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Resumo

Impacto do envelhecimento nas caracteristicas fisico-quimicas de vinhos: o caso
particular do envelhecimento de vinhos engarrafados mergulhados em
profundidade

Atualmente, assistimos a pratica de envelhecer garrafas de vinho em profundidade,
mergulhadas no mar ou em albufeiras, porém até ao momento, poucos dados sdo conhecidos
acerca do impacto do envelhecimento em profundidade nos vinhos.

Este trabalho tem como objetivo, avaliar o impacto desta pratica nas caracteristicas fisico-
guimicas, verificar alteragdes na composicdo volatil e ao nivel da cor em vinhos engarrafados e
posteriormente mergulhados em profundidade.

Os compostos fendlicos e colorimétricos foram determinados por espectrofotometria UV-
VIS. Os compostos volateis foram identificados por extracdo LLE e HS-SPME - GC/TOFMS.

Relativamente a cor, a intensidade e a tonalidade ndo sofreram qualquer alteracdo
significativa. Verificou-se uma diminui¢do no teor em flavondides totais e ndo antocianicos e um
aumento no indice de polifendis totais, antocianinas livres e totais. Apesar de algumas alteracdes

ao nivel da composigdo volatil, os resultados nao sdo suficientes para inferir conclusoes.

Palavras-chave: vinhos; envelhecimento; aroma; cor; profundidade
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Abstract

Impact of ageing on wine characteristics: the case of bottled wines submerged in
deep water

Currently, we witness the practice of ageing wine bottles in depth, immersed in the sea or
in reservoirs, but so far, little data is known about the impact of ageing in depth on wines.

This work aims to evaluate the impact of this practice on the physicochemical
characteristics, verify changes in the volatile composition and in terms of color in wines bottled
and subsequently immersed in depth.

Phenolic and colorimetric compounds were determined by UV-VIS spectrophotometry.
Volatile compounds were identified by LLE and HS-SPME - GC/TOFMS extraction.

Regarding color, intensity and tonality did not undergo any significant change. There was
a decrease in the content of total and non-anthocyanic flavonoids and an increase in the content
of total polyphenols, free and total anthocyanins. Despite some changes in volatile composition,

the results are not sufficient to infer conclusions.

Keywords: wines; ageing; aroma; color; depth
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Capitulo 1|Introdugao

O envelhecimento de vinhos é uma pratica corrente em enologia, que nos Ultimos anos
tem sofrido inovagdes, exemplo disso é a submersdo de vinho engarrafado no mar ou albufeiras
por periodos varidveis. Esta inovacdo pode ser considerada uma excentricidade, modismo, ou
simplesmente uma estratégia de marketing para aumentar o consumo e o enoturismo, mas a
realidade é que se tem verificado ndo sé em Portugal, mas noutros paises um crescimento desta
pratica para envelhecer os vinhos e os resultados obtidos tém sido otimistas para o setor.

Provas realizadas em vinhos encontrados décadas ou mesmo séculos apds naufragios
apresentam caracteristicas sensoriais aceitaveis e sdo valorizados no mercado. Endlogos e
produtores constatam que o vinho envelhecido em profundidade, comparado com o mesmo
vinho que estagia em cave, é ligeiramente diferente. O vinho submerso envelhece mais
rapidamente e a nivel organolético observa-se maior complexidade no nariz, aumento de
equilibrio e frescura na boca, presenca de taninos, aromas minerais, florais e frutados muito
intensos. Em provas heddnicas, o vinho submerso é o mais apreciado.

No fundo do mar, consegue-se uma temperatura mais baixa e sem grande oscilagdo, baixa
luminosidade ou praticamente inexistente, a pressdo existente e a agitacdo das marés originam
vinhos que sdo um verdadeiro “tesouro aquatico”. Varios autores abordam esta pratica (Palacios
et al., 2014; Mercer, 2021; Pomranz, 2021; Kassam, 2021), mas até ao momento nenhum trabalho

cientifico foi publicado acerca desta tematica.
1.1. Objetivo do estudo

O principal objetivo deste estudo é avaliar o impacto do envelhecimento nas
caracteristicas fisico-quimicas de vinhos, em particular verificar alteragcdes na composi¢ao volatil e

ao nivel da cor em vinhos engarrafados e posteriormente mergulhados em profundidade no mar.




Capitulo 2| Revisdo Bibliografica

2.1. O Vinho: breve histdria da sua origem e produ¢ao em Portugal

Desde os tempos mais remotos, o vinho desempenha um papel de relevo em quase todas
as civilizacOes. Repleto de simbologia, impregnado de religiosidade e de misticismo, o vinho surge
desde muito cedo na nossa literatura, tornando-se numa fonte de lendas e inspiragao de mitos.
Algumas expressoes atribuidas a este saboroso produto, como: "D4adiva de Deuses", "Sangue de
Cristo" e "Esséncia da propria vida", corroboram bem o papel do vinho na vertente cultural,
religiosa e denotam a sua importancia na nossa civilizagdo (IVV,2021).

O vinho ndo é apenas a bebida mais antiga do mundo, este foi utilizado como analgésico,
antisséptico, solvente, sedativo, moeda de troca no comércio, purificador de agua e até como
fonte de inspiracdo (Plotkin, 2021). Ndo se sabe ao certo quando e onde foi produzido pela
primeira vez, mas existem registos arqueoldgicos na China em 7 000 anos a.C., da producdo de
bebidas fermentadas obtidas a partir de arroz, mel e frutas (Jackson, 2008).

Evidéncias arqueoldgicas apontam para a Transcaucasia, regido que coincide com os
atuais paises da Arménia, do Azerbaijdo e da Gedrgia e partes do Irdo e Turquia, o lugar onde o
ser humano comecgou a plantar uvas de forma sistematica e a transforma-las em vinho (Plotkin,
2021). Existem dados da existéncia de vinho com mais de 7 500 anos, sendo 0s primeiros registos
advém do inicio do quinto milénio a.C., nas montanhas de Zargos no norte do Irdo (Jackson,
2008).

Na Peninsula Ibérica a vinha tera sido cultivada pela primeira vez, ha cerca de 2 000 anos

a.C., pelos Tartessos, no vale do Tejo e Sado (Figura 1) (IVV,2021).
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Figura 1 - Histdria do vinho na Peninsula Ibérica (Retirado de Infovini, 2021).

Mais tarde, por volta do século X a.C., os Fenicios apoderam-se do comércio dos

Tartessos, e introduziram na Lusitania algumas castas de videiras. No século VIl a.C., os Gregos




instalam-se na Peninsula Ibérica e desenvolveram a viticultura, dando especial atencdo a arte de
fazer vinho. Os Celtas chegaram a Peninsula Ibérica, no século VI a.C., e trouxeram consigo as
variedades de videira que ja cultivavam, bem como algumas técnicas de tanoaria. Apds a
conquista da Peninsula Ibérica pelos Romanos, a cultura da vinha sofreu uma modernizagao,
devido a introducdo de novas variedades de uvas e melhoramento das técnicas de cultivo,
nomeadamente a poda (IVV,2021).

Na época dos Gregos e Romanos, eram utilizados jarros e anforas de barro (Figura 2) para
fazer o transporte da zona de producdo para os locais de consumo, esses recipientes eram frageis,
pesados e dificeis de manusear. Para tornar o transporte mais acessivel foram concebidas barricas

de madeira (Martinez-Gil et al., 2018; Carpena et al., 2020b).

Figura 2 - Anfora de vinho romana datada de cerca de 100 a.C., encontrada por Jacques-Yves Cousteau e
Fernand Benoit no Naufragio do Grand Congloué, na costa da Franga no inicio dos anos 1950 (Retirado de

M. Plotkin, 2021).

E durante os séculos VI e VIl d.C., que se d4 a grande expansdo do Cristianismo e o vinho
torna-se indispensdvel no ato sagrado da comunhdo. Apesar da religido mugulmana proibir o
consumo de bebidas fermentadas, onde se incluia o vinho, a cultura da vinha e a producdo de
vinho n3o foram totalmente proibidos, visto que para os Arabes a agricultura era muito
importante e o vinho continuava a servir de moeda de troca. Nos séculos XI e Xll, com o dominio
dos Almoravidas e Almoadas, os preceitos do Cordo foram levados com maior rigor, dando-se um
retrocesso na cultura da vinha. A fundagdo de Portugal, em 1143 por D. Afonso Henriques e a
conquista da totalidade do territério portugués aos mouros em 1249, permitiu a instalacdo de
diversas ordens religiosas, militares e monasticas responsaveis pelo alargamento de areas de
cultivo agricola, nomeadamente a vinha (1VV,2021).

Nos séculos XV e XVI, no periodo correspondente a expansdo portuguesa, o transporte do

vinho era feito através das naus e galedes, que partiam para a india. Apés os Descobrimentos, os




vinhos portugueses comecam a ser transportados e comercializados para todo o mundo,
armazenados em barricas. As viagens eram na sua maioria longas (cerca de 6 meses), os vinhos
permaneciam nas barricas, espalhadas pelos pordes das galés, agitadas pelo balancear das ondas,
expostas ao sol e por vezes submersas na agua no fundo dos navios. Gragas a essas viagens,
observou-se que o vinho envelhecia de forma suave, proporcionado pelo calor dos pordes e pela
permanéncia dos vinhos nos tonéis, tornando-os impares, preciosos e bastante apreciados. O
vinho que ndo era vendido retornava aos produtores e por sofrer, alteragGes vantajosas na sua
qualidade durante a viagem, era vendido a pregos mais elevados. Este vinho ficou conhecido em
todo o mundo, pelo vinho de “Roda” ou de “Torna viagem”, surgindo um conhecimento empirico
de um certo tipo de envelhecimento seria benéfico para o vinho, o que se veio a comprovar mais
tarde, com as técnicas cientificas (1VV,2021).

Mais tarde no século XVIII, a vitivinicultura, tal como outros aspetos da vida nacional
sofreram influéncia da forte personalidade do Marqués de Pombal. O século XIX foi um periodo
negro para a vitivinicultura, quer a nivel nacional quer europeu, devido a praga da filoxera
(IVV,2021).

Desde entdo, Portugal sofreu varias alteracGes ao nivel da regulamentacdo oficial de
varias denominacGes de origem portuguesas, surgiram organismos reguladores, e com a adesdo
de Portugal a Comunidade Europeia foram introduzidas novas regulamentag¢des que possuem um
papel importante na preservacdo da qualidade e do prestigio dos vinhos portugueses (Cardeira.,
20009).

Segundo o Instituto da Vinha e do Vinho (IVV,2021), atualmente estdo reconhecidas e

protegidas em Portugal, 39 Denominacgées de Origem e 14 Indica¢des Geograficas.




2.1.1. Produgao, consumo e comércio mundial de vinho

A cultura da vinha estd fortemente enraizada em Portugal, fazendo parte integrante da
paisagem natural, da histéria e da cultura dos portugueses. Portugal possui 194,0 kha de vinha
plantada, sendo a 4rea mundial de vinhas plantadas (producdo de vinho, uvas de mesa e passas)
de aproximadamente 7,3 mha em 2020. Os paises com maior area vinicola sdo: Espanha, Franca,

China, Itdlia, Turquia e Estados Unidos. Portugal surge em 92 lugar (Figura 3) (OIV, 2021).
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Figura 3 - Principais paises com maior area vinicola, referente aos anos de 2010 a 2020 (Adaptado de OIV,
2021).

Segundo a OIV, a producgdo vitivinicola mundial (excluindo sumos e mostos) em 2020,
situa-se entre 253,9 e 262,2 mhl, com uma estimativa de 260,0 mhl, representado um aumento
de 2,5 mhl face ao ano de 2019. Portugal produziu cerca de 6,4 mhl de vinho (Figura 4)
permanecendo em linha com a sua producdo de 2019 e a sua média dos ultimos 5 anos (OIV,
2021). Ocupando o décimo primeiro lugar como produtor mundial de vinho, o que demostra a

importancia deste produto para um pais de reduzidas dimensoes.
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Figura 4 - Principais paises produtores de vinho em 2020 (Adaptado de OIV, 2021).




O consumo mundial de vinho em 2020 é estimado em 234,0 mhl, verificando-se uma
reducdo significativa de 3% face ao ano de 2019. Como ilustrado na Figura 5, os maiores
consumidores de vinho per capita do mundo sdao os Portugueses, com 51,9 litros por ano,
seguidos dos cidadaos Italianos, com 46,6 litros e em terceiro lugar os Franceses com 46,0 litros
(OlV, 2021). Aliado a um terroir Unico, o vinho portugués tem conseguido afirmar-se a nivel
internacional, como um produto Unico, diferenciador, apresentando uma excelente qualidade-
preco.

Segundo Cardeira (2009), sdo vdrios os fatores que afetam o consumo de vinho,
nomeadamente a entrada de novos produtos substitutos, como a cerveja, refrigerantes, agua
engarrafada e a alteracdo profunda das condicdes de vida. Mais recentemente, todas as
campanhas de consciencializacdo para o consumo racional de bebidas alcodlicas e o seu efeito na
conducdo, aliada a uma melhor fiscalizacdo dos condutores, contribuiram para esta mudanca de

habitos.
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Figura 5 - Consumo de vinho no ano de 2020 (Adaptado de OIV, 2021).

Em relagdo ao volume de exportagdio mundial, em 2020 verificou-se uma ligeira
diminuigdo (-1,7%) em relagdo a 2019, ainda assim as exportagdes com 105,8 mhl estd em linha
com os valores dos Ultimos cinco anos. Portugal exportou 3,1 mhl em 2020, um crescimento de

5% face ao ano de 2019 (OIV, 2021).




2.2. Composi¢ao quimica do vinho

O vinho é o produto obtido exclusivamente por fermentacdo alcodlica (FA), total ou
parcial, de uvas frescas, esmagadas ou ndo, ou de mostos de uvas, caracterizado por ter um titulo
alcoométrico adquirido igual ou superior a 8,5% vol. ou 9% vol., consoante as especificacdes da
regido vitivinicola, e um titulo alcoométrico total ndo superior a 15% vol. (Regulamento (CE) n.2
479/2008 de 29 de abril).

Segundo Petretto et al., (2021), a sua composi¢do é bastante varidvel e depende de varios
fatores, como a variedade da uva, as condicbes edafo-climaticas, o transporte da matéria-prima,
as técnicas de vinificacdo e interagdes entre compostos. Este é maioritariamente constituido por
agua (85 a 90%), etanol (cerca de 12%), glicerol, acidos (0,5%), compostos voldteis (0,5%),
vitaminas, minerais, compostos azotados e compostos fendlicos (Figura 6) (Sumby et al., 2010;

Petretto et al., 2021).
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Figura 6 - Composig¢do quimica do vinho e quantidades médias dos principais compostos do vinho (Adaptado
de Sumby et al., 2010).

O vinho é uma mistura complexa de varias centenas de compostos, muitos destes
encontram-se em concentragdes muito baixas, no entanto sdo responsaveis pela cor, aroma e
sabor contribuindo para a sua evolucdo e qualidade (Sumby et al., 2010).

Para Gambetta et al. (2014), o conceito de qualidade é um conceito muito subjetivo, que
entre outros fatores, determina o preco que uma garrafa de vinho pode alcangar no mercado. Os
atributos sensoriais do vinho sdo definidos pela sua composicdo fisica e quimica, principalmente
compostos fendlicos e volateis, que desempenham um papel importante na qualidade do vinho

(Pérez-Navarro et al., 2020).




2.3. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos desempenham um papel importante nas caracteristicas sensoriais
das uvas e do vinho, sdo responsaveis por algumas das propriedades organoléticas,
nomeadamente a cor, o sabor, o amargor e a adstringéncia (Garrido & Borges., 2013; Gutiérrez-
Escobar et al., 2021). S3o responsaveis pelas diferencas entre uvas e/ou vinhos tintos e brancos,
devido a presenga ou auséncia de antocianinas (Cabrita et al., 2003), apresentando-se em
concentragdes superiores nos vinhos tintos (Garrido & Borges., 2013; Pérez-Navarro et al., 2020).

Estes compostos apresentam uma grande diversidade estrutural, sendo caraterizados por
apresentar um anel de benzeno, em que pelo menos um dos hidrogénios é substituido por um
grupo hidroxilo (-OH) (Jackson, 2008). Podem ser classificados em compostos flavonéides e ndo
flavondides. Do primeiro grupo fazem parte as antocianinas, flavandis e flavonadis, e no segundo
grupo pertencem os acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos) e estilbenos.

