structuring Harmonisation Over oxygenation

Figura 21: Evolucgéo das fases organoléticas dos vinhos durante a aplicacdo do processo de
micro-oxigenacdo (adaptado de Lesica et al., 2009)
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1.7.2.1. Fase de “Estruturaciao”

A primeira fase da micro-oxigenacdo € denominada por estruturacdo e €
caracterizada por um aumento na agressividade e intensidade de taninos no paladar (Lesica
et al., 2009). Ao mesmo tempo verifica-se um declinio correspondente na intensidade
aromatica e complexidade do vinho. O fim desta fase é determinado pela inversdo destas
tendéncias organoléticas levando a um amaciar do vinho (Lemaire, 1995). As
caracteristicas aromaticas vegetativas diminuem também neste momento. O sucesso desta
fase depende das condicOes de temperatura que se relacionam diretamente com a
velocidade de consumo de oxigénio. Se ndo houver presenca de oxigénio nesta fase, €
natural que o vinho em questdo apareca mas reduzido ¢ mais “duro” em boca. A melhor
altura para se comecar a introduzir oxigénio ¢ quando a fermentacdo alcoolica esta

completa (Ducournau et al., 1998).

1.7.2.2. Fase de “Harmonizaciao”

A fase de harmonizagdo tem como principais objetivos:

e Atingir as qualidades desejadas ao nivel aromatico;

e Melhorar as qualidades sensoriais principalmente ao nivel dos taninos;
e Estabilizar os aromas redutores;

e Eliminar algumas caracteristicas herbaceas e outros defeitos restantes.

A fase de harmonizacdo é posterior a fase de estruturacéo.

E o periodo de tempo que vai do envelhecimento até ao engarrafamento do vinho.
Esta fase é caracterizada por um aumento de suavidade dos taninos e complexidade do
vinho de uma forma geral (Lemaire, 1995; Lesica et al., 2009). Todas as modificacfes que
ocorrem sdo irreversiveis ao contrério do que acontece na fase de estruturacdo. A fase de
harmonizacdo contrasta muitas vezes com a fase se estruturacdo, uma vez que quanto mais
longa for a fase estruturacdo mais necessaria € a fase de harmonizagédo. Esta fase, duma
forma geral é sempre a mais longa e a mais dificil de seguir, porque o vinho se torna cada

vez mais sensivel (Vinovation, 2000).
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Os riscos séo o desenvolvimento duma adstringéncia e/ou uma maturagio excessiva
acompanhada pela perda de frescura e expressdo aromatica que se reduz. A temperatura
tem também um papel importante nesta fase. Estes riscos sao especialmente agravados se a
qualidade do vinho for fraca (Ducournau et al., 1998).

A dose ideal de oxigénio aplicada € determinada normalmente provando,
procurando um maior beneficio aromatico, mas ndo causando secura (Lemaire, 1995).
Assim que o0s taninos comecarem a parecer demasiado secos, € necessario limitar o
oxigénio ou até mesmo parar a micro-oxigenacdo. Se a micro-oxigenacdo for mantida
neste momento, o resultado sera um vinho muito liso e fraco, e os aromas da oxidacéo
podem aparecer de uma forma irreversivel (Ribéreau-Gayon et al.,1983). Ou seja, se 0s
taninos forem duros, significa que o vinho necessita de algum oxigénio para 0s tornar mais
macios, e que a fase de harmonizacdo deve continuar. Se 0s taninos estiverem secos,
significa que a contribuicéo do oxigénio deve ser limitada.

De acordo com a definicdo destes termos, o inicio de secagem de taninos é
acompanhado por uma perda do corpo e estrutura do vinho, segue geralmente este teste
padrdo:

e Durante a fase de estruturacdo, quanto mais oxigénio se adicionar, mais duros

se tornam os taninos.

e Durante a fase de harmonizacéo, os taninos amaciam automaticamente, mas se

a dose de oxigénio for demasiado elevada, os taninos secardo a boca.

1.7.2.3. Fase de “Saturaciao”

Se 0 vinho é micro-oxigenado por muito tempo, 0s taninos tendem a secar bastante
e tornam-se demasiado adstringentes (Lesica et al., 2009).

Vérios fatores podem afetar os resultados obtidos quando a micro-oxigenacao €
aplicada nos vinhos tintos, destacando-se como mais importantes 0 momento de aplicacéo,
as doses de oxigénio a aplicar e as caracteristicas fendlicas do vinho (Cano-LoOpez et al.,
2008).
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1.7.3. Caracteristicas do vinho antes da micro-oxigenagao

De um modo geral, os vinhos mostram diferencas relevantes na capacidade de
consumir oxigénio. Normalmente essa capacidade estd diretamente relacionada com a
concentracdo de polifendis, pois os compostos fenodlicos sdo os principais consumidores de
oxigénio (60%), junto com etanol (20%) e SO, (12%) (Goémez-Plaza et al., 2011).

A micro-oxigenacdo é mais adequada para vinhos tintos com elevado teor de
fenolicos, considerando que o tratamento pode ocorrer rapidamente com vinhos com pouca
intensidade de cor e em que a micro-oxigenacdo deve ser usada de forma cuidadosa.
(GOmez-Plaza et al., 2011).

Cano-Lopez et al., (2008) mostraram que vinhos distintos foram afetados de modo
diferente pela micro-oxigenacdo. Em geral, vinhos micro-oxigenados tiveram maior
percentagem de novos pigmentos derivados de antocianinas. Estes compostos aumentaram
significativamente a intensidade da cor dos vinhos e 0s que continham poucos compostos
fenolicos foram menos influenciados pela micro-oxigenacdo (Gémez-Plaza et al., 2011;
Cano-Lopez et al., 2008).

1.7.4. SO, na micro-oxigenacao

O dioxido de enxofre (SO;) é uma ferramenta insubstituivel em Enologia.
Apresenta ainda um conjunto de propriedades como: ac¢do antioxidante, acdo dissolvente,
acdo anti-séptica e acdo antidiastéasica (Cardoso, 2007). Interfere ainda com muitas reagdes
de oxidacdo chave de interesse, como por exemplo, ele reage com o perdxido de
hidrogénio (H,0,) e acetaldeido, que sdo necessarios nas reacfes de condensacdo e
também se liga diretamente com antocianinas, inibindo a producdo de pigmentos
poliméricos. Além disso, enquanto que a interagdo do oxigénio é direta, a do bissulfito é
muito improvavel de ocorrer com alguma significancia no vinho, devido a actividade do
radical captador dos polifendis, o SO, tem também a capacidade de reduzir os polifendis
oxidados. Portanto, a micro-oxigenacdo requer baixas concentracdes efetivas de SO,
(GOmez-Plaza et al., 2011).

Os resultados de Tao, Dykes e Kilmartin (2007) mostram que o SO, tem um efeito

moderado na interagdo do oxigénio com os polifendis do vinho uma vez que tem
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capacidade de reduzir os polifenois oxidados e remove o perdxido. A micro-oxigenacdo
dos vinhos depois da adi¢do de SO, leva a rea¢des mais lentas e menos significativas. Em
elevados niveis de SO,, a micro-oxigenacao serd mais dificil e levard mais tempo para
produzir o mesmo efeito. Uma elevacdo do nivel normal de SO, livre, limitard
consequentemente o efeito de estruturacdo do oxigénio. Este fendmeno explica a
ocorréncia, muitas vezes, de um efeito negativo do oxigénio no vinho, antes da
fermentacdo malolactica, pois nesta altura os niveis de SO, muitas vezes, ainda ndo foram
ajustados (Vinovation, 2000).

Dykes (2007) executou um pequeno ensaio para medir o efeito do SO, no
desenvolvimento dos polifen6is do vinho com e sem oxigénio. A presenga de SO, teve um
efeito significativo no grau de polimerizacdo das proantocianidinas e na concentracao
estavel dos pigmentos. O grau de polimerizacdo foi observado, diminuindo ao longo de
seis semanas, independentemente da adi¢do ou ndo de oxigénio. O grau de polimerizacéo,
para os tratamentos sem SO,, aumentou de forma constante ao longo do ensaio e diminuiu

nos tratamentos com SO,.

1.7.5. Momento de aplicacéo da micro-oxigenagao

Se a micro-oxigenacdo comecar imediatamente a seguir a fermentacédo alcodlica, o
vinho tem tendéncia a ter uma fase de estruturacdo mais longa e mais intensa. Verificou-se
também, que as vantagens em intensidade corante e em estruturacdo do vinho sdo muito
superiores, e que o trabalho ndo representa riscos consideraveis (Vinovation, 2000).

