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RESUMO

SARTOR, Saionara. Vinhos espumantes brasileiros elaborados pelo
método Tradicional: efeito da adicdo de agentes enoldgicos, e
influéncia do tempo de envelhecimento sobre borra na composicao
quimica. 2019. 199p. Tese (Doutorado em Ciéncias dos Alimentos).
Universidade Federal de Santa Catarina. Florianépolis-SC.

Os objetivos deste estudo foram avaliar a influéncia da adi¢do de goma
arabica e tanino enoldgico em duas etapas da vinificacdo de vinhos
espumantes rosé sobre a composi¢do fitoquimica durante o
envelhecimento sobre borra (sur lies) e armazenamento comercial;
avaliar o efeito da adicdo de manoproteinas em vinhos espumantes rosé
sobre a composi¢do de polifendis, éacidos orgénicos, macro e
microelementos durante o envelhecimento bioldgico (sur lies); avaliar a
influéncia do tempo de envelhecimento biol6gico de vinhos espumantes
brancos elaborados com variedades de uvas ndo-tradicionais quanto a
composicdo fenodlica, escurecimento e teor de glutationa; assim como
avaliar as alteracBes na concentracdo de substancias nitrogenadas de
vinhos espumantes Villenave, Niagara, Manzoni, Goethe e Chardonnay
durante o envelhecimento sobre borra, e caracterizar o perfil sensorial.
Vinhos espumantes rosé adicionados de goma arabica e tanino no vinho
base e no vinho espumante ap6s a degola foram monitorados durante 12
meses de envelhecimento sur lies e armazenamento comercial quanto a
composicdo fendlica, capacidade antioxidante e parametros de cor.
Vinhos espumantes rosé adicionados de manoproteinas foram
monitorados durante 12 meses de envelhecimento biol6gico com base em
analises de polifendis, cidos organicos, macro e microelementos. Mostos
e vinhos base das variedade de uvas ndo-tradicionais foram caracterizados
guanto as analises classicas e de &cidos organicos, os vinhos foram
monitorados durante 18 meses de envelhecimento quanto & composigéo
fendlica, indice de escurecimento e teor de glutationa. Mostos e vinhos
das variedade de uvas Villenave, Niagara, Manzoni, Goethe e
Chardonnay foram caracterizados quanto ao perfil nitrogenado, os vinhos
espumantes foram analisados durante 18 meses de envelhecimento
bioldgico quanto ao teor de aminoécidos, ion amonio e perfil sensorial.
Os resultados demonstraram que a adi¢cdo de goma arabica e tanino em
duas diferentes etapas da vinificacdo dos vinhos espumantes rosé
influenciaram as mudangas das concentracbes das substancias
fitoquimicas e da capacidade antioxidante durante o envelhecimento sur
lies e armazenamento comercial. O experimento com a adi¢do dos agentes



enoldgicos no vinho base apresentou aumento significativo das
concentracBes de alguns fendlicos, como o trans-resveratrol, &cidos
galico e elagico, catequina, quercetina e miricetina em relacdo ao
experimento com adi¢do dos agentes enolégicos apés a degola. A adi¢do
de manoproteinas nos vinhos espumantes rosé influenciou
significativamente o aumento das concentracdes dos fenodlicos
individuais, particularmente o trans-resveratrol, quercetina, catequina,
acido p-cumarico e acidos hidroxibenzoicos no final do envelhecimento
biolégico (12 meses). Os niveis de macro e microelementos
permaneceram estaveis durante o envelhecimento biolégico em todas as
amostras. Observou-se alteracGes significativas do perfil fenolico, indice
de escurecimento e teor de glutationa dos vinhos espumantes brancos
durante o envelhecimento biol6gico. O tempo de envelhecimento
influenciou positivamente o aumento do escurecimento, e de alguns
fendlicos individuais, como o 4&cido cafeico, que apresentou alta
correlagdo positiva e significativa com o escurecimento e com o tempo
para todos 0s vinhos espumantes, 0 que sugere sua utilizagdo como um
indicador de qualidade. Alteragdes significativas foram observadas nas
concentracBes dos aminoacidos e ion aménio dos vinhos espumantes
brancos durante o tempo de envelhecimento biol6gico. A andlise de
componentes principais separou os vinhos espumantes de acordo com o
tempo de envelhecimento, sugerindo os aminoacidos lisina, citrulina e
fenilalanina como possiveis indicadores do envelhecimento biolégico. O
perfil sensorial dos vinhos espumantes envelhecidos foi caracterizado por
descritores de frutos brancos e citricos, floral e/ou flor de laranjeira, casca
de pédo e/ou pdo torrado, mel, manteiga e vegetal, e cor amarelo palha.
Estes resultados sdo importantes para o setor vitivinicola brasileiro, pois
a melhoria da qualidade quimica e sensorial é dependente do
conhecimento sobre a evolucdo dos vinhos espumantes durante o
envelhecimento bioldgico.

Palavras-chave: Vinho espumante. Envelhecimento bioldgico.
Polifenois. Substancias nitrogenadas.



ABSTRACT

SARTOR, Saionara. Brazilian sparkling wines produced by
Traditional method: effect of the addition of oenological agents, and
influence of aging time on lees in chemical composition. 2019. 199p.
Thesis (Doctorate in Food Science). Federal University of Santa Catarina.
Florianépolis-SC.

The objectives of this study were evaluate the influence of the addition of
gum arabic and oenological tannin in two stages of winemaking of rosé
sparkling wines on the phytochemical composition during aging on lees
(sur lie) and commercial storage; evaluate the effect of the addition of
mannoproteins in rosé sparkling wines on the composition of
polyphenols, organic acids, macro and microelements during the
biological aging (sur lies); evaluate the influence of the aging time on lees
of white sparkling wines elaborated with non-traditional grape varieties
on the phenolic composition, browning and glutathione content; as well
as to evaluate the changes in the concentration of the nitrogenous
compounds of sparkling wines Villenave, Niagara, Manzoni, Goethe and
Chardonnay during aging sur lies, and to characterize the sensorial
profile. Rosé sparkling wines added with gum arabic and tannin in the
base wine and to the sparkling wine after disgorging were monitored
during 12 months of aging sur lies and commercial storage regarding
phenolic composition, antioxidant capacity and color parameters. Rosé
sparkling wines added with mannoproteins were monitored during 12
months of biological aging based on analyzes of polyphenols, organic
acids, macro and microelements. Musts and base wines of the non-
traditional grape varieties were characterized as the classic and organic
acid analyzes, the wines were monitored during 18 months of aging sur
lies regarding phenolic composition, browning index and glutathione
content. Musts and wines of the Villenave, Niagara, Manzoni, Goethe and
Chardonnay grape varieties were characterized for the nitrogen profile,
the sparkling wines were analyzed during 18 months of aging on lees in
terms of amino acid content, ammonium ion and sensorial profile. The
results showed that the addition of gum arabic and tannin in two different
stages of winemaking of rosé sparkling wines influenced the changes in
concentrations of phytochemical substances and antioxidant capacity
during aging sur lies and commercial storage. The experiment with the
addition of oenological agents in the base wine showed a significant
increase in the concentrations of some phenolics, such as trans-
resveratrol, gallic and ellagic acids, catechin, quercetin and myricetin in



relation to the experiment with addition of oenological agents after
disgorging. The addition of mannoproteins in rosé sparkling wines
significantly influenced the increase of individual phenolic
concentrations, particularly trans-resveratrol, quercetin, catechin, p-
coumaric acid and hydroxybenzoic acids at the end of biological aging
(12 months). Macro and microelement levels remained stable during
biological aging in all samples. Significant changes in the phenolic
profile, browning index and glutathione content of white sparkling wines
during aging sur lies were observed. The aging time positively influenced
the increase in browning, and of some individual phenolics, such as
caffeic acid. Caffeic acid presented a high positive and significant
correlation with browning and with time for all sparkling wines, which
suggests its use as an indicator of quality. Significant changes were
observed in the amino acid and ammonium ion concentrations of the
white sparkling wines during the time of biological aging. The principal
component analysis separated the sparkling wines according to aging
time, suggesting the amino acids lysine, citrulline and phenylalanine as
possible indicators of biological aging. The sensorial profile of aged
sparkling wines was characterized by descriptors of white and citrus
fruits, floral and/or orange blossom, bread crust and/or toasted bread,
honey, butter and vegetable and straw yellow color. These results are
important for the Brazilian viticulture, since the improvement of the
chemical and sensorial quality is dependent on the knowledge about the
evolution of the sparkling wines during the biological aging.

Keywords: Sparkling wine. Aging biological. Polyphenols. Nitrogen
compounds.
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INTRODUCAO

Os vinhos espumantes sdo produzidos utilizando métodos de
elaboracéo especiais, como o Charmat, Asti ou Champenoise. O processo
de elaboracdo pelo método Tradicional (Champenoise), de fermentacdo
na garrafa, envolve transformacdes biolégicas e procedimentos
tecnolégicos que determinam propriedades quimicas e sensoriais
diferenciadas das outras técnicas de elaboracdo. Estas propriedades
dependem em grande parte do processo de aut6lise das leveduras durante
a fermentac&o alcoolica e, sobretudo no envelhecimento sobre borra e/ou
bioldgico (sur lies) (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009; TORRESI,
FRANGIPANE; ANELLI, 2011). A autélise das leveduras é um processo
lento, associado com a morte celular, e envolve a agdo de enzimas
hidroliticas que liberam diferentes substancias intracelulares como
aminoacidos, peptideos, proteinas, polissacarideos, derivados de acidos
nucléicos e lipidios do citosol e da parede celular para o vinho
(ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006).

Durante o processo de autdlise, as moléculas liberadas para o meio
contribuem para a composicdo quimica dos vinhos espumantes. Estudos
mostram que as principais modificacdes estdo relacionadas as substancias
nitrogenadas (MORENO-ARRIBAS et al., 1998; MORENO-ARRIBAS
et al., 2000; MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2002), as substancias
volateis (CALIARI et al., 2015), as substancias fenélicas (SERRA-
CAYUELA etal., 2013; STEFENON et al., 2014; PEREZ-MAGARINO
et al., 2015), aos polissacarideos, especialmente as manoproteinas
(JUEGA et al., 2014), lipideos e &cidos nucleicos (POZO-BAYON et al.,
2009), que séo os principais responsaveis pela qualidade final dos vinhos
espumantes (ZOECKLEIN, 2002; KEMP et al., 2015).

As substancias nitrogenadas estdo presentes na uva e no mosto na
forma orgénica e inorganica, e representam a maior fracdo de substancias
liberadas pela levedura (MORENO-ARRIBAS et al., 1998). Os
aminoacidos sdo precursores de algumas substancias volateis por reac6es
de desaminacdo e descarboxilicdo, o que modifica os descritores
aromaticos dos vinhos espumantes durante o envelhecimento biolégico
(ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006), e contribui para a
qualidade, identidade e tipicidade (RUI-AUMATELL et al., 2006;
CALIARI et al., 2014; WELKE et al., 2014). As borras das leveduras
também podem adsorver e liberar diferentes substancias fendlicas durante
a autolise e envelhecimento, o que esta principalmente associado com a
presenca de ésteres hidroxicindmicos, antocianidinas e taninos, que
podem modificar o perfil fendlico (GARRIDO; BORGES, 2013;
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STEFENON et al., 2014) e o potencial antioxidante dos vinhos
espumantes (GALLARDO-CHACON et al., 2010; STEFENON et al.,
2010).

Compreender a relacdo entre a qualidade de um determinado vinho
e a sua composicdo quimica, especialmente as substancias fendlicas
continua sendo um grande desafio na pesquisa em enologia. Neste
cenario, a inddstria vitivinicola tem investido em inovagdo e passou a
desenvolver alternativas de vinificacdo para elaboracéo de produtos com
alto valor agregado. Dentre estas técnicas destacam-se a aplicagdo de
diferentes agentes enoldgicos durante o processo de vinificagdo, o qual
tém sido foco de pesquisas cientificas com o objetivo de melhorar a
composicdo quimica e sensorial dos vinhos (BAUTISTA-ORTIN et al.,
2007; RODRIGUES et al. 2012; ALCALDE-EON et al. 2014,
LARCHER et al., 2015; PEREZ-MAGARINO et al., 2015a; GHANEM
et al. 2017; VAZALLO-VALLEUMBROCIO et al. 2017). Em vinho
branco, os fendlicos sdo os principais substratos para as reagdes de
oxidacdo, com destaque para os acidos hidroxicinamicos, especialmente
0s &cidos trans-caftarico e cafeico. Estes &cidos sdo propensos a reagdes
de oxidacdo durante o processo de vinificacdo, formando o-quinonas, e
contribuindo para o escurecimento dos vinhos durante o envelhecimento
(MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009).

A produgdo de vinho espumante estd aumentando em escala
global, e existe um foco crescente em variedades de uvas alternativas
cultivadas em regides emergentes para a producéo de vinhos espumantes
de qualidade (KEMP et al., 2015). A viticultura em paises tradicionais
produtores se destaca com a utilizacdo de variedades de uvas viniferas
como a Chardonnay, Pinot Noir, Pinot Grigio, Riesling Italico, Prosecco
e Moscato Giallo, destinadas a elaboragdo de vinhos espumantes. No
Brasil, as uvas mais cultivadas sdo as variedades de Vitis labrusca L. e
hibridas, que destinam-se principalmente a elaboracéo de sucos e vinhos
de mesa, representando 80 % da producgdo. O uso destas variedades de
uvas nao-tradicionais para a elaboracdo de vinhos espumantes é um
desafio para a indlstria viticola. Embora a producdo de vinhos
espumantes no Brasil possa ser considerada pequena, 0 impacto
econdmico deste produto é muito importante para o desenvolvimento do
mercado regional e internacional. Observa-se que a diversificacdo do
setor que busca diferentes variedades de uva com caracteristicas
particulares sdo extremamente relevantes (CALIARI et al., 2014).

Em contraste com a viticultura tradicional, no Brasil, a utilizacdo
de variedades de uvas ndo-tradicionais como Moscato Embrapa, Lorena,
Niagara, Manzoni, Villenave e Goethe, destinadas a elaboracéo de vinhos
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espumantes pode ser um diferencial para a viticultura. No Estado de Santa
Catarina, Brasil, o cultivo destas variedades demonstra grande potencial
para o desenvolimento da viticultura devido a elaboragcdo de vinhos
espumantes com caracteristicas particulares (CALIARI et al., 2014). No
entanto, o conhecimento sobre as mudancas que ocorrem na composi¢do
guimica e sensorial destes vinhos espumantes elaborados com variedades
de uvas ndo-tradicionais ao longo do envelhecimento biolégico (sur lies)
a nosso conhecimento ainda nédo foram relatados na literatura. Ainda, as
variedades viniferas Cabernet Sauvignon e Merlot, amplamente
cultivadas no Estado de Santa Catarina, também podem apresentar um
novo potencial para a elaboracdo de vinhos espumantes rosé brasileiros.
Desta forma, a busca por produtos diferenciados ligados a identidade
regional tem se mostrado uma excelente estratégia comercial tanto no
ambito nacional como internacional.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da
adicdo de agentes enoldgicos sobre a composicdo fendlica, potencial
antioxidante, acidos organicos e teor de macro e microelementos de
vinhos espumantes rosé Cabernet Sauvignon e Merlot durante o tempo de
envelhecimento sobre borrra e armazenamento comercial. Além disto,
avaliar as mudancas na composicdo fendlica, teor de glutationa e
escurecimento de vinhos espumantes brancos elaborados com variedades
de wuvas ndo-tradicionais (V. labrusca e hibridas) durante o
envelhecimento sobre borra; bem como avaliar as alteracfes na
composicdo nitrogenada de vinhos espumantes brancos elaborados com
as variedades de uvas Villenave, Niagara, Manzoni, Goethe e
Chardonnay, e caracterizar estes vinhos espumantes quanto ao perfil
sensorial no final do envelhecimento.

A presente tese estd estruturada na forma de capitulos. No Capitulo
1, de revisdo bibliografica, sdo abordados os principais aspectos das uvas
do género Vitis, com enfoque em variedades de uvas utilizadas para a
elaboragdo de vinhos espumantes no Brasil. A revisdo descreve a
composicdo quimica da uva e do vinho e a sua evolugdo ao longo do
envelhecimento. Esta revisdo também contempla as etapas de elaboracéo
de vinhos espumantes pelo método Tradicional (Champenoise), 0 uso de
agentes enologicos, e descreve sobre o processo de autdlise das leveduras
e as principais modificagdes na composicdo quimica e sensorial dos
vinhos espumantes durante o envelhecimento sobre borra.

No Capitulo 2, foi investigada a influéncia da adi¢do de tanino e
goma arabica em duas etapas da elaboracdo de vinhos espumantes rose
Cabernet Sauvignon e Merlot sobre as alteragcGes na composicao fendlica
e capacidade antioxidante. Os vinhos espumantes foram monitorados
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durante 12 meses de envelhecimento sobre borra (sur lies, com borras) e
armazenamento comercial (em garrafa, sem borras).

No Capitulo 3 foi avaliado o efeito da adicdo de manoproteinas na
composicdo fendlica, elementar e de &cidos organicos dos vinhos
espumantes rosé Merlot durante 12 meses de envelhecimento sobre borra.

No Capitulo 4 foi investigada as mudancas na composi¢do
fendlica, teor de glutationa e escurecimento de vinhos espumantes
brancos elaborados com variedades de uvas ndo-tradicionais (Villenave,
Niédgara, Manzoni e Goethe) durante 18 meses de envelhecimento sobre
borra.

No Capitulo 5 foi avaliado a influéncia do tempo de
envelhecimento sobre borra sobre a composi¢cdo nitrogenada
(aminoacidos e amonio) de vinhos espumantes brancos elaborados com
as variedades de uvas Villenave, Niagara, Manzoni, Goethe e
Chardonnay, e caracterizado estes espumantes quanto ao perfil sensorial
no final de 18 meses de envelhecimento sobre borra.
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CAPITULO1
REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1.1 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DE UVAS DO GENERO VITIS

A videira é classificada no género Vitis, familia Vitacae. A familia
Vitacae é constituida por onze géneros e abrange aproximadamente 600
espécies dispersas em regides tropicais, subtropicais e temperadas. Inclui
alguns géneros como Ampelopsis Michaux, Cissus L. e Parthenocissus
Planchon, entre outros, porém apenas o género Vitis é de importancia
econbmica, sendo amplamente difundida no Brasil. Com destaque as
variedades de Vitis vinifera L. (V. vinifera), de origem euro-asiatica, e
Vitis labrusca L. (V. labrusca), de origem americana (GIOVANNINI,
2014). O setor vitivinicola brasileiro apresenta uma caracteristica atipica
em relacdo aos paises tradicionais produtores de vinho. No Brasil podem
ser elaborados vinhos de cultivares americanas (V. labrusca) e viniferas
(V. vinifera), enquanto que em paises como Espanha, Franca e Italia s&o
elaborados vinhos somente com uvas viniferas (PROTAS; CAMARGO,
2011). As videiras do género Vitis distinguem-se dos géneros
relacionados principalmente pelas caracteristicas florais, que séao
tipicamente unissexuais. As gavinhas crescem inserindo-se nas fendas da
estrutura que a suporta, devido ao fototropismo negativo, mantendo a
planta erguida (JACKSON, 2008).

A variedade de V. vinifera é a mais utilizada para a elaboracdo de
vinhos. Destaca-se pela qualidade de seus frutos e dos vinhos elaborados.
Essa variedade se desenvolve com facilidade, no entanto é sensivel a
doencas que atacam a videira, devendo ser propagada por enxertia. Pela
sua qualidade fenoldgica, ¢ amplamente utilizada em trabalhos de
melhoramento genético (GIOVANNINI, 2014). No Brasil, o cultivo da
variedade de V. vinifera representa pequena parcela da produgdo, porém
0 setor esta em expansdo (PROTAS; CAMARGO, 2011). As condigdes
climaticas em algumas regides do sul do Brasil, como o Estado de Santa
Catarina, sdo promissoras para 0 desenvolvimento desta nova
vitivinicultura. Pesquisas demonstram o grande potencial fenoldgico e
bioativo de diferentes regides viticolas de Santa Catarina para o cultivo
de variedades européias V. vinifera destinadas a elaboracdo de vinhos
tranquilos (BURIN et al. 2011; SARTOR et al, 2017a; SARTOR et al.,
2017h).

A variedade de V. labrusca produz uvas com aromas e sabores
tipicos. Suas uvas sdo denominadas de “uvas rasticas” ou “uvas de mesa”,
apresentam facilidade de enraizamento e resisténcia a doencgas que atacam
a videira, como mildio e a podriddo cinzenta (GIOVANNINI, 2014). No
Brasil as uvas da variedade de V. labrusca e as hibridas (originadas do
cruzamento entre diferente género Vitis) sdo amplamente cultivadas e
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representam a maior parte da producdo (PROTAS; CAMARGO, 2011).
Alguns trabalhos tem sido realizados com as variedades de uvas V.
labrusca e com variedades hibridas cultivados em diferentes regides do
Brasil com objetivo de caracterizar a uva e o vinho, valorizando assim a
tipicidade local (FERREIRA-LIMA; BURIN; BORDIGNON-LUIZ,
2013; TOALDO et al., 2013; BURIN et al., 2014; PADILHA et al., 2017).

No que diz respeito aos vinhos espumantes, as principais
variedades de uvas utilizadas no mundo sdo as viniferas Chardonnay,
Pinot Noir, Pinot Grigio, Riesling Italico, Prosecco e Moscato Giallo. No
Brasil, além destas utilizam-se também novas variedades de uvas V.
labrusca e as hibridas, como Moscato Embrapa, Lorena, Niagara,
Manzoni, Villenave e Goethe, sendo que cada uva apresenta
caracteristicas intrinsecas de aroma e sabor. Ainda, as variedades
viniferas Cabernet Sauvignon e Merlot podem apresentar um novo
potencial para a vinificacdo de vinhos espumantes rosé brasileiros. Desta
forma, a busca por produtos diferenciados ligados a identidade regional
tem se mostrado uma excelente estratégia comercial nacional e
internacional (CALIARI et al., 2014).

A uva Cabernet Sauvignon é considerada uma das variedades
viniferas de maior prestigio no mundo. Originaria de Bordeaux na Franca
do cruzamento espontaneo, das variedades Cabernet Franc e Sauvignon
Blanc (JACKSON, 2008). Esta variedade foi introduzida no Brasil em
1921, mas somente depois da década de 1980 seu plantio foi
incrementado nos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, e
atualmente apresenta-se difundida na maior parte dos paises vitivinicolas,
essa cultivar marcou o inicio da producdo de vinhos finos varietais
brasileiros (CAMARGO, 2008).

A uva Merlot é uma das principais responsaveis pelas
caracteristicas peculiares dos vinhos tintos da regido de Bordeaux, Franca
(JACKSON, 2008). Produz vinho varietal fino de médio envelhecimento.
Uva de excelente adaptacdo as condigdes de solo e clima do sul do Brasil
(CAMARGO, 2008).

A uva Chardonnay originaria da Borgonha, Franca, é a variedade
V. vinifera branca mais cultivada no mundo. Esta variedade é utilizada na
producdo de vinho branco varietal, de médio envelhecimento ou
espumante, com caracteristicas frutadas notaveis (JACKSON, 2008;
CALIARI etal., 2014).

A variedade Villenave é originaria de Bordeaux na Franga (sele¢do
9216), por meio de um cruzamento da vinifera Riesling Renano com
hibrido 7489. Esta uva apresenta coloragdo amarelo clara, aroma floral
intenso e bom equilibrio de acidez e estrutura, grande potencial para
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elaboracdo de vinhos brancos aromaticos e espumantes (SCHUCK et al.,
1999).

A variedade Nidgara Branca também chamada de Francesa
Branca, é originaria de Nova York, Estados Unidos. Surgiu de um
cruzamento entre Concord e Cassady, portanto é predominantemente de
V. labrusca, sendo muito ristica e resistente as principais doencas. Produz
mosto aromatico, sendo muito empregada como uva de mesa, pois tem
bagas grandes de sabor doce (GIOVANNINI, 2014). E utilizada para a
elaboracdo de vinho, muito tipico por suas caracteristicas de aroma e
sabor, amplamente aceito pelo consumidor brasileiro (CAMARGO,
2008).

A variedade Manzoni Bianco é uma variedade obtida do
cruzamento obtido das variedades Riesling Renano e Pinot Bianco,
apresenta elevada concentragdo de agUcares e boa acidez apresentando
vinhos com boa estrutura, coloracdo amarelo palha e aroma fino e
delicado. A Manzoni (Manzoni Bianco) é um dos cruzamentos com maior
sucesso e mais cultivada na Regido do Véneto, especialmente em Treviso
onde s&o elaborados vinhos varietais e cortes (NICOLINI et al., 2003).

A Goethe é uma variedade americana originaria de Delaware,
Estados Unidos, conhecida também como hibrido Roger’s #1 (hibrido
complexa). Quando vinificada em branco produz vinho bastante
aromatico, também ¢é utilizada na elaboracdo de espumantes. Goethe é
uma variedade hibrido (87,5 % de genes de V. vinifera e 12,5 % de V.
labrusca) exclusivamente cultivada na regido de Urussanga, no sul do
Estado de Santa Catarina, Brasil (FERREIRA-LIMA; BURIN;
BORDIGNON-LUIZ, 2013).

1.2 COMPOSICAO DA UVA E DO VINHO
1.2.1 AcUcares

Os agUcares sdo produzidos durante a fotossintese nos vegetais,
sendo que em uvas 0s principais sdo glicose e frutose. Seus teores podem
variar dependendo da variedade da uva, sanidade e grau de maturacéo.
No inicio da maturacdo hd um predominio da glicose, posteriormente a
relacéo glicose/frutose diminui, sendo que no final da maturag&o os dois
acucares se equivalem. Em variedades de Vitis vinifera L. a sacarose €
raramente encontrada, porém pode estar presente em espécies americanas
e hibridas. O teor de agUcar da uva é caracterizado em sélidos solUveis
totais (SST) (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; JACKSON 2008).

Os agUcares podem participar de reagdes bioquimicas envolvendo
a acdo de enzimas como pectinases e celulases, e como resultado dessas
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reacOes diferentes fragbes de carboidratos sdo originadas no meio
(MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Os acgucares como a glicose sdo
precursores da biossintese de acidos organicos como o &cido citrico,
malico e succinico (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

Os acucares da uva desempenham um papel essencial na
vinificagdo, pois sdo substratos para a produgdo de alcool a partir da acéo
das leveduras durante a fermentacdo alcodlica, sendo que a maioria da
energia metabdlica utilizada é na forma de glicose e frutose. As uvas
contém ainda pequena quantidade de acUcares ndo fermentesciveis
(arabinose, ramnose e xilose) sendo estes também encontrados nos
vinhos. Essas substancias podem participar de diferentes rea¢fes durante
a fermentacdo e envelhecimento dos vinhos, como reagdes com acidos e
bases, oxidacdo e reducdo, reacdo de Maillard, e ainda, contribuem para
as propriedades sensoriais dos vinhos, como corpo, aroma e dogura
(JACKSON 2008; MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009).

1.2.2 Alcoois

O etanol é o alcool que apresenta maior importancia para 0s
vinhos. Este composto é produzido principalmente durante a fermentacéao
alcodlica do agUcar presente no mosto, embora pequenos teores sejam
produzidos nas células da uva (JACKSON, 2008). A quantidade de etanol
em vinhos é expressa em termos de teor alcodlico ou percentagem de
alcool por volume. O teor de etanol de um vinho é proporcional a
concentracdo de sdlidos sollveis totais da uva, sendo fortemente
influenciado pelo grau de maturacdo das uvas e pelas condicdes
climaticas, em especial o indice pluviométrico da regido de cultivo
(JACKSON; LOMBARD, 1993; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

O etanol esta relacionado a diversas propriedades do vinho, como
guimicas, fisicas e sensoriais, com efeitos no corpo, viscosidade, sabor,
acidez, aroma e textura, além de diminuir a sensacéo de adstringéncia de
taninos. Durante o envelhecimento, o etanol também pode reagir com
acidos organicos produzindo ésteres, ou com aldeidos produzindo acetais
(JACKSON, 2008; MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Além do etanol
podem ser encontrados outros Alcoois, como o glicerol e os Alcoois
superiores. Estas substancias também contribuem significativamente nas
propriedades sensoriais do vinho. Os principais efeitos do glicerol s&o na
viscosidade e no corpo, e os Alcoois superiores desempenham um
importante papel na composi¢do volatil dos vinhos (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006b; MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009).
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1.2.3 Acidos organicos

Os 4acidos organicos representam uma fracdo significativa em
mostos e vinhos (ROMERO; MUNOZ, 1993). S&o importantes devido a
influéncia sobre as propriedades sensoriais como sabor, aroma e cor,
também sobre a estabilidade e controle microbioldgico. Além de fornecer
informagfes relevantes sobre o acompanhamento do processo de
fermentacdo (MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO, 2007).

Essas substancias sdo derivadas das uvas, e de eventos metabdlicos
como a fermentacéo alcoélica e malolatica (ROMERO; MUNOZ, 1993).
O desenvolvimento dos acidos organicos na planta é dependente da
fotossintese. A sua reducdo durante a maturagdo das uvas esta relacionada
com a taxa de respiracdo em funcdo da temperatura do ambiente
(JACKSON; LOMBARD, 1993). Suas concentragdes nos vinhos variam
de acordo com a variedade, local de cultivo, condicBes climaticas e
eventos metabolicos que ocorrem durante a vinificagcdo e armazenamento
(BATISTA et al., 2010).

O vinho contém os acidos organicos originarios da uva (acidos
tartarico, malico e citrico) e do processo de fermentacdo (acidos
succinico, lactico e acético). Além destes, pequenas concentracdes de
outros acidos organicos que podem ser encontrados nos vinhos, como o
galacturdnico, glucuroénico, citrimalico, dimetilglicerico, pirtivico e a-
cetoglutarico (MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO, 2005;
BATISTA etal., 2010). Durante a fermentacéo malolatica, o &cido mélico
€ metabolizado em &cido latico. Por isso, pequenas concentracBes de
acido malico sdo encontradas nos vinhos tintos (MATO; SUAREZ-
LUQUE; HUIDOBRO, 2005). Em vinho base utilizado para a elaboragéo
dos vinhos espumantes, a fermentacdo malolatica é evitada, por isso
maiores concentraces de acido malico sdo encontradas em relacdo ao
acido latico (CALIARI et al., 2015), processo tipico da elaboracdo de
vinhos espumantes, uma vez que as uvas sao colhidas antes da maturacao
tecnologica (ZOECKLEIN, 2002).

O é&cido tartarico é um dos acidos mais importantes na uva e no
vinho. Caracteriza-se por ser um acido forte, que interfere diretamente no
pH do vinho. Durante a fermentacéo alcodlica seus teores diminuem por
consequéncia da insolubilizacdo e precipitacdo sob a forma de cristais de
bitartarato de potassio (JACKSON, 2008). Por isso, sua concentracdo €
um importante parametro de controle na estabilizacdo do vinho. A
concentracdo de acidos organicos influencia o equilibrio do sabor, e
também a estabilidade quimica e pH do meio. O equilibrio de acidez ¢é
uma caracteristica essencial nos vinhos, sendo que em excesso realca a
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percepgdo de sabor acido e adstringéncia, enquanto que a baixa acidez
reduz a harmonia do vinho (ROMERO; MUNOZ, 1993).