De acordo com Garrido & Borges (2013), o teor e o tipo de compostos fendlicos no vinho
variam devido a varios fatores, como a variedade, o estado de maturacdo e sanitario da uva, o
clima, o solo, a tecnologia de vinificacdo, bem como as condicdes de fermentacdo e

envelhecimento.

2.3.1. Compostos Flavonoides

Estes compostos caracterizam-se por apresentarem uma estrutura com 15 atomos de
carbono, Cs-C3-Cs nos quais dois anéis benzénicos, A e B, sdo ligados por um heterociclico, C
conforme ilustrado na Figura 7. De acordo com o estado de oxida¢do do anel C, esses compostos

sdo divididos em diversas classes (Garrido & Borges., 2013; Teixeira et al., 2013).

Figura 7 - Estrutura quimica dos flavondides (Retirado de Teixeira et al., 2013).

Grande parte da estrutura e da cor dos vinhos deve-se a esta familia de compostos que se

encontram nas grainhas, na polpa e na pelicula das uvas. Estes compostos podem encontrar-se no




estado livre ou polimerizados com outros flavondides, aclcares, ndo flavondides, ou ainda

combinagdes dos anteriores (Cabrita et al., 2003).

2.3.1.1. Antocianinas

As antocianinas sdo os compostos mais importantes no que se refere a cor das uvas e
vinhos tintos, localizam-se na pelicula e também na polpa de algumas castas tintureiras (Ribéreau-
Gayon et al., 2006b). Estruturalmente sdo glucdsidos de polihidroxi ou polimetoxi dos sais de
flavilium (2-fenil-benzopirilo). Estas diferem pelo nimero de grupos hidroxilo e metilo presentes
no anel lateral, pela natureza, nimero de acgulcares ligados a molécula e pela auséncia de cadeias
alifaticas ou aromaticas esterificadas com os agucares (Cabrita et al., 2003).

As formas agliconas das antocianinas denominam-se antocianidinas, estas sdo instaveis
em agua e muito menos sollveis que as antocianinas, por isso se pensa que a glicolisacdo
proporcione estabilidade e solubilidade a estes pigmentos (Cabrita et al., 2003). As antocianinas
correspondentes aos monoglucdsidos das antocianidinas, comumente encontradas nas uvas e
vinho sao a cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (Figura 8) (Garrido & Borges.,

2013; Gutiérrez-Escobar et al., 2021).

ANTOCIANIDINA R1 R2
Cianidina OH H
Peonidina OCH3 H
HO Delfinidina OH OH
Petunidina OCHs OH
Malvidina OCH3 OCH:s

Figura 8 - Estrutura das antocianinas encontradas em Vitis vinifera (Adaptado de Kennedy., 2008).

As suas quantidades relativas variam com a casta, mas a malvidina é sempre maioritaria
(Cabrita et al., 2003) e mais estavel (Jackson, 2008). Os principais acidos que podem esterificar a
glucose na posicdo 3, sdo o cafeico, o p-cumdrico e o acético (Kennedy., 2008). Quando as
antocianinas interagem com outros compostos fendlicos do vinho, ocorre um fendmeno
conhecido como co-pigmentacao, que geralmente estabiliza as antocianinas e, portanto, a cor

(Gutiérrez-Escobar et al., 2021).




Durante o envelhecimento do vinho, as antocianinas participam em varias reacGes
(reducdo, oxidacdo e polimerizacdo) envolvendo outras moléculas do vinho, levando a formacao
de compostos mais estaveis (De Freitas et al., 2017). A degradacdo das antocianinas pode ocorrer
pela acdo da luz ou pelo efeito de oxidacdo, em que ocorre a forma¢do de chalconas e
posteriormente dardo lugar a rutura do heterociclo C. Este fendmeno é bastante favoravel a
temperaturas elevadas, o que provoca uma perda de cor irreversivel no vinho. Por esta razao
deve-se conservar os vinhos a temperaturas moderadas, protegidos da luz e de oxigénio

(Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

2.3.1.2. Flavanoéis

Os flavandis mais importantes sdao os flavano-3-ol e as proantocianidinas ou taninos
condensados. Os flavano-3-ol caracterizam-se por possuirem um anel heterociclico saturado, sdo
encontrados nas uvas e nos vinhos a (+)-catequina e a (-)-epicatequina, que sdo epimeros no
carbono 3. Nas uvas encontra-se ainda, no estado livre pequenas quantidades de galato de
epicatequina (Figura 9) (Cabrita et al., 2003).

As catequinas encontram-se fundamentalmente nas grainhas, peliculas e relativamente

pouco na polpa, sdo responsdveis pelo sabor amargo dos vinhos (Teixeira et al., 2013).
H

OH
OH OH

v, 0—0C OH

OH OH
OH OH

(+) — Catequina (-) — Epicatequina Galato de (-) — Epicatequina

Figura 9 - Estruturas quimicas dos principais flavano-3-ol (Retirado de Cabrita et al., 2003).

Os taninos sdo compostos fendlicos que possuem a capacidade de se combinarem com
proteinas e outros polimeros como os polissacaridos, provocando a sensagao de adstringéncia,
gue ndo é mais que a perda do efeito de lubrificacdo da saliva por precipitacdo das proteinas
(Cabrita et al., 2003). Além da adstringéncia, os taninos também podem possuir amargor,
sensacdo provocada pelos taninos de menor peso molecular (Kennedy et al., 2008).

Os taninos condensados ou proantocianidinas, sao compostos que aquecidos em meio
fortemente 4acido e alcodlico originam as antocianidinas. A unidade fundamental das
proantocianidinas sdo moléculas de flavano-3-ol, e consoante o nimero de vezes que esta

unidade se repete podem ser dimeros, trimeros, oligoméros ou polimeros (Cabrita et al., 2003).
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As proantocianidinas das uvas e dos vinhos s3ao sobretudo procianidinas, ou seja,
oligdmeros e polimeros de (+)-catequina e (-)-epicatequina unidas por ligacdes Cs-Cs e Cs-Ce

(Figura 10) (Cabrita et al., 2003; Garrido & Borges., 2013).
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Figura 10 - Procianidinas presentes na uva e no vinho (Adaptado de Garrido & Borges., 2013).

Consoante se liberte cianidina (polimeros de catequina e epicatequina) ou delfinidina
(constituidas por galocatequinas e epigalocatequinas), estas moléculas recebem o nome de
procianidinas ou prodelfinidinas (Cabrita et al., 2003).

As proantocianidinas desempenham um papel importante no processo de
envelhecimento do vinho devido as suas capacidades de oxida¢do, condensagdo e polimerizagdo
(Garrido & Borges., 2013).

Os taninos hidrolisaveis resultam da ligacdo de um acucar geralmente a glucose e um
composto fendlico, principalmente o acido galico (galotaninos) ou ao acido elagico (elagitaninos)
(Cabrita et al., 2003; Garrido & Borges., 2013), estes ndo aparecem naturalmente nas uvas Vitis
vinifera, apenas em uvas do subgénero Muscadine e em vinhos envelhecidos em barricas sendo

propostos na literatura como marcadores de envelhecimento (Gutiérrez-Escobar et al., 2021).
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2.3.1.3. Flavonais

Os flavondis sdo caracterizados pela presenca de uma insaturagao no anel heterociclico e
um grupo hidroxilo na posi¢do 3, possuem cor amarela e nas uvas encontram-se apenas nas
peliculas, como glucésidos facilmente hidrolisaveis e nos vinhos tintos encontram-se as agliconas
no estado livre (Cabrita et al., 2003).

Embora sejam uma familia minoritaria nas uvas, podem ter um papel importante na
evolucdo da cor dos vinhos tintos através de processos de co-pigmentacdo com as antocianinas
(Gutiérrez-Escobar et al., 2021). Nos vinhos os flavondis mais importantes sdo o quempferol, a

qguercetina e a miricetina (Ribéreau-Gayon et al., 2006b) (Figura 11).

FLAVONOIS Ry R,
Quempferol H H
Quercetina OH H

Miricetina OH OH

Figura 11 - Estruturas quimicas dos principais flavonois (Adaptado de Garrido & Borges., 2013).

Segundo Teixeira et al., (2013), os flavondis podem atuar como protetores de raios
ultravioleta e temperaturas extremas, bem como eliminadores de radicais livres, permitindo que
os vinhos envelhecidos mantenham a coloragdo vermelha e reflexos violetas, caracteristicos dos

vinhos tintos mais jovens.

2.3.2. Compostos nao Flavondides

Os compostos ndo flavondides compreendem os acidos fendlicos, benzenos e cinamicos,
e outros derivados fendlicos como os estilbenos, as concentracdes sdo da ordem de 100 a 200

mg/L no vinho tinto e 10 a 20mg/L no vinho branco (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

2.3.2.1. Acidos Fendlicos

Dos 4acidos derivados do acido benzdico, os mais importantes sdao os acidos vanilico,
siringico e salicilico, que aparecem ligados as paredes celulares e, principalmente, o acido gdlico
gue se encontra sob a forma de éster dos flavandis. Outros acidos benzdicos existentes em menor

quantidade sdo o protocatéquico, o gentisico e o p-hidroxibenzdico. Estes acidos encontram-se
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nas uvas na forma de ésteres e no decurso da elaboracdo e conservagdo do vinho vao sofrendo
hidrélise, podendo encontrar-se no vinho na forma livre ou combinada (Cabrita et al., 2003).

Os 4acidos cinamicos encontram-se na uva combinados com o acido tartarico na forma de
monoésteres. Os acidos mais importantes que derivam do acido cindmico sdo o acido ferulico, o
acido p-cumdrico e o acido cafeico. Esses acidos estdo associados ao processo de acastanhamento

do vinho branco e sdo precursores de fendis volateis (Garrido & Borges., 2013).

2.3.2.2. Estilbenos

Os estilbenos possuem uma estrutura composta por dois anéis benzénicos unidos por
uma cadeia de etano ou etileno. O resveratrol (3,5,4"-trihidroxistilbeno) é o composto principal
desta classe. Este composto estd presente nas uvas e no vinho e é considerado por alguns autores
como uma fitoalexina, ou seja, uma toxina produzida devido a infegdo fungica (por exemplo, por

Botrytis cinérea ou Plasmopora viticola) ou a partir de stress abiético (Garrido & Borges., 2013).
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2.4. Compostos Volateis

O aroma traduz a sensacdo recebida pelo cérebro quando o epitélio olfativo é atingido
por moléculas volatizadas do vinho, por via nasal direta, ou em contacto com a boca, via
retronasal (Pittari e Piombino, 2021), este é um dos pardmetros mais importantes na
determinacao da qualidade de um vinho e contribui para a aceitacao ou rejeicdo por parte do
consumidor (Marin-San Roman et al., 2021).

Segundo Oliveira (2000), de entre os varios compostos que constituem o vinho, apenas os
compostos volateis sdo capazes de estimular os érgdos sensoriais responsaveis pelo olfato. Trata-
se de moléculas de pequeno tamanho, de hidrofobicidade média e peso molecular geralmente
entre os 30 g/mol e 300 g/mol.

Foram identificados no vinho, mais de 800 compostos volateis, as suas concentragdes
variam entre os mg/L e os ng/L, muitos encontram-se abaixo do limiar de percec¢do sensorial
humana (Carpena et al., 2020a; Marin-San Roman et al., 2020; Pittari e Piombino, 2021). De
acordo com diferentes autores (Oliveira., 2000; Carpena et al., 2020a; Piras et al., 2020), o aroma

do vinho pode ser classificado em trés categorias, como ilustrado na Figura 12:
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* Operagoes tecnologicas . "
PREE E * Fermentagao Malolatica

¢ Maturacdo
* Envelhecimento

Esteres

'll\'jr?enlt:'.s . Alcoois em C, ,g‘lcnms superiores Alcoois superiores

v e IOX|p|raz’|.r:jas c Aldeidos em C, Ajéefss Norisoprendides em Cy,
orisoprendides em o o
lorisop 13 Naeldos o Fendis volateis

Tiois Acidos Carboxilicos

Derivados furfurais

Fendis volateis Compostos sulfurados

Figura 12 - Classificagdo do aroma do vinho de acordo com a sua origem ao longo da producgdo de vinho
(Adaptado de Oliveira., 2000).

- Aroma Primario ou varietal, caracteristico da variedade de uva de onde provém,
depende essencialmente do tipo de solo, das condi¢des climaticas, do estado sanitdrio e do grau
de maturagdo da uva. A maioria das castas é pouco aromadtica, possuindo essencialmente
precursores de aromas. Os precursores sdao sobretudo substancias ndo voldteis como glicosideos,

acidos fendlicos, acidos gordos e conjugados de cisteina capazes de originar compostos
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aromaticos pela acdo de enzimas especificas. Os compostos relacionados a tipicidade aromatica
das castas, sdo na sua maioria terpenos, metoxipirazinas, norisoprendides em Ci; e tidis;

- Aroma Secundario ou fermentativo, pode ser dividido em pré-fermentativo ou
fermentativo. O primeiro é revelado durante a colheita e das operagGes subsequentes,
nomeadamente transporte, desengace, prensagem, maceracdo e clarificacdo. Estes aromas
advém essencialmente de alcoois e aldeidos em Cs, formados a partir de certos lipidos por acdo
de enzimas da uva. O aroma fermentativo, é provocado pelas leveduras durante a FA e depende
de varios fatores, nomeadamente da temperatura e da estirpe de levedura utilizada. Podem ser
também originados compostos deste grupo pelas bactérias lacticas no caso de ocorrer
fermentacdo maloldctica. Os compostos implicados neste aroma s3o os alcoois superiores,
ésteres, aldeidos, acidos carboxilicos e fendis volateis;

- Aroma Terciario ou “bouquet”, resulta de transformacdes ocorridas durante a
maturacao e envelhecimento do vinho caracterizadas por um conjunto de reacdes fisico-quimicas
de oxidacdo e de reducdo dos compostos existentes no vinho jovem. Os compostos volateis que
sofrem modificacOes sdo os ésteres, alcoois superiores, norisoprendides em Ci3, fendis volateis,

derivados furfurais e compostos sulfurados.

2.4.1. Terpenos

Os terpenos sdo compostos amplamente distribuidos no reino vegetal, foram
identificados cerca de 70 terpenos em uvas Vitis vinifera e vinhos, diferenciados pelo nimero de
carbono que apresentam, sdo agrupados em monoterpenos (10 atomos de carbono) e
sesquiterpenos (15 atomos de carbono) (Pereira et al., 2020).

No entanto, os terpenos que apresentam mais interesse do ponto de vista olfativo sdo os
alcoois monoterpénicos como o linalol, o geraniol, o nerol, o citronelol, o ho-trienol e o a-
terpineol, (Figura 13), que contribuem para o aroma varietal devido aos seus aromas florais,

frutados e citricos (Ruiz et al., 2019).

TR

Linalol Geraniol Nerol Citronelol Ho-trienol a-Terpineol

Figura 13 - Principais monoterpenos encontrados no vinho (Retirado de Ruiz et al., 2019).

15



2.4.2. Norisoprendides

Os carotenoides, terpenos com 40 dtomos de carbono, sdo compostos instaveis que ao
sofrerem reacdes quimicas e enzimadticas originam entre outros derivados com 9, 10, 11 e 13
atomos de carbono (Figura 14). Entre eles, norisoprendides em Ci3, que apresentam propriedades
olfativas interessantes (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

Os principais norisoprendides em Ci3 nos vinhos sdo B-damascenona, a B-ionona, o0 1,1,6-
trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) e os isémeros de vistispirano. O primeiro possui um aroma a
flores, frutos tropicais e maga cozida, a B-ionona confere aromas a violeta, amadeirado e
framboesa, o TDN apresenta odores a querosene e gasolina e os isémeros de vistispirano, a

canfora e eucalipto (Ribéreau-Gayon et al., 2006b; Mendes-Pinto., 2009).

1 ‘. ‘- e
O CHO
(\j( Ei E/p_u Eji\)\x\b
co Cll Cl1 Cl3

Figura 14 - Degradacdo do B-caroteno conduzindo a formagdo de norisoprendides em Cg, Ci0, C11 €

Ci3 (Retirado de Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

Segundo Ribéreau-Gayon et al., (2006b), normalmente o TDN esta ausente nas uvas e
vinho jovem, mas pode surgir durante o envelhecimento em garrafa, atingindo concentracdes de

200 pg/L, sendo o seu limiar de perce¢do de 20 ug/L.

2.4.3. Alcoois superiores

Os alcoois superiores sao considerados uma familia de compostos aromdticos que
possuem mais de dois dtomos de carbono na estrutura quimica. A presenca destes compostos nas
uvas é praticamente insignificante, sendo que a maioria dos alcoois presentes nos vinhos surgem
como produtos do metabolismo das leveduras durante a FA, diretamente a partir dos aglcares ou

de aminoacidos (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). A sua formagdo é influenciada por diversos

16



parametros, nomeadamente a temperatura de fermentacdo, caracteristicas das leveduras, niveis
de azoto assimilavel e turbidez (Pereira et al., 2020; Pittari e Piombino., 2021).