A micro-oxigenacdo pode ser aplicada durante a vinificacdo e no envelhecimento.
No entanto, a estabilizacdo da cor é o principal objetivo, a distincdo foi feita entre a
influéncia da micro-oxigenacdo antes ou depois da fermentacdo malolactica, relacionadas
parcialmente na diferenca de concentracdo de SO,, mas também na concentracdo de
antocianinas livres (Gomez-Plaza et al., 2011). A micro-oxigenacao parece ser muito mais
eficaz na melhoria da estrutura do vinho antes da fermentacdo malolactica, quando os
taninos e antocianinas ainda estdo na sua maioria de forma monomérica simples. As
reacOes dos taninos e antocianinas ocorrem independentemente da micro-oxigenacao,
assim, se o tratamento é iniciado apos a fermentacdo malolactica, este vai agir em alguns

substractos que j& passaram a polimerizacdo e condensacdo (Gomez-Plaza et al., 2011).
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A micro-oxigenacdo antes da fermentacdo malolactica, num vinho rico em
antocianinas livres, permite a estabilizacdo das antocianinas e limita a polimerizacdo dos
taninos, uma vez que as antocianinas sdo fixadas no final da estrutura dos taninos e
bloqueia a polimerizacdo (Gomez-Plaza et al., 2011).

Depois a fermentacdo malolactica, 0 SO, é normalmente adicionado para proteger o
vinho e isso pode limitar o efeito da micro-oxigenacdo. Deve-se ter especial atencéo
quando a micro-oxigenacéo é aplicada depois da fermentacdo malolactica, uma vez que o

excesso de acetaldeido se pode acumular no vinho (Gémez-Plaza et al., 2011).

1.7.6. Temperatura do vinho na micro-oxigenacao

A temperatura tem um importante efeito na solubilidade do oxigénio e nas reacdes
de oxidacdo (Gdémez-Plaza et al., 2011). A solubilidade do oxigénio é afetada,
aumentando, quando a temperatura diminui. No Inverno é muito frequente as temperaturas
diminuirem bastante; assim, se a temperatura diminuir, deve-se parar 0 processo de adi¢édo
ou limitar a adicdo de oxigénio, para evitar a acumulacdo no vinho de oxigénio dissolvido
(Vinovation, 2000; Ducournau et al., 1998).

A temperatura do vinho para a micro-oxigenacao, deve ser cerca dos 15°C, pois se a
temperatura € muito alta, conduzird a uma fraca solubilidade do oxigénio e se for muito
baixa, as reacBes quimicas ocorrem muito lentamente e ha acumulacdo de oxigénio.
Portanto, € normalmente recomendado que a temperatura de micro-oxigenacdo deve ser
controlada em cerca dos 15 °C (Gémez-Plaza et al., 2011; Du Toit et al., 2006).

1.7.7. Dose de adicdo de oxigénio a aplicar

A dose de adicdo de oxigénio é muito importante e deve ser sempre controlada.
Estas doses sdo administradas consoante o objetivo geral do tratamento e sdo também
determinadas em funcgdo da concentracdo em compostos fendlicos, o grau de maturidade
fenolica e consumo de etanal. A dose de oxigénio deve ser adequada a estrutura fendlica do
vinho e pode variar com as diferentes castas e vindimas (Gomez-Plaza et al., 2011;
Vinovation, 2000)
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Muitos fornecedores recomendam a dose de 10-30 ml/I/més antes da fermentagao
malolactica, mas depende do teor de compostos fendlicos no vinho. Apds a fermentacao
malolactica as doses podem variar de 1 a 5 ml/I/més, durante um a quatro meses (Gémez-
Plaza et al., 2011). Segundo Du Toit et al., (2006) pode usar-se de 1-4 mg/l/dia apenas

depois da fermentacdo malolactica.

1.8. Melhoria das caracteristicas da cor e estabilidade: polifendis e reacdo de oxidacao

Os compostos fenolicos, aléem de serem responsaveis por muitas propriedades
organoléticas nos vinhos tintos de qualidade (Cano-Lépez et al., 2008), como o amargor,
adstringéncia e cor sdo também os mais importantes constituintes do vinho em termos de
concentracdo (Segade et al., 2009; Gomez-Plaza et al., 2011). As antocianinas e 0s taninos
tém especial importancia, pois sdo responsaveis pela cor, estrutura e corpo dos vinhos
tintos (Gomez-Plaza et al., 2011).

A cor é um dos atributos principais na qualidade dos vinhos tintos. A intensidade de
cor vai diminuindo ao longo do tempo, e a sua tonalidade muda gradualmente desde o
vermelho-purpura, que € a cor caracteristica dos vinhos jovens, até vermelho-acastanhado,
cor dos vinhos envelhecidos. Esta evolucdo é causada pelas transformacbes das
antocianinas onde se incluem diversas interagdes com componentes do vinho. A cor inicial
dos vinhos tintos € principalmente devido as antocianinas monomeéricas livres, e
antocianinas pigmentadas com cofactores como flavonois, flavandis e acidos
hidroxicindmicos (Gonzalez-del Pozo et al., 2010).

As antocianinas sao 0s principais componentes responsaveis pela cor vermelho-roxo
dos vinhos jovens. Estas sdo instaveis e participam em reacdes durante a fermentagédo e
envelhecimento e formam mais pigmentos complexos, que surgem principalmente a partir
de interacBes entre antocianinas e outros compostos fenolicos, especialmente flavan-3-ol.
Varios mecanismos tém sido propostos e confirmados para a a formacdo desses novos
pigmentos (Gomez-Plaza et al., 2011; Cano-Lopez et al., 2010):

e Reac0es diretas entre antocianinas e flavanois;

¢ Reac0es entre antocianinas e flavanois envolvendo acetaldeido;
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Formacdo de piranoantocianinas através de reacfes entre antocianinas e outros
compostos, como acido piravico, vinilfenois e vinilflavandis, em que o acetaldeido pode
estar envolvido.

(GOomez-Plaza et al., 2011; Gonzélez-del Pozo et al., 2010; Cano-Lopez et al., 2010)

Todas estas transformacgdes resultam na formacdo de compostos mais estaveis que
estabilizam a cor do vinho e resistem a descoloracéo por parte do SO, e proporcionam uma
melhor estabilidade da cor ao pH do vinho. A estrutura dos produtos finais, ndo depende
apenas da composicao inicial do vinho mas também da presenca de leveduras e exposi¢do
ao oxigénio

Os taninos ou proantocianidinas sd@o os principais responsaveis pela sensacdo de
amargor e adstringéncia no vinho tinto, incluindo compostos pigmentados, antocianinas-
taninos, isto é, pigmentos poliméricos. A ligacdo direta entre fendis poliméricos presentes
no vinho e a percecdo de adstringéncia ainda ndo foi conclusiva até a data, apesar de
numerosos artigos sugerirem que eles sdo responsaveis pela percecdo das sensacdes de
adstringéncia (Gomez-Plaza et al., 2011).

Como ja foi dito anteriormente, a micro-oxigenagdo proporciona 0 amaciamento
dos taninos, estabilizacdo de cor e reducdo de aromas vegetais. As reagdes dos compostos
polifendlicos do vinho, sdo vistas como a chave destes processos, incluindo mudancas nas
proantocianinas de cadeias longas e a sua influéncia na adstringéncia do vinho e a ligagdo
de antocianinas com taninos do vinho, para formar estruturas coloridas mais estaveis como
as piranoantocianinas, mediadas por acetaldeido, gerado a partir da oxidacdo do etanol
(Tao et al., 2007).

1.9. Objetivos do trabalho

A atividade vitivinicola tem uma grande importancia e relevancia para a economia
Portuguesa. Neste trabalho, propde-se usar a micro-oxigena¢do como forma de melhorar as
caracteristicas de estabilidade de cor e caracteristicas sensoriais de duas castas de relevo na

regido demarcada do Douro; a casta Touriga Nacional, com reconhecimento a nivel
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mundial comos sendo uma casta de grande qualidade, e o Sousdo, que tem a

particularidade de ser uma casta tintureira e ainda pouco estudada.
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2. Material e Métodos
2.1. Amostragem e local

Este trabalho foi realizado na Sociedade dos Vinhos Borges, no centro de
vinificagdo de Vila Real.

Para a elaboracdo do mesmo, as uvas utilizadas nos processos de vinificagdo foram
as castas Touriga Nacional e Sousdo, colhidas nas vinhas da Quinta da Soalheira,
propriedade da Sociedade dos Vinhos Borges e que se situa na Regido Demarcada do
Douro, na sub-regido do Cima Corgo, em S&o Jodo da Pesqueira. Estas vinhas situam-se a
uma altitude entre os 350 e 450 metros.

2.2. Controlo de Maturacéo

Foi necesséria a realizacdo de quatro controlos de maturacdo compreendidos entre
os dias 24 de Agosto e 20 de Setembro para marcar uma data provavel para se iniciar a
vindima.
O controlo foi feito da seguinte maneira:
e Recolheram-se no campo cerca de 250 bagos ao acaso de partes diferentes de cada
parcela, tendo em conta a exposigédo do cacho.
e As recolhas das amostras foram realizadas pela manha bem cedo.
e Levaram-se as amostras para o laboratorio.
e Fez-se 0 esmagamento de cada amostra, e obteve-se 0 mosto das uvas colhidas.
e [Foram feitas as seguintes analises fisico-quimicas com a apreciacao visual de cor
das grainhas e mostos: medicdo alcool provavel pelo refratometro ocular, valor de

pH e Acidez total tartarica).

