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Resumo

A composi¢do em aminoacidos dos mostos pode ser considerada ndo s6 como um marcador da origem
varietal mas também da origem geografica. O teor em aminoacidos dos mostos possui igualmente um papel
fundamental na qualidade dos vinhos resultantes, ndo s6 por serem uma fonte de azoto para os
microrganismos envolvidos nas fermentagdes, mas também por serem precursores de muitos compostos
relacionados com o aroma dos vinhos.

O presente trabalho teve como objetivos detetar e quantificar os aminoacidos presentes nos mostos de uvas
da casta Aragonez em funcdo de regimes diferentes de fertilizacdo, obtidas de um ensaio que decorreu em
2018 numa parceria com a Magnesitas de Rubian, SA, Lugo, Espanha.

Os resultados permitem concluir que a fertilizagdo a que as videiras foram sujeitas possui influéncia na
quantidade de aminoécidos livres dos mostos.
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1- INTRODUCAO

As principais preocupagdes dos viticultores sdo a optimizacao do rendimento e qualidade
das uvas, como tal, as estratégias de manuseamento do solo, como por exemplo a cobertura
do solo entre linhas e a utilizacdo de fertilizantes sdo fundamentais para alcancar
melhorias.

A fertilizacdo do solo das vinhas ¢ cada vez mais estudada de forma a aperfeigoar o
processo de fornecimento de nutrientes disponiveis no solo para os niveis Optimos
necessarios para um bom crescimento e um rendimento superior das vinhas.

Embora a grande maioria de solos contenha as quantidades necessarias de micronutrientes,
alguns macronutrientes principais (azoto, fosforo e potassio) e secundarios (magnésio,
calcio e enxofre) podem limitar a produgdao de uva. Um exemplo de deficiéncia de
macronutrientes €, no caso de solos com pH baixo, observar-se uma deficiéncia de
magnésio e, uma vez que este € um componente principal das moléculas de clorofila, um
impacto grande nos processos metabolicos, influenciando a formacdo e amadurecimentos
das uvas. Por outro lado, a deficiéncia de outros nutrientes pode levar a efeitos negativos
nos processos de fermentagdo subsequentes. O azoto, por exemplo ¢ um dos principais
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nutrientes necessarios para o crescimento das videiras, com grande impacto na composi¢ao
das uvas e na qualidade do vinho (Bell et al, 2005). A disponibilidade de azoto na vinha
influencia o teor em aminas biogénicas dos vinhos, porque afecta o teor em aminoacidos
das uvas. Mas Garde-Cérdan et al (2017) demonstraram que a aplica¢ao de azoto na vinha,
sob a forma de ureia e fenilalanina em dois anos consecutivos, teve pouca influéncia no
teor em aminodcidos das uvas, porque a vinha ndo tinha deficiéncia de azoto.

Os teores em aminoacidos das uvas t€ém um papel fundamental para a qualidade dos vinhos
resultantes, pois para além de serem uma fonte de azoto para os microorganismos
envolvidos nas fermentacgdes, sdo também precursores de muitos compostos relacionados
com o aroma dos vinhos (Swiegers, et al, 2005). O teor em aminoacidos das uvas varia
com inumeros factores incluindo a variedade, as condigdes climaticas e as praticas
viticolas, onde se inclui a fertilizagao.

O objectivo deste trabalho foi detetar e quantificar os aminoacidos presentes nos mostos de
uvas da casta Aragonez em func¢do de regimes diferentes de fertilizagdo. A importancia
deste trabalho, ¢ ajudar a colmatar a falta de informagdo existente sobre a aplicagcdo de

outros nutrientes que ndo o N, nas caracteristicas das uvas e dos vinhos.

2 - MATERIAIS E METODOS
2.1 — Mostos

Foram analisados 39 mostos de uvas da casta Aragonez em func¢do de regimes diferentes
de fertiliza¢dao na vinha. O ensaio na vinha foi concebido em blocos casualizados e com 3
repeti¢des. Os nutrientes estudados foram o magnésio (Mg), azoto (N), fésforo (P), calcio
(Ca), enxofre (S) e potassio (K). Foram aplicadas duas doses diferentes de Mg (Mgl e
Mg?2, sendo a dose 2 o dobro da dose 1), as doses dos restantes elementos foram iguais e
foi considerada uma parcela controle (1-Sem Mg) sem adicdo de Mg e com N, P, Ca, S, K.
Para cada uma das doses de Mg os tratamentos foram:

- com todos os nutrientes: 2- com todos (Mgl, N, P, Ca, S,K) e 8- com todos (Mg2, N, P,
Ca, S, K)

- sem N e com todos os restantes: 3 —Mgl, P, Ca, S, K e 9-Mg2, P,Ca, S, K

- sem S e com todos os restantes: 4 — Mgl, N, P, Ca, Ke 10 - Mg2, N, P, Ca, K

- sem P e com todos os restantes: 5 —Mgl, N, Ca, S, Ke 11 - Mg2, N, Ca, S, K

- sem Ca e com todos os restantes: 6 — Mgl, N, P, S, Ke 12 -Mg2, N, P, S, K

- sem K e com todos os restantes: 7—Mgl, N, P, Ca, Se 13 - Mg2, N, P, Ca, S



As uvas foram colhidas a maturagdo tecnologica e para cada tipo de tratamento foram
recolhidas amostras de 200 bagos. O mosto extraido por esmagamento manual foi

congelado até a sua andlise.
2.2 — Deteccao quantificacido de aminoacidos

A avaliagdo da composi¢do em aminoacidos dos diferentes mostos realizou-se de acordo
com a metodologia apresentada por GOMEZ-ALONZO et al (2007), com algumas
alteracdes. A andlise foi realizada num HPLC Waters Alliance €2695 equipado com bomba
quaternaria de baixa pressao e injector automatico acoplado a um detector de fotodiodos
Waters 2998. A separacdo cromatografica ocorreu numa coluna HPLC ACE 5 C18-HL,
com tamanho de particula Sum (250 mm x 4.6 mm) termo estatizada a 20°C, com um
gradiente de fases moveis A e B, sendo que a fase mével A foi um tampdo acetato 25 mM
pH 5.8 com 0.02% azida de sodio, e a fase mdével B foi uma mistura de acetonitrilo-
metanol (80:20 (v/v)). O gradiente de elui¢do foi o seguinte: 90% de A até aos 20 minutos,
90% de A até 83% de A em 10 minutos, 81% de A durante 1 minuto, 81% de A até 80.5%
de A em 1.01 minutos, 80.5% de A até 77% de A em 9.5 minutos, 77% de A até 70.6% de
A em 20.6 minutos, 70.6% de A até 18% de A em 13 minutos, 18% de A até 0% de A em
4 minutos, 100% de B durante 3 minutos, 90% de A em 5 minutos durante 5 minutos. O
fluxo utilizado foi de 0.9 mL/min e a deteccao foi feita a 280, 269 e 300 nm.

Utilizou-se o software Empower 4 para obtencao e tratamento dos dados cromatograficos,
tendo os picos obtidos sido identificados por comparacdo dos tempos de retengdo e dos
espectros UV-Vis das amostras com padroes. Os padrdes de acido aspartico, acido
glutamico, asparagina, serina, glutamina, histidina, glicina, treonina, arginina, GABA,
tirosina, cistina, valina, metionina, triptofano, fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina e
prolina foram também utilizados para o estabelecimento de rectas de quantificacao, limites

de detecao e limites de quantificacdo. A andlise foi efectuada em quintuplicado.
2.3 — Tratamento estatistico dos resultados

Para avaliar as diferengas entre os resultados obtidos a partir da andlise cromatografica dos
diferentes mostos, efetuou-se uma analise canodnica discriminante. O programa utilizado
foi o SPSS v.22. A andlise canonica discriminante ¢ uma técnica da estatistica multivariada
utilizada para discriminar e classificar. A discriminacdo ou separacdao ¢ a primeira etapa,

sendo a parte exploratoria da analise e consiste em procurar caracteristicas capazes de



serem utilizadas para colocar amostras em diferentes grupos previamente definidos. A
analise foi efectuada considerando o teor em aminoacidos como varidveis independentes

para classificar as amostras de uvas de acordo com os tratamentos.

3 -RESULTADOS

Para verificar se o teor em aminoacidos permite uma classificagdo das uvas de acordo com
o tratamento de fertilizacdo a que foram submetidas, uma analise canonica discriminante
foi efectuada e os resultados da localizacdo das amostras no plano definido pelas duas
fungdes canodnicas encontram-se na Figura 1, na Figura 2 e na Figura 3 a primeira referente
as amostras com a dose 1 de Mg, a segunda referente as amostras com a dose 2 de Mg e a
terceira referente a todas as amostras.