Estes compostos sdao determinantes no aroma dos vinhos, os principais alcoois sdo o 2-
metil-1-butanol, 3-metil-2-butanol, o 2-metil-1-propanol, o 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico),
o 2-feniletanol, 1-propanol, o 1-butanol, o 1-hexanol, o 1-decanol, o 2-butanol e o tirosol. Sdo
referidos ainda o 3-metiltio-1-propanol e o triptofol (Oliveira., 2000; Ruiz et al., 2019; Carpena et
al., 2020a; Pereira et al., 2020). Por norma, é usual atribui-lhes cheiro e sabor forte, com excec¢do
do 2-metil-1-butanol, do 2-feniletanol e do 3-metil-1-butanol que conferem aromas de flores, mel
e frutas (Oliveira., 2000; Ruiz et al., 2019).

A sua influéncia no aroma depende das concentragdes em que se encontram, presentes
em baixas concentrac¢des (inferiores a 300 mg/l) podem contribuir de forma positiva para o
aroma, tornam-no mais complexo o bouquet do vinho. Em concentracGes elevadas (superior a
400 mg/l) tornam-se negativos pela adicdo de aromas desagradaveis, inibindo a percecdo de

outros compostos volateis (Rapp e Mandery, 1986).

2.4.4. Esteres

Responsaveis pela complexidade aromatica dos vinhos, foram identificados mais de 160
compostos (Jackson, 2008; Carpena et al., 2020a). Resultam de uma reacdo de condensacdo
reversivel entre o grupo carboxilo de um acido organico e o grupo hidroxilo de um alcool ou fenol,
com a libertacdo de uma molécula de agua (Jackson, 2008; Sumby et al., 2010). Sintetizados na
uva em quantidades vestigiais, a maioria dos ésteres encontrados no vinho sdo produzidos
enzimaticamente durante a FA e durante o envelhecimento, por esterificacdo quimica entre um
alcool e 4cidos a pH baixo (Ribéreau-Gayon et al., 2006b; Sumby et al., 2010). Responsaveis pelos
aromas “frutados” e “florais”, sdo principalmente produzidos dois tipos de compostos, acetatos
de dlcoois superiores e ésteres etilicos de acidos gordos (Gambetta et al., 2014).

Os acetatos de alcoois superiores como o acetato de etilo, acetato de isobutilo e acetato de
isoamilo, possuem descritores a fruta, maga e banana, respetivamente. O acetato de etilo

prevalece nos vinhos, devido a sua rapida formag&o a partir do etanol e acido acético (Figura 15).

H O H H H O H H
l » ] |1 |

H=C=C, * H fl- (l" H == H—C—C—0—C—C—H + H,0
H OH HO H I', }ll }!_1

acido acético etanol acetato de etilo agua

Figura 15 - Formacdo de acetato de etilo (Adaptado de Jackson, 2008).
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O acetato de etilo é um contribuinte importante para o aroma do vinho, em baixas
concentracdes (<100 mg/l) dando um carater desejavel e frutado ao vinho, no entanto, em
concentragdes mais altas pode conferir um aroma de solvente/verniz. Os ésteres etilicos dos
acidos gordos, hexanoato de etilo, octanoato de etilo e decanoato de etilo sdo os mais

importantes concedendo aromas frutados aos vinhos (Sumby et al., 2010; Carpena et al., 2020a).

2.4.5. Acidos carboxilicos

Neste grupo existe um acido de extrema importancia em enologia, o 4cido acético,
produzido durante a FA e envelhecimento, caracteriza-se pelo aroma a vinagre e esta relacionado
com a acidez volatil dos vinhos (Jackson, 2008). Nos vinhos, alguns dcidos podem conferir aromas
agradaveis ou desagraddveis, estas diferenca devem-se ao tamanho da cadeia carbonada. Acidos
com pequenas cadeias carbonadas (C; a Cs) conferem aromas desagradaveis aos vinhos, o acido
butanoico confere aromas a ran¢o e a manteiga, o acido propidnico odor a gordura (Jackson,
2008). Os acidos com mais de 5 carbonos na cadeia carbonada conferem aromas agradaveis,

como é o caso do acido hexandico, associado a aromas frutados (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

2.4.6. Aldeidos e Cetonas

A maioria dos aldeidos encontrados nos vinhos, sdo produzidos durante a FA ou extraidos
da madeira (Jackson, 2008). O aldeido mais abundante nos vinhos é o acetaldeido, resultante da
descarboxilagdo do piruvato, pelo piruvato descarboxilase com libertagao de didéxido de carbono.
Este composto confere ao vinho um aroma a maga verde, acima de valores limite é considerado
um odor desagraddvel, associado a vinhos oxidados (Jackson, 2008). A vanilina proveniente da
madeira é responsavel pelo aroma a baunilha. Outros aldeidos podem ser extraidos da madeira,
por exemplo o 2-furfural e 4-metilfurfural, conferindo ao vinho um aroma a manteiga e

amadeirado (Ribéreau-Gayon et al., 2006b; Jackson, 2008).

As cetonas 3-hidroxi-2-butanona e 2,3-butanodiona, sdo responsdveis pelo aroma a
manteiga nos vinhos. Cetonas como a propanona, butanona e pentanona também foram

identificados nos vinhos (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

2.4.7. Fendis Volateis

Os fendis volateis sdo uma familia de volateis que compreende: fendis volateis formados

durante o processo de fermentacdo e glicosideos derivados da uva; fendis volateis formados
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durante o processo de fermentacdo pelo metabolismo dos acidos hidroxicindmicos, por leveduras
do género Brettanomyces/Dekkera, através da descarboxilagdo de ferulico e p-cumarico e fendis
volateis extraidos da madeira, durante o envelhecimento. Enquanto alguns deles contribuem
positivamente para a complexidade do aroma do vinho (como o guaiacol e eugenol), outros (4-
etilfenol, 4-vinilfenol, 4-etilguaiacol e 4-vinilguaiacol) podem estar envolvidos no aparecimento de

notas desagradaveis (Pereira et al., 2020; Pittari e Piombino., 2021).

2.4.8. Lactonas

As lactonas sdo essencialmente formadas por leveduras durante a FA e aumentam
durante o envelhecimento do vinho (Pittari e Piombino., 2021). Constituem um subgrupo especial
de ésteres formados pela esterificacdo interna entre os grupos carbonil e hidroxilo, da molécula-
mae, resultando na formacdo de um éster ciclico (Jackson, 2008). As lactonas mais abundantes
sdo a y-butirolactona, a 4-carbetoxi-y-butirolactona e a 4-etoxi-y-butirolactona (Oliveira., 2000;
Pereira et al., 2020). Estes compostos sdo responsaveis por aromas agradaveis e frutados, por
exemplo a y-octalactona e a y-nonalactona possuem descritor de aroma a coco, frutado e

améndoa.
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2.5. Processo de Vinificagao

O processo de vinificacdao, como exemplificado na Figura 16, corresponde ao conjunto de
operagGes mecanicas e quimicas que transformam a uva ou mosto em vinho. Este processo tem
evoluido ao longo dos anos de forma a acompanhar o ritmo da producdo e consumo. Existem
diversas formas de produzir vinho, hd quem afirme que “o vinho é feito na vinha”, o que remete
para a importancia da qualidade das uvas. As caracteristicas destas variam de ano para ano, e por
isso, ndo existem decisGes completamente certas ou erradas, apenas cabe ao endlogo escolher
entre as técnicas disponiveis, ponderando as vantagens e as limitacdes de cada uma em

determinadas condicdes (Jackson, 2008).

Colheita
Des:ngace
* Esmagamento *

(Vinho Branco) (Vinho Tinto e Rosé)
Maceragao Fermentagao e Maceragao
Prensagem Prensagem

(rosés ¢ cedo)
(tarde —» tintos)
Fermentagao (Conclusdo da Fermentagao)

\—> Fermentagao Malolatica 4—1

(se desejado)
Maturagao e Clarificagao Natural
Acabamento e Estabilizacao

Engarrafamento

Figura 16 - Diagrama de produgao de vinho (Adaptado de Jackson, 2008).

Para definir a época de colheita sdo determinados parametros como o teor de aglcares, a
acidez total, o pH, o teor alcodlico e o teor em compostos fendlicos, principalmente em
antocianinas e taninos (Carpena et al., 2020a). A vindima deve ocorrer no momento certo, é
necessario garantir que as uvas sdo colhidas a temperaturas baixas e entregues na adega em boas
condigBes. Ao chegarem a adega, as uvas devem ser processadas o mais rdpido possivel para

evitar deterioragdo e arranques de fermentac¢do (Grainger & Tattersall, 2005).
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A primeira etapa envolve a separacdo das uvas dos engacos (desengace) e de outros
residuos. Esta separacdo é bastante importante, pois a parte lenhosa confere sabores amargos e
adstringéncia aos vinhos. De seguida, as uvas sdo ligeiramente esmagadas, nesta fase podem ser
adicionados diversos produtos enoldgicos, nomeadamente o diéxido de enxofre, que funciona
como um antioxidante minimizando as reacbes de oxidacdo e o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis (Grainger & Tattersall, 2005). Dependendo das caracteristicas da uva
e do tipo de vinho que se pretende, as macera¢des podem ser mais ou menos prolongadas. No
caso dos vinhos brancos, a maceragao é minima e raramente dura mais que algumas horas. Nos
vinhos rosés, pode variar entre doze e vinte e quatro horas. Nos vinhos tintos, a maceragao
ocorre simultaneamente com a FA e demora varios dias. Este periodo de contacto do sumo com
as peliculas, permite a extracdo de constituintes da polpa, pelicula e sementes (Jackson, 2008). No
caso dos vinhos brancos, apds o periodo de maceracdo, o mosto é prensado para separar as
peliculas e sementes do sumo, antes de se iniciar a FA. Nos vinhos tintos a prensagem realiza-se
depois da FA (Pereira et al., 2021).

A FA pode iniciar-se espontaneamente devido a presenca de leveduras indigenas, ou de
forma controlada, através da inoculacdo de uma estirpe de levedura com caracteristicas
conhecidas (Jackson, 2008; Pereira et al., 2021). Chambers & Pretorius (2010), referem a
importancia das leveduras, o seu papel na produgdo de vinho e de como a biotecnologia pode
contribuir para melhorar a qualidade desta bebida. No processo de vinificagdo, culturas puras de
cepas selecionadas de S. cerevisiae sdo adicionadas ao mosto. Isso garante maior controlo da
vinificacdo, resultados mais previsiveis e diminui o risco de deterioracdo por outros
microrganismos. Durante a FA dos vinhos, as leveduras convertem os agucares das uvas em
etanol, didxido de carbono e um elevado numero de metabolitos volateis secundarios,
dependendo do metabolismo da levedura, afetando a composi¢ao do vinho nomeadamente a
composicdo aromatica e o teor em aminodcidos (Pereira et al., 2021). Uma vez terminada esta
fase, se for desejado, o vinho pode ser ainda submetido a uma fermentagao malolatica, em que o
acido malico é convertido em 4cido latico por acdo de bactérias laticas (Jackson, 2008). Os
principais efeitos da fermentagdo maloldtica sdo a diminui¢do da acidez do vinho e uma
modificagdo no aroma (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

Todos os vinhos passam por um periodo de maturacdo e clarificacdo natural antes do
engarrafamento. Além disso, o vinho sofre transformacoes fisicas, quimicas, e biolégicas que
mantém ou melhoram os atributos sensoriais. Muitas dessas transformacbes ocorrem
espontaneamente, mas podem ser induzidas pelo endlogo, através de processos de estabilizacdo

e envelhecimento (Jackson, 2008).
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2.6. Envelhecimento de Vinhos

A conservacao e envelhecimento do vinho é uma pratica histdrica levada a cabo ao longo
de milénios por muitas civilizagdes, € uma técnica utilizada para conservar o vinho, mas também
para valorizar as suas propriedades. O envelhecimento do vinho é o periodo que se inicia no final
da vinificacdo e prossegue apds o engarrafamento até ao consumo. Ao longo do processo, uma
série de reagbes ocorrem resultando em alteragdes na composicdo quimica e nas propriedades
organoléticas (Cassino et al., 2018). Fatores como o terroir, ano de colheita ou “moda”
influenciam as preferéncias dos consumidores, tornando-os mais propensos a comprar vinhos
envelhecidos. O mercado para este tipo de produto tem vindo a crescer progressivamente em

todo o mundo (Carpena et al., 2020a; Echave et al., 2021).

2.6.1. Em barricas e garrafas

De um modo geral, os vinhos passam inicialmente por um periodo em madeira,
nomeadamente em barricas - ambiente oxidativo - uma vez que pequenas quantidades de
oxigénio entram em contato com o vinho. Esta oxidacdo pode ser realizada de forma passiva, pela
entrada de oxigénio através das aberturas das aduelas e microporos da madeira, ou ativamente,
pela suplementacdo de oxigénio em pequenas quantidades (microoxigenagdo). Posteriormente, o
envelhecimento poderd ocorrer em garrafa — ambiente redutor - onde a entrada de oxigénio é
praticamente nula (del Alamo et al., 2008); Yildiri e Diindar., 2017; Carpena et al., 2020b; Echave
etal., 2021).

Desde o século XVI, as espécies mais utilizadas em tanoaria sdo o carvalho (Quercus alba,
Quercus petraea e Quercus robur) e o castanheiro (Castanea sativa). Entre a diversidade de
espécies de carvalho, os carvalhos franceses e americanos sdo amplamente utilizados (del Alamo
et al., 2008; Martinez-Gil et al., 2018; Carpena et al., 2020b). Atualmente, apenas as madeiras
Quercus e Castanheiro estdo aprovadas pela OIV (Resolu¢do OENO 4/2005). A madeira possui
uma ligeira porosidade que permite uma transferéncia lenta de oxigénio que favorece a oxidacgdo
dos compostos e fendmenos fisico-quimicos que melhoram a cor e o sabor dos vinhos tintos (del
Alamo et al., 2008). Outras rea¢des importantes que ocorrem durante o armazenamento em
barricas sdo a condensac¢do de taninos e flavondis e diversas polimerizagdes. O grau e a extensdo
dessas rea¢Oes dependem do tempo de armazenamento e da madeira. Alguns dos compostos
mais relevantes transferidos para o vinho durante esta etapa sdo elagitaninos, acidos

hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos (Echave et al., 2021). Os compostos volateis extraidos da
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madeira sdo principalmente compostos de furfural, guaiacol, lactona, eugenol, vanilina,
siringaldeido e fendis volateis (Tao et al., 2013).

Uma vez concluido o processo de envelhecimento oxidativo, o vinho é engarrafado em
garrafas de vidro de volume variavel (geralmente contendo 0,75 L de vinho), fechadas com rolhas
de cortica, através das quais o oxigénio é transferido para o seu interior (Echave et al., 2021). As
rolhas de cortica encontram-se entre os vedantes mais utilizados, trata-se de um material que
permite a permeabilidade ao oxigénio em pequenas quantidades, o que é importante para um
envelhecimento gradual e adequado do vinho. Por outro lado, a cortica ndo é um material inerte,
permitindo a migracdo de alguns compostos para o vinho, nomeadamente acidos fendlicos,
aldeidos, taninos e polissacarideos pécticos (Azevedo et al., 2021). Diversos estudos referem a
importancia das rolhas e de como estas podem influenciar o processo de envelhecimento do
vinho em garrafa (Lopes et al., 2007; Oliveira et al., 2013; Crouvisier-Urion et al., 2018; Furtado et
al., 2021).