1.2.4 Minerais

Os minerais encontrados em uvas estdo localizados principalmente
na polpa, sua concentragdo deriva da absorgdo dos elementos do solo
pelas videiras por meio do sistema radicular da planta (JACKSON, 2008).
A composi¢do e a concentracdo de minerais na uva refletem as
caracteristicas de absorcdo e transpiracdo da videira, sendo influenciadas
pela espécie, variedade de uva e porta-enxerto, condi¢Bes das adubagdes
realizadas e dos tratamentos fitossanitarios, regido de cultivo, sendo
dependente do solo e clima. O processo de vinificacdo utilizado também
interfere no teor dos minerais, pela utilizacdo de produtos enolégicos,
pelas praticas enoldgicas que favorecam a extracéo de substancias da uva
ou pelo contato do vinho com materiais e equipamentos nas fases de
elaboracdo,  conservagdo,  estabilizagdo  ou  engarrafamento
(CASTINEIRA et al., 2004; JACKSON, 2008; HOPFER et al., 2015).

Os principais macroelementos das uvas e vinhos sdo sédio,
potassio, magnésio e célcio. Enquanto que os microelementos mais
encontrados sdo aluminio, manganés, ferro, cobre, zinco e rubidio
(CATARINO; CURVELO-GARCIA; DE SOUSA, 2008; HOPFER et
al., 2015). Uma maceracao prolongada contribui para aumentar o teor de
minerais nos vinhos, enquanto que, a estabilizag¢do do vinho reduz o teor
de alguns minerais, principalmente potassio e célcio (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006b; GALGANO et al., 2008). A composi¢do mineral
do vinho reflete a sua origem e contribui de forma substancial para as
caracteristicas sensoriais, com influéncia na cor, limpidez, gosto e aroma
(CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUZA, 2008).

A determinacdo de minerais é de interesse devido as implicacdes
enoldgicas e toxicoldgicas destes elementos e, para a caracterizagdo
guimica dos vinhos e identificacdo de sua origem geografica, uma vez
que pode fornecer dados determinantes para a garantia da qualidade,
tendo em conta que o sabor metélico dos vinhos deriva principalmente da
composicdo do solo (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; JACKON,
2008; HOPFER et al., 2015). Elementos minerais sdo amplamente
utilizados para caracterizar vinhos tranquilos e fortificados
(CASTINEIRA et al., 2004; GALGANO et al., 2008; ARCARI et al.,
2013; HOPFER et al., 2015).

Estudos tem investigado as modificacbes da concentragdo de
minerais de uvas, mostos, sucos e vinhos frente a diferentes processos
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tecnologicos, como o efeito da adicdo de bentonite em diferente etapas da
vinificagdo em vinhos brancos (CASTINEIRA et al., 2004), e o efeito do
processo de desidratacdo em ambiente controlado em uvas Cabernet
Sauvignon e Merlot (PANCERI et al., 2013) e nos seus respectivos vinhos
licorosos (PANCERI et al., 2015). Entretanto ha poucos relatos sobre a
composi¢do mineral de vinhos espumantes durante o envelhecimento
sobre borra. Jos et al. (2004) avaliaram diferentes vinhos espumantes
espanhois (Cava) e franceses (Champagne) quanto a concentracdo de
minerais, e partir de uma abordagem quimiométrica, observaram uma
diferenciacdo entre os vinhos espumantes Cava e Champagne, decorrente
da concentragdo de zinco, chumbo, sédio, cobre, niquel, arsénio, fosforo,
cadmio e estroncio.

1.2.5 Composicéo nitrogenada

As substancias nitrogenadas estdo presentes na uva e no mosto na
forma organica (aminoéacidos, peptideos, aminas biogénicas e proteinas)
e inorgénica (ion amdnio) (JACKSON, 2008). Dentre estas substancias,
destacam-se 0 ion ambnio e os aminoacidos que sdo 0s principais
constituintes da fragdo nitrogenada da uva e do mosto (MORENO-
ARRIBAS; POLO, 2009). Eles representam a maior fracdo de
substancias liberadas pela levedura durante o envelhecimento dos vinhos
espumantes e sdo usados como marcador do processo de autolise das
leveduras (MORENO-ARRIBAS et al., 1998; ALEXANDRE;
GUILLOUX-BENATIER, 2006).

O ion aménio (NH4*) é um importante composto nitrogenado que
representa 80 % do nitrogénio total das uvas, sendo a forma diretamente
assimilavel pelas leveduras durante a fermentacdo alcodlica, onde €
rapidamente consumido. No mosto, sua concentracdo varia de 5 a 325
mg/L (BELL; HENSCHKE, 2005; RIBEREAU-GAYON, 2006b). Nos
vinhos sua concentragdo é reduzida, especialmente em vinhos que passam
por fermentacdo malolatica e envelhecimento sobre borra (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006b).

Os aminodcidos sdo os principais componentes nitrogenados de
mostos e vinhos. Em uvas maduras, os aminoacidos geralmente
representam 30 a 40 % do nitrogénio total, sendo geralmente os mais
abundantes a arginina e a prolina. O teor de aminoacidos na uva aumenta
de acordo com a maturagao pois o nitrogénio amoniacal é convertido em
aminoacidos livres. Em mostos, a concentracdo de aminoacido total esta
entre 100 e 4000 mg L%, e nos vinhos os teores estdo entre 3 e 3000 mg
L (RIBEREAU-GAYON, 2006b). Os aminoacidos s&o importantes na
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biossintese de enzimas e proteinas. Eles podem atuar como fonte de
nitrogénio e de energia para o metabolismo das leveduras, e ainda podem
ser metabolizados em &cidos organicos, alcoois superiores, aldeidos,
fendis e lactonas (JACKSON, 2008). Estudos demonstram que o teor de
nitrogénio dos mostos pode ser utilizado como uma ferramenta para a
obtencdo de vinhos com diferente perfil de substancias volateis (BURIN
etal., 2015).

Nos vinhos, 0os aminoacidos presentes sdo provenientes da uva, 0s
guais sdo parcialmente ou totalmente metabolizados pelas leveduras
durante a fermentacdo, como também podem ser liberados pelas
leveduras no final da fermentacgéo ou originados por prote6lise durante a
autolise das leveduras (MORENO-ARRIBAS et al., 1998). Os principais
aminoacidos assimilados pelas leveduras durante o processo de
fermentacdo sdo a arginina, acido glutamico, glutamina, &cido aspartico,
asparagina, treonina e serina (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). A
arginina é rapidamente consumida pelas leveduras no inicio da
fermentacdo, e durante a autdlise é excretada. A prolina, um aminoacido
secundario, tem sua utilizacdo limitada pelas leveduras durante a
fermentacdo (BELL; HENSCHKE, 2005). As alteracdes na composicado
de aminoéacidos livres tém sido objeto de estudos em mostos e vinhos
(ALCAIDE-HIDALGO et al., 2007; BURIN et al., 2015; BURIN et al.,
2016), bem como durante o envelhecimento sobre borra de vinhos
espumantes (MORENO-ARRIBAS et al, 2000; MARTINEZ-
RODRIGUEZ et al., 2002). Segundo Moreno-Arribas et al. (1998) a
concentracdo de aminoécidos em vinhos espumantes € influenciada pelo
tempo envelhecimento em contato com as leveduras, variedade de uva e
composicdo do vinho base.

Peptideos, proteinas e aminas biogénicas também estdo presentes
em uvas e vinhos, porém em menores concentracdes. Os peptideos
formam um grupo heterogéneo de substéncias, devido as diferentes
estruturas (composicdo e sequéncia de aminoacidos na cadeia). Os
peptideos presentes nos mostos e vinhos apresentam no maximo quatro
aminoacidos em sua estrutura, possuem propriedades tensoativas,
especialmente em vinhos espumantes, e propriedades bioativas
(antioxidante, antimicrobiana, anti-hipertensiva) (RIBEREAU-GAYON
et al., 2006b; MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Essas substancias
também sdo nutrientes para as leveduras durante a fermentagdo, e sao
responsaveis pelos sabores doces e amargos importantes para as
caracteristicas  sensoriais (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009;
TORRESI; FRANGIPANE; ANELLI, 2011). Entre um grande nimero
de peptideos, a glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina; GSH) é um
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dos peptideos mais estudados em uvas, mostos e vinhos. E um importante
tripeptideo formado pela sintese enzimética a partir de trés aminoacidos:
acido glutdmico, cisteina e glicina. A glutationa pode estar presente na
sua forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), geralmente mais de 90 %
da glutationa esta presente na forma reduzida. A GSSG é formada a partir
da oxidacdo da GSH, e pode ser reduzida novamente pela acdo da enzima
glutationa redutase (KRITZINGER et al., 2013).

Na elaboragdo de vinhos, a glutationa desempenha um papel
importante na prevencdo das reacGes de oxidacdo, assim como melhora o
potencial de guarda dos vinhos espumantes (JANES; LISJAK; VANZO,
2010; WEBBER et al., 2017). Os primeiros substratos para as enzimas
oxidativas como a polifenol oxidase (PPO) sdo os 4&cidos
hidroxicindmicos, com destaque ao acido caftarico. A acdo antioxidante
da glutationa ocorre devido ao residuo de cisteina reagir parcialmente
com as orto-quinonas formadas no processo de oxidacdo, formando o
produto de reacéo da uva (GRP). A formacéo desse novo derivado limita
0 escurecimento de mostos e vinhos, e a medida que esta reagdo ocorre 0S
niveis de glutationa sdo consumidos, reduzindo sua concentragéo no meio
(RIBEREAU-GAYON, 2006b; LI; GUO; WANG, 2008; KRITZINGER
etal., 2013).

Em uvas, a concentracdo de GSH pode variar de acordo com a
variedade de uva, as condi¢des ambientais e praticas viticolas empregadas
(KRITZINGER etal., 2013). O teor de GSH em uvas e mostos pode variar
entre 0,001 a 100 mg L, e fatores como a exposicdo ao oxigénio, a
atividade da enzima tirosinase, tempo de maceragdo e condi¢des de
prensagem podem afetar a sua concentragdo. A concentragdo de GSH em
vinho e espumantes é menor do que no mosto, podendo variar 0,05 a 30
mg LT (DU TOIT et al., 2007; JANES; LISJAK; VANZO, 2010;
FERREIRA-LIMA et al., 2016a; WEBBER et al., 2017). Além de
prevenir o escurecimento, a glutationa pode prevenir a perda de aroma
varietais caracteristicos de vinhos brancos devido aos processos
oxidativos. Estudos recentes com vinhos espumantes demonstram que a
adicdo da glutationa no mosto aumentou os niveis de 2-feniletanol, 3-
metil-1-butanol e dietil succinato melhorando a composicdo volatil
(WEBBER et al.,, 2014). Pesquisas demosntram que a adicdo de
glutationa em mostos e vinhos pode ser uma alternativa para prevenir o
escurecimento oxidativo, reduzindo os fendmenos de oxidacéo,
preservando a cor do vinho espumante e algumas substancias volateis
varietais, além de reduzir off-flavors de envelhecimento (WEBBER et al.,
2014; WEBBER et al., 2017).
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1.2.6 Composicéo fendlica

As substancias fendlicas sdo constituintes fundamentais dos
vegetais, presentes principalmente em plantas, raizes e frutas. Os
fendlicos séo originados do metabolismo secundario das plantas, sendo
essenciais para o seu crescimento e reproducdo, além disso, sdo formados
em condigBes de estresse como, infecgdes, radiacOes ultravioleta e
elevadas precipitacbes (JACKSON, 2008; MORENO-ARRIBAS;
POLO, 2009).

A composicdo fendlica dos vinhos apresenta uma grande variagéo
de acordo com as condi¢fes ambientais e climéticas, tipo de solo,
variedade de uva, grau de maturagdo e préaticas enoldgicas empregadas,
como a duracdo do processo de maceracdo, controle da fermentacéo e
armazenamento dos vinhos (GRANATO; KATAYAMA,; CASTRO,
2010; STOCKHAM et al.,, 2013). Na uva estas substancias sdo
encontradas principalmente nas cascas e sementes. No vinho s&o
produzidas pelo metabolismo das leveduras, extraidos da polpa, casca e
semente das uvas durante o periodo de maceragio (RIBEREAU-GAYON
et al., 2006b). Essas substancias estdo diretamente relacionadas com o0s
parametros de qualidade do vinho, como também contribuem para as
caracteristicas sensoriais, como adstringéncia, cor e aroma (JACKSON,
2008). Os fenodlicos também tém atraido interesse devido as suas
propriedades antioxidantes e seus efeitos benéficos para a salde. Os
polifendis sdo moléculas bioativas que apresentam propriedades
anticarcinogénicas,  anti-inflamatéria,  atividade  neuroprotetora,
hipolipemiante e prote¢do contra doencas cardiovasculares (GRIS et al.,
2011a; GRIS et al., 2013; TOALDO etal., 2015; TOALDO et al., 2016b).
As principais substancias fenolicas presentes na uva e no vinho
compreendem os flavonoides, como as antocianinas, flavondis e
flavanais, os acidos fendlicos, os estilbenos como o trans-resveratrol e o
tirosol. As estruturas quimicas destes polifendis estdo apresentadas na
Figura 1.
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Figura 1. Estrutura geral das substancias fendlicas flavonoides, &cidos fendlicos,
estilbenos e tirosol indicando a substitui¢do do radical.

ESTRUTURA GERAL EXEMPLOS

FLAVONOIDES

Antocianinas

R1 R2
Pelargonidina H H
Delfinidina OH OH
Cianidina OH H
Petunidina OH OCHs
Peonidina OCHs H
Malvidina OCHs OCH3

Flavanois
B) Flavan-3-ols

R1 R2 Rs3
(+)-catequina OH H H
(-)-epicatequina H OH H

R1 R2 Rs R4
B1 OH H H OH
B2 OH H OH H
B3 H OH H OH
B4 H OH OH H
R1 R2
Campferol H H
Quercetina OH H

Miricetina OH OH
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Figura 1. (Continuagéo)
ESTRUTURA GERAL EXEMPLOS
ACIDOS FENOLICOS, ESTILBENOS E TIROSOL
Acidos hidroxibenzoicos
E) R1 R2 R3 R4
H

Ac. gélico OH OH OH
Ra Ri Ac. p-
hidroxibenzoico H H OH H
Rs COOH Ac. protocateico  H OH OH H
Ac. vanilico H OCH3 OH H
R4 Ac. siringico H OCH3 OH OCH3
Acidos hidroxicinamicos
F)
COOR4 R1 R2 R3
= Ac. p-cumérico H H H
Ac. cafeico OH H H
Ac. ferdlico OCH3 H H
Ac. p-caftérico OH H C4Hs0s
Ry R,
OH
Estilbenos
G) trans-resveratrol H) cis-resveratrol
OH —
HO. \/O/ O - _
o N Ny
OH OH COH

Tirosol
)

OH

i

HO

Fonte: Adaptado de Ribéreau-Gayon et al. (2006b); Jackson (2008); Moreno-Arribas e
Polo (2009).
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1.2.6.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de substancias fendlicas que
diferem entre si pela sua estrutura quimica e propriedades particulares.
Possuem uma estrutura comum caracteristica (C6-C3-C6) formada por
dois anéis benzénicos ligados por um anel pirano, podendo ocorrer em
sua forma livre, glicosilada ou acilada. Os principais flavonoides
presentes na uva e no vinho sdo as antocianinas, flavanois e flavonois
(Figura 1), responsaveis pela cor e estrutura dos vinhos (JACKSON,
2008; GARRIDO; BORGES, 2013).

As antocianinas sdo as principais substancias fendlicas
responsaveis pela cor da uva e do vinho, uma caracteristica que é
determinada pela sua estrutura quimica, e o seu grau de hidroxilacéo,
metilacdo e/ou glicosilacdo. Em uvas estas moléculas sdo extraidas das
cascas, e em algumas variedades da polpa (HE et al., 2010; RIVERO-
PEREZ; MUNIZ; GONZALES-SANJOSE, 2008). As antocianinas
diferem do restante do grupo dos flavonoides por absorverem fortemente
na regidao visivel do espectro e pela capacidade de formar estruturas
ressonantes mediante a variacdo do pH (MAZZA; MINIATI, 1993). A
estrutura das antocianinas consiste em dois anéis aromaticos ligados a um
anel heterociclico oxigenado, o cation flavilium (Figura 1A)
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009). As principais antocianinas da uva tinta sdo as delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina, malvidina e pelargonidina, que diferem
entre si pelos radicais de substituicdo no anel lateral. Em variedades de
Vitis vinifera L., 0s pigmentos majoritarios sdo na forma de 3-glicosideos,
sendo a malvidina-3-glicosideo o pigmento predominante. Em outras
variedades americanas e hibridas, as antocianinas 3,5-diglicosideo sdo as
antocianinas majoritarias (JACKSON, 2008; GONCALVES; ROCHA;
COIMBRA, 2012). As formas glicosiladas podem apresentar-se livres ou
esterificados com alguns &cidos, como o acido acético, p-cumarico,
ferdlico e caféico (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; GARRIDO;
BORGES, 2013).

A biossintese de antocianina na uva é normalmente influenciada
por uma série de fatores ambientais, tais como a exposicdo a luz solar,
irradiacdo ultravioleta, temperatura do ar e precipitacdo, assim como a
variedade de uva e as praticas viticolas utilizadas (HE et al., 2010). Outro
fator importante é o pH, que exerce forte influéncia na cor dos vinhos
tintos jovens, uma vez que antocianinas encontram-se em equilibrio
dindmico de cores entre diferentes formas moleculares. O baixo pH do
vinho contribui para que as antocianinas estejam em equilibrio,
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conferindo a cor vermelho brilhante ao vinho (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006b; GARRIDO; BORGES, 2013). Durante a vinificacdo e
envelhecimento, as antocianinas sdo progressivamente convertidas em
pigmentos mais estaveis, associados a importantes mudancas na cor e
estabilidade dos vinhos (POZO-BAYON et al., 2004). Estudos
demonstram que o contato com as borras de levedura durante o
envelhecimento de vinhos espumantes podem induzir uma diminuicéo da
concentracdo de antocianinas devido a adsor¢do destas moléculas
(MAZAURIC; SALMON, 2005).

Os flavandis presentes nas uvas sdo representados principalmente
pelos flavan-3-ols e as proantocianidinas (Figura 1Be 1C). A composi¢do
de flavanois nas uvas é dependente do desenvolvimento da planta em
diferentes climas e das condicdes genéticas. A sintese destas substancias
ocorre principalmente nas sementes, iniciando apds o periodo de floragéo,
mas também podem ser encontrados em alta concentracao nas cascas das
uvas. Em geral, maior teor destas substancias é encontrado no periodo da
véraison (momento de troca de cor da baga da uva), depois diminui
lentamente até o final da maturacio (GONZALEZ-MANZANO; RIVAS-
GONZALO; SANTOS-BUELGA, 2004; MORENO-ARRIBAS; POLO,
2009).

Os flavan-3-ols encontrados na natureza podem ser classificados
como catequinas e galocatequinas. Na uva e no vinho sao divididos em
catequinas  ((+)catequina e (-)epicatequina) e galocatequinas
((+)galocatequina e (-)epigalocatequina), conforme nimero de hidroxilas
presentes no anel lateral (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; JACKSON,
2008). Os principais flavan-3-ols mondmeros dos vinhos sdo a (+)-
catequina e a (-)-epicatequina, sendo a catequina o composto majoritario.
Os flavan-3-ols sdo extraidos da casca e semente das uvas durante a
vinificacdo, no envelhecimento passam por transformacdes estruturais
por meio de reagdes de oxidacdo e condensacdo. As interacOes destas
moléculas com as antocianinas por meio dos processos de copigmentacdo
sdo consideradas cruciais para a defini¢cdo e a estabilidade da cor dos
vinhos tintos, bem como o seu envolvimento na formacgdo de novos
pigmentos durante o envelhecimento do vinho, como as
proantocianidinas (GONZALEZ-MANZANO; RIVAS-GONZALO;
SANTOS-BUELGA, 2004; JACKSON, 2008).

As proantocianidinas das uvas e dos vinhos, também conhecidas
como taninos condensados, sdo oligdbmeros e polimeros de catequina e
epicatequina. Estas substdncias sdo formadas durante o processo de
envelhecimento dos vinhos devido as suas capacidades de oxidacéo,
condensacdo e polimerizagdo (JACKSON, 2008; GARRIDO; BORGES,
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2013), sendo que a proantocianidina B1 segundo estudos de Gris et al.
(2011b) é majoritaria em vinhos tintos, em vinhos espumantes as
procianidinas Bl, B2 e B4 foram dectadas pela primeira vez
(STEFENON et al., 2010). Conforme o grau de polimerizacdo das
proantocianidinas a adstringéncia é diminuida, e a associacdo destas
moléculas com as antocianinas causa alterag@es da cor durante o periodo
de armazenamento dos vinhos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b;
BAUTISTA-ORTIN et al., 2007). A interacio entre substancias de cor e
proantocianidinas é extremamente importante, pois pode influenciar a
estabilidade de cor e melhorar a qualidade sensorial. Alguns trabalhos
(GUADALUPE; PALACIOS; AYESTARAN, 2007; GUADALUPE;
AYESTARAN, 2008; GUADALUPE; MARTINEZ; AYESTARAN,
2010; RODRIGUES et al., 2012) mostraram que ndo houve interagdo
positiva entre manoproteinas adicionadas no vinho com a cor, € que a
interacdo entre manoproteinas e proantocianidinas resultou na diminuicéo
do teor de taninos do vinho, contribuindo para uma diminui¢cdo na
adstringéncia do vinho.

Os flavondis, outra classe de substancias oriundas da biossintese
dos flavonoides, sdo caracterizados pela presenca de uma insaturagdo no
anel heterociclico e um grupamento hidroxila na posicdo trés (Figura 1D).
Essas substancias encontram-se na forma de glicosideos em plantas, e nas
uvas sdo sintetizados principalmente nas cascas. Os principais flavondis
da uva e do vinho séo a quercetina, campferol e miricetina (JACKSON,
2008; GARRIDO; BORGES, 2013). Outros flavonois como a
isorhamnetina, a laricitrina e a siringetina ja foram detectados em uvas e
vinhos (MATTIVI et al., 2006; FANG et al., 2007). Os flavondis exercem
papel importante na protecdo contra radiacdo ultravioleta, eles também
participam da interacdo planta patégeno. A biossintese dessas moléculas
acontece na floracdo e continua apés a véraison, sendo influenciada pela
exposicdo a luz. Desta forma, cada variedade possui um perfil especifico,
que estd relacionada a quantidade encontrada nas cascas das uvas,
fertilizacdo nitrogenada, fatores genéticos e ambientais (MATTIVI et al.,
2006; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; MORENO-ARRIBAS;
POLO, 2009), e principalmente as praticas de vinificagho como a
maceragdo, que influenciam a extragdo dos flavonois por estarem
localizados na casca (MAKRIS; KALLITHRAKA; KEFALAS, 2006).
Em relacdo a cor dos vinhos, flavondis sdo pigmentos amarelos que
influenciam diretamente para a cor dos vinhos brancos. Os flavondis estdo
envolvidos na estabilizagcdo da cor dos vinhos tintos por processo de
copigmentagdo com as antocianinas (BOULTON, 2001; JACKSON,
2008). Sao substancias bioativas amplamente distribuidos em plantas
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alimentares (MATTIVI et al., 2006), relacionados com a capacidade
antioxidante de vinhos (GRIS et al., 2013; BURIN et al., 2014).

1.2.6.2 Acidos fendlicos

Os &cidos fenolicos consistem em dois grupos, derivados do &cido
hidroxibenzoico e derivados do &cido hidroxicindmico, caracterizam-se
por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula. Dentre os derivados
hidroxibenzoicos presentes na uva e no vinho destacam-se os acidos
galico, protocateico, vanilico, siringico, p-hidroxibenzoico e elagico, que
possuem estrutura comum C6-C1 (Figura 1E); enquanto os derivados
hidroxicindmicos, sdo moléculas com trés carbonos que formam uma
cadeia lateral (C6-C3), sendo os mais comuns os acidos caféico, p-
caftarico, fertlico e p-cumarico (Figura 1F) (RIBERAU-GAYON et al.,
2006b; GARRIDO; BORGES, 2013).

Nas uvas e nos vinhos, os principais acidos fenolicos sao os acidos
hidroxicindmicos, que se encontram na casca e polpa, sob a forma de
ésteres tartaricos. Nas uvas sdo sintetizados a partir da fenilalanina, via
acido chiquimico, sendo o aminoacido convertido até acido cinamico por
acdo enziméatica (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Estas substancias
tém um papel importante nas reacdes de oxidagdo que conduzem ao
escurecimento dos mostos e vinhos (JACKSON, 2008), principalmente
em variedades brancas devido ao acido caftarico, e ainda em variedades
tintas participam de rea¢fes com antocianinas, agindo como copigmentos
(GARRIDO; BORGES, 2013). O acido caftarico é o mais comum em
uvas brancas, um orto-difenol, considerado o principal substrato para a
enzima polifenoloxidase (PPO) (JACKSON, 2008). Esta substancia esta
presente em grandes concentracbes em mostos e vinhos, especialmente
em vinhos de variedades brancas, e muitas vezes desempenha um papel
importante no processo de escurecimento oxidativo dos mesmos
(FERREIRA-LIMA et al., 2016a).

Os é&cidos hidroxibenzoicos encontram-se nas uvas na forma de
ésteres e, durante a elaboragdo e armazenamento do vinho sofrem uma
hidrdlise lenta, sendo liberados na forma livre (RIBERAU-GAYON et
al., 2006). Dentre estes, 0 4cido galico € descrito como 0 mais importante
nos vinhos, uma vez que é precursor dos taninos hidrolisaveis
(GARRIDO; BORGES, 2013). Em vinhos que passam por
envelhecimento em madeira por longos periodos, o acido galico pode ser
liberado de seus precursores que sao extraidos do barril de carvalho para
vinho (ALCALDE-EON et al., 2014). Estudos demonstram que 0 tempo
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de envelhecimento é um fator importante que modifica as concentragdes
desta substancia nos vinhos (FERREIRA-LIMA et al., 2016a) e vinhos
espumantes (STEFENON et al., 2014). O que pode estar relacionado com
as enzimas liberadas durante a autélise da levedura, uma vez que estas
poderem estar envolvidas na hidrdlise dos taninos (POZO-BAYON et al.
2009).

1.2.6.3 Estilbenos e tirosol

Os estilbenos constituem um grupo de moléculas que sdo
caracterizados pela estrutura basica com unido de dois anéis por uma
dupla ligagdo, para formar o 3,5,4’-trihidroxiestilbeno. Esta ligacdo dupla
é responsavel pelas duas formas isbmeras cis e trans-resveratrol presentes
em diversas espécies de plantas (Figura 1G e 1H) (STERVBO; VANG;
BONNESEN, 2007; GAMBINI et al., 2013). O trans-resveratrol é o
estilbeno mais abundante em uvas, enquanto que o isémero cis é formado
durante o processo de vinificagdo. O trans-resveratrol do vinho €
proveniente das uvas, principalmente de suas cascas, por isso vinhos
tintos apresentam maiores concentracdo em relagdo a vinhos brancos e
rosés (FERNANDEZ-MAR et al., 2012; GAMBINI et al., 2013). Esse
isbmero é produzido por plantas em resposta & infeccdo por fungos, ou
por exposicao ao estresse como tratamentos quimicos pés-colheita (luz
ultravioleta e aplicacdo de herbicidas), atuando como fitoalexinas em
resposta a estes fatores causado pelo meio ambiente. A presenca de
resveratrol em uvas e vinhos varia muito conforme os fatores
agrondmicos e climaticos, regido geografica, variedade de uva, condicoes
de estresse da planta e préticas enoldgicas empregadas. E encontrado em
concentragdes variadas nos vinhos (STERVBO; VANG; BONNESEN,
2007; GARRIDO; BORGES, 2013) e em menores concentracdes em
vinhos espumantes brancos e rosés, provavelmente atribuido a etapa de
maceragao durante o processo de elaboragdo (POZO-BAYON et al. 2003;
STEFENON et al., 2014).

Estudos demonstram que as mudancas das concentracGes de trans-
resveratrol dos vinhos espumantes ao longo do envelhecimento sobre
borra podem estar relacionadas a liberagdo de enzimas da parede celular
de levedura durante o processo de autélise, provavelmente devido a
atividade da S-Glucosidase (STEFENON et al. 2014). O trans-resveratrol
é muito estudado devido a seu potencial benéfico para a salde humana
(GRIS et al., 2011a; FERNANDEZ-MAR et al., 2012; TOALDO et al.,
2016a).
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O metabolismo das leveduras pode formar outros derivados
fendlicos, como o tirosol (Figura 1I). O tirosol [2-(4-hidroxifenil)
etilalcool] ¢ um metabodlito secundario da tirosina [3-(4-hidroxifenil)-
alanina] formado pelas leveduras durante a fermentacdo alcodlica. Sua
sintese esta diretamente relacionada com a quantidade de aminoéacidos
presentes no mosto (JACKSON, 2008). Estudos realizado por Gris et al.
(2011a) demonstram a grande importancia dos teores de estilbenos e
tirosol no aumento da capacidade antioxidante e diminuicdo dos niveis
lipidicos promovido pelo consumo do vinho, evidenciando importante
atividade bioldgica desta molécula.

1.2.7 Evolugdo da composi¢do fendlica dos vinhos ao longo do
envelhecimento

A composicdo fendlica do vinho é conhecida por mudar ao longo
do processo de maturacdo e envelhecimento, o que esta principalmente
associada com a presenca de ésteres hidroxicinamicos, antocianidinas e
taninos. Estas alteracdes sdo refletidas na cor e adstringéncia do produto
final (HE et al., 2010; GARRIDO; BORGES, 2013). O processo de
maturacao é responsavel pelas modificacdoes quimicas que ocorrem antes
do engarrafamento do vinho, influenciadas pela adicdo de produtos
enologicos, trasfegas, fermentagdo malolatica, condi¢fes de estocagem e
processos de estabilizacdo. O envelhecimento é caracterizado por
modificagdes quimicas que ocorrem apds o engarrafamento do vinho, ou
seja, alteragdes que ocorrem no vinho durante o periodo de
armazenamento em garrafa ou passagem em barricas de carvalho, e no
vinho espumante durante o envelhecimento sobre borra (JACKSON,
2008).