Na tabela 1 e na tabela 2 encontram-se os valores médios dos diferentes aminoacidos nas
uvas para os diferentes tratamentos a que vinha foi sujeita com a dose 1 de Mg e com a

dose 2 de Mg, respectivamente.

Fungdes discriminantes canénicas
Dose 1 de Mg
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Figura 1 — Representacdo das fungdes candnicas discriminantes candnicas para as uvas
provenientes do tratamento com a dose 1 de Mg e sem Mg: 1- Sem Mg, 2- Com todos
(Mg, N, S, P, Ca, K), 3- Sem N (Mg, S, P, Ca, K), 4- Sem S (Mg, N, P, Ca, K), 5- Sem P
Mg, N, S, Ca, K), 6- Sem Ca (Mg, N, S, P, K), 7- Sem K (Mg, N, S, P, Ca).

Relativamente a dose 1 de Mg (Figura 1) verifica-se uma boa separagdo entre os
diferentes tratamentos, com a primeira e a segunda funcdo a explicar 78,5% e 14,2%,

respectivamente, da variabilidade entre as amostras.



Fungdes discriminantes candnicas
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Figura 2 — Representacdo das fungdes canonicas discriminantes candnicas para as uvas
provenientes do tratamento com a dose 2 de Mg e sem Mg: 1- Sem Mg, 8- Com todos
(Mg, N, S, P, Ca, K), 9- Sem N (Mg, S, P, Ca, K), 10- Sem S (Mg, N, P, Ca, K), 11- Sem P
(Mg, N, S, Ca, K), 12- Sem Ca (Mg, N, S, P, K), 13- Sem K (Mg, N, S, P, Ca).

Jé relativamente a dose 2 de Mg (Figura 2) obtém-se uma boa separacdo apenas para os
grupos sem K(13), sem P(11) e sem Mg(1), com a primeira e a segunda funcdo a explicar

49% e 34,1%, respectivamente, da variabilidade entre as amostras.
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Figura 3 — Representacdo das fungdes candnicas discriminantes candnicas para as uvas
provenientes de todos os tratamentos 1- Sem Mg, 2- Com todos (Mgl, N, S, P, Ca, K), 3-
Sem N (Mgl, S, P, Ca, K), 4- Sem S (Mgl, N, P, Ca, K), 5- Sem P (Mgl, N, S, Ca, K), 6-
Sem Ca (Mgl, N, S, P, K), 7- Sem K (Mgl, N, S, P, Ca), 8- Com todos (Mg2, N, S, P, Ca,
K), 9- Sem N (Mg2, S, P, Ca, K), 10- Sem S (Mg2, N, P, Ca, K), 11- Sem P (Mg2, N, S,
Ca, K), 12- Sem Ca (Mg2, N, S, P, K), 13- Sem K (Mg2, N, S, P, Ca).

Quando na analise candnica discriminante se consideram todos os tratamentos (Figura 3)

obteve-se uma distingdo clara entre o grupo sem Mg (1), do grupo CT(2) dos grupos com



apenas uma dose de Mg sem N(3) e sem P(5), e dos grupos com duas doses de Mg sem
K(13) e sem S(10).

Da observacdo da tabela 1 verificamos que no tratamento Sem Mg o teor total de
aminoacidos nos mostos destas uvas ¢ o mais elevado e com a dose 1de Mg e sem adi¢ao
de S, os mostos apresentam o menor teor de aminodcidos totais. O mesmo se verifica na
tabela 2, onde as uvas do tratamento sem Mg apresentam valores mais elevados do teor em
aminodcidos e os tratamentos sem N e sem S apresentam os menores valores. Estes
resultados parecem estar relacionados sobretudo com os menores teores encontrados para a
arginina ¢ a histidina, dois dos aminoacidos maioritariamente existentes nas uvas, quando
comparamos estes tratamentos com o tratamento 1- Sem Mg.