O armazenamento adequado das garrafas é um elemento-chave para a preservacao do
vinho, como acontece com qualquer outro alimento e bebida, a temperatura, a humidade e a
exposicao a luz sdo conhecidos promotores da oxidacdo. Além disso, os vinhos engarrafados
podem desenvolver defeitos ndo dependentes da oxidagdo ou contaminagao microbioldgica, mas
sim de compostos transferidos através das rolhas ou do ambiente da adega (Echave et al., 2021).
A temperatura aconselhada para armazenar vinho tinto, rosé e branco varia entre 14-18°C, 10-
12°C e 8-12°C, respetivamente. Para temperaturas superiores, especialmente acima de 40° C, a
qualidade do vinho degrada-se, originando sabores desagradaveis, sedimentacdo e cor
acastanhada (van Wyk et al, 2021). As consequéncias da temperatura elevada de
armazenamento incluem a degradagdo de antocianinas, compostos aromaticos (tidis, ésteres,
aldeidos) e instabilidade proteica. A luz, especialmente a luz ultravioleta é bem conhecida por
induzir oxidagdo e producdo de espécies oxidativas reativas. Assim, minimizar a exposi¢do a luz é
considerada uma condigdo vital para o armazenamento adequado do vinho. A humidade tende a
diminuir a permeabilidade ao oxigénio das rolhas de cortica. Como tal, uma humidade relativa de
aproximadamente 70% é aceite como 6tima para o armazenamento de garrafas de vinho. Estas,
sdo tradicionalmente armazenadas na posi¢ao horizontal para atender as necessidades de espaco,
mas também para limitar a oxidacdo excessiva. Do ponto de vista tedrico, a taxa de transferéncia
de gas serd mais rapida quando a rolha esta em contato com a fase gasosa no espaco superior da

garrafa e mais lenta se em contato direto com o vinho (Echave et al., 2021).
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2.6.2. Métodos alternativos

Nas ultimas décadas, novas abordagens tém sido desenvolvidas para o envelhecimento do
vinho, nomeadamente a adicdo de madeira, micro-oxigenacao, ultrasom e campos elétricos
pulsados, como citadas na literatura: Garcia Martin & Sun., 2013; Tao et al., 2013; Yildin e

Diindar., 2017; Martinez-Gil et al., 2018; Rubio-Bretdn et al., 2018 e Carpena et al., 2020b.

2.6.3. Em profundidade

Outras praticas centram-se na fase de envelhecimento em garrafa, procurando chegar a
aromas inovadores e Unicos. Diversos investigadores estudaram os efeitos do envelhecimento em
garrafa através da verificacdo das condi¢cbes de armazenagem, na posicdo, tipo de vedante e
estabilidade de compostos quimicos (Ugliano, 2013; Carpena et al., 2020b; Rossetti et al., 2020;
Vazquez-Pateiro et al., 2020).

Uma abordagem inovadora para melhorar o envelhecimento em garrafa foi feita
armazenando garrafas debaixo de 4gua. A empresa espanhola “Crusoe Treasure” foi uma das
primeiras adegas a usar esta nova abordagem, inspirada nas diferentes bebidas encontradas
décadas ou séculos nos navios naufragados (Figura 17).

Os vinhos sdo mantidos 20 m abaixo do nivel do mar durante pelo menos 6 meses, apds o
envelhecimento em barricas. O vinho resultante atinge um aroma bastante complexo, tornando-

se num produto Unico e de valor acrescentado (Palacios et al., 2014; Carpena et al., 2020b).

Figura 17 - Submersdo de garrafas de vinho no fundo do mar pela empresa Crusoe Treasure (Retirado de:
Kassam, 2021).

24



Segundo Palacios et al., (2014), os vinhos submersos apresentam caracteristicas
ligeiramente diferentes dos vinhos mantidos em cave. Isso deve-se as condi¢des Unicas envolvidas

no envelhecimento em profundidade, nomeadamente:

Temperatura: O calor especifico da dgua relativamente elevado, confere ao mar a
capacidade extraordindria de armazenar calor e manter a temperatura relativamente estavel, ndo
so6 durante o ciclo entre o dia e noite, mas também durante o ciclo das esta¢des ao longo do ano.
As pequenas, mas frequentes mudangas térmicas aumentam a velocidade das transformacgoes
guimicas que ocorrem no vinho, o que influencia as propriedades sensoriais finais (Palacios et al.,

2014).

Luminosidade: A exposicdo do vinho a radiacdo solar ou a fontes artificiais pode originar,
por exemplo, radicais livres que causam a oxidacdo prematura do vinho e, consequentemente,
aceleram a sua deterioracdo (Cassino et al., 2018). De forma a mitigar os efeitos nefastos da
luminosidade, as garrafas sdo mantidas no escuro, em caves ou armazéns controlados. No mar a
radiacdo solar propaga-se poucos metros abaixo da sua superficie principalmente nas zonas
costeiras, como apresentado na Figura 18 (Prazeres e Renema, 2018). Quando a luz se propaga
num meio aquoso a sua intensidade diminui devido ao fenédmeno de absorc¢do, ou seja, a energia
da luz é convertida em outro tipo de energia, geralmente calor ou energia quimica. Essa absorcdo
é produzida por algas, que utilizam a luz como fonte de energia, material organico e inorgéanico
suspenso, compostos inorganicos dissolvidos e a prépria dgua.

A colisdo do feixe de luz com as particulas em suspensdo, provoca também reflexdo e
dificulta a penetragdo da luz. Assim, o mar podera proteger as garrafas da luminosidade durante o
envelhecimento em profundidade, principalmente nas zonas costeiras mais ricas em materiais em

suspensao e matérias organicas.

Oceano aberto Zona costeira
10 b
30 -

100

Profundidade (m)

150

Comprimento de onda (nm)

200

Figura 18 - Penetracdo da luz em oceano aberto e em zonas costeiras (Adaptado de Prazeres e Renema, 2018).
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Pressao: O processamento do vinho a pressdes superiores a pressdo atmosférica (entre
100 e 600 MPa) tem sido estudado com o objetivo de inativar agentes patogénicos e manter a
qualidade do vinho por mais tempo (Luki¢ et al., 2020; van Wyk et al., 2021). A aplicacao de
elevadas pressdes demonstrou também ter um efeito de aceleragdo do envelhecimento do vinho,
resultando em menores tempos de estagio (Nunes et al., 2017). No entanto, a pressdo aumenta
com a profundidade, e segundo Palacios et al., (2014), pressGes superiores a 3 bar durante longos
periodos de tempo poderao ter algum tipo de efeito no vinho.

A taxa de transferéncia de oxigénio poderd ser maior em condicdes subaqudticas, devido
a acao conjunta das Leis de Henry e Dalton e a relativa permeabilidade da rolha ao oxigénio,
aumentando o potencial redox do vinho conduzindo a co-pigmentacdo e a estabilizacao da cor

dos vinhos tintos.

Movimentagdo: O mar é uma fonte de energia que estd disponivel em diferentes formas:
energia marinha, energia osmética devido a alta concentracdo de sal, energia térmica oceanica,
energia das marés, que movimenta a agua ritmicamente de acordo com os ciclos lunares e
energia das ondas. Essa energia reverte-se nas garrafas, produzindo um efeito vibratério

continuo.

Segundo Palacios et al., (2014), a andlise sensorial demonstrou que o vinho apresenta
uma maior intensidade de cor e brilho, em termos aromdticos sem reducles evidentes,
diminuicdo dos aromas herbaceos e vegetais, maior intensidade, complexidade e concentragdo
aromatica, destacando os aromas primarios de frutas e florais e também minerais, maior volume
e frescura, menor adstringéncia revelando-se um vinho equilibrado em termos de acidez. Nos
restantes vinhos provados, a preferéncia heddnica foi sempre a favor das amostras submersas.

O envelhecimento em profundidade produz, entre outras modifica¢gdes, alteragbes na
estrutura fendlica do vinho. A principal diferenga centrou-se no parametro antocianina, sendo
maior nos vinhos submersos. Outro parametro diferenciado foi a estabilidade tartarica, visto que
é positiva em vinhos submersos e negativa em algumas amostras terrestres. Na maioria dos casos,
o conteldo de oxigénio aumenta nos vinhos submersos, por sua vez provoca um aumento no
potencial redox. Quanto a pressdo medida nas garrafas em geral, observou-se uma diminuicdo na
pressdo. Esta nova metodologia também esta a ser explorada por outras adegas em todo o

mundo, mas de momento ndo existem dados publicamente disponiveis sobre o processo ou a

composicdo quimica de vinhos submersos (Palacios et al., 2014; Carpena et al., 2020b).
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2.7. Determinagao da Cor do Vinho — Métodos convencionais

A cor dos vinhos é uma caracteristica muito importante. Para além de ser o primeiro
atributo a ser avaliado pelos consumidores, fornece informacdes sobre a idade do vinho, o seu
estado de conservacdo, possiveis defeitos e qualidades (Esparza et al., 2009; De Freitas et al.,
2017). A cor é um atributo sensorial que esta relacionado com os compostos fendlicos presentes
nos vinhos, nomeadamente A&cidos hidrocindmicos e flavano-3-ol nos vinhos brancos e
antocianinas no caso dos vinhos rosés e tintos. Consoante as caracteristicas das uvas, técnicas de
vinificacdo e diversas reagdes quimicas que ocorrem durante a vinificacdo e envelhecimento a cor
dos vinhos altera-se. No entanto, a tonalidade (TC) e a intensidade da cor (IC) podem dar
informacdo sobre possiveis defeitos ou qualidades de um vinho, tendo sempre em atencdo que a
cor é um atributo da visdo e, portanto, corresponde a uma sensagado psiquica (Cabrita et al.,
2003). Em adegas e laboratérios de enologia, analises de rotina para determinar a cor dos vinhos
sdo essenciais para garantir a qualidade ao longo do processo de produc¢do e armazenamento.
Com a necessidade de medir qualitativamente e quantitativamente a cor, foram utilizados ao
longo dos anos os indices de Sudraud, de Roubert e de Glories (Sudraud, 1958; Roubert, 1977;
Glories, 1984).

Segundo Sudraud (1958), para a IC e a TC apenas contribuiam as cores vermelha e
amarela, sendo medidas as absorvancias a 420 nm e 520 nm. O espectro dos vinhos tintos,
apresenta um maximo de absorvancia aos 520 nm, devido as antocianinas e as suas combinacgdes
sob a forma de ido flavilium, que diminuem com o envelhecimento, aumentado a absorvancia aos

420 nm, na regido dos amarelos e castanhos (Bakker et al.,1986), conforme ilustrado na Figura 19.

20 anos

:
5100

Figura 19 - Evolugdo da cor em vinhos tintos (Adaptado de Marin, 2013).
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Em 1984, Glories referiu que nos vinhos tintos jovens, a componente azul, devido as
formas quinonas das antocianinas livres e combinadas ndo poderiam ser descuradas nesta
analise, passando-se a considerar também o comprimento de onda de 620 nm.

A IC dos vinhos tintos passa entdo a ser calculada pelo Método de Glories,
correspondendo assim a soma das absorvancias medidas aos comprimentos de onda de 420 nm,

520 nm e 620 nm, correspondendo as cores amarela, vermelha e azul (Equacgdo 1).
IC = As20+ Aszo+ As20 (1)

A TC e é definida como o quociente da absorvancia a 420 nm pela absorvancia a 520 nm

(Equacdo 2).

TC = A420 (2)
A520

Os vinhos que apresentam valores de tonalidade iguais ou inferiores a 0,6, sdo

considerados vinhos jovens, com pouco tempo de maturacdo (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

A CIE - Commission Internationale de L'Eclairage — estabeleceu sistemas de cor como
CIEXYZ, CIELUV e o CIELAB, métodos precisos que permitem uma definicdo mais precisa das
propriedades cromaticas, o CIELAB é um dos métodos mais utilizados (Bakker et al.,1986;
Hernandez et al., 2010), mas ainda ndo foi difundido como pratica rotineira em adegas para

avaliacdo da qualidade do vinho (Esparza et al., 2009).

2.8. Andlise dos Compostos Volateis

A andlise da componente volatil em vinhos é necessdria, uma vez que esses compostos
contribuem significativamente para a percegdo geral do consumidor sobre a qualidade (Castro et
al., 2008), determinando a aceitagdo ou rejei¢do do produto (Marin-San Roman et al., 2021).

O método analitico consiste em varias etapas, como preparacdo da amostra, separagdo,
deteccdo, identificacdo e analise de dados. A preparacdo da amostra (extracdo, pré-concentracao,
fracionamento e isolamento) é a etapa que normalmente requer mais tempo durante o
procedimento analitico (Marin-San Roman et al., 2021).

As técnicas de extracdo para a identificacdo e quantificacdo de compostos volateis
baseiam-se: a) na volatilidade dos analitos (extracdo por headspace, destilacdo); b) solubilidade
dos analitos em solventes organicos (extragdo soxhlet, extracdo liquido-liquido (LLE), extragdo
com fluido supercritico (SFE), extracdo em fase sélida (SPE), extragdo assistida por ultrassom

(UAE) e extracdo assistida por micro-ondas (MAE)); c¢) na absor¢do/adsor¢do do analito em um
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determinado material (extracdo em fase sdlida (SPE), microextracdo em fase sélida (SPME),
extracdo sorptiva com barra de agitacdo (SBSE) e extracdo dindmica em fase sdlida (SPDE) ou d)
em combinacOes destas (Castro et al., 2008; Marin-San Roman et al., 2021).

A separagdo dos compostos volateis é realizada através de cromatografia gasosa (GC)
técnica que nos ultimos anos tem apresentado grandes avancos (Castro et al., 2008; Marin-San
Romdn et al.,, 2021). A detecdo e identificagdo dos compostos volateis pode ser feita com
diferentes tipos de detetores, mas a espectrometria de massa é atualmente a Unica técnica que
para além de detetar um composto nos permite identificar, ou pelo menos tentativamente
identificar esse composto. Esta identificacdo pode ser feita com recurso ao tempo de retencao do
composto, mas também por comparacdo do espectro de massa desse composto com o espectro
de massa existente em bibliotecas. O cdlculo dos indices lineares de Kovats também sdo mais uma
ferramenta para uma correta identificacdo dos compostos.

Finalmente é necessario considerar uma quantificacdo dos compostos identificados. A
guantificacdo pode ser feita através de retas de calibracdo, quando existem padrées disponiveis,
mas quando se trabalha com SPME, geralmente opta-se por uma semi-quantificacdo, que é o

calculo da area de cada pico (em % ) relativamente a area total do cromatograma.

2.8.1. Microextra¢ao em fase sdlida (SPME)

A SPME foi desenvolvida na década de 90 por Pawliszyn e Arthur, consiste numa técnica
de extracdo composta por uma fibra de silica fundida revestida com um material polimérico
absorvente (fase estaciondria), inserida num dispositivo em forma de uma seringa (Marin-San
Roman et al., 2021).

O procedimento da SPME é dividido em duas etapas: a extracdo e dessorcdo dos analitos.
Na primeira etapa ocorre a extracdo dos analitos: a amostra é colocada num frasco selado com
um septo e uma cdpsula. Com a fibra retraida a agulha perfura o septo, em seguida o émbolo é
acionado e a fibra entra em contacto a amostra. Através de um processo de sorgao os analitos
aderem a fibra, dando-se a extra¢dao. Na segunda etapa ocorre a dessor¢do, a fibra é retirada do
frasco e introduzida (manual ou automaticamente) no injetor do sistema cromatografico, onde
ocorre a dessorcdo dos analitos, por agdo da temperatura (Castro et al., 2008; Marin-San Roman
etal., 2021).

Existem alguns parametros que podem ser otimizados para aumentar a eficiéncia da
extracdo nomeadamente, o modo de operacao: a fibra de SPME pode ser introduzida na amostra
de duas maneiras diferentes: por imersdo direta na solugdo (DI-SPME), ou por espaco de cabeca

(HS-SPME).
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*DI-SPME: a fibra é imersa diretamente na amostra liquida. Apds o equilibrio de distribuigdo
entre os analitos e a fase estaciondria ser alcancado, os analitos adsorvidos sdo analisados. Em
imersao, a vida da fibra é menor devido ao contato com a amostra, adi¢cdo de sais, ajuste de pH e
compostos coexistentes na matriz. E mais sensivel e mais adequado para a extracdo de volateis e
semivolateis em amostras liquidas do que HS-SPME.

*HS-SPME: a fibra é exposta a amostras gasosas ou a fase de vapor localizada acima de uma
amostra liquida ou sélida. Uma vez atingido o equilibrio entre a fase vapor e a fase estaciondria,
os analitos sdo isolados em determinada temperatura e posteriormente analisados. A vida util da
fibra é maior do que no DI-SPME, pois ndo estd em contato com a amostra. Esta técnica é mais
adequada para a extracao de compostos de alta volatilidade em amostras gasosas, aquosas e
solidas. No entanto, é uma técnica pouco sensivel para isolar compostos semivolateis, e os
resultados obtidos podem ndo estar relacionados com a concentracdo real na matriz (Marin-San
Roman et al., 2021).