2.3. Processo de vinificacao

A colheita das uvas para a elaboracgdo deste trabalho teve inicio a 7 e 15 de Outubro
para as castas Touriga Nacional e Sousdo, respetivamente. As uvas foram transportadas

para a adega onde posteriormente foram desengacadas e esmagadas, tendo-se nesta altura
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adicionado solucéo sulfurosa a 6%. Foram vinificadas em cubas de fermentacéo separadas
por casta e foram inoculadas com LSA (leveduras secas ativas). A fermentagdo ocorreu
sempre com temperatura controlada e durou em média de 7 dias. A fermentacédo alcodlica €
controlada através de medicOes diarias de temperatura e densidade das duas cubas de
fermentacéo.

No final da fermentacdo alcodlica, o Touriga Nacional esteve em maceragao pos-
fermentativa de 20 dias e o Sousdo durante 17 dias, durante os quais a manta foi regada
uma vez por dia. Esta maceracdo foi controlada por prova diaria, medicdo da densidade
Gtica a 420, 520 e 620 nm (tabela 2). Ap6s maceracao, procedeu-se as desencubas a 3 e 8
de Novembro para o Touriga Nacional e Sousdo, respetivamente. O vinho passou entéo
para 0 armazenamento em cubas de inox, onde foi iniciada a fermentacdo malolactica.
Diariamente, foram tiradas amostras para o controlo da fermentacdo malolactica por

cromatografia em papel e a temperatura do vinho mantido cerca dos 15°C.

Esquema de vinificacdo

UVA

l

- Preenchimento do Registo BALANCA

de entrada de uvas @

DESENGACADOR / ESMAGADOR

- Aplicacdo de SO,
(solucdo sulfurosa a
6%)

CUBA DE FERMENTACAO

- Controlo de .
densidade e ng?:ulagao com
temperatura Cermentagio S.A.

diariamente B _ Aplicacses de
Alcodlica rient

- Remontagem nutriente

- Preenchimento da \ /

Ficha de Fermentacdo 44
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PRENSA =——— VINHO DE PRENSA

- Preenchimento da Ficha DEPOSITO

Armazenamento

DEPOSITOS INOX

Fermentacédo Maloléactica

Micro-oxigenacao

- ~ Ve - /
Final da fermentacdo malolactica

Figura 22: Esquema de vinificagdo

Na tabela 2 estdo apresentados os parametros fisico-quimicos que foram realizados
no final da fermentacdo alcodlica, final da fermentacdo malolactica e depois da correcao
SO, ap6s a micro-oxigenagao.

As normas utilizadas foram: na acidez total OIV-AS-313-01-ACITOT — Método
tipo I; acidez volatil OIV-AS-313-02-ACIVOL — método tipo I; pH OIV-AS-313-15-pH —
método tipo I; SO, — Método de Ripper; Massa especifica, densidade — Reg (CEE)
2676/90.
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Tabela 2: Parametros fisico-quimicos

Analises fisico-quimicas Método Analitico

Densidade a 20 °C Densimetria

SO, Livre (mg/L) Método de Ripper

SO, Total (mg/L) Método de Ripper

Acidez Total (g/L acido tartarico) Titulacdo com fenolftaleina

Acidez Volatil (g/L acido acético) Destilacdo (Cazenave, seguido de titulacdo

com fenolftaleina)

pH Potenciometro

DO (420, 520 e 620 nm) Espetrofotometria
Intensidade corante Soma DO 420, 520 e 620 nm
Grau alcoodlico % (v/v) Destilacédo

Quantificacdo do teor em antocianinas  HPLC

Quantificacdo do acido mélico Cromatografia em papel

Na tabela 3 estdo apresentadas as formulas que foram seguidas neste trabalho para
o calculo dos indices colorimétricos.
Tabela 3: Férmulas usadas no célculo dos indices colorimétricos segundo Sudraud (1958)
e Glories (1984)

Indice Formula

Intensidade Corante (IC) IC = (Abss20 + Abssyy + AbSgp)
% Amarelo % Am = (Abs20/IC) x 100

% Vermelho % Vm = (Abss0/IC) x 100

% Azul % Az = (Absg/IC) x 100

2.4. Processo de Micro-oxigenacao

Terminada a fermentacdo malolactica, os vinhos foram passados a limpo para cubas
de inox, onde se fizeram lotes de 5000 L de Touriga Nacional e 12200 L de Souséo, lotes
estes que foram em seguida micro-oxigenados. Posteriormente engarrafaram-se 36
amostras de cada vinho monovarietal, servindo de amostras iniciais ou controlo (sem

micro-oxigenacdo). As cubas de armazenagem tinham uma altura superior a dois metros
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para garantir a dissolu¢do das microbolhas de oxigénio. Iniciou-se entdo a aplicacdo da
técnica de micro-oxigenagdo nas cubas de inox.

Semanalmente foram tiradas amostras das duas cubas para analise do teor em
antocianinas por HPLC, medicdo da densidade oOptica e analise sensorial. Estas amostras
serdo designadas ao longo do trabalho com a numeracdo de 1 a 10, de acordo com a

semana correspondente.

2.5. Equipamento

O sistema de micro-oxigenacao utilizado foi da Oenodev (France de capacidade 50
a 500 hl de quatro saidas). O equipamento basico necessario para micro-oxigenar inclui
uma alimentacdo de oxigénio com o0s respetivos controlos de pressdo, um sistema de
dosagem e um micro-difusor, como se pode ver na figura 22.

A dose de oxigénio para ser injetado no vinho foi obtido através do preenchimento
de uma camara de volume conhecido de uma alta pressdo fixa.
Este volume foi entdo transferido através de um circuito de baixa presséo para o difusor na
cuba.

O micro-difusor foi pendurado dentro da cuba, mas tendo o cuidado deste néo tocar
no fundo da mesma. O difusor, uma membrana de ceramica, converte o fluxo de gas num
fluxo de bolhas finas que dispersam rapidamente no vinho. Este difusor permitiu uma taxa
de fluxo lento e constante de alguns mililitros de oxigénio por litro de vinho por més.

Este aparelho pode estar fixo ou ndo, e mover-se como 0 operador pretender.
Apresenta um painel de controlo, que monitoriza todas as operagdes e parametros de

programacéo.

Dosing chamber

Oxygen supply

microdiffuser

Figura 23: Representacdo esquematica do sistema de micro-oxigenacéo (adaptado de
Gbmez-Plaza et al., 2011)
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2.6. Dosagem e temperatura

A dosagem adotada para este trabalho foi de 1,5 e 2 mg/L/més. Na tabela 4 ¢
apresentado o nimero de dias e a quantidade de oxigénio adicionado a cada um dos vinhos
em estudo.

O processo de micro-oxigenagdo comegou quando a temperatura atingiu os 15°C.
Diariamente, a temperatura foi controlada e registada. A temperatura de micro-oxigenacao

esteve compreendida entre os 15°C e os 20°C.

Tabela 4: Quantidade de oxigénio em mg/L//més adicionado aos diferentes vinhos

Vinho Monovarietal Vindima 2010
Primeira dose Segunda dose
1,5mg/l/més O, 2 mg/l/més O,
Sousdo 35 dias 35 dias
Touriga Nacional 35 dias 35 dias

2.7. Quantificacdo do teor em antocianinas por HPLC

O método utilizado foi a cromatografia em coluna moderna — HPLC (High
Perfomance Liquid Chromatography).

A quantificacdo de compostos através do processo de cromatografia consiste no
conjunto de métodos fisicos de separagdo, nos quais 0s componentes de uma mistura sdo
distribuidos entre duas fases, uma fixa (fase estacionaria), e outra mével (fase movel).

Durante este processo de separa¢do, 0s componentes da mistura sdo arrastados pela
fase movel ao longo da fase estaciondria, sendo que velocidade de migracdo destes
depende da respetiva afinidade relativa para as duas fases.

Na cromatografia por HPLC, as particulas de enchimento da coluna sé&o
extremamente pequenas (didmetros de 3 a 10 um), sendo necessario recorrer a pressoes
muito elevadas para intensificar a deslocacdo da fase mdvel ao longo da coluna. De notar

que o poder de separagdo deste tipo de colunas é muito elevado.