Em geral, a composicdo quimica do vinho é mais complexa que a
da uva, devido a formacédo de uma grande variedade de novas substancias.
Essas moléculas formadas, participam de numerosas reacdes quimicas
como a copigmentacdo, cicloadicdo, polimerizacdo e oxidacdo (MAZZA,
MINIATI, 1993; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Reacdes
enzimaticas e ndo-enzimaticas iniciam logo apds a prensagem da uva e
continuam durante a fermentagdo e envelhecimento dos vinhos,
contribuindo para mudancas importantes nas propriedades sensoriais dos
mesmos, e a obtencdo de uma grande diversidade de novas estruturas
fendlicas. O escurecimento ndo-enzimatico pode acontecer tanto em
mostos e vinhos, como resultado da fermentacédo e de reacdes quimicas
que prevalecem no vinho (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009; LI;
GUO; WANG, 2008).
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1.2.7.1 Reagdes de oxidacdo das substancias fendlicas

O escurecimento ndo-enzimatico no vinho pode ocorrer por meio
de diferentes vias relacionadas com os fendis, e uma delas € a oxidacdo
dos fenolicos e subsequente polimerizagdo dos produtos oxidados. Outras
vias envolvem reagdes de polimerizacdo entre fendis e outras substancias
presentes no vinho, incluindo a condensagdo com acetaldeido ou é&cido
glioxilico (derivados a partir da oxidacdo de &cido tartarico) (LI; GUO;
WANG, 2008). Durante o processo de oxidagao ndo-enzimatico no vinho,
como a auto-oxidacdo dos orto-difendis e orto-quinonas correspondentes,
o0 perdxido de hidrogénio pode ser formado como subproduto, o qual pode
participar da continuagdo da oxidacdo de outras substancias fendlicas
(JACKSON, 2008; HE et al., 2010).

Em vinhos, moléculas com estrutura orto-difenol, principalmente
o0 acido caféico e seus ésteres, catequina, epicatequina, antocianinas e seus
derivados, e 4cido galico, sdo considerados como sendo 0s mais
susceptiveis a oxidacdo (LI; GUO; WANG, 2008). Os niveis de flavan-
3-0is sdo mais significativamente correlacionada com o grau de
escurecimento dos vinhos tintos (GONZALEZ-MANZANO et al., 2009),
assim como os acidos hidroxicindmico (acidos caftarico e caféico), séo
propensos a reagdes de oxidacdo enzimdticas durante o processo de
vinificagdo e armazenamento, formando orto-quinonas e favorecendo o
escurecimento de vinhos brancos (FERREIRA-LIMA et al., 2016a;
FERREIRA-LIMA et al.,, 2016b). Segundo Moreno-Arribas e Polo
(2009) a cor do vinho branco é fortemente influenciada pela presenca de
acidos hidroxicinamicos. As reacBes oxidativas sdo uma preocupacao
importante na industria do vinho, uma vez que levam ao escurecimento
excessivo, com consecutiva perda de substdncias de aroma e cor,
alterando as principais caracteristicas sensoriais dos vinhos durante o
armazenamento, bem como dos vinhos espumantes ao longo do
envelhecimento sobre borra. Os &cidos hidroxicindmicos como o &cido
trans-caftarico, acido cis-caftarico e o acido 2-Sglutationilcafartico acido
foram o grupo de fendis mais suscetiveis a oxidacdo durante o
envelhecimento sobre borra de vinhos espumantes Cava (IBERN-
GOMEZ et al., 200). Estudos de Serra-Cayuela et al. (2013) demonstram
que os fenodlicos trans-cutdrico e p-cumarico aumentaram suas
concentragbes com o tempo de envelhecimento sobre borra, e
correlacionaram-se significativamente com o escurecimento, indicando a
importancia destes fendis no processo de oxidagdo. A adicdo de glutationa
nos vinhos espumantes, um potente antioxidante, pode ser uma alternativa
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para prevenir as reac6es de oxidagdo que conduzem ao escurecimento dos
vinhos espumantes durante o armazenamento (WEBBER et al., 2017).

1.2.7.2 Reagdes quimicas das antocianinas

As principais reacBes quimicas (Figura 2) que envolvem as
antocianinas durante a vinificagcdo incluem as reagdes de condensacao
direta entre antocianinas-flavandis e antocianinas-antocianinas, reacfes
de condensacdo mediada por acetaldeido entre antocianinas-flavandis e
antocianinas-antocianinas e reagGes que levam a formacdo das
proantocianidinas  (RIBEREAU-GAYON,  2006b; MORENO-
ARRIBAS; POLO, 2009). As antocianinas também podem reagir com
substancias de baixa massa molar para a obtencdo de uma familia de
derivados de pigmento de antocianinas, as piranoantocianinas
(MARQUEZ; SERRATOSA; MERIDA, 2013).

As reacdes de condensacdo das antocianinas ocorrem quando a
uma diminuicdo gradual das antocianinas monoméricas durante o
envelhecimento de vinhos, que podem ser de forma direta com
flavonoides, principalmente com os flavanols (na posicdo C4), ou por um
intermediario como o acetaldeido, obtendo-se ambas as espécies dimeras
e poliméricas (LI; GUO; WANG, 2008; GARRIDO; BORGES, 2013).

Nas reacdes de condensagdo direta, as antocianinas e flavanois séo
0s precursores atuando tanto como eletrofilos como nucleéfilos. Dois
mecanismos diferentes tém sido propostos para este tipo de reacéo,
levando a formagdo de antocianina-flavanol e flavanol-antocianina
(MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). O mecanismo proposto para a
reacdo de condensagdo direta entre antocianina-flavanol comega com o
ataque nucleofilico na posi¢do C8 e C6 do flavanol para a posicdo C4 da
antocianina na forma de cation flavilium, dando origem tanto a um
flaveno, que pode ser oxidado para o correspondente e voltar a forma
colorida e, finalmente desidratado a um sal xantilium de cor amarela, ou
a um produto incolor. No caso da reacdo de condensacdo direta flavanol-
antocianina, os carbocations gerados a partir da clivagem da ligacdo
interflavanica das procianidinas atuam como agentes eletrofilicos, e
reagem como sitios nucleofilico na posicdo C6 ou C8 da antocianina na
sua forma hidratada hemiacetal, dando origem a um dimero incolor que
pode ser desidratado para a forma correspondente flavilium de coloragéo
vermelha (SOMERS, 1971; RIBEREAU-GAYON, 2006b; MORENO-
ARRIBAS; POLO, 20009).

O acetaldeido presente no vinho é derivado do metabolismo de
leveduras durante a fermentacdo ou envelhecimento biolégico, da
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oxidacdo do etanol catalisada por metais de transicdo, ou por meio de
oxidacdo de polifendis. A reacdo entre o acetaldeido e polifendis comeca
com a protonacao do acetaldeido a um carbocéation sob condigdes acidas,
com adicéo nucleofilica do flavanol (ha posicdo C6 ou C8 do anel A) ao
carbocation (LI; GUO; WANG, 2008). O acetaldeido pode formar novos
tipos de pigmentos, tais como vitisin B e outras proantocianidinas, que
sd0 mais estaveis ao efeito do pH, e podem ser importantes para a
estabilizagdo da cor de vinho (RIBEREAU-GAYON, 2006b; LI; GUO;
WANG, 2008).

Figura 2. Principais rea¢Ges quimicas das antocianinas que ocorrem durante a
vinificacéo.
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Fonte: Moreno-Arribas e Polo (2009).

As reacBes de polimerizacdo que levam a formacgdo das
proantocianidinas influenciam na cor dos vinhos devido a sua associa¢do
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com as antocianinas durante a maturagao, dada a sua natureza polimérica.
Proantocianidinas sdo divididas em dois grupos: procianidinas e
prodelfinidinas, sendo as procianidinas mais susceptiveis de
polimerizacdo devido sua estrutura quimica. As procianidinas sdo
constituidas por unidades de catequina [(+)-catequina e (-)-epicatequina]
e as prodelfinidinas apresentam unidades de galocatequina [(+)-
galocatequina e (-)-epigalocatequina]. As procianidinas e prodelfinidinas
hidrolisam a cianidina e delfinidina, e sdo conhecidas por serem as
proantocianidinas mais abundantes em uvas e vinhos (GONZALEZ-
MANZANO et al., 2009; GARRIDO; BORGES, 2013).

Durante o envelhecimento dos vinhos, em meio &cido e sem a
presenga de oxigénio, as procianidinas sdo capazes de formar
carbocéations que sdo susceptiveis para reagir com outras procianidinas e
aumentar o seu grau de polimerizacdo. Este tipo de polimerizacdo ocorre
em vinho apds algumas semanas de envelhecimento, e sua duragdo
depende da presenca de catequina e de seus polimeros (procianidinas)
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; JACKSON, 2008). As
proantocianidinas desempenham um papel importante no processo de
envelhecimento dos vinhos devido a sua capacidade de oxidacdo,
condensacdo e polimerizacdo (GARRIDO; BORGES, 2013).

As reacOes de antocianinas com outras substancias de baixa massa
molecular, tais como o &cido piravico, vinilfenol, &cido glioxilico,
venilcatecol, acetona e 4-vinilguaiacol causam alteracfes estruturais nas
antocianinas e formagdo de novos derivados de pigmentos, como as
piranoantocianinas (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; OLIVEIRA
et al., 2010). As piranoantocianinas sdo produzidos durante 0s processos
de fermentacdo e envelhecimento dos vinhos. Estas substancias séo
responsaveis por uma mudanca gradual da cor vermelho-pUrpura para
tons de laranja (MARQUEZ; SERRATOSA; MERIDA, 2013; PINA;
OLIVEIRA; FREITAS, 2015).

A estrutura geral das piranoantocianinas inclui um anel adicional
formado entre a hidroxila do C5 e C4 do anel pirano da antocianina.
Vitisins sdo as principais piranoantocianinas dos vinhos, as quais sdo
formadas a partir da reacdo entre as antocinaninas com &cido pirdvico,
acido acetoacetico e com acetaldeido (PINA; OLIVEIRA; FREITAS,
2015). As piranoantocianinas também podem ser formadas pelas reacdes
entre as antocianinas e vinil substancias (MORENO-ARRIBAS; POLO,
2009). Nestas reacdes, os acidos hidroxicinamicos (acidos p-cumarico,
caféico e ferulico), agindo entre si ou por meio de seus produtos de
descarboxilagéo, como os 4-venilfendis, podem reagir de forma covalente
com as antocianinas, dando origem a pigmentos de piranoantocianinas
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designados de pinotins, de coloracdo vermelho-amarelada (MORATA,
GONZALEZ; SUAREZ-LEPE, 2007; MARQUEZ; SERRATOSA,
MERIDA, 2013).

1.3 ELABORACAO DE VINHO ESPUMANTE

Devido ao processamento especifico, os vinhos espumantes
pertencem a categoria de “vinhos especiais”, uma vez que exigem
métodos de elaboracdo diferenciados. Dependendo da tecnologia de
producdo, podem ser classificados em vinhos espumantes produzidos por
uma tradicional refermentacdo em garrafa, e em vinhos espumantes
produzidos por fermentacdo secundaria em tanques hermeticamente
fechados (TORRESI; FRANGIPANE; ANELLI, 2011). Os diferentes
métodos de producdo mais utilizados no Brasil sdo o Tradicional,
Charmat e Asti, que podem exibir diferentes caracteristicas quimicas e
sensoriais (JACKSON, 2008; STEFENON et al., 2010; CALIARI et al.,
2015).

No que diz respeito ao método Tradicional, também conhecido
como classico ou Champenoise, a fermentacdo secundaria ocorre na
garrafa, seguida por um envelhecimento prolongado em contacto com as
borras das leveduras (sur lies). Este método foi desenvolvido na regido de
Champagne, Franca, sendo também utilizado em outras regides
vitivinicolas do mundo (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Seu
processo de elaboracédo esta apresentado na Tabela 1.

O processo de producdo de vinhos espumantes pelo método
Tradicional comeca pela obtencdo do vinho base a partir de uvas brancas
(blanc de blancs) ou de uvas brancas e tintas (blanc de noirs). O vinho
base branco é obtido sem o contato do mosto com a casca das uvas.
Porém, em vinho base rosé, deve-se ter atencdo especial como o tempo e
a intensidade do processo de maceragdo, para evitar a extracdo de
pigmentos em excesso das cascas das uvas (JACKSON, 2008).

As uvas sdo colhidas com base na sanidade e qualidade das plantas.
Apos colheita, as uvas sdo desengacadas e 0 mosto produzido é separado
por fragbes correspondente as prensagens utilizadas; a primeira fragdo
com pequeno volume geralmente é desprezada por conter poeira e
residuos, e por se encontrar normalmente oxidada; a préxima fracdo com
maior volume é denominada de curvée e as Ultimas fracBes de taille
(JACKSON, 2008; CALIARI; ROSIER; BORDIGNON-LUIZ, 2013).
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Tabela 1. Etapas de elaboragéo do vinho espumante pelo método Tradicional.

1. Colheita das uvas
2. Desengace e prensagem das uvas para obtengdo do
mosto
3. Adicdo de di6éxido de enxofre
Primeira 4. Clarificacéo
fermentagdo — | 5. Adicdo de leveduras selecionadas
elaboracéo do 6. Fer_mfzntagao com temperatura_c_ontrf)lada (15-17 °C)
. 7. Adicdo de coadjuvante de clarificacdo
vinho base 8. Estabilizagdo tartarica
9. Elaboracdo do cuvée (Assemblage vinhos de
diferentes variedades de uvas)
10. Filtracdo
11. Adicdo do licor de tirage (sacarose, leveduras
selecionadas, nutrientes e clarificante) ao vinho base
e envase
12. Envelhecimento na garrafa (autdlise das leveduras)
13. Remuage (giro de um quarto da garrafa em pupitre e
Segunda inclinagcdo deste para facilitar sedimentacdo das
fermentagéo leveduras no gargalo)
14. Degola (remocdo das leveduras da garrafa)
15. Adicdo de licor de expedi¢do
16. Rolhamento, engaiolamento e embalagem final.

Fonte: Adaptado de Moreno-Arribas; Polo (2009); Caliari; Rosier e Bordignon-Luiz
(2013).

A curvée é obtida ap6s o descarte do inicio da prensagem, extrai
principalmente a parte central da polpa da baga, que possui maior
concentragdo de aglcares e acidez em 4cido tartarico. A parte mais
préxima as sementes apresenta elevada acidez em acido malico e baixa
concentracdo de aclicares, e a parte proxima a casca apresenta elevada
concentracdo de agUcar, e baixa acidez, devido a salificagdo dos &cidos
organicos; ambos sdo extraidos no final da prensagem, formando o taille
(ZOECKLEIN, 2002; RIBEREAU-GAYON, 2006a; CALIARI;
ROSIER; BORDIGNON-LUIZ, 2013). Ap6s a prensagem, 0 mosto que
escorre da prensa € adicionado de didxido de enxofre, as doses
empregadas para a primeira fracdo do mosto estdo entre 40 a 50 mg L
para o cuvée e de 50 a 80 mg L* para os tailles. A quantidade adicionada
depende da sanidade e grau de maturagdo da uva (JACKSON, 2008).

A clarificacdo é realizada imediatamente, visando a reducdo da
concentracgdo de proteinas e substancias fenélicas que podem escurecer o
vinho base, porém, uma redugéo dréstica de proteinas promove a reducao
da efervescéncia e da persisténcia da espuma. O agente clarificante mais
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utilizado é a bentonita, também podem ser usadas enzimas pécticas,
agentes a base de sol de silica e gelatina para auxiliarem neste processo.
Apos a etapa de clarificacdo sdo adicionadas leveduras selecionadas ao
mosto e a fermentagdo primaria é efetuada em tanques de aco inox com
temperatura controlada entre 15 e 17 °C. O acompanhamento do processo
é feito pela densidade e aclcar residual inferior a 2 g L% Depois de
finalizada a primeira fermentacdo, procede-se a estabilizacdo tartarica a
frio do vinho base visando a precipitacdo dos acidos organicos salificados
(ZOECKLEIN, 2002; RIBEREAU-GAYON, 2006a; JACKSON, 2008;
CALIARI; ROSIER; BORDIGNON-LUIZ, 2013).

Posteriormente, € adicionado no vinho base o licor de tirage,
elaborado com cuvée, composto de leveduras selecionadas, coadjuvantes
de clarificacdo, nutrientes e sacarose na proporcao necessaria para atingir
no final da fermentacdo pressdo de seis atmosfera (atm). O cuvée é
preparado por misturas diferentes variedades de uvas, sendo
indispensavel para manter a qualidade sensorial na degustacdo
(RIBEREAU-GAYON, 2006a; JACKSON, 2008; MORENO-
ARRIBAS; POLO, 2009). Apos a adicdo do licor de tirage o vinho base
é envasado e colocado o opérculo plastico na garrafa (bidule) como
involucro para a sedimentacdo das leveduras durante a remuage (rotacéo
garrafa), fechando com a tampa de metal (corona). A fermentagdo na
garrafa é denominada de segunda fermentago que da origem ao vinho
espumante (TORRESI; FRANGIPANE; ANELLI, 2011). A segunda
fermentacdo é de aproximadamente 60 dias, até a completa fermentagéo,
a temperatura constante de 11 a 17 °C. A baixa temperatura durante a
fermentacéo é um fator de qualidade na elaboracgéo de vinhos espumantes,
especialmente na persisténcia do perlage e coroa (resultante do
desprendimento das bolhas de gas carbénico), no aumento gradual de
dioxido de carbono e teor alcodlico dos vinhos espumantes. Terminada
essa etapa, a garrafa apresenta uma pressao interna de aproximadamente
6 atm (ZOECKLEIN, 2002; RIBEREAU-GAYON, 2006a).

Apo6s a segunda fermentacdo as garrafas sdo colocadas nos
pupitres, em temperatura de 15 a 18 °C (CALIARI; ROSIER;
BORDIGNON-LUIZ, 2013). As leveduras que sedimentam entram em
processo de autdlise. Este processo consiste na hidrélise de biopolimeros
intracelulares por enzimas enddgenas de leveduras que resultam na
liberacdo de varias substancias intracelulares como aminoéacidos,
peptideos, proteinas, polissacarideos, derivados de acidos nucléicos e
lipidios que tém um efeito positivo na qualidade do vinho espumante,
especialmente durante o envelhecimento sobre borra (sur lies)
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(ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006; PEREZ-
SERRADILLA; LUQUE DE CASTRO, 2008).

O periodo de envelhecimento sobre borra dos vinhos espumantes
dura no minimo nove meses, dependendo da legislacdo do pais produtor,
0 Brasil ainda ndo possue uma legislacdo especifica para o tempo de
envelhecimento sobre borra. Durante o periodo de envelhecimento é
realizado o procedimento de remuage. Os sedimentos de leveduras que se
formaram sdo depositados no bico da garrafa, e removidos pela etapa de
degola (dégorgement), que consiste em colocar as garrafas de bico para
baixo e congelar o pescoco. A degola expele o bloco de gelo contendo os
sedimentos que se formam no bico da garrafa, em razdo da pressao
interna, e faz com que a tampa de metal seja removida. Em seguida, é
adicionado imediatamente o licor de expedicdo (alcool vinico, blend,
vinhos diversos ou pelo préprio espumante e aclcar em quantidade
especifica para determinar o tipo de produto), a garrafa é fechada com
rolha de cortica e gaiola de arame, rotulada e embalada para a expedicéo.
De acordo com a legislacdo brasileira, a quantidade de agUcar diferencia
0s vinhos espumantes, assim estes sdo classificados da seguinte forma:
nature, até 3 g L de glicose; extra-brut, 3-8 g L™* de glicose; brut 8-15 g
L de glicose; seco ou sec, 15-20 g L de glicose; demi-sec, meio-seco
ou meio-doce 20-60 g L™ de glicose; doce, >60 g L de glicose (BRASIL,
2014).

1.3.1 Autolise das leveduras e as alteragdes na composi¢do quimica
dos vinhos espumantes

O processo de autolise ocorre durante a elabora¢do do vinho
espumante pelo método Tradicional. E um processo irreversivel que
ocorre geralmente no final da fase estaciondria de crescimento, associado
com a morte celular (apoptose), e envolve as enzimas hidroliticas que
agem na liberacdo citosélica (peptideos, acidos graxos, nucleotideos e
aminoacidos) e da parede celular (glucanas, manoproteinas) para o vinho
(ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006).

A autolise € um processo lento e comega quando agucares e outros
nutrientes sdo consumidos, em fungdo disso, as células das leveduras
comegam a utilizar suas proprias reservas de energia, compostas de
glicogénio e outros elementos, quando essas reservas se tornam
insuficientes para a exigéncia de energia da célula, inicia a degeneragéo
celular e a autélise é desencadeada (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009;
TORRESI; FRANGIPANE; ANELLI, 2011). A autolise é um processo
natural lento, especialmente se as condi¢des auto cataliticas de pH 3 e 4,
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temperatura de envelhecimento de 15 °C, e a presenca de etanol (12 %
v/v), ndo sdo as condicdes ideais (KEMP et al., 2015). Esse processo
comeca apenas depois de dois a quatro meses apdés a conclusdo da
segunda fermentagdo. Porém, o tempo antes do inicio da autélise varia
muito, dependendo da composicdo do vinho base, tempo de
envelhecimento e a cepa de levedura utilizada (ZOECKLEIN, 2002;
ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006). As proteases sdo as
principais enzimas hidroliticas envolvidas na autolise. Nos vinhos
espumantes, a atividade proteolitica diminui durante a fase inicial de
fermentacdo em garrafa e nos meses seguintes, ap6s nove meses de
fermentacdo e envelhecimento, aumenta gradualmente (KEMP et al.,
2015).

Quatro passos sdo descritos para a autélise da levedura: primeiro
as estruturas celulares degradam, libertando proteases no citosol; as
proteases liberadas sdo ativadas devido a degradagdo dos inibidores
citoplasmaticos especificos; no terceiro passo, ocorre a hidrélise de
polimeros intracelulares, com acimulo de produtos na parede da célula;
e finalmente, os produtos hidrolisados séo liberados da parede celular
(ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006; MORENO-
ARRIBAS; POLO, 20009).

Diferentes eventos ocorrem durante a autotlise das leveduras,
embora esse processo ainda ndo esteja completamente elucidado. A
Figura 3 representa as alteragcbes morfoldgicas e bioquimicas durante a
autélise das leveduras no vinho espumante segundo Alexandre e
Guilloux-Benatier (2006). Imediatamente apds a segunda fermentacdo
alcodlica, as células das leveduras sdo alongadas e ovoides, e a parede
celular é grossa e lisa. Dentro da célula um grande vacutolo é rodeado por
corpos esféricos (Figura 3a). Entre o terceiro e sexto més de autolise das
leveduras (Figura 3b), a célula e o vacuolo sdo menores, corpos esféricos
sdo distribuidos por todo o vacuolo, a parede celular é aspera, pequenas
rugas ou dobras podem ser observadas. Entre 0 nono e décimo segundo
més de autolise (Figura 3c), a parede celular degrada, explicando o seu
menor tamanho, e as células de levedura perderam a maior parte de seu
conteldo citoplasmatico. As alteragBes bioquimicas durante a autdlise e
envelhecimento dos espumantes, sdo principalmente relacionadas com a
liberacdo ou absorcdo de aminodcidos. Depois de trés a seis meses, devido
a hidrdlise de peptideos e proteinas, 0 meio continua enriquecido com
aminoacidos, e ha um aumento significativo de polissacarideos da parede
celular. Comeca a degradacdo da membrana plasmatica, com liberagéo de
lipidios para o meio. Entre o nono e décimo segundo més, a concentrago
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de alguns aminoacidos diminui. Polissacarideos da parede celular,
lipidios e ribonucleotideos aumentam ligeiramente.

Figura 3. Representacdo das alteracdes morfoldgicas e bioquimicas durante
autélise da levedura no vinho espumante. Imediatamente apdés a segunda
fermentacéo (a), entre 3 e 6 meses (b) e entre 9 e 12 meses (c).
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Figura 3. (Continuagéo)

0

Ribonucleotideos

Fonte: Alexandre e Guilloux-Benatier (2006).

Muitos estudos realizados com vinhos espumantes tém como
objetivo as andlises das substancias que podem ser liberadas pelas
leveduras durante o processo de autélise, estas substancias resultam em
modificacBes na composicao nitrogenada (MORENO-ARRIBAS et al.,
1998; MORENO-ARRIBAS et al., 2000; MARTINEZ-RODRIGUEZ et
al., 2002), na composicdo fenolica (SERRA-CAYUELA et al., 2013;
STEFENON et al., 2014; PEREZ-MAGARINO et al., 2015), nos
polissacarideos, especialmente as manoproteinas (NUNEZ et al., 2006;
JUEGA et al., 2014), e outras macromoléculas durante o envelhecimento
sobre borra (sur lies) (POZO-BAYON et al., 2009; TORRESI;
FRANGIPANE; ANELLI, 2011).

As mudancas na composi¢do nitrogenada de vinhos espumantes
durante o envelhecimento sobre borra sdo considerados os melhores
marcadores da atividade proteolitica da levedura (MARTINEZ-
RODRIGUEZ; POLO, 2000; MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2002).
Estudo de Martinez-Rodriguez et al. (2002) demonstraram que a cepa de
levedura usada influencia o teor de aminodcidos livres e peptideos. No
processo de elaboracgdo do vinho espumante, peptideos e aminoacidos séo
considerados as principais substancias nitrogenadas liberadas durante a
autélise (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Os aminoécidos prolina,
lisina, leucina, acidos glutdmico, isoleucina, fenilalanina, serina e valina
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aumentam sua concentracdo significativamente durante a segunda
fermentacdo em garrafa dos vinhos espumantes (ZOECKLEIN, 2002).
Este enriquecimento do meio com aminoacidos pode melhorar o potencial
de aroma dos vinhos espumantes. Os aminoacidos sdo os precursores de
algumas substdncias volateis por reacBes de desaminacdo e
descarboxilagdo (ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006;
KEMP et al., 2015).

A parede celular das leveduras é fonte de polissacarideos, a qual é
constituida por colbides glicidicos, essencialmente pg-glucanos e
manoproteinas. Os componentes macromoleculares da parede celular da
levedura, particularmente as manoproteinas, sdo parcialmente liberados
durante a fermentagéo alcodlica e, especialmente, no tempo em contato
sobre borra durante o envelhecimento. A quantidade de manoproteinas
liberada pela levedura da parede celular depende da levedura utilizada na
fermentacdo e das condicdes de envelhecimento, como o tempo de
contato com a levedura e a temperatura (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006b; MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). As manoproteinas
constituem de 25 a 50 % da parede celular de Saccharomyces cerevisiae
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). A maioria das manoproteinas
liberadas durante a fermentacdo ¢ excretada pela levedura como material
da parede celular ndo utilizado. Elas também sdo liberadas devido a
autolise enzimética da levedura endo-$-(1,3) e endo-$-(1,6)-glucanases
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006b). Nos vinhos espumantes, as
manoproteinas sdo responsaveis pelos atributos de efervescéncia, e ainda
podem se ligar a importantes substancias volateis, tais como fS-ionona,
hexanoato de etila e octanol, bem como aumentar a volatilidade de outros,
como octanoato de etila e decanoato de etila (JACKSON, 2008). Estudos
demonstraram que a inoculacado de cepas selecionadas de Saccharomyces
cerevisiae aumenta a extracdo das manoproteinas da parede celular,
produzindo mudancgas na composicdo volatil e fendlica dos vinhos e
melhorando as caracteristicas sensoriais (CARRASCOSA et al., 2012;
JUEGA et al., 2014).

As borras das leveduras podem adsorver e liberar diferentes
substancias fendlicas durante a autdlise, que modificam o perfil fendlico
dos vinhos espumantes (PEREZ-SERRADILLA; LUQUE DE CASTRO,
2008; STEFENON et al., 2014). Estudos demonstram que a absorc¢do de
substancias fenodlicas pela borra das leveduras podem levar a um
decréscimo do potencial antioxidante dos espumantes, possivelmente
devido a modificacdo estrutural da parede celular da levedura e a
oxidacdo dos grupos ativos (GALLARDO-CHACON et al., 2010;
STEFENON et al., 2010). A atividade antioxidante da superficie da borra
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foi influenciada pelas caracteristicas do vinho base, sendo inversamente
relacionada ao periodo de envelhecimento sobre borra (GALLARDO-
CHACON et al., 2010). Além disso, as interagdes entre borra do vinho e
as substancias fendlicas também podem influenciar a capacidade de
consumo de oxigénio durante o envelhecimento. Este comportamento é
devido a forte interagdo entre os polifenois adsorvidos e lipideos da
membrana celular, o que diminui a acessibilidade das espécies reativas ao
oxigénio com os lipideos da membrana, tais como acidos graxos
insaturados e esterdis, que sdo implicados a serem os principais alvos das
reacOes de oxidacdo em borra de levedura durante o envelhecimento dos
espumantes (SALMON; FORNAIRON-BONNEFOND; MAZAURIC,
2002).

O envelhecimento sobre borra dos vinhos espumantes pode
aumentar os niveis de resveratrol em espumantes elaborados pelo método
Champenoise, provavelmente devido a atividade da s-glicosidase, que foi
constante ao longo do tempo, mostrando uma relagdo estreita com todos
os polifendis estudados (resveratrol, piceid, tirosol e os acidos galico,
caféico e fertlico) (STEFENON et al., 2014). Pozo-Bayo6n et al. (2003),
verificaram que substancias fendlicas como o trans-resveratrol e os
acidos trans-p-cumarico, trans-caftarico, cis-cutarico, trans-cutarico, cis-
p-cumarico, cis-caftarico, siringico e triptofol, ndo mudaram
significativamente suas concentracdes durante o envelhecimento sobre
borra. Serra-Cayuela et al. (2013) observaram que o teor de polifendis ndo
muda com o envelhecimento sobre borra, apesar de algumas moléculas
individuais, como o trans-cutarico e p-cumarico evoluir com o tempo, 0s
quais foram correlacionados com o0 escurecimento dos vinhos
espumantes. As borras das leveduras possuem afinidade com as
antocianinas, sendo que a quantidade de antocianinas absorvida varia
conforme temperatura, estrutura e concentracao inicial do pigmento, bem
como do SO, e pH. A absorcdo deste pigmento pode ser de acordo com a
polaridade de sua molécula, sendo da seguinte ordem: delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina e malvidina, bem como, de acordo com
a cepa da levedura utilizada durante a fermentacdo (MORENO-
ARRIBAS; POLO, 2009). Pozo-Baydn et al. (2004), demonstraram que,
apos a segunda fermentacéo e durante o envelhecimento sobre borra dos
vinhos espumantes, ocorreram mudangas quantitativas na concentracao
de antocianinas e piranoantocianinas, acarretando em uma maior
estabilidade de cor dos espumantes. Os autores sugerem que as enzimas
liberadas durante a autdlise das leveduras poderiam estar envolvidas na
hidrélise de polimeros de antocianinas-taninos.
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Manoproteinas liberadas durante a autélise das leveduras podem
interagir com substancias fendlicas (PEREZ-SERRADILLA; LUQUE
DE CASTRO, 2008). Pesquisas demonstram que a adicdo de
manoproteinas comerciais em vinhos mostrou uma diminuicdo da
estabilidade de cor e aumento da adstringéncia (GUADALUPE;
MARTINEZ; AYESTARAN, 2010; RODRIGUES et al., 2012).
Resultados contraditérios foram observados em estudos de Ribeiro et al.
(2014) que demostraram que manoproteinas comerciais podem interagir
com os fenodlicos e proporcionar um efeito protetor na cor de vinhos
brancos, diminuindo o potencial de escurecimento. Estudos de Wu, Guan
e Zhong (2015) demonstram que a adicdo de manoproteinas em solucdo
de antocianina melhora a estabilidade térmica das antocianinas a pH 7,0,
a estabilidade de cor e mantém a capacidade antioxidante apds o
aquecimento, sugerindo que as antocianinas formam complexos com
manoproteinas provavelmente devido a atragdo hidrofébica. Segundo
Pérez-Serradilla e Luque De Castro (2008), o envelhecimento na presenca
de borra produz espumantes menos adstringentes, com uma cor
ligeiramente menos intensa, mas nuances menos amarelados. Estudos de
Stefenon et al. (2014) demonstram que o tempo de envelhecimento sobre
borra modificou os polifendis estudados, sendo mais importante do que o
préprio método de elaboragdo do espumante (Champenoise ou Charmat).
As implicacGes existentes sobre os fenolicos para a qualidade do vinho
indicam que evidéncias mais concretas sobre as modificacfes destas
substancias durante o envelhecimento sobre borra sdo necessérias.