Existem também fases mistas que possuem propriedades intermedidrias e
complementares de acordo com sua polaridade e capacidade de retencdo. Alguns exemplos de
fases mistas sdo: polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB),
polietilenoglicol/polidivinilbenzeno  (CW/DVB), carboxeno/polidivinilbenzeno (CAR/ DVB),
polietilenoglicol/resina temperada (CW/TRP), carboxen/polidimetilsiioxano (CAR/PDMS) e
polidivinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) (Marin-San Roman et al.,
2021). Existe um equilibrio de particdo de analitos entre a matriz e a fase estacionaria. A relacdo
entre o analito na fase estacionaria e o analito na amostra é chamada de coeficiente de
particdo. A concentracdo de analito na fibra ou fase estacionaria aumenta muito rapidamente no
inicio, depois aumenta mais lentamente até que o equilibrio seja alcangado. Quanto mais espessa
for a fase estacionaria da fibra, mais concentragao de analito sera retida e mais tempo levara para
estabelecer o equilibrio. Em amostras gasosas, o tempo necessdrio para atingir o equilibrio é
menor do que em amostras aquosas e solidas. Por este motivo, é recomendado o uso de HS-SPME
quando os analitos sdo suficientemente voldteis ou quando as amostras apresentam muitas
impurezas (Marin-San Roman et al., 2021).

Para além do modo de operagao e do tipo de revestimento da fibra, outras condi¢gdes de
extracdo devem ser otimizadas nomeadamente: a temperatura e o tempo de extracao, a adicao
de sais, o pH, a velocidade de agitacdo da amostra e volume de amostra. A etapa de dessorc¢do
também pode ser otimizada nomeadamente, o tempo e a temperatura de dessorcdo (Castro et

al., 2008; Marin-San Roman et al., 2021).
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As principais vantagens desta técnica sdo a simplicidade e rapida utilizacdo, reduzido
volume e tempo de preparacdo da amostra, ndo necessita de solventes organicos ou elevadas
temperaturas de extracdo, € um método econdmico e versatil pode ser utilizado em amostras
sélidas, liquidas e gasosas.

A temperatura de operacdo, a quebra da fibra, a decapagem do revestimento, o custo das
agulhas e a existéncia de compostos de alto peso molecular que podem ser irreversivelmente
ligados a fibra, sdo referenciados como algumas das desvantagens (Castro et al., 2008; Marin-San

Roman et al., 2021).

2.8.2. Extracao Liquido-Liquido (LLE)

A extracdo liquido-liquido é uma técnica baseada na diferenga de solubilidade do analito
entre a amostra aquosa e um solvente organico imiscivel em agua. Os solventes com maior
capacidade de extracdo sdo o diclorometano, éter dietilico, n-pentano, n-hexano (Marin-San
Roman et al., 2021). Apesar de existirem técnicas com maior seletividade e sensibilidade, a LLE é
amplamente utilizada em quimica analitica e € uma das técnicas mais utilizadas para a extracdo
de compostos volateis em vinho e bebidas alcodlicas. As principais vantagens desta técnica sdo a
possibilidade de extracdo de compostos com diferentes volatilidades e polaridades e o reduzido
volume de amostra utilizado. Contudo, requer a utilizacdo de elevadas quantidades de solvente
organico, que pode interferir com a analise cromatografica, poluicdo ambiental, perda de analitos
e trata-se de uma técnica morosa (Marin-San Roman et al., 2021). Também requer otimizac¢do da
extracdo, nomeadamente é necessdrio escolher o melhor solvente (ou mistura de solventes) para
cada caso, o volume de amostra e o volume de solvente, o tempo de extracdo, entre outros

fatores.
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Capitulo 3| Materiais e Métodos

Para avaliar o impacto do envelhecimento nos vinhos em profundidade, foram analisadas

nove amostras de Vinho Tinto Regional Peninsula de Setubal da casta Cabernet Sauvignon do ano

de 2017, fornecidos pela Herdade Canal Caveira (Figura 20 ).

Figura 20 - Amostras de vinho analisadas.

As nove amostras correspondem a trés garrafas de cada modalidade de envelhecimento
(VT, VP1 e VP2), sendo que se trata do mesmo lote de vinho, engarrafado nas mesmas condicdes,
sendo apenas o envelhecimento diferenciado. As garrafas foram sempre mantidas em cave, com
excecdo dos sete meses, em que estiveram mergulhadas. As amostras foram analisadas em julho
de 2021.

Na Tabela 1, sdo apresentados os dados referentes as amostras utilizadas neste estudo.

Tabela 1- Caracteristicas dos vinhos analisados no estudo.

Caddigo da Tipo de Casta Ano de Estagio Duragdo
Amostra Vinho Producao
VT Tinto Cabernet 2017 Em cave -
Sauvignon
VP1 Tinto Cabernet 2017 Profundidade 7 meses, de 10/07/2019 a
Sauvignon no mar 28/02/2020
VP2 Tinto Cabernet 2017 Profundidade 7 meses, de 28/02/2020 a
Sauvignon no mar 30/09/2020

3.1. Determinagao dos parametros fisico-quimicos
Com o objetivo de conhecer as caracteristicas dos vinhos, foi realizada uma analise
sumaria dos parametros fisico-quimicos, nomeadamente teor alcodlico (% vol.), acidez volatil (g

acido acético/L), acidez total (g acido tartarico/L), SO, livre (mg/L), SO, total (mg/L) e pH que sdo
descritos de seguida.
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3.1.1. Determinagao do Teor Alcodlico — Método de Ebuliometria

Entende-se por teor alcodlico em volume (ou titulo alcoométrico volimico) de um vinho,
o numero de litros de etanol contido em 100 litros de vinho, sendo estes dois volumes medidos a
temperatura de 20°C, sendo expresso pelo simbolo % vol (Método OIV-MA-AS312-01A). O
método baseia-se na determinacdo da temperatura de ebulicdo do vinho, intermédia entre a da
agua (1009C, sob uma pressdao de 760 mm de mercurio) e do etanol (78,42C também sob uma
pressdo de 760 mm de mercurio), estando estas diretamente relacionadas com o respetivo teor
alcodlico em volume. Uma das agdes interferentes relaciona-se com a influéncia da pressao
atmosférica na temperatura de ebulicdo da dgua (antes da determinacgdo referente a amostra),

cujo valor se realiza a afericdo da régua de medida do aparelho.

3.1.2. Determinagdo da Acidez Volatil - Método Oficial: Cazenave

Consiste na separacdo dos acidos volateis presentes no vinho por arrastamento numa
corrente de vapor seguida de retificacdo, condensacao e titulacdo. Parametro analisado segundo

o método OIV-MA-AS313-02 — Acidez Volatil.

3.1.3. Determinagdo da Acidez Total — Titulagdo potenciométrica

Entende-se por acidez total de um vinho, a acidez titulavel a pH 7, excluindo-se o diéxido
de carbono. Procede-se a uma titulacao de hidréxido de sddio até pH 7, a partir do volume gasto
de NaOH é definida a quantidade de &cido tartarico, em g/L de acido tartarico. Para a

determinacao deste parametro foi utilizado um titulador automatico Crison Compact Tritator.

3.1.4. Determinagao do Diéxido de Enxofre Livre e Total — Titulagao iodométrica

Segundo a OIV (0IV,2021), o SO, livre é definido como o didxido de enxofre presente no
mosto e nos vinhos nas formas: H,SO5; e HSOs™. O SO, total é o conjunto de todas as formas, livres
e combinadas, de didxido de enxofre presentes no vinho. Para a determinacdao deste parametro
foi efetuada uma titulacdo iodométrica, recorrendo a um titulador automatico Crison Compact

Tritator.

3.1.5. Determinagao do pH

Este parametro foi determinado com recurso a um potencidmetro, marca Crison Compact
Tritator, com base na diferenca de potencial entre dois elétrodos imersos na amostra, sendo que
um elétrodo apresenta um potencial em fun¢ao do liquido no qual esta imerso, enquanto o outro
tem um potencial fixo e conhecido, e constitui o elétrodo de referéncia. Este parametro foi

avaliado tendo em conta o método OIV-MA-AS313-15-pH.
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3.2. Composicao fendlica e cor — Espectrofotometria UV-VIS

3.2.1. Intensidade e Tonalidade da Cor

A analise da cor dos vinhos foi realizada por espectrofotometria de absor¢do no
ultravioleta-visivel. Foi utilizado um espectrofotémetro DR 5000 HACH LANGE e cuvetes de

Quartzo de 1 mm de percurso d6tico

A Intensidade da Cor (IC) foi calculada pela soma da leitura das absorvancias a 420 nm,

520 nm e 620 nm (Glories, 1984), de acordo com a Equacéao 3.

IC (ua) = Aszonm + As20nm* As20nm (3)

A Tonalidade da Cor (TC) corresponde ao quociente entre a absorvancia a 420 nm e a

absorvancia a 520 nm (Sudraud, 1958), calculada conforme Equacao 4.

TC (ua) = Aszonm / Asz0nm (4)
Os resultados sdo expressos em unidades de absorvancia (ua).

3.2.2. indice de Polifenéis Totais — indice de Folin-Ciocalteu (IF)

A determinacdo do indice de Polifendis Totais foi realizada segundo o método de Folin-
Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965). Depois das amostras de vinho serem centrifugadas durante 10
minutos a 10 000 rpm, colocou-se 1 ml de amostra para um baldo volimétrico de 50 ml e perfez-
se com agua destilada, obtendo-se uma diluicao de 1:50. Num baldo volumétrico de 20 ml, foram
adicionados 2 ml da amostra diluida anteriormente e 10 ml de solugao Folin-Ciocalteu a 10%.
Aguarda-se trés ou quatro minutos e junta-se 8 ml de solu¢do de carbonato de sédio anidro a 75
g/L. Tapa-se o baldo e faz-se a homogeneizagdo da amostra. Apds os 90 minutos, foi determinada
a absorvancia das solugdes no espectrofotometro UV-Vis a 700 nm, numa célula de quartzo de 1
cm de percurso 6ptico.

Paraleleamente foi realizado um ensaio em branco, seguindo o mesmo procedimento
para as amostras mas ao qual foi adicionado 2 mL de agua destilada. Todas as amostras foram
analisadas em duplicado. Apds determinadas as absorvancias, o indice de Polifendis Totais foi
calculado através da Equacdo 5:

indice de Folin-Ciocalteu (IF) = Abs 700 nm X 100 (5)
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3.2.3. Determinagao das Antocianinas Livres (AL)

As antocianinas livres foram previamente separadas por um Sep-Pak e diluidas em etanol
cloridrico, utilizou-se uma diluicdo de 10x. As absorvancias foram lidas no espectroftémetro com
um varrimento entre 510 nm e 560 nm, com intervalos de 5 nm. Utilizando uma célula de 1 cm de
percurso 6ptico. Todas as amostras foram lidas em duplicado. E o branco feito com etanol
cloridrico. Esta determinacdo baseia-se no método proposto por Di Stefano et al., (1989). A

concentrac¢do de antocianinas livres (mg malvidina / dm?) é dado pela Equac3o 6:
AL = Abs max visivel x 26,6 x diluicao (6)

3.2.4. Determinagdo Flavonoides Totais (FT), Flavondides ndo Antocianicos (FnA) e
Antocianinas Totais (AT)

Os FT, FnA e AT foram determinados segundo Di Stefano et al., (1989). Procedeu-se
primeiramente a preparagdo do reagente de etanol cloridrico. Para isso, juntou-se num baldo
volumétrico de 100 cm3, 70 cm?® de etanol, 30 cm?® de 4gua destilada e 1 cm?® de acido cloridrico.
De seguida, dilui-se o vinho com o etanol cloridrico, a uma diluicdo de 1/25, em que se mediu 0,8
cm?® da amostra para um bal3o volumétrico de 20 cm?® e completou-se o volume com etanol
cloridrico. Por fim, procedeu-se a leitura das absorvancias, numa célula de quartzo de 1 cm de
percurso éptico, com um varrimento entre 230 nm e 600 nm, com intervalos de 5 nm, frente a um
branco de etanol cloridrico. As amostras foram lidas em duplicado.

Realizadas todas as leituras, os espectros foram inseridos em folha de Excel, e tragaram-se
graficos (Figura 21), a partir dos quais foram efetuados os seguintes cdlculos, de acordo com as

seguintes equagoes:
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Figura 21 - Grafico ilustrativo para determinar a concentragao de Flavondides Totais, Flavondides ndo
Antocianicos e Antocianinas Totais.
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Ea 280 = Abs max. visivel/3,5 (7)
E'280 = (MT/AB) x ET (8)
E’"280 = E"280 — Ea 280 (9)
Onde:
MT — representa a distancia da reta MT em cm;
AB —representa a distancia da reta AB em cm;

Et — representa o valor maximo de absorvancia apresentado na reta AB.

Apds efetuar os calculos, procedeu-se a determinagdo da concentragdo dos FT, FnA e AT, através

das seguintes equagdes:

FT (mg catequina/dm3) = E"280 x 82,4 x diluigdo (10)
FnA (mg catequina/dm3) = E""280 x 82,4 x dilui¢do (11)
AT (mg malvidina/dm3) = Abs 540 x 26,6 x dilui¢do (12)
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3.3. Andlise dos Compostos Volateis

3.3.1. Extra¢ao em HS-SPME

Para a preparacao das amostras foi adotado o procedimento descrito por Martins et al.,
(2018) adaptado a este trabalho. Foram introduzidos 5,0 mL de amostra e 0,6 g de NaCl num
frasco de 20 mL, selado com um septo de borracha revestido de teflon, com tampa de rosca
magnética. A adicdo de NaCl permite uma melhor eficiéncia de extracdo pois aumenta a forca
idnica da solucdo diminuido a solubilidade dos analitos, que passam mais facilmente para o
espaco de vapor (Canuti et al., (2009)). A amostra foi equilibrada durante 5 min a 309C, e a
extracdo dos analitos ocorreu durante 15 min a mesma temperatura, com agitacdo a 250 rpm. A
dessorcao térmica dos analitos foi realizada expondo a fibra na porta de injecdo do GC a 260 °C
por 3 min em modo splitless, pelo mesmo periodo de tempo. Todas as amostras foram analisadas
em triplicado. Neste trabalho foi utilizada a fibra de adsorcdo divinilbenzeno/
carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) fornecida pela Supelco (Bellefonte, PA, USA), cuja
fase estaciondria (revestimento) tem uma espessura de 50/30 um. Antes da utilizac3o, a fibra foi

condicionada seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.3.2. Extragao Liquido-Liquido

Adaptando o protocolo anteriormente descrito por Vilanova et al., (2011), foi adicionado
10 pL de padrao interno (3-octanol) e 400 pL diclorometano puro a 8 ml de vinho. Agitou-se com
barra magnética durante 15 min sem que houvesse produc¢do de espuma ou emulsdo. Colocou-se
no congelador durante 10 min, centrifugou-se durante 6 min a 5000 rpm durante 42C, retirou-se a
fase organica, para um vial GC com auxilio de uma micropipeta. Adicionou-se sulfato de sédio
anidro para eliminar a 4gua que a amostra podia conter, colocou-se o extrato em outro vial
pronto a analisar. Todas as amostras foram analisadas em triplicado. Foi injetado 1 mL de cada

amostra.

3.3.3. Andlise Cromatografica

Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso Agilent 8890 GC System, acoplado a um amostrador
automatico SepSolve Analytical Sample Preparation Robot, com detetor de espectroscopia de
massa BenchTOF-Select da Markes International (Figura 22). O software utilizado para controlo

instrumental, aquisi¢cdo e processamento de dados foi o TOF-DS™ da Markes International.
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Figura 22 - Equipamento usado no estudo dos compostos volateis.

A coluna cromatografica utilizada foi uma DB-WAX (60m x 0,25 mm x 0,25 um). O gas de
arraste utilizado foi o Hélio, a pressdo constante de 35 Psi.

O programa de temperaturas foi: 502C durante 4 minutos, seguido de um aumento de
42C/min até 240°C, mantendo esta temperatura durante 5 min, aumentando depois 42C/min até
aos 2509C, durante 6 min. A temperatura da linha de transferéncia do MS e da fonte era de
2509C. Periodicamente, foram executados brancos a fibra para garantir a auséncia de

contaminantes e/ou efeito de memoria.

3.3.4. Identificacdo e quantificagdo dos compostos

Os compostos volateis foram identificados com auxilio da biblioteca NIST e valores do
indice de retengdo (RI). Os espectros de massa foram comparados com a NIST MS Search Program
Version 2020. Para determinar os fragmentos de massa a ionizagdo electrénica (El) foi ajustada a
70 eV e os espectros registados entre 40 e 450 Da. Para determinar o indice de Kovats dos
compostos presentes nas amostras, foi anteriormente injetado nas mesmas condicGes
cromatograficas, uma mistura de padrdes de alcanos (C7-Cso), forncecida pela Supelco (Bellefonte,
PA, USA). Esta mistura de alcanos originou um perfil cromatografico na qual todos os picos e os
respetivos tempos de retengdo sdo conhecidos. Através do tempo de retencdo e do nimero de
atomos de carbono presente em cada composto é possivel calcular os seus Indices de Kovats. Os
indices destes alcanos s3o utilizados como referéncia para o célculo dos restantes indices de
retencdo dos picos nos cromatogramas, permitindo assim uma melhor identificacdo dos
compostos e compara¢do com dados da literatura.