48

Avaliagdo do efeito da micro-oxigenagdo na estabilidade da cor e perfil voldtil dos vinhos



Material e Métodos

No presente trabalho, a cromatografia em coluna moderna — HPLC foi utilizada
como método de separacdo das antocianinas.Para a analise por RP-HPLC-DAD foi
utilizado um aparelho Dionex 3000 ultimate (Dionex Corporation) equipado com um
detector de conjunto de fotodiodos. A coluna utilizada foi um Teknocroma C-18 de 250
cm de comprimentoX4 mm de didmetro e 5 mm de particula (Teknocroma, Barcelona).
A fase movel A foi uma solucdo aquosa de &cido férmico a 5% (usado como fase
movel, para ajustar o pH, devido a sua volatilidade e caracteristicas acidificantes) e a
fase movel B metanol, ambos de qualidade analitica dos laboratorios Panreac. A agua
ultra-pura foi obtida de um sistema de purificagdo Milli-Q da marca Millipore. O
gradiente utilizado foi 5% B, 5 min; gradiente até 60% de B em 60 min; 60% B 5 min,
5% B, 5 min. O detetor de conjunto de fotodiddos foi operado entre 200-600nm, e o
perfil cromatografico foi registado a 520nm. O volume de amostra injetado foi de 50
mL e o fluxo foi de 1mL/min, sendo a andlise realizada a 35°C. Cada uma das
antocianinas foi identificada tendo como base a literatura (Dallas, 1994), pela ordem

de eluicdo, tempos de retencdo e espectros de ultra violeta- visivel.

2.8. Andlise do perfil volatil por GC-MS

A analise por GC-MS foi realizada num equipamento da Marca ThemoFinnningam
utilizando um GC Trace e 0 MS Polaris Q, o qual contem um analisador de massa do tipo
“ion trap”. A coluna utilizada foi uma DB-5MS com 30 m de comprimento 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 um de espessura de filme. A temperatura do injector foi de 230°C.
O volume de amostra injectado foi de 1 microlitro. A injeccdo foi realizada no modo de
Split com uma razéo de Split de 1:70. O gas de arraste utilizado foi o Hélio com um fluxo
constante de 1 mL/min. O forno apresentava uma temperatura inicial de 80°C e foi mantida
a esta temperatura durante 1 min apos a injeccdo. Apds este tempo a temperatura do forno
aumentou até 150°C a uma velocidade de 4°C/min, e a temperatura do forno foi mantida a
150°C durante 1 min. Apoés este tempo a temperatura do forno aumentou novamente até
220°C a uma velocidade de 1,5°C/min, e foi mantido a 220°C durante 1 min, e finalmente a
temperatura do forno foi elevada até 300°C a uma velocidade de 15°C/min e mantida a esta
temperatura durante 1 min. A linha de transferéncia foi mantida a 280°C durante toda a
corrida. A fonte do detetor foi mantida a 220°C, e este foi operado em modo scan entre m/z

49

Avaliagdo do efeito da micro-oxigenagdo na estabilidade da cor e perfil voldtil dos vinhos



Material e Métodos

85-500, com uma velocidade de scan de 0,45 s. A ionizacdo foi realizada por impacto
electronico e a detecdo realizada no modo positivo.

2.9. Andlise Sensorial

Por mais completa que seja a andlise fisico-quimica de um vinho, pode ndo nos dar
informacdo suficiente relativamente a qualidade do produto, nomeadamente a nivel
organolético. Além disso dois vinhos com um boletim de analise idéntico, podem ter
caracteristicas organoléticas totalmente diferentes.

A degustacdo é considerada como o estado final do controlo dos vinhos de
qualidade. O consumo de um vinho impressiona sempre de forma mais ou menos
agradavel os sentidos do gosto e aroma. Assim, a avaliacdo sensorial tem por objetivo
determinar e depois descrever as diversas impressdes provocadas pelo vinho nos 6rgaos
dos sentidos (Navarre, 1997).

Por estas razdes, e pela importancia que a analise sensorial representa no mundo dos
vinhos, foram realizadas provas sensoriais dos vinhos estudados neste trabalho, com o
objetivo de complementar os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas.

A andlise sensorial foi realizada por um painel treinado formado por nove
provadores pertencentes ao painel sensorial da UTAD.

Durante o ensaio de micro-oxigenacdo foram realizadas quatro provas sensoriais
discriminantes, mais especificamente, o Teste triangular (ISO 4120:2004). Em anexo 1,
estd a tabela utilizada para o Teste triangular. Paralelamente foi também realizada na
ultima prova uma andlise descritiva onde foram avaliados trés atributos: aspeto, aroma e
percecdo oral ou gosto (sabor), de acordo com padrdes de referéncia (Noble et al., 1987).
Os atributos foram quantificados utilizando escalas que variaram de 3 a 10 pontos: aspeto 3
pontos; aroma 7 pontos e percecdo oral ou gosto 10 pontos (ISO 4121, 2003). Todas as
analises organoléticas decorreram numa sala com ambiente controlado e material
necessario para cada tarefa, segundo a norma ISO 8589:2007 (Norma Portuguesa NP
4258:1993). Os vinhos foram apresentados codificados, tendo-se atribuido um codigo de
trés digitos a cada vinho. As amostras foram servidas a temperatura ambiente, em copos
normalizados (ISO 3591:1977). Foram fornecidos dgua mineral e tostas para limpeza do
palato entre a avaliagdo das amostras. As sessOes de prova decorreram entre as 16.00 -
17.00 horas.
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Resultados e discussdo

3. Resultados e Discussao

Tendo como objetivo a caracterizacdo das castas Touriga Nacional e Sousdo antes,
durante e ap0s o processo de micro-oxigenacao, bem como a diferenciacdo das duas castas,
0 estudo iniciou-se com o controlo de maturagéo, seguido da vindima propriamente dita, da
vinificacdo e da micro-oxigenacdo. Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos
do estudo da influéncia da micro-oxigenacdo sobre os parametros enoldgicos classicos, a
composicao fendlica ao nivel das antocianinas, cor associada a esta composicao, e analise
sensorial.

Nos vinhos analisados foi necesséario aplicar a micro-oxigenacdo depois da
fermentacdo malolactica, ja que estes vinhos tiveram uma maceracao pos-fermentativa. De
salientar que neste caso, a aplicacdo da micro-oxigenacdo (depois da fermentacdo
maloléctica) teve que ser muito mais controlado do que se tivesse sido antes da mesma,
uma vez que as doses sdo menores, e em alguns casos, o tempo de aplicacdo pode
prolongar-se, sendo este facto condicionado pela resposta do vinho, dependendo da sua

composicao.

3.1. Controlo de maturacéo

Antes do inicio da vindima, durante varios dias, foram feitos controlos de
maturacdo as castas Touriga Nacional e Sousdo, nas diferentes parcelas da quinta. Nas
tabelas 5 e 6, estdo apresentados os resultados relativos a cada casta, cujas uvas foram
utilizadas para este trabalho. Estdo também representados nos graficos 1 e 2 a evolucgédo de

alcool provavel e do pH ao longo da maturacéo de ambas as castas.
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Tabela 5: Resultados do controlo de maturagéo do Souséo

Dias Alcool Provavel (% vol.) pH

24 Agosto 10,5 3,00
7 Setembro 11,8 3,23
13 Setembro 12,1 3,35
20 Setembro 12,7 3,55

Gréfico 1: Evolucdo dos valores de alcool provavel e do pH ao longo da maturacéo do

Souséo
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Tabela 6: Resultados do controlo de maturagéo da Touriga Nacional

Dias Alcool Provéavel (% vol.) pH

24 Agosto 10,9 3,35
7 Setembro 11,3 3,42
13 Setembro 11,9 35
20 Setembro 12,5 3,53

Gréfico 2: Evolucéo dos valores de alcool provavel e do pH ao longo da maturagéo do
Touriga Nacional
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Como podemos verificar pela analise das tabelas 5 e 6 e dos graficos 1 e 2, durante
0 periodo de maturacdo dos bagos, houve um aumento progressivo dos valores de pH, o
que estd de acordo com o descrito na literatura. Segundo Manfroi et al., 2003, o pH
apresenta um aumento linear, o qual é devido a diminui¢do nas concentracGes dos acidos
tartarico e malico, a salificacdo dos &cidos organicos, especialmente do tartarico, e ao
aumento do catido potassio.

Dos fendmenos mais importantes que podem condicionar a maturacdo € a
acumulacdo de aglcares no bago, pois traduz o potencial em alcool no decurso da
maturacdo (Magalhdes, 2008).

Como era previsivel houve também um aumento gradual do teor de agUcar e
consequentemente do alcool provavel. Os acUcares sdo transportados até ao bago, em
forma de sacarose, em que esta se hidrolisa em glucose e frutose, sendo estes os aclcares
predominantes ao nivel da polpa (Magalhaes, 2008). Ao longo da maturagdo vai havendo
um aumento de agucares, 0 que nos leva ao aumento do teor alcodlico.

Na tabela 7 apresentam-se as analises inicias dos mostos das duas castas em estudo.

Tabela 7: Andlises iniciais dos mostos de Touriga Nacional e Sousao

Data  Alcool Densidade SO,Livre SO,Total Acidez Total pH

Provavel (mg/L) (mg/L) (g/L &cido

% tartarico)
Sousdo  15/10 13,9 1100 52 93 6,52 3,57
Touriga  7/10 13,1 1095 45 85 3,83 3,60

Nacional

Nesta tabela, destaca-se casta Sousdo, por apresentar o teor mais elevado de acidez
total, o que estd de acordo com a bibliografia, pois € uma casta que se caracteriza pela sua
elevada acidez (Magalhaes, 2008; Guerra et al., 2008).
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3.2. Fermentagéo

3.2.1. Controlo e acompanhamento da Fermentacao Alcodlica

Durante o decorrer da fermentacdo alcootlica, foram medidos diariamente os valores
de densidade e temperatura, para facilitar o controlo e, se necessario, proceder a corre¢des
para atingir as condigdes pretendidas. Na recolha das amostras, teve-se especial atengéo,
para gque estas fossem representativas do volume total presente na cuba de fermentacéo. De

seguida, sdo apresentados os resultados relativos a esse controlo (graficos 3 e 4).