Por outro lado, resposta observada nos tratamentos com a dose 2 de Mg deve ter a ver com
a maior importancia que o Mg passou a ter no complexo de troca catiénica (CTC) o que
levou a um efeito de competi¢ao especialmente com o K que ¢ o catido em menor
percentagem no CTC, e com um efeito de sinergia com o fosforo potenciado pela maior
dose e a disponibilidade de P, dado que os dados da analise de solos (dados ndo incluidos)
mostraram que o solo era deficiente neste nutriente. De facto com a dose 2 de Mg o teor

em aminodacidos no tratamento CT ¢ inferior ao mesmo tratamento com a dose 1 de Mg.
4 - CONCLUSOES

Os resultados parecem indicar que os diferentes regimes de fertilizagdo do solo afectam a
composi¢do em aminoacidos das uvas, o que ¢ visivel através da analise canodnica
discriminante efectuada. A dose de Mg aplicada parece também influenciar a sintese de
aminodcidos, uma vez que o teor total em aminoacidos no tratamento CT Mg2 ¢ inferior ao
encontrado para o tratamento CT Mgl.

Estes resultados, preliminares, permitem no entanto ressalvar a importancia da fertilizacao

da vinha para as caracteristicas das uvas, e consequentemente dos vinhos.
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Tabela 1 — teores dos diferentes aminoacidos nas uvas dos tratamentos Sem Mg e dose 1 de Mg

Sem Mg Dose 1 de Mg
(mg/L) CT Sem N Sem S Sem P Sem Ca Sem K
Asp 35,49+11,86 31,43+7,19 35,04+11,00 | 29,9548,13 30,92+4,72 35,0148 .31 33,449,63
Glu 120,36+£62,24 | 127,11+£56,98 | 133,47+66,40 | 91,28+43.98 | 96,05+36,47 | 127,64+52,90 | 116,73+61,57
Asn 21,04+0,82 20,28+1,02 20,52+1,33 19,78+0,80 19,73+0,64 20,07+0,88 20,45+0,94
Ser 53,37+12,25 46,84+14,79 51,39+16,23 36,98+7,33 40,96+8,80 47,34x14,44 | 48,73+11,90
His 101,80+30,75 | 105,34+56,72 | 116,03+£58,23 | 70,38+17,76 | 89,53+36,20 | 102,07+51,02 | 85,38+28,61
Gln 34,51+3,44 32,07+8,71 32,17+6,07 27,34+1,65 28,62+3,09 30,48+3,80 31,7245,07
Gly 24,75+2.39 23,05+1,61 23,38+2.52 21,41+1,14 22,5+0,96 22,61+1,34 23.4+1,11
Thr 45,05+7,42 38,54+13,18 41,09+12,04 32,34+5,20 33,64+6,45 38,95+9,06 39,84+9,11
Arg 179,51+22,72 | 136,73+130,09 | 140,54+75,05 | 90,92+21,37 | 86,13+£12,52 140,74£52,97 | 158,39495,72
Ala 60,43 + 7,49 54,67+20,22 57,82+17,45 | 42,61+10,82 | 46,54+10,84 53,41+10,49 58,28+17,81
Gaba | 108,87+£39,32 | 106,75+£39,38 | 107,25+45,22 | 79,69+31,37 | 113,23£29,61 | 103,88+17,32 | 121,64+57,01
Pro 33,93+16,43 43,44+14,67 27,81+4,65 32,81+15,67 | 44,04+12,22 53,47+15,13 40,52+10,96
Tyr 27,92+6,34 24,77£11,21 25,48+10,06 18,884+4,20 19,73+3.91 22,98+6,07 24,47+7,94
Val 45,85+16,28 39,57+11,57 42,32+14,43 31,56+6,66 38,39+13,86 38,49+7,08 38,1+7,99
Met 22,44+1 .41 22,2742 .43 21,79+1,58 20,76+2,43 21,38+1,81 21,61+1,15 21,71+0,86
Iso 35,96+13,36 29,46+4,80 30,08+6,94 26,63+5,11 29,8449,53 29,3442 .62 29,23+4,13
Trp 60,63+22,62 46,58+12,05 51,92424,04 | 43,26+15,05 | 43,59+10,54 | 47,46+13,26 47+13,58
Leu 38,85+13,08 32,93+7.42 35,06+10,85 28,53+5,18 32,37+10,83 32,43+4,89 32,3145,80
Phe 31,24+4,55 29,12+3,73 30,92+6,32 26,23+1,83 29,05+4,81 28,13+£3,98 28,01+2,39
Om 20,67+0,85 19,98+0,45 20,2+0,51 19,71+0,30 19,84+0,21 20,09+0,27 20,52+0,18
Lys 22,32+1,66 21,92+2,07 22,06+2,17 20,88+1,28 20,96+1,64 22,22+0,83 23,17+2,44
TOT 1125,00 1032,86 1066,32 811,93 907,03 1038,40 1042,97

Asp - acido aspartico; Glu - 4cido glutdmico; Asn — asparagina; Ser — serina, Gln — glutamina; His —
histidina; Gly — glicina; Thr - treonina, Arg — arginina; Tyr - tirosina, Val — valina; Met — metionina; Trp —

triptofano; Phe — fenilalanina; Orn — ornitina; Iso — isoleucina; Leu - leucina; Lys - lisina € Pro — prolina.