As quantidades relativas de componentes individuais sdo expressas como areas de pico

percentuais em relagdo a drea total do pico. Desta forma, trata-se de uma semi-quantificacdo.
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3.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA), considerando
apenas como fator de variacao a profundidade. O teste de comparacao de médias utilizado foi o
Fischer para um nivel de confianca de 95%. A analise foi efetuada com recurso ao programa NCSS

11 Statistical Software (2016).

Foi ainda efetuada, com os valores significativamente diferentes dos compostos volateis
obtidos por SPME, uma analise candnica descriminante. Esta € uma analise ndo paramétrica, onde
sdo geradas fungdes discriminantes que sdo combinacdes das variaveis que melhor discriminam
grupos de amostras definidos & priori. E uma andlise relacionada com a andlise de componentes
principais e correlagdo canonica. Neste trabalho e para esta andlise, os grupos definidos a priori

eram baseados no envelhecimento diferenciado: os vinhos VT, VP1 e VP2.
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Capitulo 4|Resultados e Discussao

4.1. Andlises Fisico-quimicas

Foram analisados os parametros fisico-quimicos de todas as amostras com o objetivo de
conhecer as caracteristicas dos vinhos. Na Tabela 2 os valores apresentados correspondem a
média de trés garrafas em cada estagio, valores detalhados sdo apresentados no Anexo I.

Tabela 2 - Andlise sumaria dos vinhos envelhecidos em cave, profundidade 1 e 2 (VT, VP1 e VP2),
respetivamente.

Parametro Unidade VT VP1 VP2
Teor Alcool Adquirido % vol. 14,0+0,00°2 14,0 £ 0,002 14,0 £0,00°
Acidez Total g (Acido Tartdrico)/L 4,72 +0,03° 4,68 +0,04° 4,75+0,09°
Acidez Volatil g (Acido Acético)/L 0,49 +0,02° 0,51+0,03° 0,50+0,02°
pH 3,88+0,02° 3,88+0,01° 3,87+0,01°
SO livre mg/L 15+1,15° 17 £0,58° 15+1,15°
SO: total mg/L 60+ 3,79° 68 £2,65"° 65+0,58°

Nota: Médias designadas com letras diferentes na linha mostram a existéncia de diferengas significativas entre
amostras a p<0,05.

Apdbs observar os resultados obtidos na Tabela 2, podemos afirmar que todos os
parametros analisados se encontram dentro dos limites legais exigidos (IVV, 2021).

Com os sete meses de envelhecimento em profundidade ndo foram observadas
diferengas estatisticas entre os vinhos submersos e os vinhos que permaneceram em cave para os
parametros: teor alcodlico (% vol.), acidez volatil (g acido acético/L), acidez total (g acido
tartarico/L) e pH. O teor de SO, livre para todos os vinhos é semelhante, variando de 15 e 17
mg/L. No entanto, o SO, total mostra um ligeiro aumento, significativamente diferente, nos vinhos

envelhecidos em profundidade.

40



4.2. Caracteristicas Cromaticas

Com o envelhecimento, a cor dos vinhos tintos altera-se gradualmente de vermelho-
cereja para um vermelho-escuro e finalmente para um vermelho-tijolo, vinhos mais velhos podem
apresentar uma matriz laranja. Estas alteracdes sao diferentes para cada vinho e dependem da
sua composicdao quimica e das condicdes de armazenamento. Para avaliar o impacto do
envelhecimento em profundidade nas caracteristicas cromadticas dos vinhos, procedeu-se a
determinacdo da intensidade da cor (IC), tonalidade da cor (TC), indice de polifendis totais (IF),
antocianinas livres (AL), flavondides totais (FT), flavondides ndo antocidnicos (FnA) e antocianinas
totais (AT).

Na Tabela 3 encontram-se os valores médios * desvio padrdo, obtidos para cada

parametro analisado, valores detalhados sdo apresentados no Anexo |l

Tabela 3 — Valores das médias * desvio padrdo dos parametros IC, TC, IF, AL, FT, FnA e AT para VT, VP1 e
VP2.

Parametro Unidade VT VP1 VP2
Ic ua 1,11+0,01% 1,11+0,02° 1,1240,01°
TC ua 0,89+0,00° 0,88+0,01° 0,87+0,00°
IF ua 44,8 +1,0° 46,3+ 1,0° 45,1 +1,0%
AL (mg malvidina/dm?3) 44+42 49+ 2P 51+2°
FT (mg catequina/dm3) 6119 + 999° 5632+429° 5541 + 3652
FnA (mg catequina/dm3) 5826 + 999° 5329 + 4282 5235 + 364°
AT (mg malvidina/dm?3) 332+5° 343 +8° 346 +5°

Nota: Médias designadas com letras diferentes na linha mostram a existéncia de diferengas significativas entre
amostras a p<0,05.

A IC obtida pela soma da leitura das absorvancias a 420 nm, 520 nm e 620 nm (Glories,
1984), varia muito de vinho para vinho, apresentando valores entre 0,3 e 1,8 (Ribéreau-Gayon et
al., 2006b). Nos vinhos analisados a IC apresenta valores de 1,11 e 1,12. De acordo com a
bibliografia consultada, durante o processo de envelhecimento dos vinhos, reacBes de

polimerizacdo e condensacdo de antocianinas e outros compostos fendlicos ddo origem a uma
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diminuicdo da IC. No entanto, Palacios et al., (2014) verificaram um aumento na IC e brilho nos
vinhos envelhecidos em profundidade no mar.

A TC é definida como o quociente da absorvancia a 420 nm pela absorvancia a 520 nm.
Nos vinhos analisados a TC variou entre 0,87 e 0,89. Segundo Ribéreau-Gayon et al., (2006b), a TC
em vinhos jovens apresenta valores de 0,5 e 0,7 aumentando com o envelhecimento atingindo
um limite de 1,2 a 1,3.

Os valores de IF encontram-se compreendidos entre 44,8 e 46,3, sendo que os vinhos
envelhecidos em profundidade apresentam valores ligeiramente superiores. O mesmo se verifica
para as AL, estas variam de 44 a 51 mg malvidina/dm3, apresentando diferencas significativas
entre si, e ligeiramente superiores nos vinhos envelhecidos em profundidade.

A analise estatistica realizada para os FT e os FnA nao revelou diferencas significativas. Os
valores encontrados nestes vinhos para os FT variam de 5541 a 6119 mg catequina/dm3. O teor
em FnA varia entre 5235 e 5826 mg catequina/dm?3. Contudo, os vinhos que estagiaram em cave
apresentam teores ligeiramente superiores aos vinhos envelhecidos em profundidade para ambos
0s parametros.

Em relacdo as AT, os valores variaram de 332 a 346 mg malvidina/dm3, sendo estes
ligeiramente mais elevados no vinho envelhecido em profundidade. Palacios et al., (2014),
reportaram teores mais elevados de antocianinas nos vinhos envelhecidos em profundidade no
mar comparados com os vinhos envelhecidos em cave.

Embora neste estudo as diferencas entre os vinhos sejam ténues, sabe-se que o
envelhecimento provoca alteragdes ao nivel da cor dos vinhos e da sua componente fendlica,
devido a sua natureza altamente antioxidante, os compostos fendlicos possuem enorme
capacidade de interagir com outras moléculas e podem se oxidar facilmente dependendo das
condigdes a que os vinhos sdao submetidos.

Os resultados observados neste estudo sdo inversos aos observados por Monagas et al.,
(2006), estes avaliaram a evolugdo do conteldo fendlico de vinhos tintos de Vitis vinifera durante
26 meses de envelhecimento em garrafa, e constataram que embora os vinhos tenham
apresentado diferengas nos seus perfis fendlicos iniciais, a tendéncia de evolugao das diferentes
classes de fendlicos foi semelhante nas trés castas avaliadas (Tempranillo, Graciano e Cabernet
Sauvignon). As antocianinas totais diminuiram em func¢do da reducgdo das antocianinas
monomeéricas, e verificou-se um aumento de catequinas, polifendis altamente polimerizados e
proantocianidinas, sugerindo rea¢des de condensacdo durante o armazenamento em garrafa.

Durante o primeiro ano ocorrem as principais altera¢cdes no vinho, com o tempo as

alteragOes da cor irdo tender a ser cada vez menos notérias devido a diminuicdo das reagbes
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ocorridas. Ao longo do processo de envelhecimento, as antocianinas precipitam devido a diversas
reagdes quimicas (reducdo, oxidacdo e polimerizagdo) com outros compostos presentes no vinho,
originando compostos mais estaveis (Ribéreau-Gayon et al., (2006b)). As consequéncias destas
reagoes envolvendo os compostos fendlicos nos vinhos tintos sdo a alteracdo da intensidade de
cor, desenvolvimento de uma tonalidade amarelo-laranja e modificagdes nos taninos, tornando
os vinhos menos adstringentes.

Os resultados obtidos sdo preliminares e ndo se pode atribuir nenhuma relagao especifica
ao envelhecimento em profundidade, mas sim a uma soma de fatores desconhecidos,
nomeadamente: a composi¢do quimica do vinho, o tempo de envelhecimento, a profundidade, a
pressdo, a temperatura, entre outros. Seria interessante analisar o vinho no fim da fermentacdo e

antes de afundar as garrafas de vinho para compreender melhor a sua evolugao.
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4.3. Analise dos Compostos Volateis

Neste trabalho pretendeu-se avaliar que alteracdes o vinho sofre ao nivel da componente
volatil com o envelhecimento em profundidade no mar, para isso comparou-se o vinho que
estagiou em cave (VT) com amostras de vinho que foram submersas no mar (VP1 e VP2). Para a
extracdo dos compostos foram utilizadas duas técnicas, a extracdo HS-SPME e LLE acoplada a
cromatografia gasosa com detecdo de espectrometria de massa de tempo de voo (GC/TOFMS). As
amostras foram analisadas em triplicado, conforme descrito anteriormente.

Embora diversos procedimentos para a andlise de compostos volateis tenham sido
descritos (Rocha et al., (2004); Camara et al., (2006); Tao et al., (2008); Canuti et al., (2009);
Martins et al., (2018)), a comparacao entre diferentes metodologias de extracdo com base no seu
desempenho analitico ainda ndo esta muito difundida (Castro et al., (2004); Andujar-Ortiz et al.,
(2006); Hernanz et al., (2008)). Contudo, o objetivo deste trabalho ndo foi comparar o
desempenho analitico das duas técnicas utilizadas, mas sim obter um maior nimero de
compostos voldteis, compreender se técnicas de extracdo diferentes permitem identificar
compostos distintos e avaliar alteracdes nos compostos volateis com as diferentes condicGes a
que os vinhos envelhecidos foram sujeitos.

Neste trabalho foram identificados no total 85 compostos, 36 pertencentes a familia dos
ésteres, 22 alcoois, 11 acidos carboxilicos, 2 aldeidos, 1 acetal, 1 acetato, 1 cetona, 1 lactona, 1
composto de enxofre, 1 terpendide, 1 norisoprendide e 7 outros compostos. De acordo com a
bibliografia consultada, os compostos identificados ja foram referenciados em vinhos Cabernet
Sauvignon (Girbiz et al., (2006); Tao et al., (2008); Jiang & Zhang (2010)). Tendo em conta as
amostras analisadas, verificou-se que o método HS-SPME foi mais sensivel que a LLE. Na extracdo
HS-SPME foram detetados 59 compostos voldteis incluindo 24 ésteres, 18 alcoois, 7 acidos
carboxilicos e 10 outros compostos, enquanto na LLE apenas foram detetados 47 compostos
volateis: 22 ésteres, 10 dlcoois, 6 acidos carboxilicos e 9 outros compostos.

A identificacdo dos compostos foi realizada pela analise dos espectros de massa dos picos
obtidos nos cromatogramas, representados na Figura 23 e Figura 24, através do programa TOF-
DS™ da Markes International e os compostos foram identificados com auxilio da biblioteca NIST e
valores do indice de retengdo linear (RI). A quantidade relativa de cada composto foi calculada
como a razao percentual da respetiva area de pico em relagdo a area total do pico e expressa em

percentagem (%).
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Figura 23 - Cromatogramas obtidos através de HS-SPME-GC/TOFMS. (A) - vinho envelhecido em cave (VT);
(B) - vinho envelhecido em profundidade (VP1) e (C) - vinho envelhecido em profundidade (VP2).

De um modo geral, nos cromatogramas obtidos poderd haver alguma diferenca em
termos de composicdo volatil, mas ndo se mostra notdria, principalmente nos compostos
maioritdrios, ndo sendo de assinalar nenhuma alteracao significativa nos perfis cromatograficos

dos vinhos em estudo, no entanto sdo observadas algumas diferencas a nivel quantitativo entre

amostras.
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Figura 24 - Cromatogramas obtidos através de LLE-GC/TOFMS. (A) - vinho envelhecido em cave (VT); (B) -
vinho envelhecido em profundidade (VP1) e (C) - vinho envelhecido em profundidade (VP2).

Os compostos identificados nos diferentes vinhos sdo apresentados em % de area de cada
composto relativamente a area total do cromatograma da Tabela 4 a Tabela 11, consoante a
técnica de extracdo. Nas tabelas, letras diferentes na mesma linha representam diferencas

significativas entre amostras, de acordo com o teste de Fischer (p<0,05).
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A maioria dos ésteres encontrados no vinho sdo produzidos enzimaticamente durante a

FA e durante o envelhecimento, por esterificagdo quimica entre um alcool e acidos a pH baixo

(Ribéreau-Gayon et al.,, 2006b; Sumby et al., 2010). Dos ésteres identificados, destacam-se o

acetato de isoamilo, butanedioato de dietilo, acido 2-hidroxipropandico e decanoato de etilo,

estes compostos encontram-se presentes no vinho com areas significativas, sendo responsaveis

pelos aromas frutados e florais (Tabela 4 e Tabela 5). Outros ésteres foram identificados,

nomeadamente 2-metilbutanoato de etilo, 3-metilbutanoato de etilo, hexanoato de metilo,

acetoina, lactato de isoamilo, etil butil succinato, 3-metil-1-butil-butanedionato de etilo, 3-

hydroxi-2,2-dimetil butanedionato de dietilo, 2-hidroxi pentanedionato de dietilo e 2-hidroxi-3-

fenil propanoato de etilo.

Tabela 4 — Esteres identificados por HS-SPME-GC/TOFMS para os diferentes estagios VT, VP1 e VP2.