1.4 AGENTES ENOLOGICOS

A tecnologia de elaboracdo de vinhos estd evoluindo
continuamente, e existe uma tendéncia crescente pelo consumo de vinhos
de grande potencial de envelhecimento, com alto teor de substancias
fendlicas, melhores caracteristicas sensoriais e aromaticas, bem como
uma melhor estabilidade em garrafa. Para satisfazer as preferéncias do
consumidor atual, o uso de diferentes praticas enoldgicas, como adicdo
de agentes enoldgicos, estdo em grande expansdo na enologia. A adi¢do
de produtos enolégicos, na forma de taninos enoldgicos comerciais ou na
forma de sementes de uva, agentes estabilizadores como a goma arabica
e manoproteinas extraidas da parede celular das levedura, agentes
clarificantes, entre outros, visam melhorar a qualidade quimica dos
vinhos e tém sido amplamente utilizados na vinificacdo baseada na
experiéncia pratica.
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O tanino para uso enolégico estd definido pelo Codex Enoldgico
Internacional da Organizacdo Mundial da Uva e do Vinho (OIV), por
meio da resolugdo OENO 574-2017 (OIV, 2018). Os aditivos a base de
tanino comercialmente disponiveis apresentam varias formas, sendo que
os mais utilizados sdo os “taninos enologicos”. Os taninos mais utilizados
em enologia provém de diferentes fontes, como os da prdpria semente e
casca da uva, e a partir de materiais vegetais, notadamente de vérias
espécies de carvalho (Quercus sp.), de castanheira (Castanea sativa
Mill.), de quebracho (Schinopsis sp.), de mirabolano (Terminalia
chebula), de tara (Caesalpina spinosa), entre outras (HARBERTSON et
al., 2012).

Os taninos exdgenos podem ser adicionados por uma série de
razBes, em diferentes etapas da vinificacdo e em varias formas. A maior
utilizacdo de taninos é realizada normalmente nas fases pré-fermentativa
e pos-fermentativa (BAUTISTA-ORTIN et al., 2007; PARKER et al.,
2007; LARCHER et al., 2015). Desta forma, um nimero crescente de
preparagdes comerciais de taninos exégenos estdo sendo disponibilizados
no mercado para adi¢do durante o processo de vinificacdo, visando sua
contribuicdo para a qualidade do vinhos (HARBERTSON et al., 2012;
VAZALLO-VALLEUMBROCIO et al., 2017). Como parte das préaticas
enoldgicas, 0 uso do tanino pode facilitar a precipitacdo de matérias
proteicas em excesso e auxiliar nos processos de clarificagdo. Outros
motivos de interesse na aplicacdo destes agentes tém sido descritos, dadas
suas propriedades antioxidantes, na melhoria da composicdo fenodlica,
protecdo oxidativa, na estabilizacdo da cor em vinhos tintos e na melhoria
de aromas (BAUTISTA-ORTIN et al., 2007; ALCALDE-EON et al.,
2014; LARCHER et al., 2015; GHANEM et al., 2017; VAZALLO-
VALLEUMBROCIO et al., 2017). Embora, um efeito antagonista em
relacdo a utilizacdo de taninos também foram relatados, principalmente
relacionados a diminuicdo das antocianinas e cor dos vinhos (PARKER
etal., 2007; GHANEM et al., 2017), demostrando que a adicéo de taninos
enoldgicos pode ter efeitos limitados na qualidade do vinho
(HARBERTSON et al., 2012), uma vez que 0s seus impactos estdo
intimamente relacionados as caracteristicas individuais de cada produto,
a dose aplicada e o tipo do vinho (GHANEM et al., 2017; VAZALLO-
VALLEUMBROCIO et al.,, 2017). Em vinhos espumantes, a nosso
conhecimento, os efeitos do uso de taninos enoldgicos ainda ndo séo
relatados na literatura.

As manoproteinas sdo um dos principais grupos polissacaridicos
presentes no vinho (RIBEREAU-GAYON, 2006b), e estio sendo cada
vez mais utilizados como agentes enoldgicos aos vinhos, sendo que
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existem varios produtos enol6gicos comerciais que contém
manoproteinas na sua composicdo. As manoproteinas sdo extraidas da
parede celular de leveduras Saccharomyces cerevisiae por métodos
fisico-quimicos ou enzimaticos, e apresentam diferentes estruturas
dependendo da sua massa molar, grau e tipo de glicosilacdo e sua carga.
A Codex Enoldgico Internacional da Organizacdo Mundial da Uva e do
Vinho, resolugdo OENO 26-2004 (OlV, 2018), permite sua utilizagdo na
vinificagdo.

As manoproteinas sdo conhecidas pelas suas propriedades
enoldgicas positivas, e dependendo de como sdo extraidas, apresentam
diferentes atividades na estabilizacdo tartarica e/ou proteica (OIV, 2018).
A interac8o entre manoproteinas e substancias fendlicas do vinho é um
assunto de grande interesse, uma vez que estudos mostraram o possivel
impacto na estabilidade de cor (ESCOT et al., 2001; DEL BARRIO-
GALAN et al., 2012), uma melhoria nas caracteristicas sensoriais, como
a reducdo da adstringéncia do vinho tinto (GUADALUPE; PALACIOS;
AYESTARAN, 2007; GUADALUPE; MARTINEZ; AYESTARAN,
2010; DEL BARRIO-GALAN et al., 2012), melhoria na composi¢io
volatil (PEREZ-MAGARINO et al., 2015a), e na qualidade da espuma
dos vinhos espumantes (MORENO-ARRIBAS et al., 2000; NUNEZ et
al., 2006).

Alguns estudos demonstraram que ndo houve interagdo positiva
entre manoproteinas e moléculas de cor (GUADALUPE; PALACIOS;
AYESTARAN, 2007; GUADALUPE; AYESTARAN, 2008;
GUADALUPE; MARTINEZ; AYESTARAN, 2010; RODRIGUES et
al., 2012). Outros demonstram uma reducdo de alguns fendlicos e
antocianinas em vinhos tintos (GUADALUPE; AYESTARAN, 2008;
GUADALUPE; MARTINEZE; AYESTARAN, 2010) e vinhos tintos
espumantes (PEREZ-MAGARINO et al, 2015a) adicionados de
manoproteinas. Em geral, o uso de preparacdes comerciais ricas em
manoproteinas e polissacarideos para melhorar as propriedades
tecnologicas e sensoriais dos vinhos tranquilos tem sido amplamente
estudada. No entanto para vinhos espumantes, poucos estudos avaliam o
efeito do uso de manoproteinas comerciais sobre as propriedades
quimicas e sensoriais (NUNEZ et al., 2006; PEREZ-MAGARINO et al.,
2015a).

A goma arabica é um exsudado gomoso proveniente dos troncos e
dos ramos de é&rvores africanas da familia das Mimosaceas,
principalmente, das espécies Acacia senegal, Acacia seyal e Acacia verek.
E proveniente de uma mistura complexa e variavel de polissacaridos e
glicoproteinas de arabinogalactanas, sendo classificada como um
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polissacarideo arabinogalactana altamente ramificado, com uma massa
molar elevada. A sua composicao é de aproximadamente 95 % de uma
fracdo polissacaridica e 1 a 2 % de uma fracdo proteica. Além disso,
contém cerca de 3 % a 4 % de substancias associadas, como polifendis e
minerais (sais de calcio, sodio, potassio e magnésio). A fragdo
polissacaridica é constituida por uma cadeia linear de B [1,3]-galactose.
Na posicdo [1,6], esta a cadeia ramificada com cadeias laterais de
galactose e arabinose (IMESON, 2010). A goma arabica € comumente
utilizada como um agente encapsulante, conhecida por sua capacidade de
formar emulsdes estaveis em uma ampla gama de acidez e condicOes
ibnicas. Estudos de Guan e Zhong (2015) avaliaram a estabilidade térmica
das antocianinas a pH 5,0 em solugdes adicionadas de goma arabica antes
e apds 0 aquecimento, e observaram uma melhora na estabilidade das
antocinainas com goma arabica, sugerindo sua aplicacdo durante o
processamento térmico dos alimentos com pH em torno de 5,0.

Na enologia, 0 Codex Enolégico Internacional da Organizacao
Mundial da Uva e do Vinho (OIV), resolu¢cdo OENO 27/2000, permite o
uso de goma ardbica na vinificacdo, sendo que a dose utilizada ndo pode
exceder 0,3 g L (OIV, 2018). No entanto, a nosso conhecimento,
escassos sdo os estudos que demonstraram o efeito potencial da adi¢do da
goma ardbica como agente enoldgico durante a vinificacdo de vinhos e
vinhos espumantes. Para tanto, o conhecimento dos efeitos da goma
arabica sobre as alteraces na composicdo quimica dos vinhos,
particularmente em vinhos espumantes, sdo importantes para a pesquisa
em enologia, uma vez que este agente enolégico pode melhorar a
estabilidade dos vinhos em garrafa (IMESON, 2010; OlV, 2018).

1.5 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial é uma técnica que utiliza os sentidos humanos
para medir e avaliar as caracteristicas e propriedades dos alimentos e
bebidas. O uso da andlise sensorial associada aos resultados de analises
guimicas é amplamente empregado para determinar a qualidade de um
vinho e identificar caracteristicas tipicas, sejam elas oriundas da
variedade de uva, das regides de producdo ou dos processos de vinificagao
utilizados (FALCAO et al., 2007; PANCERI et al, 2015;
SOKOLOWSKY; ROSENBERGER; FISCHER, 2015).

A visdo, o olfato, o paladar e o tato sdo os sentidos empregados na
analise sensorial. A avaliacdo de um vinho comeca pelo exame visual, 0
qual permite caracterizar o aspecto do vinho quanto a intensidade de cor,
tonalidade e limpidez. O exame olfativo é o segundo passo, considerado
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um dos mais complexos e de grande variagdo entre os avaliadores. S&o
descritas a intensidade, a clareza e a qualidade dos aromas, bem como 0s
aromas especificos de cada vinho. O exame gustativo corresponde a
Gltima etapa da analise sensorial. Os quatro gostos elementares do vinho
sdo: doce (dado pelo alcool, glicerol e agucares), o acido (originario dos
acidos organicos livres), o salgado (dado pelos acidos salificados) e o
amargo (proveniente dos fendlicos, principalmente dos taninos). Essa
etapa descreve as caracteristicas de acidez, dogura, amargor, persisténcia
e equilibrio do vinho na boca, bem como as sensagdes tateis do alcool,
temperatura e adstringéncia (JACKSON, 2002).

Para interpretacdo da analise sensorial diversas técnicas séo
utilizadas. A analise descritiva qualitativa (ADQ) é uma técnica de analise
sensorial que proporciona uma descricdo completa de todas as
propriedades sensoriais de um produto, sendo um dos métodos mais
utilizados (JACKSON, 2002; TORRENS et al., 2010). Outros testes
descritivos como tempo-intensidade, tempo de dominancia das sensacdes,
testes de escala, perfil de textura e sabor também sdo empregados para
avaliar a interatividade dos atributos percebidos durante a degustacéo
(SOKOLOWSKY; ROSENBERGER; FISCHER, 2015).

A analise sensorial de vinhos espumante possui particularidades,
como a efervescéncia e a espuma que sdo importantes fatores a serem
considerados na aparéncia, além da coloracdo de amarelo-palha a ouro
brilhante, salmdo claro a rosado e auséncia de turbidez (JACKSON,
2002). Em estudos realizados por Martinez-Rodriguez e Polo (2000), os
atributos avaliados na qualidade da espuma do vinho espumante foram:
guanto a sua formac&o (abundante, normal ou escassa); quanto a espuma
(cobrindo total ou parcialmente a superficie do vinho espumante); quanto
ao nmero de nucleos de bolhas (maior ou menor que cinco ou nenhuma);
guanto ao tamanho das bolhas (pequena, média ou grande); quanto a
efervescéncia (rapida, normal ou lenta), demonstrando que a qualidade do
vinho espumante esta associada com a efervescéncia e com a espuma.
Ainda, a presenca de espuma deve ser abundante, cobrindo totalmente a
superficie do vinho espumante, e as bolhas devem ser pequenas com
efervescéncia rapida.

Na parte olfativa deve apresentar um aroma complexo com notas
de tostado, caracteristicas varietais pouco intensas e gustativamente uma
acidez pronunciada mas nao agressiva, auséncia de adstringéncia e
amargor, e sabor persistente e equilibrado (JACKSON, 2002). Torrens et
al. (2010) encontraram no perfil sensorial de vinhos espumantes notas
frutadas, tostado, ltico, doce e levedura, e um aumento acentuado das
notas de tostado, latico, doce e levedura com o tempo de envelhecimento
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sobre borra. Ganss et al. (2011) na avaliacdo sensorial descritiva de
vinhos espumantes demostraram um aumento das notas aromaticas
frutadas que lembram péssego e meldo, juntamente com um aumento da
concentracao de derivados de precursores volateis.
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RESUMO

O efeito dos agentes enoldgicos, goma arabica e tanino, adicionados em
duas diferentes etapas de elaboracdo de vinhos espumantes rosé (adi¢do
no vinho base e no vinho espumante ap6s a etapa de degola) sobre a
evolugdo da composicgdo fendlica durante o envelhecimento sobre borra e
armazenamento comercial foram estudados pela primeira vez. Os vinhos
espumantes foram monitorados durante 12 meses de envelhecimento
sobre borra (sur lie, com borras) e armazenamento comercial
(armazenamento em garrafa, sem borras), quanto ao perfil de polifendis,
intensidade de cor e capacidade antioxidante. Pode-se observar que a
etapa de adicdo dos agentes enoldgicos influenciou a composicéo fendlica
e a capacidade antioxidante dos vinhos espumantes rosé. As maiores
alteracGes foram observadas no experimento com a adi¢cdo dos agentes
enolégicos no vinho base, que aumentou significativamente as
concentracBes de trans-resveratrol, &cidos galico e elagico, catequina,
quercetina e miricetina. A adicdo dos agentes enoldgicos apo6s a etapa de
degola apresentou menor influéncia sobre os fendlicos dos vinhos
espumantes. O 4cido cafeico, acido trans-caftarico, catequina, tirosol e
acido galico foram os polifendis mais abundantes nos vinhos espumantes
rosé. As praticas de vinificacdo avaliadas neste estudo compreendem uma
abordagem importante para a melhoria e/ou manutencéo dos polifendis,
de acordo com as praticas de vinificacdo, além de fornecer novos
conhecimentos sobre a evolucdo dos vinhos espumantes rosé.

Palavras-chave: Envelhecimento sur lie. Armazenamento comercial.
Polifendis. Vinhos espumantes. Tecnologias de vinificacdo.
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1 INTRODUCAO

Os vinhos espumantes elaborados pelo método Tradicional
(Champenoise), apresentam propriedades quimicas e sensoriais
diferenciadas devido as transformacdes bioldgicas que ocorrem durante a
segunda fermentacdo em garrafa. ApoOs esta segunda fermentacdo
alcodlica ocorre o processo de autélise, seguido de um envelhecimento
prolongado em contato com as borras das leveduras (MORENO-
ARRIBAS; POLO, 2009). Durante a autdlise das leveduras, as
substancias liberadas contribuem para a composicdo quimica e sensorial
dos vinhos espumantes (MARTINEZ-LAPUENTE et al., 2018). Entre
essas substancias, destacam-se os polifendis, que estdo diretamente
relacionados aos atributos de qualidade. Os polifendis sdo essenciais para
a evolucdo dos vinhos, pois participam de reacdes quimicas como a
copigmentacdo, polimerizacdo e oxidacao, podendo ser transformados em
novas substancias ou degradadas durante o processo de fermentacdo e
posterior armazenamento (MAZAURIC; SALMON, 2005; MARQUEZ;
SERRATOSA; MERIDA, 2013).

Durante a autolise, as borras das leveduras podem adsorver ou
liberar diferentes polifendis, como ésteres hidroxicindmicos, antocianinas
e taninos, que podem modificar o perfil fendlico e a capacidade
antioxidante dos vinhos espumantes durante o envelhecimento
(GALLARDO-CHACON et al., 2010; SERRA-CAYUELA et al., 2013;
STEFENON et al., 2014). Diferentes caracteristicas quimicas e sensoriais
podem ser evidenciadas nos vinhos espumantes durante o envelhecimento
bioldgico e envelhecimento pelo armazenamento comercial, uma vez que
no envelhecimento bioldgico o vinho esta em contato com as borras das
leveduras, enquanto no armazenamento comercial as borras foram
removidas (SERRA-CAYUELA et al. 2013). E muito importante que as
vinicolas tenham conhecimento das etapas do envelhecimento, a fim de
compreender como o vinho espumante se desenvolve durante o processo
de envelhecimento sobre borra e armazenamento comercial subsequente.

No Brasil, ainda néo existe legislacdo especifica que estabelece o
tempo minimo de contato com as borras de levedura para a producéo de
vinhos espumantes. Pesquisas recentes mostraram que vinhos espumantes
brasileiros apresentam grande potencial quanto as caracteristicas
guimicas e sensoriais (CALIARI et al., 2014; STEFENON et al., 2014).
Portanto, novas estratégias de vinificacdo podem ser desenvolvidas para
promover a melhoria da qualidade quimica com base na experiéncia
pratica.
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O conhecimento da relacdo entre a qualidade de um determinado
vinho e suas substancias fenolicas continua sendo um grande desafio na
pesquisa em enologia. As tecnologias de vinificacdo, como a aplicacéo de
diferentes agentes enoldgicos, como taninos e enzimas durante 0 processo
de vinificacdo, tém sido foco de pesquisas cientificas com o objetivo de
melhorar a composi¢do quimica e sensorial dos vinhos (GAMBUT I et al.,
2007; BAIANO et al., 2009; MULERO et al., 2011; ALCALDE-EON et
al., 2014; VAZALLO-VALLEUMBROCIO et al., 2017). Estes estudos
ja demonstraram a eficiéncia do uso de tanino na vinificacdo de vinhos,
especialmente relacionado a composicdo fenodlica. Os vinhos tratados
com tanino enoldgico apresentaram os maiores valores de fenolicos totais,
acido galico, éacido siringico, flavandis, como (+)-catequina, (-)-
epicatequina e galatos de proantocianidina, diidroflavonais, e oligdmeros,
mondmeros e polimeros de flavanéis (BAUTISTA-ORTIN et al., 2007;
ALCALDE-EON et al., 2014; VAZALLO-VALLEUMBROCIO et al.,
2017). No entanto, a nosso conhecimento, ndo existem estudos que
demonstrem o efeito da goma arabica como agente enoldgico, a Codex
Enoldgico Internacional da Vinha e do Vinho (OENO 27/2000) permite
a sua utilizacdo (OIV, 2018). Deve-se notar que 0 uso de tanino e goma
arabica durante diferentes etapas do processo de vinificagcdo de vinhos
espumantes rosé ndo foram estudados anteriormente. Além disso, estudos
comparando a evolucdo destes vinhos espumantes durante o processo de
envelhecimento biolégico e armazenamento comercial ainda ndo séo
encontrados na literatura. Neste contexto de buscar novas estratégias na
elaboracdo de vinhos espumantes, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia da adicdo de agentes enoldgicos em duas etapas da elaboracéo
de vinhos espumantes rosé (adi¢cdo no vinho base e no vinho espumante
apos a etapa de degola) sobre as alteracfes das substancias fitoquimicas.
Os vinhos espumantes foram monitorados durante 12 meses de
envelhecimento sobre borra (sur lie, com borras) e de envelhecimento em
armazenamento comercial (armazenamento em garrafa, sem borras).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 REAGENTES QUIMICOS

Os padrdes das substancias fendlicas, Folin-Ciocalteu, Trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) e ABTS [2,2-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)] foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Todos o0s solventes
cromatogréaficos eram de grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os
outros reagentes utilizados foram todos de grau analitico.
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Para os experimentos, foram utilizados os agentes enoldgicos
comerciais goma arabica STABIVIN SP (Laffort®, Bordeaux, Franca) e
tanino Bouquet R36 (Perdomini-IOC®, Verona, Italia). A goma arabica
adicionada foi uma solucéo de gomas selecionadas e purificadas. O tanino
enologico comercial adicionado foi uma mistura de taninos condensados
extraidos da madeira de frutos vermelhos, que apresenta em sua
composicdo mais de 65 % do total de substancias fendlicas
(principalmente 4cido galico), de acordo com as informacdes do
fabricante. Estes produtos foram selecionados porque foram
desenvolvidos especificamente para a producdo de vinho espumante
sendo amplamente utilizados comercialmente.

2.2 PROCEDIMENTO DE VINIFICACAO

Os experimentos foram realizados com vinhos espumantes rosé
produzidos pelo método Tradicional com variedades de uvas Cabernet
Sauvignon e Merlot (safra 2015) cultivadas em Marari, estado de Santa
Catarina, Brasil (27° 12°24”S, 51° 06°96”W; altitude 1059 m), regido
classificada com clima moderadamente frio pelo indice Winkler
(SARTOR et al.,, 2017b). Toda a producdo do vinho espumante foi
realizada em uma planta piloto. O mosto foi obtido a partir do desengace,
esmagamento e prensagem das uvas. A maceracdo pré-fermentativa do
mosto foi de 12 horas a uma temperatura controlada (10 °C). Para
elaboracdo do vinho base, ao mosto foram adicionadas leveduras
Saccharomyces cerevisiae (25 g hL?, Zymaflore Spark®, Laffort) e
ativante de fermentacéo (35 g hL't, Fermoplus Milenium®, AEB Group).
Apos a fermentagdo alcodlica o vinho base foi clarificado com bentonite
(12 g hL'Y), e o anidrido sulfuroso livre foi corrigido para 20 mg L. Para
a segunda fermentacdo em garrafa, foi adicionado ao vinho base levedura
Saccharomyces cerevisiae (25 g hL?, Fermol Perlage®, AEB Group,
Brescia, Italia) e sacarose (24 g L1). O experimento foi dividido em dois
grupos:

I.  Envelhecimento sur lie: os agentes enoldgicos goma arabica
(0,15 mL L1) e tanino (0,10 g L't) foram adicionados no vinho
base, antes da segunda fermentagdo em garrafa, de acordo com
as recomendacfes do fabricante, um tratamento foi mantido
como controle. Os vinhos foram armazenados em caves na
posi¢cdo horizontal com temperatura controlada (16 °C) até a
segunda fermentacdo ser completada. ApoOs dois meses, 0S
vinhos espumantes foram estabilizados a frio, degolados e
analisados (tempo zero: T0). As garrafas restantes foram
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mantidas em contato com a borra (16 °C) e aos 4 (T4), 6 (T6), 9
(T9) e 12 (T12) meses de envelhecimento sobre borra, a mesma
operacdo foi realizada.

Il.  Armazenagem comercial: para este estudo apdés a segunda
fermentacdo ser completada, e no final de 9 meses de
envelhecimento sobre borra, 0s vinhos espumantes foram
estabilizados a frio e degolados. Os agentes enoldgicos, goma
arabica (0,15 mL L) e tanino (0,10 g L) foram adicionados nos
espumantes logo ap6s a degola de acordo com a recomendagdo
do fabricante, um tratamento foi mantido como controle. Depois
da adicdo dos agentes, as garrafas foram vedadas com rolha de
cortiga e gaiola, e analisadas ap6s 2 meses (tempo zero: T0). As
garrafas restantes foram armazenadas em condicdes de adega (16
°C) e aos 4 (T4), 6 (T6), 9 (T9) e 12 (T12) meses de
armazenagem em garrafa foram analisadas.

2.3 ANALISES DA COMPOSICAO FENOLICA, INTENSIDADE DE
COR E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os vinhos espumantes foram analisados utilizando um
espectrofotdbmetro UV-Vis (Hitachi U 2900, CA, USA). O teor de
antocianinas monomeéricas totais (AMT) foi determinado pelo método do
pH diferencial, e os resultados expressos em mg L de malvidina-3-
glicosideo (GIUSTI; WROLSTAD, 2001). A intensidade de cor (IC) foi
determinada com leituras a 420, 520 e 620 nm (GLORIES, 1984). A
capacidade antioxidante dos vinhos espumantes foi estudada avaliando o
efeito de eliminacéo de radicais livres com o radical ABTS (2,2-azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic  acid)), o0s resultados foram
expressos em equivalente Trolox (mmol TEAC L1 vinho) (RE et al.,
1999). Os polifenois, estimados como capacidade redutora do Folin-
Ciocalteu (FC), foram determinados de acordo com o método de
Singleton e Rossi (1965), os resultados foram expressos em mg L de
acido galico.

As anélises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japdo), conectado a um
detector de arranjo fotodiodo (HPLC-DAD). As separacdes foram
realizadas em uma coluna de fase reversa (C18) (4,6 X 250 mm, 5 pum)
(Shimadzu). Neste estudo, dezesseis substancias fendlicas pertencentes as
classes dos acidos fendlicos, estilbenos, tirosol e flavondides (flavonoides
e flavonéis) foram quantificados nas amostras de vinhos espumantes rosé
utilizando o método descrito por Burin et al. (2014), com modificacoes.
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Em relacdo aos &cidos hidroxibenzéicos (acidos galico, protocateico,
seringico, vanilico e elagico), o gradiente de elui¢do foi modificado para
0 % a 35 % de solvente B (80 % de acetonitrila com 20 % de solvente A;
solvente A foi agua ultrapura:acido acético (98:2 v/v)) durante 35 min,
35-0 % B durante 3 min. Para a preparacdo da amostra, extracao liquido-
liquido foi realizada conforme descrito por Burin et al. (2014). As
antocianinas monoglicosideos individuais (malvidina, cianidina,
delfinidina e peonidina-3-O-glicosideo) foram determinadas de acordo
com Revilla et al. (1999).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados
expressos como média * desvio padrdo. Utilizou-se o programa Statistica
(versdo 8.0; StatSoft Inc., Tulsa, EUA) para realizar a analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey HSD (p<0,05). Os coeficientes de
correlacdo de Pearson foram calculados para associar a composicao
fendlica e a capacidade antioxidante dos vinhos espumantes. Para fins
exploratorios, a analise de componentes principais (ACP) foi o método
guimiométrico utilizado para analisar os resultados, seguindo as
orientacdes descritas por Granato et al. (2018). Para a analise de ACP,
cargas fatoriais superiores a 0,60 e autovalores superiores a 1,0 foram
utilizadas para projetar as amostras no plano bidimensional.