Tabela 2 — teores dos diferentes aminoacidos nas uvas dos tratamentos Sem Mg e dose 2 de Mg

Sem Mg Dose 2 de Mg
(mg/L) CT Sem N Sem S Sem P Sem Ca Sem K
Asp 35,49+11,86 28,55+5,66 26,88+3,68 31,82+7,88 35,29+7,87 28,59+5,46 37,02+2,97
Glu 120,36+62,24 82,71+35,05 65,5£17,45 97,73+47,01 | 103,79+31,33 92,54+43,34 129,85+14,09
Asn 21,04+0,82 19,95+1,15 19,58+0,33 19,68+0,70 19,94+0,81 20,31+0,86 20,73+1,04
Ser 53,37+12,25 39,6+12,69 36,02+5,90 | 40,16+11,41 | 44,26+10,68 48,31+12,78 52,98+12,59
His 101,80+30,75 77,68+37,82 69,82424,98 | 69,19+26,75 | 92,52+41,11 99,54+37,85 131,91+50,52
Gln 34,51+3.44 29,27+5,53 27,4242 .34 26,68+1,90 29,58+4.,41 32,74+4.97 34,18+7,12
Gly 24,75+2,39 22,04+1,91 22,17+1,33 21,32+1,05 23,242,09 23,43+2,07 24,03+2,38
Thr 45,05+7,42 33,87+9,19 29,81+3,51 32,39+6,99 35,47+9,42 41,08+10,35 42,03+11,03
Arg 179,51422,72 | 109,86+72,00 | 53,35+12,05 70,5£16,55 92,44+52.80 | 145,67+64,75 | 173,75+93,95




Ala 60,43 + 7,49 42,48+12,78 36,4243,63 39,96+10,58 | 44,86+16,04 57,61£17,39 61,25+16,32
Gaba 108,87+39,32 | 72,86+32,88 55,03+5,22 66,66+29,48 | 86,99+56,28 | 107,84+47,33 | 147,79+58,87
Pro 33,93+16,43 31,82+4,32 30,26+6,40 24,11+3,16 43,79+19,93 39,47+7,13 50,54+13,38
Tyr 27,92+6,34 20,35+8,12 17,68+2,71 17,12+3,81 21,17+6,73 24,59+7,35 27,0549,15
Val 45,85+16,28 31,41+8,92 32,29+6,03 30,26+7,01 38,36+14,17 42,97+12,25 48,43+17,53
Met 22,44+1,41 20,9£1,13 20,56+0,49 20,46+0,57 21,57+1,52 22,75+1,69 23,4143,37
Iso 35,96+13,36 24,87+3,50 26,6+3,60 29,02+7,95 30,43+8,53 337,75 36,06+11,48
Trp 60,63+22,62 40,53+13,08 42,4+8,60 39,31+11,57 | 45,05+16,50 50,54+16,31 55,26+13,74
Leu 38,85+13,08 28,21+6,97 29,01+4,64 27,07+5,09 33,09+9,75 36,95+10,25 40,65+13,63
Phe 31,2444,55 26,67+3,73 27,6+2,45 26,53+3,31 28,73+4,24 30,18+4,66 31,7845,16
Om 20,67+0,85 19,76+0,25 19,57+0,26 19,54+0,05 20,07+0,34 20,21+0,36 20,42+0,74
Lys 22,32+1,66 20,88+1,53 19,67+0,31 20,31+1,00 21,25+2,00 21,76+1,35 23,16+1,82
TOT 1125,00 824,27 707,64 769,81 911,86 1020,05 1212,30

Asp - acido aspartico; Glu - acido glutamico; Asn — asparagina; Ser — serina, GIln — glutamina; His —
histidina; Gly — glicina; Thr - treonina, Arg — arginina; Tyr - tirosina, Val — valina; Met — metionina; Trp —
triptofano; Phe — fenilalanina; Orn — ornitina; Iso — isoleucina; Leu - leucina; Lys - lisina e Pro — prolina.