Esteres

Ne Composto Formula Tempode Rlca Rlur Area Relativa do Pico (%)

do Quimica Retengdo VT VP1 VP2

Pico (min) X + DP X +DP X+ DP
1 Butanoato de etilo CeH120, 10,8499 n.c 1044 0,045%0,032 0,068+0,055 0,064+0,030
2 2-Metilbutanoato de etilo C7H1402 11,2449 n.c. 1064  0,105%0,011 0,113+0,043 0,088+0,034
3 3-Metilbutanoato de etilo C7H140, 11,7502 n.c. 1072 0,105%0,068 0,113+0,069 0,102+0,071
5 Acetato de isoamilo C7H140, 13,5172 n.c. 1126 5,220 +0,248 4,939+1,236 3,847+2,426
6 2-Metil butil éster CoH130> 15,9849 n.c. 1149  0,003%0,001 1,286+3,882 1,273+2,299
13 Octanoato de etilo C10H200; 19,5162 n.c. 1294  0,008%0,001 0,009+0,004 0,022+0,041
17 Heptanoato de etilo CoH180, 20,8003 n.c. 1341 0,030+0,002 0,036%0,014 0,033+0,002
18 Acido 2-hidroxipropanéico CsH1003 21,1033 n.c. 1341 1,607+0,036 1,721+0,643 1,523+0,093
22 Heptanoato de etilo CoH1502 22,6838 1327 1394 0,038°+0,005 0,049°+0,016 0,077°+0,039
28 Hexanoato de isopentilo C11H2,0, 24,9346 1396 1460 0,044+0,005 0,046%0,018 0,041+0,005
35 3-Hidroxi butanoato de etilo CeH1203 26,8602 1460 1522 0,0022+0,000  0,004°+0,002 0,004%+0,002
37 2-Hidroxi 4-metil pentanoato de etilo CgH1603 27,5833 1484 1545  0,027°+0,004  0,043b+0,019  0,040°+0,008
38 Metanoato de octilo CoH150> 27,9833 1497 n.e. 0,037+0,004  0,044+0,017 0,044+0,004
39 Lactato de isoamilo CgH1603 28,3946 1511 1583  0,057°£0,010 0,085b+0,035 0,07520+0,013
43 Decanoato de metilo C11H2,0, 29,1259 1536 1614 0,00210,001 0,003+0,001 0,204+0,605
44 Etil succinato de metilo C7H1,04 30,2753 1575 1632 0,0052+0,001  0,009b+0,004  0,0082*+0,002
45 Decanoato de etilo C12H240: 30,3924 1578 1643 2,074+0,176 2,16310,847 1,782+0,192
a7 3-metil octanoato de butilo Ci3H260; 30,9915 1599 1670 0,056%0,003 0,06310,024 0,057+0,004
48 Butanedioato de dietilo CgH1404 31,478 1616 1687 2,1732+0,394  3,623b+1,675 3,1673P+0,752
51 Etil-9-decenoato C12H2,0, 31,9005 1631 1688  0,021°+0,003 0,02920+0,012  0,035°+0,009
60 Etil butil succinato Ci10H1804 34,7371 1735 n.e. 0,0022+0,001  0,005P+0,002  0,004b+0,001
62 Decanoato de isobutilo C14H3280; 36,0553 1785 1643 0,0292+0,002  0,0252+0,009 0,017°+0,002
65 3-Metil-1-butil-butanedionato de etilo C11H2004 37,6219 1847 1892 0,0422+0,008 0,072+0,036 0,070+0,014
69 Tetradecanoato de etilo Ci16H320, 41,2335 1995 2043 0,0032+0,001 0,004°+0,001  0,002°+0,000

Subtotal (Area Relativa do Pico(%)) 11,735 14,552 12,579

Legenda: n.c. — ndo calculado; n.e. — ndo encontrado na literatura; Rlca-indices de retengao calculados ; Rl -indices de retengdo relatados
na literatura; X — média de nove valores; DP — desvio padrdo; médias designadas com letras diferentes na linha mostram a
existéncia de diferengas significativas entre amostras a p<0,05.
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Na Tabela 4, algumas diferencas estatisticas podem ser observadas entre os vinhos, de

salientar o 3-hidroxi butanoato de etilo, o 2-hidroxi 4-metil pentanoato de etilo e o etil butil

succinato, estes apresentam maior % de area nos vinhos envelhecidos em profundidade.

As dreas relativas (%) obtidas por LLE sdo superiores as obtidas por SPME, o mesmo foi

reportado em Castro et al., (2004). A SPME ndo se revelou um método eficaz para determinar a

acetoina, o mesmo foi reportado no trabalho realizado por Andujar-Ortiz et al., (2006) ao

compararem a extracao por LLE, SPE e SPME para identificar compostos volateis em vinhos.

Tabela 5 - Esteres identificados por LLE-GC/TOFMS para os diferentes estagios VT, VP1 e VP2.

Esteres
Ne Composto Férmula Tempode Rlcac Rlyr Area Relativa do Pico (%)
do Quimica Retengao VT VP1 VP2
Pico (min) X + DP X +DP X+ DP
1 3-Metilbutanoato de etilo C7H140; 10,8519 n.c. 1072 0,018+0,017 0,011+0,007 0,018%0,016
3 Hexanoato de metilo C7H140; 12,5234 n.c. 1126  0,34710,213 0,26710,121 0,416%0,232
7 Hexanoato de etilo CgH160, 16,2735 n.c. 1239  0,090+0,058 0,063+0,030 0,102+0,060
11 Acetoina C4Hs0; 18,0409 n.c. 1287 0,618+0,381 0,682+0,176  0,458+0,195
15 Acido 2-hidroxipropandico CsH1003 19,9971 n.c. 1341 7,630+2,784 6,774+1,659 6,058%3,635
16 Acetato de Isoamilo C7H140, 20,3168 n.c. 1382 7,001+20,095 0,217+0,084 0,303%0,104
17 Acetato de isopropilo CsH1002 20,5515 n.c. 1386 0,008+0,003 0,007+0,002  0,007+0,002
25 Octanoato de etilo Ci10H200; 22,9878 1337 1441 0,095+0,063 0,067+0,032  0,118+0,068
34 3-hidroxi-butanoato de etilo CeH1203 25,6859 1421 1522  0,042%0,015 0,03710,012 0,043%0,010
37 2-hidroxi-4-metil-pentanoato de etilo CgH1603 26,4142 1445 1545 0,084+0,047 0,073+0,025  0,083+0,027
40 Lactato de isoamilo CgH1603 27,2317 1472 1583 0,107+0,082  0,058+0,045 0,117+0,059
48 Butanedioato de dietilo CgH1404 30,3448 1577 1687 9,805%4,626 7,555+2,978 10,653+4,251
50 Acetato de Etilo C4Hg0O, 32,1160 1639 1723  0,027%0,012 0,026+0,007 0,026%0,006
52 Pentanedionato de dietilo CoH1604 33,2172 1679 1768 0,002+0,002 0,001+0,001  0,002+0,002
53 2-fenil acetato de etilo Ci10H120; 33,4652 1688 1785 0,003+0,002 0,002+0,001  0,003+0,002
54 Etil butil succinato C1oH1804 33,5850 1692 n.e. 0,006+0,004 0,003+0,002 0,006%0,005
60 3-metil-1-butil-butanedionato de etilo C11H2004 36,5095 1803 1892 0,101+0,063 0,072+0,032  0,110+0,060
64 3-hidroxi-2,2-dimetil butanedionato de dietilo CgH140s5 39,9893 1943 2060 0,217+0,107 0,190+0,077  0,260+0,086
71 2-hidroxi pentanedionato de dietilo CoH1605 42,8788 2065 n.e. 0,277+0,148 0,219+0,090 0,322+0,134
74 2-hidroxi-3-fenil propanoato de etilo C11H1403 45,5646 2185 n.e. 0,133+0,097 0,100+0,048 0,161+0,098
76 2 fenil octanoato de etilo Ci16H240, 46,5153 2228 2373 0,009+0,007 0,006+0,003  0,007+0,003
87 3-metoxi- 4-hidroxi benzoato de etilo C10H1204 52,8918 2546 n.e. 0,017+0,012 0,012+0,006 0,019+0,013
Subtotal (Area Relativa do Pico(%)) 26,637 16,442 19,292

Legenda: n.c. — ndo calculado; n.e. — ndo encontrado na literatura; Rlca-indices de retengao calculados ; Rl -indices de retengdo relatados
na literatura; X — média de nove valores; DP — desvio padrdo; médias designadas com letras diferentes na linha mostram a
existéncia de diferencas significativas entre amostras a p<0,05.

Segundo Andujar-Ortiz et al., (2006) as principais vantagens da LLE sdo a capacidade de

extrair uma ampla gama de compostos de diferentes volatilidades (desde que tenham afinidade
com o solvente), a alta repetibilidade e a possibilidade de realizar extra¢Ges simultaneas. Por sua
vez, a alta seletividade da técnica SPME devido a disponibilidade comercial de muitas fases
poliméricas, sua rapidez, simplicidade, o fato de ser isenta de solventes e a possibilidade de
automatizacdao de todo o processo de extracdo, faz com que a sua utilizacdo tenha vindo a

crescer.

47



Os dlcoois sdo os principais compostos volateis produzidos durante a FA do vinho, nas
amostras analisadas o dlcool isoamilico e o dlcool feniletilico foram os compostos que
apresentaram maior drea de pico em relacdo a todos os dlcoois identificados, conforme
apresentado na Tabela 6 e Tabela 7. Em Jiang & Zhang (2010), o alcool isoamilico também foi o
mais abundante, contribuindo com propriedades sensoriais do queijo para o aroma do vinho. O
alcool feniletilico confere aroma de mel e rosas (Ruiz et al.,, 2019). Outros alcoois foram
detetados: isobutanol, hexanol, heptanol e alcool benzilico que sdo contribuintes importantes

para o aroma do vinho e ja foram descritos por Jiang & Zhang (2010).

Tabela 6 — Alcoois identificados por HS-SPME-GC/TOFMS para os diferentes estagios VT, VP1 e VP2.

Alcoois
Ne Composto Formula Tempo de Rlcac Rlyr Area Relativa do Pico (%)
do Quimica  Retengéo VT VP1 VP2
Pico (min) X +DP X + DP X £ DP
4 Isobutanol C4H100 12,4356 n.c. 1092 0,735%0,078 0,610 +0,346 0,48210,323
7 Alcool isoamilico CsH1,0 16,5267 n.c. 1211 59,4992+2,236 56,524b+0,516 54,776¢+1,426
14 4-metil-pentan-1-ol CeH140 20,1423 n.c. 1311 0,021+0,001 0,025+0,009 0,021+0,005
15 2-heptanol C7H160 20,2949 n.c. 1318 0,008+0,001 0,009+0,003 0,00940,001
16 3-metil-pentan-1-ol CgH140 20,5824 n.c. 1334 0,091+0,005 0,110+0,037 0,096+0,003
19 Hexanol CeH140 21,4473 n.c. 1359 0,622+0,038 0,729+0,259 0,673+0,024
20 Hex-3-enol (isémero 1) CeH1,0 21,8087 1301 1387 0,006+0,000 0,007+0,003 0,006+0,000
21 Hex-3-enol (isdmero 2) CgH120 22,5160 1322 1387 0,011+0,001 0,012+0,004 0,012+0,001
23 Hex-2-enol (isomero) CsH120 23,1993 1343 1410 0,0022+0,001 0,0032+0,001 0,004°+0,000
24 2,4-dimetil-3-pentanol C7H160 23,9231 1365 n.e. 0,0012+0,000 0,002°+0,000  0,0012+0,000
26 1-Octen-3-ol CgH160 24,5760 1385 1448 0,007+0,001 0,008+0,003 1,943+5,803
27 Heptanol C7H160 24,7930 1392 1461 0,116%0,032 0,109+0,047 0,115%0,008
30 2-etil-hexanol CgH150 25,8681 1427 1484 0,0062+0,001 0,015°+0,009 0,0082+0,002
34 2-nonanol CoH200 26,7786 1457 1514 0,0032+0,001 0,005P+0,002  0,005°+0,001
57 1-decanol Ci10H220 33,8749 1703 1748 0,004+0,001 0,006+0,003 0,006%0,001
64 Alcool benzilico C7HsO 37,0691 1825 1888 0,035%0,004 0,04210,021 0,046%0,013
67 Alcool feniletilico CgH100 38,0345 1863 1922 3,8242+0,476 6,256P+3,142  5,5602"+1,569
68 1-Dodecanol C12H260 39,2272 1911 1981 0,001+0,000 0,001+0,001 0,001+0,000
Subtotal (Area Relativa do Pico(%)) 64,992 64,473 63,764

Legenda: n.c. — ndo calculado; n.e. — ndo encontrado na literatura; Rlca-indices de retengao calculados ; Rlyr -indices de retengdo relatados
na literatura; X — média de nove valores; DP — desvio padrdo; médias designadas com letras diferentes na linha mostram a
existéncia de diferencas significativas entre amostras a p<0,05.

Analisando a Tabela 6 e Tabela 7 verifica-se a existéncia de diferencas significativas nos
compostos: dlcool isoamilico, hex-2-enol (isomero), 2,4-dimetil-3-pentanol, 2-etil-hexanol, 2-
nonanol, alcool feniletilico, 2,3-butanodiol, alcool benzilico e triptofol. Apesar dos dlcoois ndo
mudarem muito com o envelhecimento, é possivel verificar alguns aumentos devido a hidrélise de
ésteres ou evaporacdo durante o envelhecimento em madeira (Camara et al., (2006)). Neste
estudo, verificou-se um ligeiro aumento no 2-nonanol, 2,3-butanodiol e triptofol com o

envelhecimento em profundidade.
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Tabela 7 — Alcoois identificados por LLE-GC/TOFMS para os diferentes estagios VT, VP1 e VP2.

Alcoois

Ne Composto Férmula Tempode Rlcac  Rlur Area Relativa do Pico (%)

do Quimica Retengao VT VP1 VP2

Pico (min) X + DP X + DP X+ DP
2 Isobutanol CsH100 11,4154 nc. 1092  3,928+1,462 3,37910,874 3,480+0,748
4 Butanol C4H100 13,1708 n.c. 1175 0,161+0,060 0,136+0,037 0,142+0,031
5 Alcool isoamilico CsH1,0 15,4606 n.c. 1211 25,904°+12,307 41,060*+17,518 29,699°+15,880
12 4-metil-pentan-1-ol CeH140 19,0193 n.c. 1311 0,008+0,005 0,005+0,002 0,008+0,006
14 3-metil-pentan-1-ol CgH140 19,4569 n.c. 1334 0,051+0,030 0,043+0,018 0,059+0,021
36 2,3-butanodiol C4H1002 26,3197 1442 1541 0,0402+£0,028 0,081°+0,028 0,099°+0,020
47 Alcool furfurilico CsHgO3 29,8376 1560 1665 0,034+0,013 0,029+0,008 0,030+0,007
58 Alcool benzilico C;7HgO 35,8848 1779 1888 0,2552+0,087 0,171°+0,055 0,2602+0,060
61 Alcool feniletilico CgH100 36,9015 1818 1922  31,280+10,315 27,26518,360 33,839+7,402
78 Triptofol C1oH11NO 47,2012 2260 n.e. 0,0052+0,001 0,010°+0,003 0,021¢+0,007

Subtotal (Area Relativa do Pico(%)) 61,666 72,179 67,637

Legenda: n.c. — ndo calculado; n.e. — ndo encontrado na literatura; Rlca-indices de retengdo calculados ; Rl -indices de retengdo relatados
na literatura; X — média de nove valores; DP — desvio padrdo; médias designadas com letras diferentes na linha mostram a
existéncia de diferengas significativas entre amostras a p<0,05.

Na tabela 8 e tabela 9 estdo identificados os acidos carboxilicos presentes nas amostras.
Verificou-se que o acido octandico e o butanodioico foram os acidos que apresentaram maior
area. O acido octandico estd associado a aromas de gordura e laticinios (Jiang & Zhang (2010)),

este foi detetado por SPME e LLE, enquanto o acido butanodioico apenas foi detetado por LLE.

Tabela 8 - Acidos carboxilicos identificados por HS-SPME-GC/TOFMS para os diferentes estagios VT, VP1 e VP2.

Acidos Carboxilicos

Ne Composto Formula Tempo de Rlcau  Rlur Area Relativa do Pico (%)

do Quimica Retengao VT VP1 VP2

Pico (min) X +DP X+ DP X + DP
8 Acido octandico CgH1602 17,3966 n.c. 1239  8,023+0,186 9,28843,268 8,32810,291
11 Acido n-decanéico C10H2002 18,9152 n.c. 1276 0,002+0,001 0,003+0,001 0,036+0,101
25 Acido n-decanéico Ci10H200; 24,1982 1374 1441 0,016+0,002 0,025+0,013 0,021+0,009
49 Acido 3-metilbutanoico CsH1002 31,6308 1622 1685 0,0092£0,005 0,021b+0,010 0,0112b+0,001
50 Acido 2-metilbutanoico CsH100; 31,7355 1625 1687  0,005+0,009 0,003+0,003 0,002+0,002
63 Acido hexandico CgH120; 36,5704 1805 1861 0,0202*+0,003 0,027°+0,012  0,016°+0,008
70 Acido octanéico CgH1602 41,9413 2025 2070 0,016°+0,002 0,025b+0,013 0,0212*+0,009

Subtotal (Area Relativa do Pico(%)) 8,091 9,392 8,435

Legenda: n.c. — ndo calculado; n.e. — ndo encontrado na literatura; Rlca-indices de retengdo calculados ; Rlyr -indices de retengdo relatados
na literatura; X — média de nove valores; DP — desvio padrdao; médias designadas com letras diferentes na linha mostram a
existéncia de diferencas significativas entre amostras a p<0,05.

O 4cido acético também foi detetado através da LLE (Tabela 9), este acido pode ser

prejudicial para o aroma dos vinhos uma vez que confere aromas a vinagre, mas a acidez volatil

foi inferior a 1,2 g/Lem todas as amostras.
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Tabela 9 — Acidos carboxilicos identificados por LLE-GC/TOFMS para os diferentes estagios VT, VP1 e VP2.