Grafico 3: Evolucédo da fermentacéo alcodlica do Souséo

Controlo Fermentacao - Sousao
1120 25

1100 : \

OEj - 20
1080
S n
> Q
S 1060 Lo
é E
5 © )
—g 1040 0 8 —e— Densidade
@ = ——Temperatura
@ L
& 1020
e

\ ¥
1000

980 0
14-Out 19-Out 24-Out 29-Out 03-Nov 08-Nov 13-Nov

data

57

Avaliagdo do efeito da micro-oxigenagdo na estabilidade da cor e perfil voldtil dos vinhos



Resultados e discussdo

Grafico 4: Evolucédo da fermentacéo alcodlica do Touriga Nacional
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Em Anexo 2 e 3, encontram-se os valores de densidade e temperatura durante a
fermentacdo alcoolica dos vinhos em estudo.

Como poderemos verificar através dos graficos, com o inicio da fermentacdo
alcodlica, a temperatura aumentou, tendo sido estabilizada no decorrer da fermentac&o,
através dum sistema de frio implantado na adega, e descendo gradualmente no final desta
fase.

A densidade, como era de esperar, diminuiu também ao longo da fermentacéo,

devido a degradacdo dos acucares.
3.2.2 Armazenamento

Decorrida a fermentacgdo alcoolica, os vinhos foram armazenados noutro tipo de
cubas e foram realizados os parametros fisico-quimicos no final da fermentacao alcodlica,
no final da fermentagdo maloléctica e logo depois da correcdo do SO,. Esses parametros

estdo apresentados na tabela 8.
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Souséo
Parametros fisico- Final da Final da Depois da
quimicos fermentacgéo fermentacgéo corregdo SO, apds
alcodlica maloléactica micro-oxigenacgao

Acidez Total (g/L) 7,57 7,12 7,12
Acidez Volatil (g/L) 0,42 0,48 0,54
pH 3,51 3,58 3,58
Grau alcodlico (% v/v) 12,85 12,85 12,85
DO 420 9,18 10,2 8,1
DO 520 20,3 21,2 14,5
DO 620 3,48 4,2 3,2

IC 32,96 35,6 25,8
SO; Livre (mg/L) - - 67

SO, Total (mg/L) - - 97

Touriga Nacional

Acidez Total (g/L) 6,52 6 6
Acidez Volatil (g/L) 0,36 0,42 0,48
pH 3,48 3,55 3,55
Grau alcodlico (% v/v) 13,3 13,3 13,3
DO 420 4,76 5,93 4,44
DO 520 10,5 12 7,78
DO 620 1,79 2,43 1,71

IC 17,05 20,36 13,93
SO, Livre (mg/L) - - 56
SO,Total (mg/L) - - 102

IC- intensidade corante (Absso + Abssyg + Absgg); DO — densidade Otica ou absorvancia
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Verifica-se que os valores dos parametros em estudo, acidez total, acidez volatil,
pH e grau alcodlico, ndo alteraram muito desde o final da fermentacdo para o depois da
correccdo de SO,. Os parametros da cor em ambas as castas pouco variam do final
fermentacdo alcodlica para o final da fermentacdo malolactica, mas o que ndo acontece
desde esta até a correcdo do SO,, pois como era de prever, com adi¢do de SO, houve
diminuigéo de cor, mas que gradualmente se recuperou. No entanto, os valores obtidos na
Acidez total do Sousdo comparativamente aos valores do Touriga Nacional, sdo muito
diferentes, em que Acidez total do Sousdo é mais elevada, 0 que é explicada pela tipicidade
desta casta, pois é um dos aspetos que a caracteriza.

Com os resultados obtidos, permitiu-nos verificar que o vinho estava estavel, com
um valor de pH correto, dentro do normal para esta regido, bem como o teor da Acidez

volatil baixo.

3.3. Resultados do perfil em antocianinas por HPLC

De acordo com o descrito anteriormente, as antocianinas monoméricas foram
identificadas tendo em conta a ordem de eluicdo, tempo de retencdo e espetros de ultra
violeta- visivel. Os diferentes cromatogramas obtidos antes e apds a micro-oxigenacao para

cada uma das castas sdo apresentadas da figura 24 a figura 27.
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Figura 24: Cromatograma inicial a 525nm representativo de uma amostra do Souséo sem
micro-oxigenagéo
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Figura 25: Cromatograma a 525nm representativo de uma amostra do Sousdo micro-
oxigenado a 0,2 mg/l/més
Legenda:1: n.i; 2: n.i; 3: pt-3gluc; 4: pe-3gluc; 5: mv-3gluc; 6: mv-3acetilgluc; 7: mv-3cumgluc
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Figura 26: Cromatograma inicial a 525nm representativo de uma amostra do Touriga
Nacional sem micro-oxigenagéo
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Figura 27: Cromatograma a 525nm representativo de uma amostra do Touriga Nacional
micro-oxigenado a 0,2 mg/l/més

Legenda: 1: ci-3gluc; 2: pt-3gluc; 3: pe-3gluc; 4: mv-3gluc; 5: mv-3acetilgluc; 6: mv-
3cumgluc.
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Na tabela 9 s&o apresentados os valores dos tempos de retencdo de cada uma das
antocianinas identificadas para cada uma das castas.

Tabela 9: Antocianinas e respetivo tempo de retengéo

Antocianina Tempo de retencéo (min)
n.i 1(Sous&o) 3,66+0,06

dl-3gluc 16,96+0,09

ci-3gluc 21,20+0,26

n.i 2(Sous&o) 23,79%0,79

ot-3gluc 26,28+0,24

30,12+0,29

mv-3gluc

34,19+0,34

35,64+0,18

37,19+0,14

38,56+0,16

41,66+0,25

41,50+2,98

44,79+0,48

29,64+9,49

25,52+3,17

47,99+0,26

LEGENDA: n.i (1 e 2 no Sousdo) — ndo identificavel; dl-3gluc-delfinidina-3-glucésido; ci-3gluc-cianidina-
3-glucésido; pt-3gluc-petunidina-3-glucésido; pe-3gluc -peonidina-3-glucésido; mv-3gluc-malvidina-3-
glucosido;  dl-3acetilgluc-delfinidina-3-acetilglucésido; ci-3acetilgluc-cianidina-3-acetilglucésido;  pt-
3acetilgluc-petunidina-3-acetilglucdsido;  pe-3acetilgluc-peonidina-3-acetilglucésido;  mv-3acetilgluc-
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malvidina-3-acetilglucésido; dI-3cumgluc-delfinidina-3-cumarilglucésido; ci-3cumgluc-cianidina-3-
cumarilglucésido; pt-3cumgluc-petunidina-3-cumarilglucésido; pe-3cumgluc-peonidina-3-

cumarilglucésido; mv-3cumgluc-malvidina-3-cumarilglucdsido

Nas tabelas 10 e 11 sdo apresentados os resultados referentes as diferentes
percentagens das antocianinas monomeéricas quantificadas nas amostras de Touriga
Nacional e Sousdo analisadas, e nas tabelas 12 e 13 sdo apresentados os resultados
relativos as percentagens globais de cada série de antocianinas (glucosiladas, acetiladas e

cumariladas) para as mesmas amostras em estudo.
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Tabela 10 — Diferentes percentagens das antocianinas monomeéricas quantificadas nas amostras em estudo do Sousao