3RESULTADOS E DISCUSSAO 3
3.1 EFEITO DOS AGENTES ENOLOGICOS NA COMPOSIGAO
FITOQUIMICA DOS VINHOS ESPUMANTES

3.1.1 Acidos fendlicos

Neste estudo observou-se que a etapa de adi¢cdo dos agentes
enoldgicos (vinho base ou ap6s a degola do vinho espumante)
influenciaram significativamente (p<0.05) o teor de &cidos fendlicos dos
vinhos espumantes rosé (Tabela 1 e 2). Independente do agente enoldgico
adicionado, goma arébica ou tanino, as substancias mais abundantes nos
vinhos espumantes foram os acidos gélico, cafeico e trans-caftarico. Para
o0s acidos hidroxibenzéicos, a adi¢do de tanino enol6gico no vinho base
(antes da segunda fermentacdo) contribuiu para maiores concentragdes
dos acidos galico e elagico nas amostras em todos os tempos avaliados
(TO até T12) quando comparado a amostra controle e também em relagdo
as amostras adicionadas de goma arabica. Outros estudos também



75

observaram que a adicdo de tanino enoldgico aumentou a concentragéo
de 4&cido galico em vinhos tintos em relacdo a amostra controle
(BAUTISTA-ORTIN et al., 2007; BAIANO et al., 2009; ALCALDE-
EON et al., 2014). Este resultado pode estar relacionado com as enzimas
que sdo liberadas durante a autdlise das leveduras, uma vez que estas
poderiam estar envolvidas na hidrélise dos taninos (POZO-BAYON et
al., 2009). Além disso, pode-se observar que 0s vinhos espumantes
adicionados de tanino apresentaram maior soma total de todos os acidos
hidroxibenzoicos avaliados neste estudo em relacéo as amostras controle
e aquelas adicionada de goma arabica (25,67 mg L (T0); 26,05 mg L™
(T4); 27,06 mg L* (T6); 34,51 mg L (T9); 3556 mg L* (T12)).
Realizando a andlise estatistica de correlagcdo, foram observadas
correlagdes positivas significativas (r > 0,85; p<0,05) entre &cidos
benzoicos (acidos galico, protocateico, vanilico e elagico) e a capacidade
antioxidante (método ABTS) para 0s vinhos espumantes apés 12 meses
de envelhecimento sobre borra. Essa forte capacidade antioxidante dos
acidos hidroxibenzéicos, pode ser atribuido ao poder nucleofilico em
resposta dependente das posicdes dos trés grupos hidroxila no anel
(RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

Com relacdo as amostras de vinhos espumantes adicionadas de
agentes enoldgicos apds a etapa de degola (experimento armazenagem
comercial) (Tabela 2), os resultados demonstram que 0s agentes
enoldgicos ndo apresentaram influéncia significativa na concentracéo dos
acidos hidroxibenzoicos em relagdo a amostra controle na maioria dos
tempos avaliados. Estes resultados indicam que o efeito dos agentes
enoldgicos sobre esta classe de substancias foi dependente da etapa de
vinificagdo em que os agentes enoldgicos foram adicionados.
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Tabela 1. Evolugdo durante o envelhecimento sobre borra (sur lies) dos polifendis dos vinhos espumantes rosé adicionados de agentes enol6gicos

Substancias Envelhecimento sur lies
TO T4 T6
Controle Goma Tanino Controle Goma Tanino Controle Goma Tanino
arabica arabica arabica

Acidos hidroxibenzoicos (mg L1)
Galico 13,08+0,072  12,99+0,01*2 15,33+0,09° 12,05+0,07¢ 12,58+0,01° 15,30+0,12° 12,60+0,032 12,87+0,04° 15,31+0,15°
Protocateico 4,07+0,022 4,14+0,032 3,89+0,03° 4,24+0,192 4,15+0,05? 4,06+0,142 4,36+0,07° 4,23+0,032  4,25+0,04%
Vanilico 3,61+0,192  3,86+0,03%®  3,89+0,01° 3,76+0,342 3,89+0,012 4,01+0,192 3,86+0,072 3,85+0,022 4,05+0,01P
Seringico 0,51+0,012 0,54+0,01° 0,58+0,02¢ 0,52+0,012 0,55+0,01° 0,61+0,02¢ 0,61+0,022  0,65+0,01%  0,69+0,02°
Elagico 0,90+0,01° 0,50+0,012 1,98+0,04¢ 0,87+0,01° 0,34+0,012 2,07+0,05°¢ 0,17+0,012 0,19+0,012 2,76+0,02°
Acidos hidroxicinamicos (mg L)
Cafeico 30,91+0,15¢ 28,00+0,032  30,24+0,01° 29,52+0,158  21,08+0,03° 29,90+0,342  19,05+0,02° 15,95+0,022  20,77+0,04°
trans-caftarico 0,82+0,012 1,74+0,01¢ 1,19+0,02° 5,29+0,01° 6,21+0,01°¢ 4,54+0,08? 7,11+0,06° 7,50+0,05¢ 5,63+0,032
p-cumarico 5,47+0,03¢ 5,17+0,022 5,41+0,01° 5,39+0,022 5,07+0,02° 5,38+0,012 4,740,042 4,46+0,05P 4,81+0,03?
Ferulico 1,52+0,03¢ 1,31+0,012 1,46+0,02° 1,40+0,01¢ 1,22+0,022 1,37+0,01° 0,91+0,03° 0,79+0,022 0,98+0,01°¢
Flavonois (mg L)
Campferol <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09!
Quercetina 1,60+0,01° 1,55+0,012 2,06+0,02¢ 1,53+0,01° 1,47+0,012 1,99+0,02¢ 0,97+0,01° 1,01+0,012 1,02+0,012
Miricetina 1,32+0,012 1,32+0,022 1,69+0,01° 1,16+0,012 1,30+0,02° 1,55+0,01¢ 0,53+0,012 0,72+0,02b 0,75+0,01°¢
Flavanois (mg L)
(+)-catequina 3,70+0,092 8,47+0,21°¢ 5,10+0,19°  5,39+0,09%  5,94+0,64° 4,26+0,662 5,74+0,03° 6,27+0,04¢ 4,750,032
(-)-epicatequina nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Outros (mg L)
trans-resveratrol  2,32+0,012 3,31+0,01°¢ 3,12+0,01° 2,38+0,01° 3,28+0,02¢ 3,21+0,02° 2,66+0,018 2,72+0,01° 2,83+0,01¢
Tirosol 99,43+0,75¢° 95,64+0,102  98,12+0,13° 91,51+0,75* 91,68+3,862 94,16+4,082 93,06+0,06¢ 89,73+0,15*  91,69+0,19°
Antocianinas 3-O-monoglicosideos (mg L)
Delfinidina <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05!
Cianidina <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05!
Peonidina 1,02+0,022 1,08+0,01°  1,04+0,02®®  1,00+0,01° 0,80+0,022 0,79+0,012 0,77+0,012 0,84+0,01P 0,79+0,022
Malvidina 18,86+0,152  20,16+0,04¢ 19,66+0,08° 19,20+0,13%  21,46+0,15¢ 20,16+0,14> 19,67+0,108 21,77+0,02¢ 20,78+0,06°




Tabela 1. (Continuacdo)

Substéncias Envelhecimento sur lies
T9 T12

Controle Goma arébica Tanino Controle Goma arébica Tanino
Acidos hidroxibenzoicos (mg L1)
Galico 13,35+0,28° 12,62+0,092 18,56+0,11°¢ 11,89+0,042 13,3340,11° 16,30+0,18¢
Protocateico 5,48+0,052 5,57+0,02" 5,69+0,03¢ 2,500,022 4,43+0,01° 5,21+0,25¢
Vanilico 3,95+0,02° 3,830,022 4,2040,02° 4,71+0,05° 5,63+0,022 5,64+0,042
Seringico 0,66+0,042 0,78+0,01° 0,92+0,05¢ 0,98+0,01° 1,44+0,02¢ 1,06+0,03°
Elégico 3,37£0,13? 4,09+0,08° 5,14+0,06¢ 3,970,042 4,13+0,09° 7,35+0,19°
Acidos hidroxicinamicos (mg L)
Cafeico 16,83+0,04° 14,31+0,05% 18,33+0,26° 15,39+0,03° 12,72+0,022 15,22+0,06°
trans-caftarico 7,22+0,032 7,10+0,052 5,18+0,07° 7,51+0,03¢ 7,24+0,01° 6,50+0,062
p-cumarico 5,37+0,02° 4,95+0,012 5,54+0,07¢ 5,09+0,012 5,06+0,012 5,31+0,02°
Ferulico 0,84+0,01° 0,71+0,022 0,91+0,03¢ 0,78+0,01° 0,70+0,022 0,83+0,01°¢
Flavondis (mg L)
Campferol <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09!
Quercetina 1,50+0,01° 1,99+0,032 1,950,022 1,99+0,04° 2,240,042 2,270,022
Miricetina 0,84+0,02° 1,03+0,022 1,060,012 0,94+0,02° 1,17+0,082 1,14+0,012
Flavanois (mg L)
(+)-catequina 17,57+0,322 19,32+0,06° 20,97+0,06°¢ 19,21+0,08% 23,27+0,09° 28,05+0,37¢
(-)-epicatequina 19,98+0,47° 17,04+0,912 17,51+0,13¢2 6,45+0,08° 4,27+0,09? 6,75+0,11°¢
Outros (mg L)
trans-resveratrol 6,36+0,032 7,38+0,03° 7,77+0,10¢ 6,91+0,04° 8,04+0,51° 8,19+0,022
Tirosol 91,43+0,08? 89,91+0,572 93,99+1,29° 86,64+0,11° 97,68+0,13° 98,73+0,26°¢
Antocianinas 3-O-monoglicosideos (mg L)
Delfinidina <0,05! <0,05! <0,05! <0,05? <0,05? <0,05!
Cianidina <0,05! <0,05! <0,05! <0,05? <0,05? <0,05!
Peonidina 0,30+0,01° 0,44+0,02¢ 0,32+0,01° 0,29+0,01° 0,30+0,01° 0,29+0,012
Malvidina 2,83+0,012 3,16+0,02¢ 3,07+0,02° 2,10+0,012 2,15+0,01° 2,54+0,09¢

77

Valores médios + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05). Teste de Tukey realizado
separadamente para cada tempo de envelhecimento. nd: ndo detectado. *Valor menor que o limite de deteccdo do método. TO (zero): 2 meses
de envelhecimento, T4: 4 meses de envelhecimento, T6: 6 meses de envelhecimento, T9: 9 meses de envelhecimento, T12: 12 meses de
envelhecimento sur lies.
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Tabela 2. Evolugdo durante o armazenamento comercial (armazenamento em garrafa) dos polifendis dos vinhos espumantes rosé adicionados de agentes

enoldgicos.
Substancias Armazenamento comercial
TO T4 T6
Controle Goma Tanino Controle Goma Tanino Controle Goma Tanino
arabica arabica arabica

Acidos hidroxibenzoicos (mg L%)
Galico 2,16+0,012 2,01+0,01° 2,150,012 2,13+0,01P 2,06+0,012 2,04+0,042 4,620,012 5,29+0,07¢ 4,81+0,04P
Protocateico 3,43+0,01°¢ 3,11+0,012 3,16+0,02° 3,14+0,322 3,2740,012 3,43+0,062 2,72+0,02° 2,93+0,022 2,86+0,042
Vanilico 0,80+0,01¢ 0,74+0,01° 0,690,012 0,70+0,022 0,65+0,01° 0,71+0,022 0,72+0,022 0,78+0,03¢ 0,74+0,01°
Seringico 0,73+0,02° 0,69+0,012  0,72+0,012®  0,70+0,012 0,72+0,02° 0,77+0,01°¢ 0,670,012 0,70+0,01P 0,72+0,02¢
Elagico nd nd nd 1,92+0,01° 2,37+0,032 2,50+0,022 2,06+0,032 2,27+0,06° 3,04+0,05°¢
Acidos hidroxicinamicos (mg L)
Cafeico 2,64+0,01° 2,47+0,012 2,75+0,03¢ 2,85+0,01°¢ 2,71+0,012 2,77+0,01P 2,66+0,042 2,82+0,02¢ 2,70+0,03°
trans-caftarico 12,85+0,022  13,34+0,01¢ 12,9740,03° 15,41+0,042 14,96+0,02°® 15,35+0,04% 14,60+0,08° 14,45+0,1%  14,43+0,092
p-cumarico 1,54+0,012 1,54+0,012 1,57+0,02° 1,62+0,01¢ 1,53+0,032 1,57+0,02° 1,49+0,012 1,58+0,01¢ 1,5340,02°
Feralico 0,320,012 0,330,012 0,32+0,012 0,37+0,01° 0,34%0,012 0,340,022 0,330,012 0,35%0,02¢ 0,34+0,01°
Flavonois (mg L)
Campferol <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09? <0,09! <0,09? <0,09!
Quercetina 0,23+0,012 0,22+0,01° 0,23+0,022 0,31+0,052 0,26+0,022 0,26+0,012 0,30+0,03>  0,26+0,02%  0,25+0,012
Miricetina 1,48+0,012 1,48+0,022 1,52+0,01°  0,29+0,01%®  0,28+0,012 0,30+0,02° 0,28+0,022 0,30+0,01P 0,31+0,02¢
Flavanois (mg L)
(+)-catequina 1,43+0,028 1,45+0,028 1,51+0,03° 1,71+0,05° 0,92+0,012 0,950,012 1,62+0,09° 1,56+0,052 1,42+0,108
(-)-epicatequina 3,27£0,03¢ 1,62+0,01° 3,22+0,02° 1,51+0,118 1,12+0,01° 1,46+0,012 nd 1,79+0,082 1,71+0,032
Outros (mg L)
trans-resveratrol <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09? <0,09?
Tirosol 73,83+0,112  76,43+0,15° 75,95+0,15° 81,98+0,02° 72,42+0,082 87,06+0,11¢ 75,29+0,052  86,84+0,78°  89,91+0,28°
Antocianinas 3-O-monoglicosideos (mg L)
Delfinidina 1,16+0,01¢ 1,14+0,028 1,15+0,01° 1,14+0,01° 1,15+0,02°¢ 1,124+0,012 1,13+0,01° 1,14+0,02¢ 1,12+0,012
Cianidina <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05* <0,05! <0,05! <0,05!
Peonidina 0,320,012 0,27+0,01° 0,32+0,032 0,21+0,022 0,200,032 0,15+0,01P 0,18+0,012 0,19+0,022 0,12+0,01P
Malvidina 9,07£0,12¢ 7,240,032 8,69+0,06° 5,69%0,042 6,19+0,02° 5,710,042 4,53+0,01° 4,94+0,07°¢ 3,040,052




Tabela 2. (Continuacéao)

Substancias

Armazenamento comercial

T9 T12

Controle Goma arabica Tanino Controle Goma arébica Tanino
Acidos hidroxibenzoicos (mg L1)
Galico 5,12+0,018 5,12+0,02? 4,87+0,02° 5,67+0,02° 5,16+0,012 5,14+0,022
Protocateico 2,88+0,062 2,91+0,03° 2,770,032 3,21+0,03°¢ 2,88+0,022 3,09+0,01°
Vanilico 0,830,012 0,85+0,01° 0,740,052 0,90+0,01#2 0,91+0,012 0,88+0,01°
Seringico 0,70£0,01° 0,740,012 0,75+0,022 0,72+0,012 0,730,022 0,78+0,01°
Elagico 2,12+0,012 2,37+0,02¢ 2,28+0,01° 2,590,032 2,09+0,08° 2,690,042
Acidos hidroxicinamicos (mg L)
Cafeico 2,94+0,012 2,91+0,012 2,69+0,02° 2,96+0,02° 2,860,012 3,01+0,01°¢
trans-caftarico 14,99+0,06° 14,50+0,14° 14,070,042 14,01+0,022 14,16+0,38% 14,59+0,05°
p-cumarico 1,58+0,012 1,59+0,012 1,48+0,01° 1,77+0,012 1,44+0,02° 1,75+0,032
Feralico 0,35+0,02? 0,35+0,012 0,33+0,01° 0,34+0,01° 0,21+0,022 0,35+0,05¢
Flavondis (mg L)
Campferol <0,09! <0,09! <0,09! <0,00! <0,09! <0,09!
Quercetina 0,24+0,01% 0,25+0,02° 0,230,012 0,25+0,01#8 0,36+0,02° 0,25+0,012
Miricetina 0,24+0,012 nd 0,26+0,02° 0,27+0,018 nd 0,30+0,02°
Flavanois (mg L)
(+)-catequina 8,49+0,022 8,67+0,072 8,52+0,222 9,250,042 9,43+0,45% 9,24+0,01°
(-)-epicatequina nd 1,16+0,012 1,19+0,02° nd nd nd
Outros (mg L)
trans-resveratrol <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09! <0,09!
Tirosol 69,69+0,632 71,19+1,032 70,730,292 75,41+0,922 104,88+0,22°  108,23+1,00°
Antocianinas 3-O-monoglicosideos (mg L)
Delfinidina 1,14+0,012 1,14+0,012 1,13+0,02° <0,05% <0,05! <0,05!
Cianidina <0,05¢ <0,05! <0,05! <0,05! <0,05! <0,05!
Peonidina 0,16+0,01° 0,14+0,01° 0,11+0,012 0,09+0,01° 0,08+0,012 0,08+0,012
Malvidina 4,22+0,02¢ 3,68+0,01° 2,78+0,012 2,50+0,03¢ 2,02+0,012 2,08+0,02°

Valores médios + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05). Teste de Tukey realizado
separadamente para cada tempo de armazenamento. nd: ndo detectado. *Valor menor que o limite de deteccdo do método. TO (zero): 2 meses de
armazenamento, T4: 4 meses de armazenamento, T6: 6 meses de armazenamento, T9: 9 meses de armazenamento, T12: 12 meses de

armazenamento em garrafa.
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Em geral, os agentes enoldgicos ndo apresentaram influéncia
significativa (p<0,05) no teor dos &cidos hidroxicindmicos quando
comparados a amostra controle, independentemente da etapa de
vinificagdo em que foram adicionados (no vinho base ou no vinho
espumante apds a degola) (Tabela 1 e 2). Estudos anteriores também
demonstraram que a concentragao de &cidos hidroxicinamicos no vinho
ndo é significativamente influenciada pela adicdo de agentes de
vinificagdo, tais como taninos (ALCALDE-EON et al., 2014,
VAZALLO-VALLEUMBROCIO et al., 2017), ou enzimas (MULERO
et al., 2011). No entanto, observou-se que o tempo de envelhecimento
apresentou maior influéncia nas mudangas das concentragdes dos acidos
hidroxicindmicos do que as praticas enoldgicas empregadas. Ao final do
envelhecimento sobre borra (T12) (Tabela 1), observou-se uma
diminuicdo das concentracfes dos acidos cafeico, p-cumarico e fertlico
nos vinhos espumantes em rela¢do ao tempo inicial (TO), enquanto que,
para as amostras do experimento armazenamento comercial (Tabela 2),
observou-se um aumento nas concentracdes dos acidos cinamicos livres,
considerando as concentracdes iniciais (T0) e final (T12). A concentracdo
do acido trans-caftarico aumentou ao longo do tempo (TO a T12) em
ambos os experimentos (Tabela 1 e 2). Esses achados sdo consistentes
com os relatos anteriores sobre alterages dos ésteres tartaricos e seus
correspondentes &cidos hidroxicindmicos em vinhos espumantes
envelhecidos (SERRA-CAYUELA et al, 2013) e vinhos tintos
(ALCALDE-EON et al., 2014).

3.1.2 Flavanais e flavonois

A concentracdo de flavanois e flavondis nos vinhos espumantes
rosé foi significativamente influenciada (p<0,05) pela etapa em que o
agente enologico foi adicionado (Tabela 1 e 2). Em geral, a adi¢do dos
agentes enoldgicos no vinho espumante ap6s a degola (Tabela 2) mostrou
poucas alteragcBes nos niveis dos flavanois e flavondis dos vinhos
espumantes estudados. Assim, as maiores mudancas destas substancias
foram observadas no experimento com a adi¢do dos agentes enoldgicos
no vinho base, antes da segunda fermentacéo (Tabela 1).

A Tabela 1 mostra que os vinhos espumantes tratados com goma
arabica apresentaram maiores concentracfes de catequina do que a
amostra controle até seis meses de envelhecimento (TO, T4 e T6),
enquanto que aquelas amostras com adicdo de tanino apresentaram
maiores concentracdes de catequina com nove e doze meses (T9 e T12).
Em relacdo ao agente enoldgico, observou-se que o tanino contribuiu para
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maiores niveis de catequina nas amostras. Esse resultado pode estar
relacionado a um aumento na concentragdo de mondmero pelo
fornecimento direto de tanino (BAIANO et al., 2009; ALCALDE-EON
et al., 2014). Pesquisadores mostraram que a adicdo de tanino enolégico
pode levar a maiores concentracbes de flavandis nos vinhos

(BAUTISTA-ORTIN et al., 2007; VAZALLO-VALLEUMBROCIO et

al., 2017), bem como a adicdo de enzimas pectoliticas e SO, (GAMBUTI
et al., 2007). Durante o envelhecimento dos vinhos espumantes,
observou-se um aumento na concentracdo de catequina, considerando as
amostras no tempo inicial (TO) e final (T12). A epicatequina apresentou
evolucdo ndo linear (Tabela 1 e 2). Essas mudancas nos monémeros livres
nos ultimos meses de envelhecimento podem estar associadas a clivagem
das ligacdes interflavanicas das proantocianidinas, que sdo constituidas
de polimeros de -catequina e epicatequina. Os flavanols séo
particularmente importantes em termos das caracteristicas sensoriais dos
vinhos. Eles também participam de reacBes de polimerizacdo e
condensacdo direta com antocianinas, levando a formacéo de pigmentos
importantes para a estabilidade de cor dos vinhos (MORENO-ARRIBAS;
POLO, 2009). Assim, no presente estudo, uma forte correlacdo
significativa (r = 0,98; p<0,05) foi observada entre a catequina e as
antocianinas monoméricas totais e malvidina-3-O-glicosideo detectadas
nos vinhos espumantes com 12 meses de envelhecimento sobre borra.
Além disso, uma forte correlacdo positiva entre catequina e capacidade
antioxidante (método ABTS) (r = 0,96; p<0,05) foi observada (T12). A
capacidade antioxidante dos flavonoides, como a catequina, pode ser
atribuida a posicédo e ao numero de grupos hidroxila e duplas ligacdes,
bem como a posicdo 0-3,4-di-hidroxi na estrutura quimica dos
flavonoides, importantes por seu efeito antioxidante e capacidade de
eliminacdo de radicais livres (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1996).

Entre flavondis estudados, os resultados para o experimento de
envelhecimento sobre borra (Tabela 1) mostram que a adicdo dos agentes
enoldgicos no vinho base influenciou o aumento das concentracfes de
guercetina e miricetina em relacdo a amostra de controle. O campferol
néo foi detectado nos vinhos espumantes avaliados. No entanto, a adicdo
de tanino proporcionou maiores concentracdes de miricetina em relagédo
a amostra controle e a amostra com adicdo de goma arabica para todos o0s
tempos avaliados. Nos estudos de Bautista-Ortin et al. (2007), o vinho
tinto adicionado com tanino apresentou maiores concentracGes de
flavondis do que a amostra controle no momento do engarrafamento.
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Observou-se um aumento na concentracdo de quercetina nos vinhos
espumantes no final de 12 meses de envelhecimento (Tabela 1 e 2),
provavelmente devido a hidrélise das formas glicosiladas durante o
armazenamento. A quercetina foi positivamente correlacionada (r = 0,88;
p<0,05) com a capacidade antioxidante (método ABTS) dos vinhos
espumantes apds 12 meses de envelhecimento sobre borra, demonstrando
a importancia deste composto em termos de potencial antioxidante.

3.1.3 Outras substancias

O tirosol foi detectado em altas concentracdes em todas as
amostras de vinhos espumantes analisadas (Tabela 1 e 2). A concentracao
de tirosol nos vinhos espumantes rosé deste estudo é superior aos valores
reportados anteriormente para vinhos espumantes (POZO-BAYON et al.,
2003; STEFENON et al., 2014) e vinhos tintos (GRIS et al., 2011;
SARTOR etal., 2017b). Observou-se que a adi¢do dos agentes enoldgicos
influenciou a concentracdo de tirosol dos vinhos espumantes no final do
envelhecimento (T12) em relacdo a amostra controle (Tabela 1 e 2). Em
estudos de Vazallo-Valleumbrocio et al. (2017) concentracdes mais
elevadas de tirosol também foram encontradas em vinhos tintos tratados
com taninos (chips de carvalho tostado) no final do tempo de
envelhecimento em relacdo a amostra controle. Ha poucas informacdes
sobre a evolucdo do tirosol durante o armazenamento de vinhos
espumantes. A presenca de alta concentracdo deste composto pode ser
atribuida ao processo de segunda fermentacdo em garrafa, uma vez que o
tirosol é formado a partir do metabolismo da tirosina pelas leveduras
durante o processo de fermentacdo. Este composto teve uma forte
correlagdo positiva com a capacidade antioxidante (método ABTS) (r >
0,90; p<0,05) dos vinhos espumantes no final do envelhecimento sobre
borra. Em um estudo de Gris et al. (2011) com vinhos tintos, também foi
observada uma correlacdo significativa entre o tirosol e a capacidade
antioxidante in vivo, o que sugere uma importante atividade bioldgica
deste composto. Com relacdo ao trans-resveratrol, a adicdo de agentes
enoldgicos no vinho base, antes da segunda fermentacdo (Tabela 1)
proporcionou um aumento significativo (p<0,05) na concentracdo de
trans-resveratrol nos vinhos espumantes em relacdo a amostra controle
para todos os tempos avaliados (TO a T12).
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3.1.4 Antocianinas e intensidade de cor

Das antocianinas individuais determinadas neste estudo, a
malvidina-3-O-glicosideo apresentou as maiores concentracdes em todas
as amostras, enquanto gue a antocianina cianidina-3-O-glicosideo néo foi
detectada (Tabela 1 e 2). O teor de antocianinas das amostras de vinhos
espumantes demonstrou que a etapa de adicdo dos agentes enolégicos
(vinho base, antes da segunda fermentacdo) influenciou
significativamente (p<0,05) as concentracdes de malvidina-3-O-
glicosideo e antocianinas monomeéricas totais dos vinhos espumantes rosé
em relacdo a amostra controle (Tabela 1 e Figura 1a). Além disso, os
resultados demonstram que a capacidade antioxidante (método ABTS)
apresentou forte correlacdo positiva (p<0,05) com a malvidina-3-O-
glicosideo (r = 0,88) e antocianinas monomeéricas totais (r = 0,96) apds 12
meses de envelhecimento. Comparando os agentes enoldgicos, observou-
se que a adicdo de goma arabica ao vinho base teve um efeito significativo
na concentracdo de malvidina-3-O-glicosideo nos vinhos espumantes ao
considerar o tempo inicial (T0) até o nono més de envelhecimento (T9),
enquanto que, o tanino teve um efeito mais forte na concentracdo de
malvidina-3-O-glicosideo ao final de 12 meses de envelhecimento (T12).
Estudos de Baiano et al. (2009) e Alcalde-Eon et al. (2014) demonstraram
gue a adicdo de taninos durante a vinificacdo do vinho tinto apresentou
significativa prote¢do do teor de antocianinas. Em relacdo ao experimento
de armazenamento comercial (Tabela 2 e Figura 1b), em geral, os
resultados demonstram que a adicéo de agentes enolégicos apds a degola
ndo influenciou a concentracdo de antocianinas nos vinhos espumantes
em relagdo a amostra controle. Observou-se também correlagéo
significativa e negativa (p<0,05) entre a capacidade antioxidante (método
ABTS) e a peonidina-3-O-glicosideo (r = -0,73), malvidina-3-O-
glicosideo (r =-0,79) e antocianinas monoméricas totais (r = -0,88) ap6s
12 meses de armazenamento comercial.
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Figura 1. Evolugdo das antocianinas monomeéricas totais (a), intensidade de cor
(b), capacidade de reducdo do Folin-Ciocalteu (FC) (c) e capacidade antioxidante
pelo ensaio ABTS (d) para os vinhos espumantes rosé adicionados de agentes

enoldgicos durante o envelhecimento sobre borra (sur lies) e armazenamento

AMT, antocianinas monomeéricas totais; IC, Intensidade de cor
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Figura 1. (Continuacéo)
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Observou-se que o teor de antocianinas monoméricas totais e as
antocianinas individuais apresentaram uma diminuicdo média de
concentracdo de 80 % no final do envelhecimento sobre borra para todos
os vinhos espumantes (controle, tanino, goma arabica) em relacdo ao
tempo inicial (T0) (Figura 1a). Para o armazenamento comercial (Figura
1b), esta diminuicdo foi de aproximadamente 70 % em comparacdo com
as concentracfes iniciais para todas as amostras. Estes resultados sdo
consistentes com os obtidos em outros estudos sobre a evolucdo das
antocianinas durante o armazenamento de vinhos, ou seja, houve uma
gueda na concentragdo de antocianinas ao longo do tempo (MULERO et

al, 2011; DEL BARRIO-GALAN et al, 2015, VAZALLO-

VALLEUMBROCIO et al., 2017). Essa diminuicdo pode ser atribuida as
reacdes gue envolvem a antocianina, que resultam na formacéo de novos
pigmentos, como as piranoantocianinas, e as reacdes de degradacao,
oxidacdao ou polimerizacdo nas quais essas substancias participam durante
o0 processo de envelhecimento (MARQUEZ et al., 2013). E importante
ressaltar que o contato com as borras de levedura durante o
envelhecimento pode induzir uma diminuigdo ainda maior devido a
adsorcdo dessas substancias (MAZAURIC; SALMON, 2005; DEL
BARRIO-GALAN et al., 2015).

A diminuicdo observada nas concentracfes de antocianina é
consistente com 0s resultados obtidos para a intensidade da cor das
amostras (Figura la e b). Assim, foi observada uma correlagdo
significativa (p<0,05) entre as antocianinas (malvidina-3-O- glicosideo e
antocianinas monoméricas totais) e a intensidade de cor avaliada neste
estudo durante o envelhecimento sobre borra (r > 0,72) e armazenamento
comercial (r > -0,95). Uma diminuicdo na intensidade de cor foi
observada durante o envelhecimento sobre borra (Figura 1a), sugerindo a
formacdo de pigmentos poliméricos. No entanto, durante o
armazenamento comercial dos vinhos espumantes, ndo foram observadas
mudancas significativas na intensidade de cor das amostras (Figura 1b).

3.1.5 Polifendis e capacidade antioxidante

A evolucdo dos polifendis, estimado como a capacidade de
reducdo do Folin-Ciocalteu (FC), e a capacidade antioxidante avaliada
pelo ensaio ABTS durante o envelhecimento sobre borra e
armazenamento comercial dos vinhos espumantes rosé adicionados de
agentes enoldgicos estdo apresentados na forma de grafico (Figura 1c e
d). A adicdo dos agentes enoldgicos no vinho base, antes da segunda
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fermentacdo (Figura 1c), influenciou significativamente (p<0,05) a
capacidade de reducdo do FC nas etapas finais de envelhecimento dos
vinhos espumantes em relacdo a amostra controle. Observou-se que 0s
vinhos espumantes adicionados com goma arabica apresentaram uma
capacidade de reducdo do FC significativamente maior nas amostras com
6 meses de envelhecimento (T6). No entanto, os vinhos espumantes
adicionados de tanino apresentaram maior capacidade de reducdo do FC
nas amostras com 9 e 12 meses de envelhecimento sobre borra (T9 e T12)
guando comparados com o controle e com a amostra adicionada de goma
arabica. A adicéo de agentes enoldgicos no vinho espumante apos a etapa
de degola (Figura 1d) ndo influenciou a capacidade de reducdo do FC nos
vinhos espumantes na maioria dos tempos avaliados em relacdo a amostra
controle (exceto com 9 meses de armazenamento comercial).

Para todos os vinhos espumantes rosé (controle, tanino, goma
arabica) os valores de capacidade redutora do FC no final do
envelhecimento sobre borra e de armazenamento comercial (T12) foram
menores em relacdo aos valores iniciais de FC (TO) (Figura 1c e d). Pode-
se observar que no final do envelhecimento sobre borra (T12) os vinhos
espumantes adicionados de tanino enoldgico apresentaram uma
diminuigdo de 46 % nos valores de FC em relagdo aos valores iniciais. As
demais amostras (controle e goma arabica) apresentaram uma diminuicao
de aproximadamente 50 %. No final do armazenamento comercial dos
vinhos espumantes (T12), houve decréscimo de aproximadamente 31 %
nos valores de FC para todas as amostras.

De maneira geral, observou-se que o0s agentes enologicos
influenciaram a capacidade antioxidante avaliada pelo ensaio ABTS dos
vinhos espumantes no final do envelhecimento (T12) quando comparados
ao controle em ambos os experimentos (Figura 1c e d). A adi¢do de tanino
proporcionou maiores valores de ABTS nos vinhos espumantes do que as
amostras adicionadas de goma arabica. Esses resultados concordam com
os relatados de Baiano et al. (2009). No entanto, com 9 meses de
armazenamento comercial (T9), a adicdo de goma arabica proporcionou
vinhos espumantes com maiores valores de ABTS (Figura 1d). Os vinhos
espumantes do experimento envelhecimento sobre borra (Figura 1c)
apresentaram maiores valores de capacidade antioxidante no final de 12
meses de envelhecimento, correlacionando-se positivamente com 0s
valores de capacidade de reducéo do FC (r = 0,95; p<0,05).

Neste estudo, a capacidade antioxidante determinada pelo método
ABTS foi significativamente correlacionada com diferentes substancias
fenolicas. Indicando que a capacidade antioxidante do vinho espumante
ndo esta relacionada a apenas uma molécula, e sim com a sinergia entre 0
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potencial antioxidante de diferentes polifendis de baixa massa molar.
Correlacdes entre os polifendis e capacidade antioxidante também foram
encontradas anteriormente em estudos com vinhos tintos brasileiros
(GRANATO; KATAYAMA; CASTRO, 2010). Os resultados deste
estudo indicam que todos estas substancias fitoquimicas presentes nas
amostras estdo envolvidas na atividade sequestradora de radicais livres e
podem contribuir fortemente para o potencial bioativo dos vinhos
espumantes rose.

3.2 ANALISE MULTIVARIADA

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a composi¢do
fenolica dos vinhos espumantes rosé foram influenciados tanto pelas
praticas enologicas realizadas quanto pelo tempo de envelhecimento.
Assim, a andlise de componentes principais (ACP) foi realizada com os
dados obtidos nos dois experimentos apds 12 meses de envelhecimento
sobre borra e armazenamento comercial (T12) na tentativa de diferenciar
0s vinhos espumantes rosé de acordo com as praticas de vinificacdo
aplicadas com base nos constituintes fitoquimicos e capacidade
antioxidante. Antes de executar a analise de componentes principais, 0
nivel de correlacdo (cargas fatoriais, p<0,05) entre as varidveis estudadas
(substancias fendlicas, capacidade antioxidante e intensidade de cor) e os
quatro primeiros componentes principais (PC1, PC2, PC3 e PC4) foram
verificados, a fim de determinar quais varidveis contribuem para 0s
componentes principais. Assim, todas as variaveis que foram detectadas
nas amostras de vinhos espumantes deste estudo apresentaram valores
superiores a 0,6 (cargas fatoriais) para os componentes 1 e/ou 2 (com
excecdo do tirosol) (Tabela 3). Cargas fatoriais inferiores a 0,6 indicam
gue as variaveis que ndo se encaixam bem com a solucéo fatorial devem
ser descartadas da analise, especialmente se a projecdo das amostras em
um plano de fator for baseada em um gréfico bidimensional (GRANATO
etal., 2018).