Acidos Carboxilicos

Ne Composto Formula  Tempo de Rlcau  Rlur Area Relativa do Pico (%)

do Quimica  Retengdo VT VP1 VP2
Pico (min) X + DP X + DP X + DP

28 Acido acético CyH40, 23,4649 1351 1452 0,453+0,200 0,432+0,119 0,433+0,083
41 Acido butandico C4HgO2 27,3569 1476 1618 0,018+0,010 0,024+0,010 0,033+0,017
57 Acido hexanoico CgH120, 35,2274 1754 1861 0,1342b+0,057 0,0992+0,048 0,157b+0,059
66 Acido octandico CsH160: 40,6418 1970 2070 0,103%+0,102 0,078+0,051 0,176+0,127
79 Acido butanodioico CeH1004 47,6226 2280 2395 9,031+3,461 8,990+2,525 10,416+2,004
94 Acido homovanilico CoH1004 61,8847 2901 3099 0,004+0,002 0,003+0,001 0,003+0,001
Subtotal (Area Relativa do Pico(%)) 9,743 9,626 11,218

Legenda: n.c. — ndo calculado; n.e. — ndo encontrado na literatura; Rlca-indices de retengdo calculados ; Rlyr -indices de retengdo relatados
na literatura; X — média de nove valores; DP — desvio padrdao; médias designadas com letras diferentes na linha mostram a
existéncia de diferengas significativas entre amostras a p<0,05.

Outros compostos como aldeidos, acetais, acetatos, terpendides e cetonas também estdo

presentes no vinho, embora contribuam para o aroma dos vinhos apresentam 4dreas

cromatograficas reduzidas. Para a classe dos aldeidos foram detetados apenas o furfural e a

vanilina, o que indica que os vinhos estiveram em contacto com madeira durante o seu processo

de vinificacdo. A SPME ndo foi um método adequado para a extracdao de vanilina, o mesmo foi

reportado por Andujar-Ortiz et al., (2006).

Tabela 10 - Compostos volateis identificados por HS-SPME-GC/TOFMS para os diferentes estagios VT, VP1 e VP2.

Outras classes

Ne Composto Formula Tempo de Rlcac Rlyr Area Relativa do Pico (%)
do Quimica  Retencio VT VP1 VP2
Pico (min) X +DP X + DP X £ DP
Aldeido
29 Furfural CsH402 25,0696 1401 1466 0,03220+0,001  0,0392+0,013 0,027°+0,001
Acetais
59 2-benzil-1,3-dioxolano C1oH1202 34,6590 1733 1785 0,006°+0,001 0,010°+0,004 0,009°+0,001
Acetato
61 Acetato de 2-feniletilo Ci10H120, 35,5002 1764 1825 0,030°0,005 0,049°+0,020  0,044°+0,006
Terpenoides
52 a-Terpineol C1oH180 32,2132 1643 1692 0,001+0,000 0,01210,022 0,001+0,000
Norisoprendides
56  1,1,6-trimetil-1,2-di-hidronaftaleno Ci3Hi6 33,7245 1697 1712 0,0082+0,001  0,0072*+0,003  0,006b+0,001
Compostos de Enxofre
53 3-(metiltio)-1-propanol C4H100S 32,7619 1663 1702  0,040°0,005 0,064°+0,033  0,05520+0,017
Outros Compostos
10 3-etil pentano CsH16 18,5015 n.c. n.e. 0,04210,001 0,045+0,017 0,038+0,003
12 2-(etoximetil) furano C7H100, 19,1769 n.c. 1291  0,1442b+0,004 0,1642+0,056 0,115+0,042
32 2-acetil furano CeHeO2 26,4542 1446 1491  0,002+0,000 0,004+0,002 0,004+0,002
42 Longifoleno 3 CisHaa 28,7930 1524 1583  0,058+0,059 0,107+0,111 0,496+1,207
Subtotal (Area Relativa do Pico(%)) 0,417 0,501 0,795

Legenda: n.c. — ndo calculado; n.e. — ndo encontrado na literatura; Rlca-indices de retengdo calculados ; Rlyr -indices de retengdo relatados
na literatura; X — média de nove valores; DP — desvio padrdo; médias designadas com letras diferentes na linha mostram a
existéncia de diferengas significativas entre amostras a p<0,05.

50



Por HS-SPME-GC/TOFMS identificou-se o 2-benzil-1,3-dioxolano pertencente a classe dos
acetais, este composto possui descritor a floral (jasmim). Verificaram-se diferencas estatisticas
(p<0,05) entre as amostras, evidenciando areas ligeiramente superiores nos vinhos envelhecidos
em profundidade.

Na classe dos acetatos apenas foi identificado o acetato de 2-feniletilo. Este composto tem
descritor a aroma floral, por SPME observou-se um ligeiro aumento no envelhecimento em
profundidade em relagdo ao vinho que estagiou em cave, contudo por LLE ndo se verificaram
diferencas estatisticas entre amostras.

O noriséprenoide 1,1,6-trimetil-1,2-di-hidronaftaleno (TDN) também foi encontrado em
todas as amostras, este confere odores desagradaveis a querosene e gasolina, afetando

negativamente a qualidade de um vinho se presente em concentragdes elevadas.

Tabela 11 - Compostos volateis identificados por LLE-GC/TOFMS para os diferentes estagios VT, VP1 e VP2.

Outras classes

Ne Composto Formula Tempode Rlcac Rlur Area Relativa do Pico (%)
do Quimica Retencgao VT VP1 VP2
Pico (min) X +DP X +DP X £ DP
Aldeido
30 Furfural CsH402 23,8691 1364 1466  0,045+0,016 0,042+0,016 0,04310,012
82 Vanilina CgHgO3 51,5460 2472 2538 0,0142+0,010 0,006°+0,002  0,0092*+0,003
Acetato
56 Acetato de 2-feniletilo C10H120; 34,3002 1719 1825 0,025+0,016 0,019+0,009 0,029+0,017
Cetona
19 1-pentanona-4- metil-fenil C12H160 20,8611 n.c. n.e. 0,002+0,001 0,002+0,000 0,002+0,001
Lactona
44 Butirolactona C4Hs02 29,1281 1536 1643  0,982+0,325 0,858+0,238 0,984+0,193
Compostos de Enxofre
49 3-(metiltio)-1-propanol C4H100S 31,5830 1620 1702  0,430+0,163 0,387+0,100 0,394+0,090
Outros Compostos
9 N,N,O-triacetil hidroxilamina CeHoNO4 17,3436 n.c. n.e. 0,0042+0,001  0,0032*+0,001  0,002b+0,001
26 1,2,4,5-tetrametil benzeno CioH1a 23,0972 1340 1438 0,003+0,001 0,003+0,001 0,003+0,001
96 Tirosol CgH1002 62,5524 n.c. 3012 0,488%0,196 0,390°"+0,107 0,341b+0,117
Subtotal (Area Relativa do Pico(%)) 1,993 1,710 2,242

Legenda: n.c. — ndo calculado; n.e. — ndo encontrado na literatura; Rlca-indices de retengdo calculados ; Rlyr -indices de retengdo relatados

na literatura; X — média de nove valores; DP — desvio padrdo; médias designadas com letras diferentes na linha mostram a
existéncia de diferencas significativas entre amostras a p<0,05.

Através da aplicagao da LLE, foi identificada uma cetona, a 1-pentanona-4-metil-fenil e uma
lactona, a butirolactona. Estes compostos apresentaram areas cromatograficas percentuais
relativamente pequenas e nao se verificaram diferengas estatisticas entre as amostras. O Unico
composto de enxofre identificado foi o 3-(metiltio)-1-propanol, este confere odores a batata cura,

alho e vegetais cozidos (Tao et al., (2008)).
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Na Figura 25 é apresentado o subtotal em % de area relativa de todos os compostos volateis
semi-quantificados por familias, pode-se verificar que os alcoois sdo uma das principais classes de

compostos, seguidos dos ésteres e dos acidos carboxilicos, respetivamente.
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Figura 25 — Principais classes de compostos identificados nos vinhos e respetivas técnicas de extragao.
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Neste estudo, podemos verificar que os diferentes envelhecimentos: VT, VP1 e VP2,
provocaram alteracGes no perfil de compostos voldteis apesar das alteragdes serem ténues.
Contudo, observa-se um ligeiro aumento da area relativa dos ésteres nas amostras envelhecidas
em profundidade, comparando com as amostras que envelheceram em cave, recorrendo a
técnica de extracdo SPME. Com a LLE, verifica-se o oposto, ocorre uma diminuicdo do teor em
ésteres nos vinhos que envelheceram em profundidade. Nos dlcoois, recorrendo a técnica de
SPME, observa-se uma reducdo destes compostos no envelhecimento em profundidade,
enquanto na LLE verifica-se um aumento destes compostos.

Em relagdo aos acidos carboxilicos, recorrendo a SPME verifica-se um aumento destes
compostos no envelhecimento em profundidade, por sua vez, na LLE verifica-se uma diminuicao
dos acidos carboxilicos em VP1, e um aumento em VP2, em relagdo ao VT. Por fim, na
identificagdo de outros compostos verifica-se um aumento de drea recorrendo a SPME nas
amostras envelhecidas em profundidade face as amostras que estagiaram em cave. Recorrendo a
LLE, a evolugado foi idéntica aos acidos carboxilicos, verifica-se uma diminui¢do dos acidos em VP1
e um aumento em VP2, face a VT.

Ndo foi encontrado nenhum trabalho sobre o impacto do envelhecimento em
profundidade nos vinhos, contudo, as alteragdes na composicdo quimica e, consequentemente,
na andlise sensorial durante o envelhecimento do vinho em profundidade, estdo relacionados
com a temperatura, luminosidade, pressdo, movimentacdo e o tempo que as garrafas estdo em

envelhecimento, como referido anteriormente.
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4.4. Analise Candnica Discriminante

Com os valores obtidos por SPME para os compostos volateis, e apenas com os que
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) no teste ANOVA, foi efetuada uma analise
candnica descriminante utilizando o programa IBM SPSS Statistics 25, com o objetivo de avaliar a

relacdo entre os compostos volateis e o tipo de envelhecimento, os resultados sdo apresentados

na Figura 26.
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Figura 26 — Analise Candnica Discriminante

As duas fungdes obtidas explicam 100% da variabilidade entre as amostras, com a primeira
fungdo a contribuir com 99,8% e a segunda fung¢do a contribuir apenas com 0,2% da variancia. Os
valores de Lambda de Wilks sdo de 0,002 (p=0,044) e 0,661 (p=0,871) com valores de correlagdo
candnica de 0,999 e 0,582, respetivamente. Os valores de Lambda de Wilks que sdo utilizados
para avaliar estatisticamente a significancia das funcées discriminantes, variam entre 1 (fungGes
sem poder discriminante) e 0 (elevado poder discriminante) (Cabrita et al., (2021)). Assim, com os
valores por nds encontrados apenas a primeira fungdo tem poder discriminante.

A Figura 26, permite de uma forma muito visual verificar que efetivamente as amostras se

encontram bem discriminadas.
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Capitulo 5| Conclusoes

5.1. Consideragoes Finais

Foi realizado um estudo sobre o envelhecimento de vinhos em profundidade no mar. A
partir da literatura infere-se que a informacao sobre os vinhos envelhecidos em profundidade nao
so é escassa como limitada.

Contudo, a analise sumdria permitiu conhecer os vinhos em estudo, todos os parametros
encontram-se dentro dos limites legais exigidos pelo IVV. Ndo se verificaram diferencas
estatisticas entre amostras com exceg¢do do sulfuroso total que apresentou teores superiores no
vinho envelhecido em profundidade.

Relativamente a cor, a IC e a TC ndo sofreram qualquer alteragdo significativa com o
envelhecimento em profundidade, verificou-se uma diminuicdo no teor em FT e FnA e um
aumento do teor em IF, AL e AT. Estes resultados devem-se a conjunto de fatores,
nomeadamente a técnica de vinificacdo e condi¢cbes a que o vinho foi sujeito durante o
envelhecimento. Anteriormente, o aumento do teor em antocianinas com o envelhecimento em
profundidade foi relatado em Palacios et al., (2014).

Na andlise da composicao volatil, a utilizacdo de duas técnicas de extracdo HS-SPME e LLE
acoplada a cromatografia gasosa com detecdo de espectrometria de massa de tempo de voo
(GC/TOFMS) permitiram identificar diversos compostos pertencentes a diferentes classes, como
ésteres, alcoois, acidos carboxilicos, aldeidos, acetais, acetatos, terpendides, norisoprendides,
compostos de enxofre, entre outros compostos. As técnicas utilizadas parecem adequar-se a
questdo em estudo, ndo se verificaram problemas na extracdo nem na identificacdo dos
compostos volateis presentes nas trés modalidades (VT, VP1 e VP2). Concluiu-se também que,
diferentes técnicas de extracdo podem conduzir a resultados dispares.

Os compostos volateis identificados e semi-quantificados estdo de acordo com os
encontrados em outros vinhos Cabernet Sauvignon. No entanto, foram identificados alguns
compostos nomeadamente: 3-hidroxi butanoato de etilo, 2-hidroxi-4-metil pentanoato de etilo,
etil butil sucinato, 3-metil-1-butil-butanedionao de etilo, 2-nonanol, 2-benzil-1,3-dioxolano,
acetato de 2-feniletilo, 2,3-butanodiol e triptofol que demostram efetivamente ter sofrido
alteragcdo com o envelhecimento em profundidade.

Apesar de ndo se verificar uma clara correlagao entre o vinho envelhecido em cave e em
profundidade em termos de evolugdo dos compostos, a andlise estatistica revelou que as

amostras se encontram bem discriminadas.
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Por fim, revela-se essencial a recolha de mais dados para demonstrar que efetivamente o
envelhecimento em profundidade altera as caracteristicas dos vinhos, deverao ser realizados mais
estudos semelhantes e os resultados comparados antes de se poder chegar a uma conclusao

definitiva.

5.2. Perspetivas Futuras

A realizagao deste trabalho foi condicionada por diversos fatores, nomeadamente na
aquisicdo das amostras. Nao foi possivel obter um numero de amostras significativo, com
diferentes tempos de estagio, varias profundidades e diferentes tipos de vinho.

Numa perspetiva de continuacdo deste trabalho, sugere-se a utilizacdo de diversas
amostras com diferentes tempos de estagio, bem como diferentes profundidades para se obter
dados mais representativos. Conhecer as caracteristicas do vinho ao longo do tempo permitird
reduzir o nimero de varidveis que variam de amostra para amostra e o Unico fator responsavel
pelas alteracdes sera a profundidade.

Serd também interessante realizar uma analise sensorial, com o intuito de verificar se
existem diferencas sensoriais, e se de facto o envelhecimento em profundidade origina vinhos

diferenciados pelos provadores.
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ANEXOS

I = Andlise sumaria dos vinhos envelhecidos em cave, profundidade 1 e 2 (VT, VP1 e VP2), respetivamente.

Cddigo da | Garrafa Teor Alcool Acidez Total Acidez Volatil pH SO:livre SO: total
Amostra Adquirido (g(Acido (g(Acido (mg/L) (mg/L)
(% vol.) Tartarico)/L) Acético)/L)
VT 1 14,0 4,75 0,51 3,90 16 57
VT 2 14,0 4,71 0,48 3,87 14 58
VT 3 14,0 4,70 0,48 3,88 14 64
VP1 1 14,0 4,71 0,48 3,89 18 70
VP1 2 14,0 4,70 0,54 3,88 17 65
VP1 3 14,0 4,64 0,51 3,88 17 69
VP2 1 14,0 4,78 0,51 3,87 16 65
VP2 2 14,0 4,83 0,48 3,88 16 66
VP2 3 14,0 4,65 0,51 3,87 14 65
Il - Resultados dos parametros IC, TC, IF, AL, FT, FnA e AT para VT, VP1 e VP2, respetivamente.
Cddigo da Garrafa IC TC IF AL FT FnA AT
Amostra
VT 1 1,10 0,89 45,95 43,36 5776,35 5482,95 331,50
VT 2 1,12 0,89 44,30 43,23 6392,76 6099,95 330,84
VT 3 1,12 0,90 44,15 46,42 6189,20 5894,62 332,83
VP1 1 1,09 0,88 46,95 | 48,94 5326,31 5016,72 349,79
VP1 2 1,12 0,88 46,70 50,14 5853,68 5549,98 343,14
VP1 3 1,11 0,89 45,10 48,01 5716,42 5418,90 336,16
VP2 1 1,12 0,87 45,50 51,21 5256,71 4948,89 347,80
VP2 2 1,13 0,87 45,90 48,81 5637,16 5334,34 342,14
VP2 3 1,12 0,87 43,95 52,00 5730,40 5422,87 347,46
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