Antociani
na (%)
Amostra nil n.i2 dl-
dl-3gluc ci-3gluc pt-3gluc pe-3gluc mv-3gluc 3acetilgluc ci-3acetilgluc pt-3acetilgluc pe-3acetilgluc mv-3acetilgluc
Inicial 1,46+0,54 0,28+0,08 11,342,60 1,27+0,67 10,30+1,89 5,93+1,56 57,46+4,18 0,17+0,45 1,92+0,70 0,17+0,09 0,28+0,10 3,16+1,63 0,49£0,25 0,030,005 0,40£0,22 0,53+0,40 4,79+1,50
1 0,11+0,05 0,01+0,008 0,84+0,36 1,24+0,63 0,77+0,21 0,44+0,16 4,24+1,63 0,010,008 0,18+0,09 0,04+0,008 0,010,007 0,26+0,11 0,040,005 0,010,002 0,010,004 0,030,005 0,35+0,05
2 1,09+0,33 1,32+0,21 11,85+2,35 1,53+0,78 10,45+1,76 5,89+1,67 56,59+3,90 1,18+0,60 0,03+0,002 0,44+0,29 0,30+0,05 3,75+1,18 0,18+0,09 0,07+0,005 0,50+0,30 0,01+0,002 4,80+1,45
3 1,37+0,33 0,70+0,24 11,31+2.23 1,26+0,65 10,23+1,32 5,98+1,99 57,09+4,09 1,61+0,70 0,06+0,004 0,43+0,30 0,47+0,15 3,99+1,20 0,14+0,06 0,050,004 0,4610,28 0 4,89+1,50
4 1,89+0,47 0,72+0,24 11,55+2,10 1,23+0,67 10,21+1,26 5,95+1,35 56,47+3,85 1,48+0,48 0,16+0,09 0,51+0,30 0,38+0,19 3,40+1,13 0,13+0,05 0,52+0,25 0,51+0,30 0,02+0,002 4,84+1,55
5 0,73+0,09 0,55+0,17 11,49+2,54 1,31+0,64 10,47+1,33 6,10+1,36 57,83+4,25 1,49+0,50 0,14+0,07 0,33+0,14 0,39+0,21 3,51+1,15 0,19+0,08 0,08+0,005 0,51+0,30 0,02+0,001 4,87+1,40
6 1,3340,25 0,66+0,18 11,02+2,67 1,65+0,66 10,59+1,31 5,59+1,43 54,74+43,50 3,63+1,10 0,55+0,55 0,91+0,39 0,71+0,24 3,45£1,10 0,14+0,07 0,14+0,06 0,44+0,28 0,01+0,001 4,44+1,28
7 0,94+0,23 0,70+0,18 11,38+2,56 1,23+0,54 10,18+1,09 5,85+1,67 56,8443,95 2,58+1,47 0,28+0,14 0,48+0,28 0,48+0,25 3,65+1,14 0,18+0,08 0,07+0,005 0,4610,22 0,01+0,001 4,69+1,36
8 0,94+0,32 0,74+0,46 11,68+2,74 1,04£0,42 10,28+1,20 5,68+1,45 58,19+4,40 1,26+0,62 0,29:0,14 0,36+0,23 0,49+0,23 3,86+1,20 0,12+0,02 0,03+0,006 0,430,24 0 4,59+1,35
9 0,89+0,25 0,59+0,19 11,41+2,98 0,86+0,21 10,60+1,78 5,08+1,30 59,04+4,55 2,11#1,40 0,26+0,15 0,24+0,10 0,11+0,05 3,79+1,19 0,18+0,09 0,330,22 0 0 4,49+1,30
10 0,88:0,23 | 0,16£0,09 11,40£2,87 | 145:0,45 | 11,27+198 | 4,86:1,10 | 57,99+4,30 3,49:1,20 0,3110,19 0,22+0,10 0,110,05 3,58+1,10 0,05£0,003 0,33:0,24 0 0 4,32¢1,25

Legenda — 1 a 10 corresponde a cada amostra recolhida semanalmente; n.i (1 e 2) — ndo identificavel; dl-3gluc — delfinidina-3-glucésido; ci-3gluc —
cianidina-3-glucosido; pt-3gluc — petunidina-3-glucésido; pe-3gluc — peonidina-3-glucésido; mv-3gluc — malvidina-3-glucésido; dl-3acetilgluc — delfinidina-
3-acetilglucoésido; ci-3acetilgluc — cianidina-3-acetilglucésido; pt-3acetilgluc — petunidina-3-acetilglucdsido; pe-3acetilgluc — peonidina-3-acetilglucosido;
mv-3acetilgluc — malvidina-3-acetilglucésido; dI-3cumgluc — delfinidina-3-cumarilglucésido; ci-3cumgluc - cianidina-3-cumarilglucésido; pt-3cumgluc -
petunidina-3-cumarilglucésido; pe-3cumgluc — peonidina-3-cumarilglucosido; mv-3cumgluc — malvidina-3-cumarilglucésido
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Tabela 11 — Diferentes percentagens das antocianinas monomeéricas quantificadas nas amostras em estudo do Touriga Nacional

Antocianina
(%)
Amostra dl- Ci- pt- pe- mv- dl- ci- pt- pe- mv-
3gluc | 3gluc | 3gluc | 3gluc 3gluc 3acetilgluc | 3acetilgluc | 3acetilgluc | 3acetilgluc 3acetilgluc

I niCiaI 0,51+0,16 2,83+1,30 4,80+1,15 5,15+1,30 58,76+7,30 0,74+0,18 1,31+0,33 0,37+0,10 0,46+0,19 16,28+2,90 0,46%0,10 0,19+0,09 0,38+0,10 0,49+0,10 7,83+1,40
1 0,50+0,15 2,91+1,34 4,86+1,20 5,20+1,40 58,84+7,25 0,72+0,40 1,29+0,29 0,38+0,09 0,42+0,15 16,09+3,10 0,360,09 0,67+0,20 0 0,54+0,17 7,21+1,68

2 0,54+0,18 2,93+1,30 4,64+1,15 5,14+1,15 58,92+7,20 0,66+0,37 1,36+0,35 0,38+0,10 0,43+0,10 16,16+2,95 0,48+0,15 0,63+0,10 0,07+0,005 0,51+0,15 7,14+1,60

3 0,52+0,17 2,89+1,39 4,57+1,30 5,20+1,20 60,28+7,80 1,04+0,20 0,090,005 1,61+0,30 1,03+0,45 15,15+2,70 0 0,45+0,15 0 0 7,16+1,30

4 0,86+0,20 2,79+1,30 4,49+1,14 5,07+1,25 58,95+7,70 0,97+0,40 0,130,008 1,32+0,25 1,08+0,38 16,15+2,90 0,59+0,20 0,44+0,12 0,05+0,007 0 7,09+1,50

5 0,79+0,19 2,7+1,28 4,562+1,10 5,09+1,10 58,73+7,65 1,45+0,50 0,39+0,09 1,460,5 1,030,40 15,87+2,80 0,56+0,15 0,35+0,10 0 0 7,04£1,30

6 0,57+0,15 2,72+1,20 4,46+1,16 4,89+1,15 58,24+7,55 2,35+1,15 0,88+0,15 2,21+1,05 1,13+0,34 14,67+2,50 0,11+0,005 0,59+0,15 0,47+0,12 0,11+0,09 6,62+1,20

7 0,49+0,14 2,73+1,30 4,562+1,20 5,06+1,30 58,73+7,45 1,43+0,25 0,35+0,1 1,60+0,20 1,05+0,25 15,34+2,65 0,61+0,10 0,61+0,10 0,49+0,16 0,12+0,05 6,87+1,65

8 0,66+0,20 2,61+1,25 4,47+1,30 4,87+1,20 58,24+7,40 2,35+1,12 0,87+0,24 2,05+0,99 1,160,3 14,83+2,39 0,57+0,17 0,47+0,19 0,11+0,09 0,090,005 6,64+1,70

9 0,63+0,19 2,93+1,29 4,72+1,35 4,91+1,25 61,77+7,85 0,36+0,15 0,13+0,08 0,31+0,09 0,79+0,15 15,78+2,90 0,45+0,18 0,33+0,09 0 0 6,90+1,80

10 0,88+0,5 2,70+1,20 4,93+1,38 4,56+1,20 60,08+7,80 1,13+0,20 0,050,008 2,30£1,05 1,210,27 15,08+2,60 0,39+0,10 0,31+0,10 0 0 6,40+1,50

Legenda — 1 a 10 corresponde a cada amostra recolhida semanalmente; dI-3gluc — delfinidina-3-glucésido; ci-3gluc — cianidina-3-glucésido; pt-3gluc —
petunidina-3-glucdésido; pe-3gluc — peonidina-3-glucésido; mv-3gluc — malvidina-3-glucdésido; dl-3acetilgluc — delfinidina-3-acetilglucdsido; ci-3acetilgluc —
cianidina-3-acetilglucoésido; pt-3acetilgluc — petunidina-3-acetilglucésido; pe-3acetilgluc — peonidina-3-acetilglucdsido; mv-3acetilgluc — malvidina-3-
acetilglucosido; dI-3cumgluc — delfinidina-3-cumarilglucésido; ci-3cumgluc - cianidina-3-cumarilglucésido; pt-3cumgluc - petunidina-3-cumarilglucésido;
peo-3cumgluc — peonidina-3-cumarilglucésido; mv-3cumgluc — malvidina-3-cumarilglucésido
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Tabela 12: Percentagem de antocianinas monoméricas encontradas no Sousdo

Inicial 88,04 5,72 6,24 2,73
Amostra 1 99,06 0,50 0,44 1,35
Amostra 2 88,72 5,70 5,56 2,62
Amostra3 87,92 6,56 5,54 2,63
Amostrad 88,03 5,94 6,02 3,12
Amostrad 88,47 5,86 5,67 2,04
Amostrab 85,58 9,25 5,17 2,98
Amostra’ 87,10 7,48 5,41 2,17
Amostra 8 88,55 6,27 5,17 1,98
Amostra 9 88,47 6,52 5,0 1,75
Amostra 10 88,01 7,71 4,70 2,33
Total 977,95 67,51 54,92 25,70
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Tabela 13: Percentagem de antocianinas monoméricas encontradas no Touriga Nacional

Glucosiladas(%)

Inicial 72,05 19,66 9,35
Amostra 1 72,32 18,91 8,78
Amostra 2 73,16 19,01 8,83
Amostra 3 73,46 18,93 7,61
Amostra 4 72,17 19,66 8,17
Amostra 5 71,84 20,20 7,96
Amostra 6 70,87 21,27 7,89
Amostra 7 71,53 19,77 8,70
Amostra 8 70,85 21,27 7,88
Amostra 9 74,96 17,36 7,68

Amostra 10 73,13 19,77 7,10
Total 796,34 215,81 89,95
Da anélise dos resultados ressalta que:
1. A malvidina 3-monoglucésido antocianina  mais  abundante,

independentemente da casta.