As cargas fatoriais (Tabela 3) de cada variavel original para os dois
primeiros componentes principais mostraram que, as amostras de vinhos
espumantes foram diferenciadas em PC1 com base no teor de todas as
substancias fendlicas (exceto malvidina-3-O-glicosideo), intensidade de
cor e capacidade antioxidante. A PC2 separou as amostras de acordo com
o0 teor de antocianinas (malvidina-3-O-glicosideo e antocianinas
monoméricas totais). As cargas fatoriais do PC3 e PC4 foram muito
baixas e ndo diferenciaram as amostras.



Tabela 3. Cargas fatoriais
componentes principais.
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entre as varidveis estudadas e os quatro primeiros

Fator PC1 PC2 PC3 PC4
Acido galico -1,00 -0,04 -0,05 -0,04
Acido protocateico -0,68 0,47  -051 0,21
Acido vanilico -0,99 0,12 0,02 0,08
Acido seringico -0,81 019 -008 055
Acido elagico -0,88 -0,29 -0,24 -0,27
Acido trans-caftérico 0,99 -0,11  -0,09 0,00
Tirosol 0,06 0,45 -0,88 -0,06
(+)-catequina 099  -005 -013 -0,01
Acido cafeico -0,97 0,17 0,15 -0,13
(-)-epicatequina -0,95 0,13 0,14 -0,24
Acido p-cumarico -0,98 0,14 0,12 0,00
Acido ferdlico -0,97 0,06 0,14 -0,10
Miricetina -0,96 0,09 0,09 0,17
trans-resveratrol -0,99 0,13 0,04 0,05
Quercetina -0,98 0,15 0,04 0,04
Campferol - - - -

Delfinidina-3-O-monoglicosideo - - - -

Cianidina-3-O-monoglicosideo - - - -

Peonidina-3-O-monoglicosideo -0,98 016 013 0,06
Malvidina-3-O-monoglicosideo -0,40 -0,90 0,10 0,06
FC -0,99 0,13 0,06 0,03
AMT -0,76 -0,62 -0,07 0,07
ABTS -0,99 0,12 -0,09 0,00
Intensidade de cor -0,90 -0,11  -0,16 -0,39
Autovalores 16,90 1,95 1,29 0,71

Nota: nimeros em negrito sdo cargas fatoriais maiores que 0,60.

O gréfico bidimensional (Figura 2) demonstrou que os dois
componentes principais (PC1 x PC2) foram responsaveis por 93,78 % da
variancia total dos resultados. O primeiro componente (PC1) explicou a
maior parte da variabilidade dos dados (84,46 %) e foi responsavel pela
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separacdo dos vinhos espumantes de acordo com a etapa em que 0S
agentes enoldgicos foram adicionados. Foi possivel observar uma clara
separacéo dos vinhos espumantes apds 12 meses de envelhecimento sobre
borra e armazenamento comercial. Em relacdo a composicdo fendlica dos
vinhos espumantes, observa-se que todos os polifendis, exceto o acido
trans-caftarico, apresentaram uma forte correlacdo negativa (PC1) com
0s vinhos espumantes adicionados de agentes enoldgicos no vinho base
(envelhecimento sur lies).

Além disso, observou-se que o0s vinhos espumantes com a adicao
de agentes enolégicos no vinho de base (sur lies) foram separadas,
estando localizado no segundo (GSL, goma arabica) e terceiro quadrante
(TSL, tanino), enquanto que as amostras com a adicdo de agentes
enolégicos apdés a etapa de degola (armazenamento comercial) nédo
apresentaram separagdo no plano em relacéo a caracterizacéo fendlica.

Figura 2. Andlise de componentes principais mostrando os escores de plotagem (a) e
cargas fatoriais (b) dos resultados para os fendlicos individuais, capacidade de
reducdo do Folin-Ciocalteu (FC), ensaio de eliminagdo de radicais livres (ABTS),
intensidade de cor (IC) e antocianinas monoméricas totais (AMT) para vinhos
espumantes rosé adicionados de agentes enoldgicos, no final de 12 meses de
envelhecimento sur lies e armazenamento comercial. CSL, Controle sur lies; GSL,
Goma arabica sur lies; TSL, Tanino sur lies; CCS, Controle armazenamento
comercial; GCS, Goma ardbica armazenamento comercial; TCS, Tanino
armazenamento comercial. Os dados sdo a média de trés repeticoes.
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Figura 2. (Continuacéo)
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4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram que a adicdo dos agentes
enoldgicos goma arabica e tanino enoldgico no vinho base, antes da
segunda fermentacdo, pode aumentar significativamente as concentracfes
das substancias fendlicas nos vinhos espumantes rosé durante o
envelhecimento sobre borra em relacdo a amostra controle. A adicdo dos
agentes enoldgicos apds a etapa de degola teve menor influéncia sobre os
polifendis dos vinhos espumantes em comparacdo com a adicdo dos
agentes no vinho base. Esses resultados foram verificados pela analise de
componentes principais, que demonstrou uma clara separacdo das
amostras no ultimo més de envelhecimento (T12) de acordo com a etapa
em que os agentes enoldgicos foram adicionados. Além disso, a adicéo
dos agentes enoldgicos no vinho base teve forte influéncia nas alteracbes



92

da composicédo fendlica e na capacidade antioxidante, contribuindo para
0 potencial bioativo dos vinhos espumantes rosé.

Mais estudos sdo necessarios para obter uma melhor compreenséo
do uso de outros agentes enolégicos na producdo de vinho espumante
rosé, assim como avaliar a influéncia de diferentes concentragdes.
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ALTERACOES NA COMPOSICAO FENOLICA, ELEMENTAR
E DE ACIDOS ORGANICOS DE VINHOS ESPUMANTES
TRATADOS COM MANOPROTEINAS DURANTE O
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RESUMO

O efeito de manoproteinas na evolugdo dos vinhos espumantes rosé
durante o envelhecimento bioldgico foi investigado com base na
caracterizacdo quimica de polifendis, acidos organicos, macro e
microelementos usando uma abordagem analitica combinada. As
variacOes desses constituintes foram avaliadas usando espectroscopia
Raman e de infravermelho préximo. Durante o envelhecimento bioldgico,
0 &cido cafeico, catequina, acido galico e malvidina-3-O-glucosideo
foram os polifendis presentes em maiores concentragdes nos vinhos
espumantes rosé. O tirosol, um derivado da fermentacdo, foi encontrado
em concentragdes de até 98,07 mg L!. A adicdo de manoproteinas
influenciou significativamente as concentra¢fes dos &cidos organicos e
substancias fendlicas individuais, particularmente o trans-resveratrol,
guercetina, catequina, acido p-cumarico e acidos hidroxibenzoicos, que
apresentaram um aumento de suas concentra¢es ao longo do tempo.
Estes efeitos das manoproteinas foram observados principalmente no
final do envelhecimento biolégico. A composicao elementar ndo alterou
durante o periodo avaliado, 0 potassio foi o mineral encontrado em
maiores concentragfes em todas as amostras. As mudangas observadas
envolvendo esses constituintes podem oferecer novos conhecimentos
sobre o comportamento dos vinhos durante o envelhecimento e sobre a
qualidade bioativa e nutricional dos vinhos espumantes rosé.

Palavras-chave: Vinhos espumantes. Envelhecimento sur lie. Polifendis.
Minerais. NIR. Espectroscopia Raman.
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1 INTRODUCAO

Vinhos espumantes sdo elaborados a partir de um vinho base que
é submetido a uma segunda fermentacdo em garrafas seladas ou em
grandes recipientes para que ocorra a incorporacgdo de CO; e liberacdo de
produtos secundarios do metabolismo fermentativo de leveduras
(CALIARI et al., 2015). Durante o envelhecimento bioldgico, os vinhos
espumantes permanecem em contato com as células de levedura liberadas
no processo conhecido como envelhecimento sobre borra ou sur lie. As
transformagfes decorrentes da autolise da levedura afetam o corpo, a
sensacdo na boca e os atributos aromaticos do vinho espumante final
(PEREZ-MAGARINO et al., 2015).

Muitas substancias quimicas que ocorrem naturalmente, como os
polifendis, aclcares, acidos e componentes inorganicos sao responsaveis
pelas transformac6es e estabilidade dos vinhos sendo importantes para
sua evolucdo (PRAKASH et al., 2016). No caso dos vinhos espumantes,
a segunda fermentacdo que ocorre durante o processo de elaboracédo
contribui para a complexidade quimica e sensorial.

E uma pratica comum na industria do vinho o uso de agentes
enoldgicos. Muitos agentes que constituem lisados de levedura,
antioxidantes e misturas pectinoliticas, taninos e manoproteinas séo
utilizados comercialmente com o objetivo de controlar a evolucdo do
vinho e podem modificar principalmente as caracteristicas quimicas dos
mesmos (DEL BARRIO-GALAN et al, 2012; GUADALUPE;
PALACIOS; AYESTARAN, 2007; PEREZ-MAGARINO et al., 2015
GHANEM et al.,, 2017). As manoproteinas estdo particularmente
associadas a uma maior estabilidade dos vinhos envelhecidos, além de
promoverem propriedades tecnolGgicas e sensoriais. Estes proteoglicanos
sdo constituidos principalmente de manose, glicose e proteinas e séo
liberados da parede celular da levedura durante o processo de autolise
(GUADALUPE; AYESTARAN, 2008).

As manoproteinas tém diferentes estruturas que variam de acordo
com sua massa molar, grau e tipo de glicosilacdo e suas cargas.
Dependendo de como s8o extraidas, apresentam diferentes atividades de
estabilizacdo tartarica ou proteica. Sua adi¢do é uma pratica comum na
producdo de vinho, permitida pelo Codex Enolégico Internacional da
Vinha e do Vinho (OlV, 2018). As manoproteinas da parede celular da
levedura desempenham um papel importante no processo de vinificagéo.
Quando adicionados ao vinho, podem promover diferentes propriedades
tecnoldgicas, tais como um efeito positivo na estabilidade de espuma e
nas caracteristicas sensoriais, como a reducdo da adstringéncia
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(GUADAVLUPE et al., 2007) e a melhoria do perfil aromatico dos vinhos
espumantes (PEREZ-MAGARINO et al., 2015). A interacdo entre
manoproteinas e as substancias fitoquimicas do vinho é um assunto de
grande interesse (GUADALUPE; AYESTARAN, 2008) que ainda no
foi bem elucidado em relacéo aos vinhos espumantes.

Além da influéncia da videira e da variedade na composi¢édo do
vinho, h& um interesse crescente em conhecer as modificagdes do perfil
composicional dos vinhos e as interacGes determinantes que contribuem
para sua tipicidade. A caracteriza¢do dos constituintes naturais tem sido
proposto como método de autenticacdo de uvas e vinhos (SNYDER et al.,
2014; SEM et al., 2016). Juntamente com o potencial bioativo dos
polifendis, o valor nutricional dos vinhos depende muito do seu teor
multi-elementar. O vinho pode ser fonte de elementos essenciais e/ou
toxicos. Sua composicao é influenciada por diferentes fatores ambientais,
incluindo a composi¢do do solo, préticas viticolas e processos de
vinificacdo (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; HOPFER et al., 2015).

O uso de técnicas analiticas para avaliacdo da qualidade de vinhos
é indispensavel e bem estabelecida em pesquisas. Cromatografia liquida
acoplada a deteccdo UV/Vis/arranjos de diodo (LC-UV/Vis/DAD) ou
espectrometria de massa (MS) sdo idealmente utilizadas para
caracterizacdo de composicao fitoquimica de uvas e vinhos (LUCCI;
SAURINA; NUNEZ, 2017). Estas técnicas sio geralmente adequadas
para a discriminacdo da origem geografica, variedade de uva e safra de
cultivo ou para o monitoramento da fermentacdo/envelhecimento (BAI et
al., 2013; IVANOVA-PETROPULOS et al., 2015; SARTOR et al.,
2017a). Técnicas de espectroscopia vibracional, por outro lado, podem
fornecer informacgGes Uteis sobre as mudangas na composi¢do do vinho,
uma vez que a formag&o de novas substancias pode modificar os espectros
das amostras. Além disso, essas técnicas apresentam uma abordagem de
andlise de custo relativamente baixo, simples e ndo destrutiva para o
controle da qualidade do vinho (SNYDER et al., 2014).

Diferentes reacGes quimicas ocorrem durante o processo de
vinificacdo e podem influenciar a autenticidade e a qualidade dos vinhos
espumantes, devido a segunda fermentacéo e o contato com a levedura,
juntamente com a complexidade de seus constituintes. Além da
composicdo fenodlica, as modificacbes dos constituintes organicos e
inorganicos podem ser particularmente determinantes da qualidade
bioativa e nutricional desses vinhos. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi utilizar a caracterizacdo quimica e analise vibracional para avaliar o
efeito da adicdo de manoproteinas na composicao fendlica, elementar e
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de &cidos organicos de vinhos espumantes rosé, e suas alteracfes
guimicas durante o envelhecimento biolégico.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 REAGENTES QUIMICOS

Os padrdes analiticos de acidos organicos (acidos tartarico, malico,
lactico, succinico e citrico) (pureza > 95 %), fenolicos (malvidina-3-O-
glicosideo, delfinidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-glicosideo,
peonidina-3-O-glicosideo, é&cido galico, &cido protocateico, &cido
vanilico, &cido siringico, acido elégico, trans-caftérico, &cido cafeico,
acido p-cumarico, cido ferulico, miricetina, quercetina, campferol, (+)-
catequina, (-)-epicatequina, trans-resveratrol e tirosol, todos com pureza
> 90 %), e os reagentes ,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid) (ABTS) e 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
(Trolox) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).
Solucdes padrdo (1000 mg L) de elementos (Ca, K, Mg, Fe, Mn, Zn, Sr
e Cu) foram obtidos da Spex Certiprep Chemical (Metuchen, Nova
Jersey, EUA). Acido nitrico, peréxido de hidrogénio, etanol, acetato de
sodio, cloreto de potassio, acido acético, acido fosférico, acido férmico
de qualidade analitica, e metanol e acetonitrila de grau HPLC foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Hesse, Alemanha).

Todas as solucdes e diluicdes das amostras foram realizadas
utilizando agua ultrapura obtida de um sistema ultra-purificador (Gehaka,
Brasil). O &cido nitrico 14 mol L -* foi purificado por destilagdo em um
sistema de sub-ebulicdo Teflon® modelo Distill acid BSB-939-IR
(Berghof, Alemanha) e H2O puro 30 % (w/w) foi obtido da Proquimios,
Brasil.

2.2 VINIFICACAO

Uvas Vitis vinifera L. da variedade Merlot cultivada na regido de
Videira, Santa Catarina, safra 2015, foram utilizadas para este estudo. A
elaboragdo do vinho espumante foi realizada na esta¢do experimental da
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri), seguindo o método Tradicional ou Champenoise. Inicialmente,
0 mosto foi obtido a partir do desengacace, esmagamento e prensagem
das uvas. Para obter o vinho base, o mosto foi fermentado com leveduras
Saccharomyces cerevisiae PB2019 (Fermol Blanc, AEB Spa, Brescia,
Italia) em tanques de ago inoxidavel com temperatura controlada entre 15
e 17 °C, com monitoramento de acUcar residual e densidade. Apds a
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primeira fermentacdo, o vinho base foi estabilizado a frio (4 °C) e foi
adicionado diéxido de enxofre (30 mg L?, Vinoaromax, AEB Spa,
Brescia, Italia).

Para a produgdo dos vinhos espumantes pelo método Tradicional,
adicionou-se xarope de aclcar invertido na concentracéo de 26 g L ** ao
vinho base para atingir a pressdo de 6 atm, juntamente com as leveduras
Saccharomyces cerevisiae PB2002 (Fermol Reims Champagne, AEB
Spa, Brescia, Italia) e 15 g hL! de solucéo de bentonite, coadjuvante para
0 processo de remuage, que age como clarificador (Gel compacto, AEB,
Brescia, Italia). Juntamente com o licor de tiragem, manoproteinas (0,30
g L%, Oenolees®, Laffort, Bordeaux, Franga) foram adicionadas ao vinho
base antes da segunda fermentacdo em garrafa, de acordo com a
recomendacdo do fabricante. Posteriormente, o0s vinhos foram
engarrafados e armazenados na posi¢do horizontal (17 °C) até a segunda
fermentacdo ser completada. Vinte e quatro garrafas de vinho (750 mL)
foram engarrafadas ap6s a adi¢do do licor de tiragem (n = 24). Metade
das garrafas (n = 12) foram adicionados de manoproteinas e a outra
metade (h = 12) correspondeu &s amostras controle (vinho espumante sem
adicdo de manoproteinas). Apos a segunda fermentacdo, e apds 3 meses
de contato com a borra das leveduras, trés garrafas de vinho espumante
de cada tratamento (n = 6) foram estabilizados a frio, degolados e
analisadas. As garrafas remanescentes foram mantidas em contato com as
leveduras (17 °C) e degolas ap6s 6 (n = 6), 9 (n = 6) e 12 (n = 6) meses
de envelhecimento bioldgico.

2.3 PARAMETROS ENOLOGICOS

Acidez titulavel, acidez volatil, teor de alcool, pH, didxido de
enxofre livre e total foram determinados no vinho base e nos vinhos
espumantes com 3 e 12 meses de envelhecimento bioldgico de acordo
com a Organizagdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, 2012).

2.4 PARAMETROS DE COR, CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E
POLIFENOIS

As amostras de vinhos espumantes rosé foram inicialmente
desgaseificadas por agitacdo magnética por 25 min e analisadas em
espectrofotdmetro UV-Vis (Hitachi U 2900, CA, EUA) para antocianinas
monoméricas totais (AMT) pelo método do pH diferencial (GIUSTI;
WROLSTAD, 2001), os resultados foram expressos em mg L* de
malvidina-3-O-glicosideo. A intensidade da cor, a densidade da cor e a
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tonalidade da cor foram determinadas com leituras a 420, 520 e 620 nm
utilizando uma cubeta de 10 mm de caminho dptico (GLORIES, 1984).
A capacidade antioxidante foi determinada pela atividade de eliminagéo
de radicais livres usando o radical ABTS (RE et al., 1999), os resultados
foram expressos em equivalentes Trolox (mmol TEAC L vinho).

2.5 COMPOSICAO FENOLICA

A identificacdo e quantificacdo de polifendis individuais das
amostras de vinho durante todo o processo de envelhecimento foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo em
arranjo diodo (HPLC-DAD) (Shimadzu, Kyoto, Japdo). Para todas as
substancias fendlicas, a separacdo do analito foi realizada em uma coluna
de fase reversa CLC-ODS Shim-pack (4,6 x 250 mm, 5 pm) da Shimadzu.
Para a analise, 20 pL da amostra foi injetado no sistema HPLC.

Dezesseis substancias fenolicas pertencentes as subclasses de
acidos hidroxibenzoicos, &cidos hidroxicindmicos, flavondis, flavandis,
tirosol e estilbenos foram quantificados nas amostras de vinhos e seus
niveis foram monitorados até 12 meses de envelhecimento biol6gico. O
preparo das amostras e a analise por HPLC foram realizadas segundo
Burin et al. (2014). No procedimento, as amostras de vinho foram
submetidas a extragdo liquido-liquido antes da injecdo no sistema de
cromatografia. A fase moével A foi constituida de agua:acido acético (9:2
v/v) e a fase mével B de &gua:acetonitrila:acido acético (58:40:2 viviv).
O gradiente de eluigdo foi o seguinte: 0-80 % de solvente B durante 55
min, 80-100 % B durante 15 min e 100-0 % B durante 5 min, com taxa
de fluxo de 0,9 mL mine tempo total de corrida cromatogréafica de 75
min. A detec¢do dos fendlicos foi de 280 mn para tirosol, catequina e
epicatequina, a 320 nm para os acidos cafeico, trans-caftarico, p-
cumarico e fertlico, 360 nm para miricetina, quercetina e campferol, e a
306 nm para o trans-resveratrol.

A separacdo dos acidos hidroxibenzoico (galico, protocateico,
vanilico, seringico e elagico) foi realizada utilizando-se uma fase movel
composta de A&gua ultrapura:acido acético (98:2, viv) (A) e
acetonitrila:solvente A (80:20, v/v) (B). O gradiente de eluigdo foi o
seguinte: 0-35 % B por 35 min, 35-0 % B por 3 min. A taxa de fluxo foi
de 1,0 mL min? e a deteccdo dos acidos benzéicos foi a 280 nm, com
excec¢do do acido elagico que foi detectado a 254 nm.

As antocianinas 3-O-monoglicosideos (malvidina, cianidina,
delfinidina e peonidina) foram determinadas de acordo com Revilla et al.,
(1999). Utilizou-se uma fase mdvel constituida por agua:acido férmico
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(90:10 v/v) como solvente A, e agua:metanol:acido formico (45:45:10
v/viv) como solvente B. O gradiente de eluicéo foi de 35-95 % de solvente
B por 20 min, 95-100 % de solvente B por 5 min, 100-35 % de solvente
B por 5 min, mantendo-se por mais 5 min, com um tempo total de 35 min
de corrida cromatografica. A taxa de fluxo foi de 0,8 mL min? e a
deteccdo das antocianinas foi no comprimento de onda de 520 nm.

A identificacdo e quantificacdo de todas as substancias fenélicas
foi realizada comparando os picos dos analitos com 0s respectivos
padrdes de solugdes na faixa de concentracdo de 0,01 a 200 mg L1,
utilizando curva de calibracdo por adi¢do de padrdo na matriz.

2.6 ACIDOS ORGANICOS

O mesmo sistema cromatografico foi utilizado para a quantificacéo
de é&cidos organicos (tartarico, succinico, malico, citrico e latico),
seguindo o método descrito por Escobal et al. (1998), com modificacdes.
Para a analise, as amostras de vinho foram diluidas em agua ultra pura e
20 pL foram injetados no sistema cromatografico. A separagdo dos
analitos foi realizada utilizando eluicdo isocratica com a fase movel
constituida de agua acidificada 1,2 % (v/v) com &cido fosférico a pH 2,4.
As modificacOes foram as seguintes: taxa de fluxo foi de 0,7 mL min? e
o tempo total de corrida cromatogréafica foi de 40 min. A detecgdo foi
realizada em 212 nm para todos os acidos organicos. A quantificacdo foi
executada utilizando curva de calibracdo por adicdo de padrdo na matriz
no intervalo de concentragdo de 0,003a0,5g L™

2.7 PERFIL MINERAL

A determinac¢do dos elementos foi realizada utilizando um modelo
ICP-OES da série iCAP 6000 (Thermo Scientific) equipado com um
nebulizador do tipo Meinhard® e uma cadmara de nebulizacéo ciclonica.
Argbnio com pureza minima de 99,95 % foi utilizado como gas principal,
auxiliar e nebulizador. Os parametros operacionais para todas as
medigBes foram: poténcia de frequéncia de radio de 1300 W, fluxo de gés
auxiliar de 1,00 L min! e vazdo de gas nebulizador de 0,45 L min'. Os
comprimentos de onda de emissdo monitorados foram 396,8 nm (Ca),
324,7 nm (Cu), 259,9 nm (Fe), 766,4 nm (K), 279,5 nm (Mg), 257,6 nm
(Mn), 421,5 nm (Sr), 334,5 nm (Zn) e 361,3 nm (Sc - Internal Standard).

A digestdo da amostra foi realizada em um forno micro-ondas
modelo DGT100 Plus (Provecto Analitica, Brasil) equipado com frascos
Teflon® fechados (volume interno de 80,0 mL). A digestdo assistida por
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micro-ondas foi realizada adicionando 2,0 mL de cada amostra
diretamente dentro dos recipientes de Teflon®; a mistura de digestao foi
composta por 4,0 ml de HNOs 14 mol L%, e 1,0 mL de H.0-, que foi
adicionada a amostra. Os recipientes foram fechados e submetidos ao
programa de poténcia da seguinte maneira: 250 W por 2 min, 0 W por 2
min, 250 W por 6 min, 400 W por 5 min, 600 W por 5 min e resfriamento
por 10 min. As amostras foram removidas, diluidas e analisadas.

2.8 MEDIDAS ESPECTROSCOPICAS DE INFRAVERMELHO
PROXIMO E RAMAN

Espectros de infravermelho préximo foram coletados usando um
espectrometro FT-NIR Frontier 400 (Perkin Elmer, EUA) e a aquisicdo
do espectro foi realizada a partir de 9090,91 cm? a 4000,00 cm™.
Enquanto a analise de espectroscopia Raman foi realizada usando um
PeakSeeker Pro-785, Agiltron, (Ocean Optics, EUA). As medidas Raman
foram realizadas de 250 a 1800 cm™, com uma poténcia de laser de
excitagdo de 100 mW (785 nm), o tempo de integragdo de 60 s, e 0 quadro
de 10 s. Todas as analises foram realizadas em cada amostra sem diluicéo,
as medidas foram realizadas em cinco repeti¢des para cada amostra e o
espectro foi coletado como o espectro médio para cada amostra.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

ANOVA e anadlises estatisticas multivariadas foram realizadas
usando o software Statistica versao 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA). Todos
0s resultados sdo expressos como média + desvio padrao (DP). O teste t
de Student foi utilizado para verificar a normalidade dos dados e a
homogeneidade das variancias. Diferencas significativas foram avaliadas
usando o teste t e o teste de multiplas frequéncias de Duncan (p<0,05). A
variabilidade de dados influenciada pelo tempo de envelhecimento e a
adicdo de manoproteinas foi avaliada pela analise de componentes
principais (ACP).

3RESULTADOS E DISCUSSAO A
3.1 PARAMETROS ENOLOGICOS E ACIDOS ORGANICOS

A Tabela 1 mostra os parametros enoldgicos classicos e os &cidos
organicos determinados nas amostras de vinho base e nos vinhos
espumantes no inicio do experimento e ap6s 12 meses de envelhecimento
biologico. Observou-se que a adicdo de manoproteinas nédo alterou
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significativamente (p>0,05) o pH e a acidez titulavel dos espumantes apés
3 e 12 meses de envelhecimento. No entanto, observou-se que estes
vinhos apresentaram menor acidez volatil em comparacdo com a amostra
controle (vinhos sem manoproteinas). Além disso, 0s vinhos tratados com
0 agente apresentaram maiores concentracdes de SO; livre e total e teor
de élcool nas amostras com 3 e 12 meses de envelhecimento. As
caracteristicas enoldgicas do vinho base e dos vinhos espumantes estéo
de acordo com os parametros estabelecidos para vinhos em préticas
internacionais (O1V, 2012). Com excecao do acido citrico, quatro acidos
organicos presentes nas uvas e vinhos foram detectados nas amostras de
vinho. O acido malico foi o0 &cido organico mais abundante no vinho base
e nos vinhos espumantes, com concentragdes variando de 3,35a 3,74 g L
!, seguido dos 4cidos latico e tartarico.

Os é&cidos orgénicos foram quantificados em concentracdes
variadas nas amostras de vinho. As concentragdes médias foram
semelhantes as encontradas em outros estudos com vinhos espumantes
(GALLARDO-CHACON et al., 2010; CALIARI et al., 2015). Estas
substancias contribuem para a acidez total e volatil dos vinhos (Ol1V,
2012). As altas concentracdes de acido malico encontradas no vinho base
e nos vinhos espumantes podem indicar que a colheita de uvas foi
realizada antes da maturacéo tecnolégica (CALIARI et al., 2015). Isso
também indica que a fermentagdo maloléctica ndo foi concluida, o que é
tipico da vinificacdo de vinhos espumantes (GALLARDO-CHACON et
al., 2010). As concentra¢des de &cidos organicos nos vinhos espumantes
rosé foram influenciadas pela adi¢do do agente enoldgico. Os teores de
acidos malico e succinico foram significativamente maiores nas amostras
adicionadas de manoproteina ao longo do envelhecimento biol6gico,
engquanto que, as concentragBes de 4cido tartarico nos vinhos espumantes
diminuiram quando comparadas com as amostras controle, demonstrando
a influéncia das manoproteinas na concentracdo desses acidos organicos
e na qualidade sensorial dos vinhos espumantes rosé. Independentemente
do uso de manoproteinas, as alteracbes nos &cidos organicos sdo
geralmente acompanhadas por pequenas alterac@es de pH que podem ser
justificadas devido ao metabolismo fermentativo da levedura (PAN et al.,
2011). Isso pode explicar o aumento do pH dos vinhos verificados ap6s
12 meses de envelhecimento neste estudo, provavelmente devido a
diminuicdo das concentragdes de 4&cido tartdrico durante o
envelhecimento, como consequéncia da precipitacdo do bitartarato de
potassio. Apesar de algumas variacdes, observou-se que o perfil e os
teores de acidos organicos foram preservados durante o envelhecimento
bioldgico, uma vez que foram quantificados individualmente apds 12
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meses de envelhecimento. Isto demonstra que estes &cidos especificos,
nomeadamente o malico, o tartarico, o latico e o succinico, ndo foram
metabolizados, podendo assim ser responsaveis pela qualidade final dos
vinhos espumantes rosé.

Tabela 1. Pardmetros enol6gicos cléssicos e acidos organicos determinados no vinho base e nos
vinhos espumantes adicionados de manoproteinas apés 3 e 12 meses de envelhecimento bioldgico.
Envelhecimento bioldgico
Vinho base  Vinhos espumantes, 3 meses Vinhos espumantes, 12 meses
Controle Manoproteina Controle Manoproteina

pH 3,37+0,01 3,47+0,017 3,460,017 3,83£0,01° 3,84+0,01°
Acidez titulavel 4,28+0,26  4,38+0,18° 4,68+0,58° 3,200,122 3,15+0,19?
Acidez volatil 0,21+0,03 0,21+0,017 0,17+0,01™ 0,18+0,01° 0,15+0,01™
SOz livre 11,20+0,80  11,20+0,01*  13,20+0,40™  12,70+0,56°  14,60+0,25™
SOz total 14,80+0,40 22,93+2,01*  36,27+3,23"@  42,01+1,90  46,03+2,60™

Teor alcoodlico 11,0040,01 12,4040,01*  12,63+0,06™  12,45+0,10°  12,71+0,09™
Acido tartarico 0,95+0,01 0,94+0,01° 0,92+0,01" 0,90+0,022 0,85+0,01"

Acido latico 1,21+0,01 1,06+0,032 1,10+0,012 1,09+0,022 1,11+0,012
Acido mélico 3,74+0,01 3,35+0,012 3,43+0,01™ 3,40+0,02° 3,50+0,01"
Acido succinico nd 0,20£0,032 0,26+0,01" 0,21+0,01° 0,29+0,02°P
Acido citrico nd nd nd nd nd
Total acidos

organicos 5,90 5,56 5,71 5,59 5,75

Valores médios + desvio padrdo (n = 3). *Indica diferenca significativa entre os vinhos espumantes e
seus respectivos controles (teste t de Student, p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa entre as amostras controle durante o envelhecimento bioldgico (teste de Duncan,
p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os vinhos espumantes
adicionados de manoproteinas durante o envelhecimento bioldgico (teste de Duncan, p<0,05). Acidez
titulavel (g L* &cido tartarico); Acidez volatil (g L™ acido acético); SOz livre e total (mg L di6xido de
enxofre); Teor de alcool (%, v/v.); Acidos organicos (g L™1). nd: ndo detectado.

3.2 EFEITO DE MANOPROTEINAS E EVOLUCAO DOS
POLIFENOIS DO VINHO DURANTE O ENVELHECIMENTO
BIOLOGICO

O perfil fendlico e a evolucdo dos vinhos sdo apresentados na
Tabela 2. Muitos polifendis incluindo acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos, flavonois, flavanois e antocianinas foram identificados
nos vinhos espumantes rosé. O &cido cafeico, catequina, tirosol, &cido
galico e malvidina-3-O-glicosideo foram os fenolicos predominantes. O
trans-resveratrol e o tirosol foram encontrados em altas concentracdes
(7,70 e 98,07 mg L, respectivamente), enquanto que, a antocianina
cianidina-3-O- glicosideo ndo foi detectada nos vinhos estudados. A
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adicdo de manoproteinas influenciou significativamente (p<0,05) os
pardmetros de cor, atividade antioxidante e as concentracfes dos
fendlicos individuais, com efeito varidvel ao longo do tempo de
envelhecimento.

As concentracdes dos &cidos cafeico e p-cumarico nos vinhos
tratados com manoproteinas foram significativamente maiores (p<0,05)
em comparagao com a amostra controle. Para o &cido trans-caftarico, este
efeito s foi observado ap6s 12 meses de envelhecimento, sendo que 0s
vinhos espumantes adicionados de manoproteinas apresentaram niveis
mais elevados deste acido do que a amostra controle. Assim, a influéncia
das manoproteinas foi positivamente observada no final do
envelhecimento bioldgico, quando os vinhos espumantes apresentaram
maior soma dos &cidos hidroxicinamicos, respectivamente em 9 (30,9 mg
L) e 12 meses (27,8 mg L*) de envelhecimento (Figura 1).
Contrariamente, as concentragcdes de &cidos cafeico e fertlico nestas
amostras diminuiram durante o envelhecimento biolgico. Essas
mudancas durante o envelhecimento podem estar relacionadas a reagdes
de hidrolise das formas esterificadas dessas substancias para formar
acidos hidroxicinamicos livres ou devido a participacdo de suas formas
livres em reaces de polimerizagcdo com antocianinas, levando a formacéo
de piranoantocianinas (GARRIDO; BORGES, 2013; MARQUEZ;
SERRATOSA; MERIDA, 2013).
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Tabela 2. Pardmetros de cor e caracterizagdo fendlica das amostras de vinho e evolugdo dos fendlicos
individuais (mg L) dos vinhos espumantes rosé adicionados de manoproteinas durante o
envelhecimento biolégico (sur lies).

Envelhecimento bioldgico

Substancias

Vinho Base

Vinhos espumantes, 3 meses

Vinhos espumantes, 6 meses

Controle Manoproteina Controle Manoproteina
Acidos hidroxibenzoicos
Galico 10,74+0,05 12,45+0,07°  12,32+0,01"@  12,60+0,01°®  12,71+0,08%
Protocateico 7,27+0,03 4,09+0,04° 4,16+0,01™2 4,36+0,07¢ 4,27+0,01P
Vanilico 5,23+0,03 3,45+0,032 3,97+0,01" 3,86+0,07° 3,92+0,022
Seringico 0,69+0,01 0,49+0,012 0,55+0,01"2 0,61+0,02° 0,64+0,01°
Elagico 0,34+0,01 0,57+0,01° 0,41+0,01" 0,17+0,012 0,23+0,01™2
Acidos hidroxicinamicos
Cafeico 26,76+0,01  28,48+0,50¢  29,72+0,01*¢  19,05+0,02°  20,19+0,02"
trans-caftarico 6,41+0,04 5,95+0,07¢ 4,21+0,02™ 7,11+0,024 5,52+0,03"
p-cumarico 5,81+0,01 4,710,022 4,77+0,01" 4,74+0,042 4,85+0,01°
Fertlico 1,14+0,01 1,25+0,06¢ 1,57+0,01™d 0,91+0,03P 0,91+0,01°¢
Flavonois
Campferol 0,63+0,01 <0,041 <0,041 <0,041 0,58+0,01™2
Quercetina 1,13+0,01 0,79+0,072 0,91+0,01™2 0,97+0,01° 0,98+0,01"
Miricetina 2,18+0,01 1,18+0,014 1,35+0,01™ 0,53+0,012 0,71+0,01™
Flavanois
(+)-catequina 11,33+0,06 3,53+0,09? 2,69+0,15™ 3,70+0,09P 2,43+0,10™
(-)-epicatequina <0,07% <0,07% <0,07% <0,07% <0,07%
Antocianinas 3-O-monoglicosideos
Delfinidina 0,42+0,01 <0,05! <0,05! <0,05! <0,051!
Cianidina <0,05! <0,05! <0,05¢ <0,05¢ <0,05?
Peonidina 1,60+0,02 1,04+0,01¢ 0,86+0,03" 1,00+0,01° 0,83+0,01"®
Malvidina 25,01+£0,17  19,34+0,14¢ 20,70+1,01¢ 19,29+0,13¢  21,99+0,01™
Outros
trans-resveratrol 2,90+0,02 2,10+0,03? 2,36+0,03™ 2,32+0,01P 2,64+0,01"
Tirosol 97,50+0,38  91,51+0,75"  95,90+0,06™  93,96+0,06° 94,00+0,41"
AMT 27,0540,23  24,35+0,26%  25,76+0,35™  24,21+0,358  25,72+0,31"°
ABTS? 3,02+0,13 2,50+0,32° 3,45+0,24"° 2,70+0,01P 2,80+0,04°
Intensidade de cor## 5,2510,01 5,1510,03(; 8,96i0,16*c 1,4810,10a 1,4710,09a
Tonalidade de cor® 1,02+0,01 1,16+0,022 1,09+0,01™ 1,15+0,022 1,14+0,01°
Densidade de cor** 4,57+0,01 4,19+0,04°¢ 6,76+0,11"° 1,35+0,082 1,35+0,062
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Substancias

Envelhecimento bioldgico
Vinhos espumantes, 9 meses

Vinhos espumantes, 12 meses

Controle Manoproteina Controle Manoproteina
Acidos hidroxibenzoicos
Galico 13,00+0,10°¢ 13,50+0,507¢ 11,86+0,068  13,15+0,05™c
Protocateico 5,48+0,05¢ 5,76+0,02°¢ 2,50+0,022 4,27+0,017
Vanilico 3,95+0,02° 4,08+0,03™ 4,71+0,05°¢ 5,21+0,01™
Seringico 0,66+0,04¢ 0,81+0,01* 0,98+0,014 0,99+0,024
Elégico 3,37+0,13°¢ 4,63+0,09™ 3,97+0,044 4,17+0,11™
Acidos hidroxicinamicos
Cafeico 16,83+0,01° 18,98+0,01™ 15,39+0,032 16,29+0,01™
trans-caftarico 5,73+0,03° 5,40+0,02° 4,530,032 5,38+0,01°
p-cumarico 5,37+0,01°¢ 5,65+0,01™d 5,09+0,01° 5,42+0,03"°
Fertlico 0,84+0,012 0,89+0,01° 0,78+0,012 0,72+0,01™
Flavonois
Campferol <0,041 0,70+0,01™ <0,04! <0,04!
Quercetina 1,50+0,01¢ 1,83+0,01" 1,99+0,044 2,18+0,02™
Miricetina 0,84+0,02P 1,04+0,017 0,94+40,02°¢ 1,17+0,017
Flavanois
(+)-catequina 20,97+0,06¢ 17,22+0,10™ 19,21+0,08° 23,81+0,59"¢
(-)-epicatequina 6,45+0,08?2 3,92+0,08™ 19,98+0,47° 11,64+0,017
Antocianinas 3-O-monoglicosideos
Delfinidina <0,05! <0,05! <0,05! <0,05!
Cianidina <0,05! <0,05¢ <0,05! <0,05?
Peonidina 0,470,012 0,46+0,017 <0,041 <0,041
Malvidina 14,15+0,12° 13,81+0,12" 3,07+0,022 3,02+0,01™
Outros
trans-resveratrol 6,35+0,03¢ 7,70+0,06™ 6,91+0,01 7,562+0,32"0
Tirosol 91,43+0,08° 93,96+0,08™ 86,64+0,118 98,07+0,407°
AMT 16,22+0,31P 16,47+0,07° 3,47+£0,022 3,400,142
ABTS? 0,42+0,122 0,79+0,01™ 3,24+0,06° 2,87+0,08°
Intensidade de cor# 1,48+0,012 1,51+0,062 1,81+0,01° 1,96+0,02"0
Tonalidade de cor# 1,19+0,01° 1,20+0,02°¢ 1,44+0,02¢ 1,43+0,014
Densidade de cor** 1,36+0,012 1,39+0,042 1,61+0,01° 1,71+0,02°°

Valores médios * desvio padrdo (n = 3). “Indica diferenca significativa entre os vinhos
espumantes e seus respectivos controles (teste t de Student, p<0,05). Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa entre as amostras de controle durante o
envelhecimento bioldgico (teste de Duncan, p<0,05). Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa entre os vinhos espumantes adicionados de manoproteinas
durante o envelhecimento biolégico (teste de Duncan, p<0,05). AMT, antocianinas
monoméricas totais (mg L malvidina-3-O-glicosideo). #Atividade antioxidante de
eliminacéo de radical expressa como equivalentes de Trolox (mmol TEAC L™1). #expresso
como indice. YValor menor que o limite de detecgdo do método.
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Um total de cinco 4cidos hidroxibenzoicos foram detectados nas
amostras, sendo o 4&cido galico o mais abundante, presente em
concentracdes que variaram entre 10,74 e 13,50 mg L * no vinho base e
nos vinhos espumantes, respectivamente. Similarmente aos &cidos
hidroxicindmicos, os vinhos espumantes adicionados de manoproteinas
apresentaram as maiores concentragdes dos acidos hidroxibenzoicos ap6s
9 e 12 meses de envelhecimento. Nestes vinhos espumantes, as
concentracBes dos acidos protocateico, galico, vanilico e elagico foram
significativamente maiores em relacdo & amostra controle. Isto mostra o
efeito benéfico das manoproteinas no teor dos acidos fendlicos, uma vez
gue estas substancias estdo associadas ao potencial antioxidante dos
vinhos. Em geral, observou-se que as concentra¢cBes dos acidos
hidroxibenzoicos aumentou nas amostras de vinhos espumantes ao longo
do envelhecimento bioldgico. Esses achados sdo consistentes com relatos
prévios de mudangas nos teores de &cidos fenolicos em vinhos
envelhecidos, o que é atribuido as reacdes de hidrélise durante a aut6lise
de leveduras, como a formacéo de acido galico resultante da hidrélise de
taninos (POZO-BAYON et al., 2009).

Mudancas substanciais também foram verificadas quando se
compara o perfil fenélico dos vinhos espumantes e do vinho base, pois
alguns fendlicos ndo foram detectados em todas as amostras de vinho,
como o campferol e as antocianinas peonidina-3-O-glicosideo e
delfinidina-3-O-glicosideo. A epicatequina ndo foi detectada nos vinhos
no inicio do experimento, entretanto, foi quantificada em concentragdes
crescentes nos Ultimos meses de envelhecimento bioldgico (ap6s 9 e 12
meses). A adicdo de manoproteinas teve um efeito variavel nos flavonois
e flavandis. As concentragBes de flavonois foram significativamente
maiores nos vinhos tratados em comparagdo com as amostras controle.
Por outro lado, os niveis de (+)-catequina e (-)-epicatequina diminuiram
consistentemente durante o envelhecimento em relagdo aos vinhos nédo
tratados, com excecdo da catequina apds 12 meses de envelhecimento
(Figura 1). Estas alteracdes sdo provavelmente devidas as reacBes de
copigmentacdo, despolimerizacdo ou polimerizacdo destas substancias
com outros fendlicos que ocorrem durante o envelhecimento do vinho
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006). A diminuigio nas concentragdes de
alguns fendlicos observados nas amostras adicionadas de manoproteinas
pode ser atribuida aos fendmenos de precipitacdo das manoproteinas ou a
formagcéo de col6ides instaveis (GUADALUPE et al., 2007).
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Figura 1. Cromatograma representativo dos polifendis nos vinhos espumantes
Merlot com e sem adicdo de manoproteinas apés 12 meses de envelhecimento
biolégico. Picos de absorbancia (280 nm): 1. acido trans-caftarico, 2. tirosol, 3.
(+)-catequina, 4. &cido cafeico, 5. (-)-epicatequina, 6. acido p-cumérico, 7. &cido
ferdlico 8. miricetina, 9. trans-resveratrol, 10. quercetina.
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Quanto a cor dos vinhos espumantes rosé, as concentragfes de
antocianinas-3-O-monoglicosideos € AMT mostraram uma diminuicdo
gradual ao longo do envelhecimento bioldgico. Seus niveis nos vinhos
controle e naqueles adicionados de manoproteinas apresentaram redugdes
de 85 % e 86 %, respectivamente, ao final de 12 meses de
envelhecimento. Por outro lado, alteragcbes na intensidade de cor,
tonalidade de cor e densidade de cor foram significativas apenas nos
vinhos apds 3 e 12 meses de envelhecimento. A adicdo de manoproteinas
ndo influenciou as concentra¢bes de antocianinas nos vinhos espumantes
rosé, como evidenciado em outros estudos com vinhos espumantes
(PEREZ-MAGARINO et al., 2015) e vinhos tintos (GUADALUPE;
AYESTARAN, 2008). Em conjunto, estes resultados demonstram
mudancas especificas envolvendo diferentes polifendis que ocorrem
durante o envelhecimento biol6gico que podem modificar a qualidade
quimica dos vinhos espumantes, e muitos foram de fato atribuidos as
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manoproteinas. Em geral, a adicdo de manoproteinas influenciou as
concentracbes de trans-resveratrol, quercetina, catequina, acido p-
cumarico e acidos hidroxibenzoicos que apresentaram suas concentragfes
aumentadas ao longo do tempo. Seu efeito poderia ser justificado pela
adsorcdo ou liberacdo de polifendis e outras substancias ndo-fendlicas
pela parede celular da levedura (GALLARDO-CHACON et al., 2010), ou
também pela hidrélise de substancias fenolicas com outros pequenas
substancias liberadas no vinho, tais como as manoproteinas de levedura
(GUADALUPE et al., 2007).

3.3 PERFIL MINERAL

A composicdo elementar do vinho base e dos vinhos espumantes
apos 12 meses de envelhecimento biolégico é apresentada na Tabela 3.
Os macroelementos Ca, K e Mg e o microelemento Mn foram
quantificados em todas as amostras. Cobre, Zn, Fe e Sr ndo foram
detectados. O potassio foi o macroelemento presente em maiores
concentracdes em todas as amostras, 0s vinhos espumantes apresentaram
maiores teores quando comparados ao vinho base. Célcio e Mg
apresentaram concentragdes semelhantes nos vinhos. Observou-se que K,
Ca e Magnésio apresentaram pequenas alteracfes durante a fermentacéo
e o0 envelhecimento biolégico, uma vez que seus teores nos vinhos foram
bastante semelhantes ao longo do experimento. Estes macroelementos séo
extraidos do solo pela videira e estdo presentes nos vinhos devido ao
processo de maceracdo utilizado para a elaboracéo dos vinhos (JOS et al.,
2004), sdo importantes para a multiplicacdo e metabolismo de leveduras
de vinho (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Entre os microelementos, apenas Mn foi detectado nas amostras,
com concentracdes variando de 1,4 a 1,7 mg L™* nos vinhos espumantes e
no vinho base, respectivamente. De fato, 0os microelementos como Mn,
Fe, Cu, Zn, Se e Co sdo encontrados em concentracdes deficientes em
uvas e seus derivados (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Além de sua
ocorréncia natural nas bagas de uvas, seus niveis nos vinhos podem ser
provenientes de contaminagdo ambiental ou condigdes de processamento,
como 0 uso de produtos fitossanitarios, ferramentas metalicas ou
recipientes e uso de produtos enolégicos (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006; HOPFER et al., 2015). Nos vinhos estudados, os niveis de macro e
microelementos foram consistentes durante o envelhecimento biolégico,
sem alteracGes significativas entre vinhos tratados (adicionados de
manoproteinas) e vinhos ndo tratados. Estes resultados demonstram que
a adicdo de manoproteinas ndo comprometeu a concentragdo total dos
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elementos dos vinhos espumantes, sugerindo que ndo ocorreu a
precipitacdo ou formacdo de substancias insolUveis com 0s minerais
estudados, que se mantiveram estaveis nas amostras de vinho. No entanto,
a determinagdo dos elementos nos vinhos é de grande interesse devido
suas implicacdes nutricionais e toxicoldgicas, bem como sua importancia
enoldgica em relagdo a origem geografica e autenticidade dos vinhos
(JOS et al., 2004; HOPFER et al., 2015).

Tabela 3. Composicédo elementar (mg L™) do vinho base e vinhos espumantes
rosé tratados com manoproteinas apds 12 meses de envelhecimento bioldgico.

Elementos Envelhecimento bioldgico
. Vinhos espumantes, 12 meses
Vinho base .
Controle Manoproteina
Macroelementos
Ca 61,7+1,6 63,4+2,2 69,3+10,6
K 1055,5+61,6 1152,2+56,6 1158,0+122,9
Mg 70,8+6,2 66,1+7,8 63,5+26,6
Microelementos
Mn 1,7£0,2 1,4%0,2 1,405
Zn <5,3! <5,3! <5,3!
Fe <11t <1,1* <1,1!
Sr <2,4 <2,4 <2,4
Cu <1,0! <1,0! <1,0!

Valores médios + desvio padréo (n = 3). “Indica diferenca significativa entre o vinho
espumante adicionado de manoproteinas e amostra controle (teste t de Student,
p<0,05). *Valor menor que o limite de detecgdo do método.

3.4 MEDIDAS DE INFRAVERMELHO PROXIMO E RAMAN DOS
VINHOS ESPUMANTES

As medidas de espectrometria no infravermelho préximo e Raman
foram realizadas no vinho base e nos vinhos espumantes tratados com
manoproteinas para identificar possiveis modificacbes na composicdo
guimica dos vinhos espumante rosé quando em contato com as borras das
leveduras durante o envelhecimento. Com base na vibragdo de ligagéo das
moléculas, essas técnicas fornecem informagdes Uteis quanto a alteracdo
de moléculas, neste caso, picos adicionais sdo observados nas amostras
guando comparado com a amostra controle (LUNA et al., 2017; SANTOS
et al., 2017). Assim, os espectros vibracionais das amostras de vinho
foram monitorados no vinho base e apds 12 meses de envelhecimento
(Figura 2).
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Figura 2. Espectros no infravermelho préximo (A) e Raman (B) do vinho base e dos vinhos espumantes ap6s 12 meses de envelhecimento
bioldgico. Vinho base: VB; Vinho espumante sem manoproteinas (controle): VEC; Vinho espumante adicionado de manoproteinas: VEM.
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O espectro NIR das amostras (Figura 2A) demonstrou bandas de
absorgdo com picos intensos acima de 6000 cm, de aproximadamente
6250 cm* até 7620 cm™. A faixa de absorc¢do intensa em torno de 6901,31
cm! pode ser atribuida a 4gua (OH) (SANTOS et al., 2017). As regides
9091-7692 e 6023-5435 cm* forneceram os melhores modelos para a
calibracdo da acidez, aglcares totais, pH e densidade dos vinhos
(TEIXEIRA DOS SANTOS et al., 2018). Os sinais em torno de 7304-
6301 cm! também podem ter origem na absorcdo dos grupos RN-H de
proteinas (LUNA et al., 2017). Os sinais maximos observados na regido
de 5405-4000 cm foram atribuidos a absorcdo de muitas ligacdes
quimicas e grupos quimicos (C=0, C-H, CH, e CH3) originados de acidos
fenolicos, agua, acidos organicos e outras substancias fendlicas (BAUER
et al., 2008; MARTELO-VIDAL; VAZQUEZ, 2014). Bandas de
absorcéo relacionadas aos sulfetos adicionados nos vinhos ndo foram
caracteristicas nos espectros NIR obtidos para amostras. 1sso € explicado
pela absorcdo das substancias S-O e S=O que exibem bandas fortes na
regido do infravermelho médio, respectivamente de 1000 a 650 cm™ e
1375 a 1050 cm* (BAUER et al., 2008).

A auséncia de picos adicionais para 0s vinhos tratados com
manoproteinas e a amostra controle indica que a composicdo dos vinhos
ndo foi modificada quanto a degradacg&o e formacao de novas substancias.
As intensidades observadas podem ser atribuidas a diferencas na
composicdo dos vinhos (vinho base e vinhos espumantes) e seus niveis
varidveis de constituintes, principalmente as substancias fenolicas e
acidos organicos, como mostrado pelos resultados da caracteriza¢do
guimica. Em estudos anteriores, 0os dados espectrais de infravermelho
coletados de derivados da uva, como vinhos tintos e sucos, mostraram
picos intensos nas faixas de 700-1660 cm?® e 2600-3500 cm™,
correspondente as substancias fendlicas como a cianidina, malvidina,
quercetina e catequina (MARTELO-VIDAL; VAZQUEZ, 2014;
SNYDER et al., 2014; SEN et al., 2016). De acordo com a literatura, isso
pode ser consistente com nossas observacdes. De fato, juntamente com a
malvidina-3-O-glicosideo e alguns acidos fendlicos, a catequina foi um
dos fenolicos presentes em maiores concentragdes nos vinhos estudados
(Tabela 2).

No espectro Raman (Figura 2B), picos intensos foram observados
em aproximadamente 840 cm-t, 1030 cm-t, 1050 cm™ e 1440 cm™. O pico
de intensidade observado em torno de 880 cm™ é provavelmente
originado da ligacdo C-C do etanol. As bandas em torno de 1250 e 450
cm?® podem estar relacionadas com as ligacbes H-C-C e O-C-C,
respectivamente (SANTOS et al., 2017; TEIXEIRA DOS SANTOS et al.,
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2018). Outros picos intensidade fraca podem ser observados no espectro
de 1050 a 1450 cm? e sdo presumivelmente originados dos &cidos
hidroxicinamicos, como caféico, ferdlico, p-cumarico, entre outros
presentes nos vinhos. De fato, como relatado anteriormente em vinhos
brancos, essa familia fendlica provavelmente contribui para o
espalhamento Raman em torno de 1000 e 1600 cm™* (MARTIN et al.,
2015; SEN et al., 2016).

O espectro Raman das amostras de vinho confirmaram as
observacOes do NIR de que ndo houve formacao de novas espécies apds
0 tratamento realizado nas amostras e ap6s o envelhecimento biolégico
dos vinhos espumantes. Isto sugere que as pequenas mudancas
observadas para as substancias fenolicas e outros constituintes quimicos
encontrados nas amostras de vinho, justificadas por reacdes de
polimerizacdo, quelagio ou copigmentacgdo, podem ter ocorrido de forma
semelhante em todos os vinhos, independentemente da adicdo de
manoproteinas. Além disso, a amplitude das transformagdes quimicas que
podem ter ocorrido em nivel molecular durante o envelhecimento dos
espumantes ndo foi suficientemente para alterar seus espectros
vibracionais.

A interpretacdo dos espectros vibracionais das amostras pode ser
bastante complexa, uma vez que as variacbes podem ndo serem
percebidas com clareza. Por exemplo, quando a regido NIR é considerada,
a sobreposicdo espectral e ressonancias de Fermi podem comprometer a
diferenciacdo de amostras (LUNA et al., 2017).

3.5 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada para
explorar melhor as informacGes dos espectros e estudar quais
constituintes quimicos apresentaram maior influéncia no agrupamento
das amostras. Os resultados da ACP considerando a composi¢do dos
vinhos espumantes sdo apresentados na Figura 3. Apenas amostras de
vinho no final do envelhecimento biol6gico nos experimentos (12 meses)
foram incluidas na analise, a fim de obter uma melhor representacéo das
mudancas quimicas e caracteristicas finais dos vinhos espumantes
envelhecidos.

Foi possivel observar a partir do grafico de escores (Figura 3A) da
ACP que os vinhos espumantes foram divididos em dois componentes
principais (PC1 x PC2), que representam 94,41 % da variabilidade total
dos dados. O primeiro componente principal (PC1) representou a maior
variabilidade dos dados (85,13 %), responsavel por separar as amostras
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em dois grupos, sendo um grupo correspondente aos vinhos controle e
outro aos vinhos tratados com manoproteinas, segundo as variaces nas
concentragdes de minerais, acidos organicos e polifendis. A Figura 3B
representa os graficos das correlacdes entre as variaveis analisadas. Como
pode ser observado na ACP, o gréafico de dispersdo demonstrou que as
diferencas devido a adi¢do do agente enoldgico nos vinhos obscurecem
as diferengas entre constituintes quimicos especificas da composi¢do dos
vinhos controle e tratados, particularmente no que diz respeito aos
fenolicos individuais, tais como como tirosol, acido galico, acido trans-
caftarico, acido cafeico, miricetina, &cido vanilico, acido protocateico,
guercetina, &cido p- cumarico, catequina, trans-resveratrol, acido elagico
e 4cido siringico, que foram fortemente associados com vinhos
espumantes adicionados de manoproteinas. Destaca-se que a maioria dos
minerais e &cidos organicos estudados, bem como a maioria dos
polifendis, estavam associados a esses vinhos. Esses resultados
confirmam que as manoproteinas influenciaram positivamente a
composic¢do final dos vinhos espumantes envelhecidos.

Figura 3. ACP mostrando o grafico de escore (A) para vinhos espumantes
adicionados de manoproteinas e amostra controle ap6s 12 meses de
envelhecimento bioldgico, e (B) com as varidveis de polifendis individuais,
acidos orgéanicos e composicdo elementar dos vinhos espumantes. Atividade
antioxidante (ABTS), intensidade de cor (IC), tonalidade de cor (TC), densidade
de cor (DC) e antocianinas monoméricas totais (AMT).
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Figura 3. (Continuagéo)
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4 CONCLUSOES

Algumas alteragdes foram observadas nas concentra¢fes dos
constituintes fitoquimicos dos vinhos espumantes rosé elaborados pelo
método Champenoise, com influéncia varidvel do tempo de
envelhecimento bioldgico. Os niveis de macro e microelementos
permaneceram estaveis em todas as amostras, mantendo as caracteristicas
nutricionais dos vinhos espumantes. A adicdo de manoproteinas
influenciou positivamente as concentragcBes dos acidos organicos e
substancias fendlicas nos vinhos ao longo do tempo e estes efeitos foram
observados principalmente ao final do envelhecimento bioldgico,
particularmente para o tirosol, trans-resveratrol, cido galico, catequina e
os acidos hidroxicindmicos, que apresentaram um aumento de seus teores.
As medicdes NIR e Raman revelaram que estas alteracbes nao
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modificaram o0s espectros de absor¢cdo dos vinhos. As mudancas
observadas por meio desta abordagem multianalitica podem oferecer
novos conhecimentos sobre as propriedades bioativas e nutricionais dos
vinhos espumantes rosé.
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CAPITULO 4

PERFIL FENOLICO, TEOR DE GLUTATIONAE
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ENVELHECIMENTO BIOLOGICO
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RESUMO

Vinhos espumantes elaborados com variedades de uvas ndo-tradicionais
(Villenave, Niagara, Manzoni e Goethe) foram monitorados quanto as
mudancgas na composi¢do fendlica, indice de escurecimento e teor de
glutationa durante 18 meses de envelhecimento bioldgico (sur lies), afim
de verificar o potencial dessas variedades na elaboracdo de vinhos
espumantes de qualidade. Importantes mudancas no perfil fendlico,
escurecimento e teor de glutationa foram observadas nos vinhos
espumantes durante o tempo de envelhecimento sobre borra. O tirosol foi
0 composto fendlico individual presente em maiores concentragdes nos
vinhos espumantes, seguido dos &cidos cafeico, trans-caftarico e galico,
catequina e epicatequina. O tempo de envelhecimento sobre borra
influenciou o aumento das concentracao de alguns fendlicos individuais,
principalmente os acidos cafeico, galico e eladgico. Um aumento
significativo do indice de escurecimento foi observado nos vinhos
espumantes ao longo do envelhecimento. O &cido cafeico apresentou alta
correlacdo positiva e significativa com o escurecimento e com o tempo de
envelhecimento para todos os vinhos espumantes, assim sugere-se que 0
acido cafeico seja utilizado como um indicador de qualidade para
monitorar o perfil de envelhecimento sobre borra dos vinhos espumantes
brancos. Esses resultados indicam que o tempo de envelhecimento sobre
borra influenciou as mudancas no perfil fendlico dos vinhos espumantes,
gue apresentaram caracteristicas particulares.

Palavras-chave: Vinho espumante. Polifendis. Escurecimento.
Glutationa. Envelhecimento sur lie.
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1 INTRODUCAO

Vinhos espumantes elaborados pelo método Tradicional
(Champenoise) séo obtidos por uma segunda fermentagdo do vinho base
em garrafa. Apds a segunda fermentacdo, a viabilidade celular diminui
devido a autélise da levedura. Este processo € irreversivel e ocorre
geralmente no final da fase estacionaria de crescimento (MORENO-
ARRIBAS; POLO, 2009). A autdlise é um processo lento associado com
a morte celular, e envolve a agdo de enzimas hidroliticas que liberam
diferentes substancias do citosol (como peptideos, aminoacidos e acidos
graxos) e da parede celular (como glucanas e manoproteinas) para o
vinho. Apds a autolise, as borras da levedura permanecem em contato
com o vinho durante um processo denominado de envelhecimento
bioldgico (sur lie) (ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006).
Durante esta etapa, as borras das leveduras podem adsorver e liberar
diferentes substancias fenolicas para o meio, que podem modificar o
perfil bioativo e a capacidade antioxidante dos vinhos espumantes
(STEFENON et al., 2014).

O perfil bioativo do vinho estad diretamente relacionado com a
estabilidade e evolugdo do produto tanto durante a fermentagdo como
também durante o envelhecimento. Os polifendis participam de inimeras
reacbes quimicas, como oxidagdo, degradacdo e polimerizagdo,
influenciando a cor, sabor e grau de adstringéncia do vinho (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006). O escurecimento de vinhos brancos é um dos
maiores problemas para a indlstria enoldgica. Os polifendis,
especialmente acidos hidroxicindmicos, sdo importantes substratos nas
reacdes de oxidagdo (LI; GUO; WANG, 2008; FERREIRA-LIMA et al.
2016a). Durante o processo de vinificacdo, esses acidos cindmicos sdo
liberados das células das uvas para 0 mosto, e rapidamente oxidados pela
enzima polifenol oxidase (PPO) presente no meio (CHEYNIER et al.,
1986). Inumeras reacfes de oxidacdo sdo desencadeadas, formando o-
quinonas polimerizadas (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009) o que
contribui para o escurecimento dos vinhos principalmente durante o
tempo de envelhecimento (IBERN-GOMEZ et al., 2000).