2. A malvidina é a antocianina mais abundante, independentemente da série e da

casta, como descrito na literatura (Cabrita et al., 1999)

3. As antocianinas glucosiladas sdo as mais abundantes, seguidas das acetiladas, e

por fim as cumariladas, facto que esta de acordo com o descrito na literatura

(Cabrita, 1999).

4. Apesar deste facto, verifica-se que a diferenca do teor de antocianinas

glucosiladas relativamente as esterificadas € muito superior no Sousdo do que no
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Touriga Nacional. No caso do Sousdo, verifica-se mesmo que o teor de
antocianinas acetiladas e cumariladas,é semelhante.
5. Em ambas as castas, as antocianinas peonidina e petunidina esterificadas com acido

cumarico, por vezes nao sdo identificadas.

Contrariamente ao citado noutros estudos (Cabrita et al., 1999), nos quais é referido
que a cianidina ndo é identificada em nenhum dos vinhos, no presente trabalho verificou-se
que em alguns casos esta é identificada e quantificada, com percentagens mesmo
superiores a outras antocianinas da mesma série (glucosilada, acetilada ou cumarilada). A
cianidinaglucosilada ¢ mesmo a 22 antocianina mais abundante no Sousao.

Além das antocianinas glucosiladas e esterificadas com acido acético e acido
cumarico, também foram registadas em quantidades doseaveis outras antocianinas com
tempos de retencdo correspondentes a série das antocianinas glucosiladas na casta
Sousdo; no entanto, estes compostos que ndo foram por nds identificados, ja que ndo se
conseguiu na literatura dados que permitissem a sua correta identificacdo. De referir que a
percentagem de area é relativamente elevada, e em alguns casos, mesmo superior a outras
antocianinas da mesma série.

De acordo com o descrito na literatura (Cano-Lopezet al., 2006), estudos efetuados
com outros vinhos sujeitos a micro-oxigenacao, o teor de antocianinas monoglucosiladas,
acetiladas e cumariladas diminui significativamente no final da micro-oxigenacgao, quando
comparado esse teor com o testemunho. No presente trabalho, tal facto ndo foi observado.
Verifica-se que a percentagem de antocianinas glucosiladas, acetiladas e cumariladas para
ambas as castas em estudo, se mantém praticamente igual. Esta evidéncia deve-se
essencialmente ao facto de se ter procedido a maceracdo pds-fermentativa, mas também ao
facto de a micro-oxigenacdo s se ter iniciado ap6s a fermentacdo malolactica, o que fez

com gue as antocianinas ja ndo estivessem disponiveis para polimerizar.

3.4. Evolucéo da cor

A cor dos vinhos foi avaliada através dos indices colorimétricos de Glories:
intensidade corante, percentagem de amarelo, percentagem de vermelho e percentagem de
azul.

Nas tabelas 14 e 15 estdo apresentados os resultados relativos a estes parametros.
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Tabela 14: Caracteristicas cromaticas do Sousdo ao longo do processo de micro-

oxigenacéo
Amostra DO0420 DO520 D0O620 IC
Inicial 8,57 15,89 3,44 27,90
1 8,50 15,86 3,43 27,79
2 9,23 18,50 3,77 31,50
3 8,44 15,90 3,44 27,78
4 9,23 18,24 3,80 31,27
5 9,39 18,54 3,92 31,85
6 9,06 17,28 3,74 30,08
7 8,88 17,07 3,68 29,63
8 9,02 17,37 3,74 30,13
9 8,41 15,21 3,44 27,06
10 9,33 17,76 3,86 30,95

Tabela 15:Caracteristicas cromaticas do Touriga Nacional ao longo do processo de micro-

oxigenacao
Amostra DO420 DO520 DO620 IC
Inicial 4,30 7,48 1,64 13,42
1 4,32 7,59 1,65 13,56
2 4,43 1,77 1,70 13,90
3 4,92 8,95 1,88 15,75
4 4,75 8,77 1,85 15,37
5 4,80 8,86 1,87 15,53
6 4,86 8,81 1,88 15,55
7 5,06 9,40 1,94 16,40
8 5,00 9,27 1,95 16,22
9 5,17 9,52 2,00 16,69
10 4,89 9,10 1,94 15,93
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Através da analise das tabelas anteriores, € possivel verificar que, quer para o
Sousdo quer para o Touriga Nacional, a intensidade corante é superior no vinho micro-
oxigenado, 0 que estd de acordo com o descrito por alguns autores (Cano Lopezet al.,
2005; Pérez-Magarifioet al., 2007 e Iniestaet al., 2005). O aumento da intensidade corante
nos vinhos micro-oxigenados em estudo pode dever-se, apesar da perda de antocianinas
livres, ao maior nivel de antocianinas poliméricas, pigmentos responsaveis pela
estabilidade de cor dos vinhos ao longo do tempo.

A cor amarela, representada pela densidade 6tica a 420 nm, aumentou de 8,57 para
9,33 no Sousdo, enquanto que no Touriga Nacional aumentou de 4,30 para 4,89 durante a
micro-oxigenacdo. Essa evolugdo é caracteristica normal dos vinhos tintos durante o
amadurecimento.

A cor vermelha (520 nm) é derivada das antocianinas e suas combinagfes sob a
forma de catido flavilio. No Sousdo, iniciou em 15,89 e chegou aos 17,76. J& no Touriga
Nacional iniciou em 7,48 chegando aos 9,10.

A densidade 6tica a 620 nm indica quantos polimeros de cor violeta estdo presentes
no vinho. Os polimeros de cor violeta provém da unido entre as proantocianidinas e
antocianas através de ponte de etanal, que é a ligacdo entre o C8 da proantocianidina e do
C4 da antocianina. No Souséo, a cor violeta aumentou de 3,44 para 3,86 e no Touriga
Nacional aumentou de 1,64 para 1,94 durante a micro-oxigenacao.

Os valores de intensidade de cor sdo obtidos com a soma doscomprimentos de onda
obtidos a 420 e 520 nm.

A intensidade corante aumentou ao longo da micro-oxigenacao, no Sousao passou

de 27,90 para 30,95, no Touriga Nacional o aumento foi de 13,42 para 15,93.

3.5. Anélise do perfil voléatil por GC-MS

As amostras de vinho Souséo e Touriga Nacional foram injectadas semanalmente
entre a 1% e a 42 semana de micro-oxigenacdo, de forma a verificar o que este processo
influenciava em termos de compostos volateis, sendo sempre estas amostras comparadas
com a referéncia, ou seja, a amostra sem micro-oxigenagdo. Findas as 4 semanas, nao se
verificou qualquer alteracdo, nem do perfil nem das quantidades relativas dos compostos

volateis presentes nestes vinhos.
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Assim, sé foram injectados os vinhos ao fim das 10 semanas de micro-oxigenacéo,
e comparados sempre com as amostras anteriores e com 0 vinho ndo micro-oxigenado.
Também neste caso, ndo houve altera¢des ao nivel dos compostos volateis, estes ndo foram

identificados por nédo se dispor de padrées nem de dados da literatura que o permitissem.
3.6. Andlise sensorial — Teste triangular

No teste triangular, o painel de provadores s6 detetou diferencas significativas
(P<0.05; tabela Teste triangular em anexo — Anexo 1) entre o vinho da casta Sousdo, com
ou sem micro-oxigenacdo, no final da quarta sessdo de provas (tabela 16). Por outro lado,
detetaram diferencas significativas entre os vinhos da casta Touriga Nacional, com ou sem
micro-oxigenacgdo, no final da terceira e quarta sesséo (tabela 17).Em termos gerais, 0s

vinhos com micro-oxigenacdoforam os mais preferidos pelos provadores.

Tabela 16: Resultados do teste triangular para o vinho da casta Sousédo

resultado 12 resultado 22 resultado 32 resultado 42
Juri prova prova prova prova
1 0 1 0 1
2 0 0 1 1
3 1 1 0 1
4 0 0 1 0
5 1 0 1 0
6 0 0 0 1
7 0 1 0 1
8 0 0 1 0
9 1 1 0 1

0 — O provador ndo acertou; 1 — O provador acertou no copo diferente

Tabela 17: Resultados do teste triangular para o vinho da casta Touriga Nacional

resultado 12 resultado 22 resultado 32 resultado 42
Juri prova prova prova prova
1 0 0 1 1
2 1 0 1 1
3 1 0 1 1
4 0 0 0 0
5 0 0 1 0
6 0 0 1 1
7 0 0 0 1
8 1 1 1 1
9 0 0 0 1

72

Avaliagdo do efeito da micro-oxigenagdo na estabilidade da cor e perfil voldtil dos vinhos



Resultados e discussdo

Em termos de avaliacdo organolética, a presenca de oxigénio (micro-oxigenacao)
mostrou melhorar as caracteristicas sensoriais do vinho como descrito pelos autores
(DuToit et al., 2006).

Na ultima sessdo de provas, foi realizada de forma complementar, uma anélise
descritiva, onde as caracteristicas avaliadas foram: aspecto, aroma e sabor, dos vinhos com
e sem micro-oxigenacéao.

As diferencas foram notorias nos vinhos micro-oxigenados.

No Touriga Nacional, o aroma e sabor evidenciam-se pela positiva no vinho micro-
oxigenado. Verificou-se em termos de sabor um ligeiro decréscimo da adstringéncia, tendo
este ficado mais macio e com mais volume de boca. Em termos de aroma, o painel detetou
a reducdo de aromas herbaceos no vinho micro-oxigenado, sobrepondo-se 0s aromas a
frutos vermelhos, no vinho micro-oxigenado (gréafico 5).

No Sousdo micro-oxigenado, verificou-se que o sabor tinha melhorado, onde o
painel anuiu que o vinho estava muito menos adstringente e mais equilibrado em termos de
boca. No que diz respeito ao aroma, este melhorou, apesar de nédo ter sido identificado
nenhum aroma em particular (grafico 6). Em anexo 4 encontra-se a ficha de prova utilizada

ao longo das provas sensoriais.

Grafico 5: Perfil sensorial do vinho da casta Touriga Nacional, com e sem micro-
oxigenacéo
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Gréfico 6:Perfil sensorial do vinho da casta Sousdo, com e sem micro-oxigenagdo
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Conclusées

4. Conclusodes

De acordo com lIglesias, 2004, os resultados mais evidentes resultantes do processo
de micro-oxigenacdo, sdo os obtidos quando esta € aplicada logo apds a fermentagdo
alcodlica, j& que, desta forma é assegurada uma maior producdo de etanal, indispensavel
para a formacdo de novos pigmentos. Tal facto permite a estabilizacdo da cor, 0 aumento
da estrutura e diminuicdo da adstringéncia. No presente trabalho, a micro-oxigenacao so
pode ser iniciada no final da fermentacdo maloléctica, uma vez que, varios contratempos
foram encontrados no desenrolar da parte experimental, destacando-se o facto de ndo haver
cubas disponiveis com a capacidade exigida para o correto funcionamento do micro-
oxigenador. Isto levou a que, quando encontradas as condicdes ideais para a aplicacdo do
oxigénio nas cubas corretas, ja se tivesse iniciado a fermentagdo maloléctica, o que
influenciou de forma notoéria os resultados obtidos. Tal facto, influenciou também a andlise
de volateis, uma vez que ndo conseguimos obter qualquer resultado conclusivo desta

analise.

No entanto, apesar deste facto, e de as analises quimicas ndo terem mostrado
alteragBes significativas nos vinhos micro-oxigenados, a anélise sensorial revelou que os
provadores atribuiram melhores caracteristicas sensoriais aos vinhos micro-oxigenados,

guando comparados com o testemunho.
Assim, as principais conclusdes a tirar deste trabalho séo:

* Os vinhos monovarietais das duas castas em estudo apresentam perfis em

antocianinas diferentes.

» Para ambos os vinhos analisados com e sem micro-oxigenacdo, as antocianinas

glucosiladas foram identificadas em maiores percentagens de area.

+ Para ambos os vinhos analisados, a malvidina (independentemente da serie
glucosilada, acetilada ou cumarilada) foi sempre a antocianina identificada em

maior percentagem de area relativa.

* Nas condi¢cbes de micro-oxigenacdo aplicadas na adega, ndo se obtiveram

alteracOes consideraveis em termos de perfil antocianico.
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* Ha para ambos os vinhos uma diminuicdo das areas relativas das antocianinas
monomeéricas, sendo no entanto essa diminuicdo pouco acentuada relativamente ao

que seria de esperar.

« HA& no entanto para ambas as castas a diminuicdo do teor em antocianinas

cumariladas.

* Apesar de ndo serem notorias alteracbes no perfil de antocianinas nem de
compostos volateis nos dois vinhos analisados, o painel de provadores considerou

que houve diferencas notorias nos vinhos micro-oxigenados.

» Evidenciou-se para os dois vinhos analisados a diminuicdo da adstringéncia e a

melhoria do aroma.
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Capitulo VI — Anexos




Tabela Teste triangular

Anexo 1

Numero de Provadores

Nivel de Significancia

5% 1% 0.1%
5 4 5 -
6 5 6 -
7 5 6 7
8 6 7 8
9 6 7 8
10 7 8 9
11 7 8 10
12 8 9 10
13 8 9 11
14 9 10 11
15 9 10 12
16 9 11 12
17 10 11 13
18 10 12 13
19 11 12 14
20 11 13 14
21 12 13 15
22 12 14 15
23 12 14 16
24 13 15 16
25 13 15 17
26 14 15 17
27 14 16 18
28 15 16 18
29 15 17 19
30 15 17 19
31 16 18 20
32 16 18 20




33 17 18 21
34 17 19 21
35 17 19 22
36 18 20 22
37 18 20 22
38 19 21 23
39 19 21 23
40 19 21 24
41 20 22 24
42 20 22 25
43 20 23 25
44 21 23 26
45 21 24 26
46 22 24 27
47 22 24 27
48 22 25 27
49 23 25 28
50 23 26 28

Adaptado de Lyon, D.H et al., 1992. Guidelines for sensory analysis in food
development and quality control, Chapman & Hall, London.




Anexo 2

Valores da densidade e temperatura do Sousdo durante a fermentacdo alcodlica.

Hora Data | Densidade | Temperatura
08:00 | 16-Out 1098 17
08:00 | 17-Out 1073 23
08:00 | 18-Out 1046 23
08:00 | 19-Out 1024 23
08:00 | 20-Out 1009 23
08:00 | 21-Out 1001 22
08:00 | 22-Out 998 21
08:00 | 23-Out 998 20
08:00 | 24-Out 998 20
08:00 | 25-Out 998 20
08:00 | 26-Out 998 19
08:00 | 27-Out 998 19
08:00 | 28-Out 998 19
08:00 | 29-Out 998 18
08:00 | 30-Out 998 18
08:00 | 31-Out 998 18
08:00 | 01-Nov 998 17
08:00 | 02-Nov 998 17
08:00 | 03-Nov 998 17
08:00 | 04-Nov 998 16
08:00 | 05-Nov 998 16
08:00 | 06-Nov 998 16
08:00 | 07-Nov 998 15




Anexo 3

Valores da densidade e temperatura do Touriga Nacional durante a fermentacédo

alcodlica.

Hora Data Densidade | Temperatura
08:00| 08-Out 1095 16
08:00| 09-Out 1085 19
08:00| 10-Out 1073 21
08:00| 11-Out 1053 23
08:00| 12-Out 1035 24
08:00| 13-Out 1018 25
08:00| 14-Out 1003 25
08:00| 15-Out 998 24
08:00| 16-Out 998 22
08:00 17-Out 998 20
08:00 18-Out 998 20
08:00 19-Out 998 20
08:00 20-Out 997 19
08:00 21-Out 997 18
08:00 22-Out 998 18
08:00 23-Out 998 18
08:00 24-Out 998 18
08:00 25-Out 998 18
08:00 26-Out 998 17
08:00 27-Out 998 17
08:00 28-Out 998 17
08:00 29-Out 998 17
08:00 30-Out 998 17
08:00 31-Out 998 16
08:00 01-Nov 998 16
08:00 02-Nov 998 16
08:00f 03-Nov 998 15




< c v X O

<

Data:

Provador:

Qual o copo com vinho diferente?

A _ _ |

Considera a diferencga:

Grande

Média

Pequena

B |

Considera a diferenga:

Grande
Média

Pequena

Grande
Média

Pequena

Grande N

Média

Pequena

c| [ .

Considera a diferenga:

Grande
Média
Pequena

Grande
Média

Pequena

Grande

Média

Pequena

|

Considera a diferenga:

Grande
Média

Pequena

Grande
Média

Pequena

Grande

Média

Pequena

Grande
Média

Pequena

Grande
Média

Pequena




Tipo de Vinho

< c o X o

FICHA DE PROVA

Provador

Dat: / /

Vinho

Aspecto Aroma Szbor Pontuacio
(0a3) 07 . (0al0)

Comentéario

[

e

O

o

[y

sk
N