A glutationa (GSH) é um tri-peptideo naturalmente presente em
uvas. Este composto participa diretamente do processo de oxidagdo tendo
importante papel como agente antioxidante, pois reage com as 0-quinonas
dos é&cidos hidroxicAmicos formando substancias conhecidas como
“aductos” de oxidagdo que limitam as reagdes de escurecimento. O 2-S-
glutathionyl trans-caftaric acid (Grape Reaction Product - GRP ou
Produto de Reacdo da Uva) foi o primeiro aduto de oxidacdo a ser
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completamente elucidado (SINGLETON et al., 1985; CHEYNIER et al.,
1986). Produtos adicionais resultantes da hidrdlise do GRP, também ja
foram detectados (CEJUDO-BASTANTE et al.,, 2010; FERREIRA-
LIMA et al., 2016b) e quantificados em vinhos brancos (FERREIRA-
LIMA et al., 2017).

Considerando que a producdo de vinho espumante esta
aumentando em escala global, existe um foco crescente em buscar
variedades de uvas alternativas cultivadas em regides emergentes que
podem produzir vinhos espumantes de qualidade (KEMP et al., 2015). No
Brasil, as variedades de uvas mais cultivadas sdo as espécies Vitis
labrusca e hibridas, destinadas tanto para a elaboragéo de sucos como
vinhos. Devido as suas caracteristicas Unicas que reflete na sua tipicidade,
essas variedades vém sendo utilizadas também para a elaboracdo de
vinhos espumantes, podendo ser uma estratégia comercial. Cabe ressaltar
gue o uso destas variedades de uvas ndo-tradicionais para a elaboragdo de
vinhos espumantes ainda € um desafio para a industria vinicola. O estudo
sobre as mudancas que ocorrem na composicao fitoquimica destes vinhos
espumantes elaborados com variedades uvas V. labrusca e/ou hibridas,
durante o envelhecimento biol6gico, até o momento, ainda ndo foram
relatados na literatura. Com o intuito de buscar novas alternativas para a
elaboracdo de vinhos espumantes, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia do tempo de envelhecimento sobre borra de vinhos espumantes
brancos elaborados com variedades de uvas nao-tradicionais (V. labrusca
e hibridas) sobre as mudangas da composi¢do fendlica, escurecimento e
teor de glutationa.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
2.1.1 Amostras

Para a elaboragdo dos vinhos espumantes foram utilizadas
variedades de uvas brancas V. labrusca L. e/ou hibridas, como Villenave,
Nidgara, Goethe e Manzoni Bianco, safra 2015, denominadas de
variedade de uvas ndo-tradicionais.

Todas as uvas foram cultivadas na estacdo experimental da
Empresa de Pesquisa Agropecudaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri). O mosto foi obtido a partir do desengace, esmagamento e
prensagem das uvas de uma Unica variedade. O mosto foi clarificado (7
ml L-* de solucéo de bentonite, AEB Spa, Bréscia, Italia) e adicionado de
sulfito (30 mg L™ Vinoaromax, AEB Spa, Bréscia, Italia). Para producdo
do vinho base, o mosto de uva foi fermentado com leveduras
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Saccharomyces cerevisiae PB2019 (Fermol Blanc, AEB Spa, Bréscia,
Itdlia) em tanques de aco inoxidavel, estabilizado a frio e sulfitado com
diéxido de enxofre (30 mg L, Vinoaromax, AEB Spa, Bréscia, Italia)
antes do engarrafamento. Para produgdo dos vinhos espumantes pelo
método Tradicional, foi adicionado ao vinho base 26 g L™ de aclicar para
obtencdo de 6 atm de pressdo, com leveduras Saccharomyces cerevisiae
PB2002 (Fermol Reims Champagne, AEB Spa, Bréscia, Italia) e 15 g hL-
! de coadjuvante para remuage que age como clarificante (Compact gel,
AEB, Bréscia, Italia). Os vinhos foram engarrafados e armazenados a 17
°C até a segunda fermentacdo ser completada. O tempo de
envelhecimento sobre borra (sur lies) dos vinhos espumantes foi de 3, 6,
9, 15 e 18 meses, para cada amostragem 0s vinhos espumantes foram
estabilizados a frio, degolados, rolhados, engaiolados e analisados

2.1.2 Reagentes quimicos

Os padrdes de y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine (GSH), 2,3-
naphthalenedialdehyde (NDA), tris(2-carboxyethyl)phosphine) (TCEP),
acidos organicos, substancias fendlicas, Folin-Ciocalteu, 2,2-azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). O reagente DMACA (p-
dimetilaminocinamaldeido) foi adquirido da Fluka (Steinheim,
Alemanha). Todos os solventes cromatograficos eram de grau HPLC
adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A agua utilizada para as
andlises foi obtida do sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore,
Massachusetts, USA).

2.2 METODOS
2.2.1 Parametros enoldgicos

Os solidos soluveis totais (°Brix), pH (pHmetro 220 MP Metler-
Toledo), acidez total titulavel, acidez volatil, teor alcodlico, anidrido
sulfuroso livre e total foram determinados de acordo com os métodos da
métodos da Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (O1V, 2012).

2.2.2 Analises espectrofotométricas
As andlises espectrofotométricas foram realizadas em

espectrofotdmetro UV-Vis (Hitachi U 2900, CA, USA). Os polifendis,
estimados como capacidade redutora de Folin-Ciocalteu (FC), foram
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determinados de acordo com o método de Singleton e Rossi (1965), os
resultados foram expressos em mg L de 4cido galico (GAE). O indice de
escurecimento foi determinado de acordo com Glories (1984), com
leituras em 420 nm, diretamente em cubeta de 1 cm. A determinacdo dos
orto-difendis foi realizada de acordo com Flanzy e Aubert (1969),
utilizando o reativo de Arnow, os resultados foram expressos em mg L
de catequina. Os flavandis totais (mg L * catequina) foram determinados
pelo método colorimétrico DMACA (4-dimetilaminocinamaldeido)
descrito por Arnous, Makris e Kefalas (2002). A atividade antioxidante
in vitro foi avaliada pelo do método ABTS [4cido 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico], e os resultados expressos em
mMol TEAC por L de vinho (atividade antioxidante equivalente a
Trolox-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (RE et al.,
1999).

2.2.3 Analises cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia - CLAE (Shimadzu - Kyoto, Japao), composto
por uma bomba de alta pressdo modelo LC-10AT, desgaseificador a
vacuo modelo DGU-14A5, detector de arranjo de diodo (DAD) SPD-
M20A e detector de Fluorescéncia (RF-10AxI), forno (CTO-20A), injetor
manual (Rheodyne) com loop de 20 pL, comunicador de sistema modelo
CBM-20A, e software LC Solutions. Utilizou-se uma coluna de fase
reversa C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm de tamanho de particula) (Shimadzu)
para as analises por HPLC-DAD das substancias fenoélicas individuais e
acidos organicos. Utilizou-se uma coluna de fase inversa C18 (4,6 x 150
mm, 5 pum) (Shimadzu) para as anélises de HPLC-Fluorescéncia da
glutationa total, reduzida e oxidada.

Fendélicos individuais

As substancias fendlicas (miricetina, quercetina, campferol, trans-
resveratrol, catequina, epicatequina, &cidos p-cumarico, cafeico, ferdlico
e caftarico) e os é&cidos hidroxibenzoicos (acidos gélico, protocateico,
siringico, vanilico e elagico) foram quantificados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia de acordo com o método de Burin et al. (2014),
com modificagdes. Para a andlise dos mostos, vinhos base e espumantes
foram realizadas extrac@es liquido-liquido conforme descrito por Burin et
al. (2014).
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Para a andlise dos acidos hidroxibenzoicos, foi utilizada fase mével
constituida de agua:acido acético (98:2 v/v) como solvente A, e 20 % do
solvente A com 80 % de acetonitrila como solvente B. As elui¢fes séo
realizadas aplicando um gradiente linear de 0-35% de solvente B durante
37 min, 35-0% de B durante 3 min, com fluxo de 1,0 mL min-i. A area
dos picos foi determinada em comprimento de onda de 280 nm, com
excec¢do do acido elagico detectado a 254 nm.

Para andlise das demais substancias fendlicas foi utilizada como
fase mével agua ultra pura: acido acético (98:2 v/v) (solvente A), e agua
ultra pura:acetonitrila:acido acético (58:40:2 v/v/v) (solvente B). As
condicdes de eluicio de gradiente foram: 0-80% de solvente B durante 55
minutos, 80-100% de B durante 5 min, 100-0% B por 5 min, com fluxo
de 0,9 mL min’. A quantificacéo do tirosol, catequina e epicatequina foi
realizada em 280 nm, substancias da classe dos &cidos hidroxicindmicos
(cafeico, trans-caftarico, p-cumarico e fertulico) foram quantificados em
320 nm, os flavonois (miricetina, quercetina e campferol) foram
guantificados em 360 nm e o trans-resveratrol foi quantificado em 306
nm.

A identificacdo e quantificacdo das substancias fendlicas
individuais foi realizada por comparagdo dos tempos de retencdo dos
respectivos padrdes e por meio de curva de calibragdo construida por
adicdo de padrdo na matriz.

Acidos organicos

Os acidos organicos (malico, tartarico, latico, citrico e succinico)
foram determinados cromatografia liquida de alta eficiéncia conforme o
método de Escobal et al. (1998), com modificacdes. As amostras de
mostos e vinhos foram centrifugadas e diluidas em agua Milli-Q, filtradas
em membrana PTFE 0,45 um e injetadas no sistema cromatografico. A
separacdao cromatografica foi realizada utilizando eluicdo isocratica. A
fase mdvel consiste de agua ultra pura (Milli-Q) acidificada com 4acido
fosférico (1,2 % v/v) com pH de 2,4. O fluxo do eluente foi de 0,7 mL
min-1, e o tempo da corrida cromatografica foi de 40 minutos. O controle
de deteccdo foi de 212 nm para todos os &cidos. Os resultados foram
expressos em g L por meio da construcdo de uma curva de calibragéo
por adi¢do de padrdo na matriz.
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Glutationa total, reduzida e oxidada

A analise de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada
(GSSG) foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
com detector de fluorescéncia de acordo com Marchand e De Revel
(2010), com modificacbes. A fase movel A consiste de tampéo fosfato de
sodio (10 mM, pH = 8,6) e metanol (fase movel B). Os analitos foram
eluidos em condicdo isocratica: 85% de solvente A e 15% de solvente B,
durante 18 minutos, com fluxo do solvente de 1,0 mL min?. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo foram de 467 e 525 nm,
respectivamente. Para a quantificagcdo da glutationa 100 pL de amostra de
vinho (ou solucdo padrio) foi misturada com 900 puL de tampao fosfato
(0,01 mM, pH 7,4) e entdo foi realizado uma reacdo de derivatizacdo com
o naftaleno 2,3-dicarboxialdeido (NDA) (1 mg mL1) e tampé&o borato (pH
9,2), ap6s 4 minutos de reacdo a amostra foi injetada no cromatégrafo
com forno mantido a temperatura de 40 °C durante toda a andlise. O teor
de glutationa reduzida foi determinado pela construcdo de uma curva de
calibracdo pelo método de adicdo padrdo na amostra e o resultado
expresso em mg L2,

Para quantificacdo da glutationa total, antes de se realizar a reagdo
de derivatizagdo com NDA, foi realizada uma reacdo de reducdo da
glutationa oxidada (GSSG), utilizando-se o agente redutor tris (2-
carboxietil) fosfana (TCEP) (0,35 mM), apds 4 minutos de reacdo a
amostra foi derivatizada com NDA conforme descrito anteriormente e
injetada diretamente no cromatdgrafo. A concentragdo de glutationa
oxidada foi determinada utilizando o calculo das concentracfes de
glutationa total menos o teor de glutationa reduzida dividido por dois.

2.2.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos & anélise estatistica pelo
programa STATISTICA 8.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, USA) e avaliados por
meio de analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey (p<0,05) e matriz
de correlagdo. Todas as analises foram realizadas em triplicata, expresso
como média * desvio padrdo. Regressdo linear foi usada para determinar
as relagcOes entre os compostos com o tempo para cada amostra.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES )
3.1 PARAMETROS ENOLOGICOS E ACIDOS ORGANICOS

A Tabela 1 apresenta os parametros enoldgicos classicos e teor de
acidos organicos determinados nas amostras de mosto e vinho base das
variedades de uvas ndo-tradicionais utilizadas para a elaboragéo de vinhos
espumantes. Os valores para pH, sélidos solUveis totais, acidez titulavel,
acidez volatil, teor alcodlico, SO livre e total estdo de acordo com o0s
pardmetros enol6gicos e praticas internacionais (O1V, 2012), indicando a
qualidade das uvas e que boas praticas de vinificacdo foram empregadas.

Conhecer o perfil de &cidos organicos da uva e vinho é um
importante parametro de qualidade pois estes contribuem para o pH,
acidez total e volatil, além de auxiliarem na manutencédo da cor, sabor e
intensidade aromatica dos vinhos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
Observou-se neste estudo que os acidos organicos malico e tartarico
foram predominantes nas amostras de mosto e vinho base (Tabela 1). A
variedade Villenave apresentou as maiores concentracdes dos acidos
malico e tartarico no mosto (6,97 e 4,19 mg L™, respectivamente) e no
vinho base (5,98 e 3,65 mg L, respectivamente). Também, foi possivel
observar que as concentracdes dos acidos organicos das amostras de
mosto e vinho base foram variavelmente modificadas pelo processo
fermentativo. Os teores dos acidos malico e tartarico do mosto foram
relativamente maiores em relagéo ao vinho base para todas as variedades.
Enquanto que as concentragfes dos acidos latico e succinico aumentaram
consistentemente nas amostras de vinho base, demonstrando a influéncia
da primeira fermentacdo alcodlica. Segundo Pan et al. (2011), alteracfes
nos &cidos organicos sdo geralmente acompanhadas por pequenas
mudancas de pH e sdo esperadas devido ao metabolismo fermentativo da
levedura, corroborando com os resultados deste estudo, onde observou-
se algumas variacfes nos valores de pH das amostras, que podem ser
atribuidas a reducdo das concentragcbes do acido tartarico durante o
processo de vinificagdo como consequéncia da sua precipitacdo na forma
de cristais de bitartarato de potassio. O equilibrio da acidez e pH ¢
essencial para a qualidade dos vinhos, pois uma acidez elevada realca a
percepcao de sabor cido e adstringéncia, enquanto que a baixa acidez
reduz a harmonia do vinho.
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Tabela 1. Composic¢ao quimica do mosto e vinho base das variedades de uvas ndo-tradicionais utilizadas na elaboragdo dos vinhos espumantes.

Pardmetros Mosto Vinho base
Villenave Niagara Manzoni Goethe Villenave Nidgara Manzoni Goethe

SST 12,840,12 14,6+0,2° 20,0+0,1¢ 13,4+0,1° - - - -

pH 3,10+0,01°  2,86+0,01*  3,60+0,02¢  3,27+0,01° 2,69+0,01° 3,11+0,01° 3,07+0,01° 3,32+0,01¢
Acidez titulavel 8,62+0,01 5,35+0,01*  6,11+0,01®  7,41+0,08° 9,13+0,23¢ 5,24+0,09° 7,59+0,09¢ 6,03+0,08°
Acidez volatil - - - - 0,18+0,01° 0,19+0,01° 0,0940,022 0,17+0,02°
SO, livre - - - - 7,12+0,08° 9,60+0,01° 14,32+0,08¢ 12,00+0,01°¢
SO; total - - - - 24,72+0,08° 11,28+0,08°  91,92+0,08°  48,08+0,08°
Teor de alcodlico - - - - 10,03+0,05? 10,07+0,02* 12,07+0,06° 10,47+0,04°
Acido mélico 6,97+£0,02¢  3,18%0,01* 5,02+0,01®  5,92+0,01° 5,98+0,01¢ 1,07+0,01° 4,42+0,01° 1,0040,022
Acido tartarico 4,19+0,01¢  3,09+0,01° 2,77+0,01°  3,50+0,01° 3,650,02¢ 2,260,02° 2,45+0,02° 1,54+0,03?
Acido latico nd nd nd nd 0,23+0,01° 0,28+0,01° 0,2340,01° 0,41+0,01°
Acido succinico 0,14+0,01°  0,02+0,01*  0,39+0,01°  0,41+0,01¢ 0,59+0,01° 0,22+0,01° 0,86+0,01° 1,01+0,01¢
Acido citrico 0,06£0,01° 0,03%0,01* 0,16+0,01° 0,12+0,02¢ nd nd nd nd

Valores médios de trés determinacg@es independentes + desvio padrao (n=3). A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada separadamente para as amostras
de mosto e vinho base. Letras diferentes na mesma linha representam diferengas significativas (teste de Tukey, p<0,05). SST, Sélidos soluveis totais
(°Brix); Acidez titulavel (g L acido tartarico); Acidez volatil (g L™ 4cido acético); SOz livre e total (mg L* didéxido de enxofre); Teor alcodlico (%, v/v);
Acidos organicos (g LY. nd, nfo detectado.
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3.2 PERFIL FENOLICO E INDICE DE ESCURECIMENTO
DURANTE O ENVELHECIMENTO BIOLOGICO DE VINHOS
ESPUMANTES

A evolucdo da composicdo fenodlica individual durante o
envelhecimento sobre borra dos vinhos espumantes elaborados com as
variedade de uvas ndo-tradicionais estd apresentado na Tabela 2. De
maneira geral, observou-se que dentre os fenélicos individuais analisados
neste estudo, o tirosol foi o composto encontrado em maiores
concentracdes nas amostras, variando de 32,18 a 73,72 mg L™ para os
vinhos espumantes Niagara (9 meses) e Goethe (6 meses),
respectivamente. Pode-se destacar a presenca de outros fendlicos
individuais nos vinhos espumantes como os 4acidos trans-caftarico,
cafeico e galico, catequina e epicatequina.

Dentre os acidos hidroxicindmicos, observou-se que o acido trans-
caftarico foi o composto fendlico predominante em todas as variedades
analisadas (Tabela 2). Os vinhos espumantes Niagara apresentaram as
maiores concentracdes deste composto ao longo do envelhecimento, o
gue pode ser um indicativo da ocorréncia de menor reacdo de oxidacdo
neste vinho, uma vez que o &cido trans-caftarico é o principal substrato
para as enzimas oxidativas. Estudo de Ibern-Gémez et al. (2000)
demonstrou que vinhos espumantes das variedades Macabeo e Parellada
também apresentaram maior concentracdo de acido trans-caftarico e
consequentemente  menor formacdo de adutos de oxidagéo,
provavelmente devido a proporcdo de glutationa e 4cido trans-caftarico
na uva, que determina a quantidade de 2-S-glutathionylcaftaric acid
formado. No presente estudo, observou-se uma diminuicdo da
concentragdo do acido trans-caftarico no final do envelhecimento sobre
borra dos vinhos espumantes em relagdo aos valores obtidos no tempo
inicial (3 meses) para todas as variedades avaliadas. As mudancas nas
concentragbes do 4acido trans-caftarico podem ser atribuidas a sua
participacdo nas reacGes de oxidacdo que ocorrem durante o
armazenamento do vinho. Diferentemente do &cido trans-caftarico, os
acidos cindmicos, cafeico, fertlico e p-cumérico, aumentaram suas
concentragbes durante o envelhecimento sobre borra nos vinhos
espumantes elaborados com as variedades Niagara e Manzoni. Este
aumento da concentracdo dos &cidos fenolicos livres pode ser devido a
hidrélise dos ésteres hidroxicindmicos durante o processo de
fermentacdo, bem como sua participacdo na reacdo com a glutationa
(FERREIRA-LIMA et al., 2016a). Observou-se também que os vinhos
espumantes Nidgara e Manzoni apresentaram um aumento das
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concentragdes de orto-difendis no final do envelhecimento em relagéo ao
tempo inicial (3 meses) (Tabela 2), indicando que a glutationa disponivel
no meio reagiu com as orto-quinonas e impediu as reagOes de
polimerizacdo que causam o escurecimento do vinho.

Os flavandis, como catequina e epicatequina, foram quantificados
em todos os vinhos espumantes elaborados com variedades de uvas nao-
tradicionais, com diferencas significativas para os niveis de catequina que
apresentou maiores concentragdes, principalmente nos vinhos
espumantes Niagara (até 24,67 mg L) (Tabela 2). Em geral, observou-
se variagdes ndo lineares nas concentraces de catequina e epicatequing,
com aumento e diminuigdes dos teores ao longo do envelhecimento sobre
borra para todos o0s vinhos espumantes. Essas alteracBes nas
concentracBes dos flavandis podem ser devido a reatividade destas
substancias, principalmente pela participacdo nas reacOes de
polimerizacdo e/ou hidrolise durante envelhecimento do vinho (LOPEZ-
TOLEDANO et al., 2006).

A evolucdo dos polifendis, estimados como capacidade de reducédo
de Folin-Ciocalteu (FC), demonstrou uma diminuicdo de suas
concentraces ao longo do envelhecimento sobre borra para todos os
vinhos espumantes (Tabela 2), o que pode estar relacionado a adsorcao
dessas moléculas pelas borras de leveduras (MAZAURIC; SALMON,
2005). A capacidade antioxidante determinada pelo radical ABTS
apresentou uma evolucdo inversa a capacidade de reducéo de FC (Tabela
2), 0 aumento dos valores de ABTS nos vinhos espumantes foram
observados até 15 meses de envelhecimento sobre borra. Dentre os vinhos
espumantes avaliados, aquele elaborado com a variedade Manzoni
apresentou maiores valores de capacidade antioxidante pelo método
ABTS e de capacidade de reducéo de FC.
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Tabela 2. Caracterizacdo fendlica e indice de escurecimento das amostras de vinho elaboradas com variedades de uvas nao-tradicionais e
evolucdo dos vinhos espumantes durante o envelhecimento bioldgico.

Villenave

Substéancias Envelhecimento sur lies vinhos espumantes

Vinho base 3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acidos hidroxibenzoicos (mg L)
Galico 0,57+0,01 0,93+0,01° 0,94+0,01° 0,91+0,01° 0,99+0,01° 1,07£0,02¢
Protocateico 0,37+0,02 0,13+0,01° 0,22+0,01° 0,23+0,02? 0,29+0,014 0,25+0,01¢
Vanilico 0,35+0,01 0,28+0,01° 0,24+0,01° 0,29+0,01° 0,18+0,01° 0,25+0,01¢
Siringico <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! 0,10+0,01°
Elagico 0,49+0,01 0,36+0,01° 0,20+0,02? <0,02* <0,02* 2,22+0,03°
Acidos hidroxicinamicos (mg L)
Cafeico 0,49+0,01 0,53+0,01° 0,60+0,02° 0,72+0,01° 0,76+0,01¢ 0,97+0,01°
trans-caftarico 22,25+0,01 22,58+0,08¢ 21,24+0,01° 21,96+0,01¢ 21,78+0,01° 19,84+0,01°
p-cumarico <0,14* <0,14* <0,14* <0,14! <0,14! <0,14*
Ferdlico <0,10! <0,10! <0,10? <0,10! <0,10! <0,10?
Flavonéis
Campferol <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04*
Quercetina 0,17+0,01 <0,02! <0,02! <0,02! <0,02! <0,02!
Miricetina <0,041 <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,041
Flavandis
(+)-catequina 7,02+0,01 7,30+0,01° 7,10+0,01° 7,04+0,06° 7,69+0,05¢ 7,06+0,01?
(-)-epicatequina <0,07* 1,2040,01° 1,54+0,02¢ 1,45+0,02° 1,18+0,01° 1,21+0,02°
Outros (mg L?)
trans-resveratrol <0,04* <0,04* <0,04* <0,041 <0,041 <0,04!
Tirosol 61,45+0,12 65,18+0,32% 65,94+0,02% 64,49+0,15° 66,20+1,00% 66,85+0,13°
FC 352,46+4,10 305,70+9,84° 212, 8445 46° 212,02+2,88° 174,86+6,26*°  177,87+0,82*
FLA 8,65+0,39 13,24+0,38° 13,20+0,45°¢ 12,25+0,22° 12,65+0,06 11,29+0,132
oD 25,85+2,87 38,65+0,47° 43,82+0,47° 38,10+0,94° 35,56+1,25? 32,11+1,70%
ABTS" 0,01+0,01 0,30+0,01? 0,31+0,01% 0,34+0,01° 0,55+0,024 0,40+0,03¢
A420 0,11+0,01 0,07+0,01° 0,08+0,01° 0,08+0,01° 0,09+0,01° 0,09+0,01°
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Niagara

Substéncias Envelhecimento sur lies vinhos espumantes

Vinho base 3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acidos hidroxibenzoicos (mg L)
Gélico 0,26+0,01 0,55+0,01° 0,59+0,01° 0,60+0,01° 0,62+0,01° 0,70+0,01¢
Protocateico 0,34+0,01 0,30+0,01? 0,41+0,04° 0,47+0,01¢ 0,43+0,02% 0,63+0,01¢
Vanilico <0,04* <0,04* <0,04* <0,04* <0,04* <0,04!
Siringico 4,51+0,01 <0,04! <0,04! <0,04 <0,04 <0,04!
Elagico 0,74+0,02 0,59+0,01° 0,35+0,02? <0,02* 1,07+0,02¢ 2,32+0,04¢
Acidos hidroxicinamicos (mg L)
Cafeico 5,51+0,05 1,24+0,01° 1,38+0,01° 1,43+0,01¢ 1,58+0,01¢ 1,81+0,01°
trans-caftarico 23,92+0,01 31,41+0,09¢ 30,25+0,08° 31,09+0,04°¢ 33,30+0,03¢ 29,33+0,022
p-cumarico 0,63+0,01 0,14+0,01° 0,17+0,01° 0,18+0,01¢ 0,200,014 0,26+0,01°
Ferulico 0,31+0,01 0,25+0,01° 0,230,012 0,25+0,01° 0,26+0,01° 0,29+0,01¢
Flavonois
Campferol <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,041
Quercetina 0,16+0,01 <0,02! 0,18+0,01? 0,19+0,01° 0,18+0,01° 0,20+0,01¢
Miricetina 0,18+0,01 0,40+0,01° <0,04! <0,04! <0,04! <0,041
Flavanois
(+)-catequina 18,28+0,02 22,86+0,042 24,57+0,30° 23,34+0,01° 24,67+0,04° 23,53+0,02°
(-)-epicatequina 1,02+0,01 1,82+0,01¢ 1,35+0,01° 1,34+0,01° 1,39+0,01° 1,220,012
Outros (mg L)
trans-resveratrol <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04!
Tirosol 31,86+0,15 32,56+0,16° 33,77+0,27° 32,18+0,05? 34,27+0,04° 34,05+0,06™
FC 345,93+6,26 302,98+15,20° 225,14+4,73° 211,48+3,57° 184,433,572 185,79+3,312
FLA 11,79+0,23 13,46+0,29° 12,21+0,36° 13,06+0,422% 13,86+0,67° 13,24+0,22%
oD 32,39£1,89 34,84+1,252 47,90+0,47° 43,82+1,25° 44,91+1,63° 35,38+3,092
ABTS" 0,15+0,01 0,35+0,01? 0,34+0,02? 0,38+0,01° 0,650,014 0,45+0,01°
A420 0,28+0,01 0,11+0,01° 0,13+0,01° 0,12+0,01° 0,13+0,01° 0,14+0,01¢
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Tabela 2. (Continuacao)

Manzoni

Substancias Envelhecimento sur lies vinhos espumantes

Vinho base 3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acidos hidroxibenzoicos (mg L)
Galico 0,46+0,01 0,86+0,01° 0,81+0,01° 0,75+0,01? 0,89+0,014 0,97+0,02°
Protocateico 0,26+0,01 0,36+0,01°¢ 0,31+0,01° 0,44+0,01¢ 0,49+0,01¢ 0,14+0,02?
Vanilico 0,12+0,01 0,24+0,01° 0,27+0,01° 0,28+0,01¢ 0,25+0,01% 0,17+0,01?
Siringico <0,04! <0,04! <0,04! 0,17+0,01° 0,13+0,01® 0,54+0,02°
Elagico 0,62+0,03 0,41+0,012 0,55+0,03° 0,13+0,01° 0,41+0,012 2,45+0,02¢
Acidos hidroxicinamicos (mg L)
Cafeico 3,71+0,01 4,30+0,01? 4,34+0,01° 5,27+0,01° 5,50+0,01¢ 5,85+0,01¢
trans-caftarico 24,50+0,02 24,03+0,01° 19,18+0,02° 20,58+0,03¢ 17,23+0,02° 15,41+0,04%
p-cumarico 0,32+0,01 0,32+0,01? 0,39+0,01° 0,45+0,01° 0,48+0,01¢ 0,53+0,01¢
Ferdlico 0,24+0,01 0,24+0,01? 0,25+0,01° 0,28+0,01° 0,28+0,01° 0,31+0,01¢
Flavonois
Campferol <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04*
Quercetina 0,36+0,01 0,42+0,01° 0,41+0,012 0,53+0,01° 0,54+0,01¢ 0,61+0,01°
Miricetina <0,04! 0,43+0,01° 0,44+0,03%* 0,48+0,01° 0,47+0,01% 0,47+0,01b™
Flavanois
(+)-catequina 3,65+0,01 3,67+0,03¢ 2,95+0,01¢ 2,17+0,02° 1,86+0,03? 2,26+0,02°
(-)-epicatequina 1,15+0,01 1,80+0,03¢ 1,80+0,01°¢ 1,89+0,02¢ 1,36+0,01° 1,20+0,042
Outros (mg L)
trans-resveratrol <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04!
Tirosol 65,29+0,11 73,35+0,02° 72,87+0,23¢ 70,75+0,05° 68,150,052 69,08+0,31°
FC 413,93+4,10 373,94+4,73¢ 273,2248,29% 281,9745,37°¢ 259,29+8,21%  251,37+3,10?
FLA 8,75+0,09 19,69+0,61° 15,56+0,38? 15,23+0,19? 15,53+0,572 14,83+0,23%
oD 35,11+1,63 31,43+0,41° 42,46+2,83° 22,59+3,092 31,84+0,82° 41,64+1,41°
ABTS" 0,34+0,17 0,46+0,01? 0,50+0,01° 0,52+0,01° 0,76+0,01¢ 0,60+0,01°
A420 0,23+0,01 0,12+0,012 0,13+0,01° 0,14+0,01° 0,16+0,01¢ 0,18+0,01°
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Goethe

Substéncias Envelhecimento sur lies vinhos espumantes

Vinho base 3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acidos hidroxibenzoicos (mg L)
Galico 0,61+0,01 1,03+0,01°¢ 0,82+0,01? 0,82+0,01? 0,85+0,01° 1,01+0,01°¢
Protocateico 0,34+0,01 0,33+0,012 0,340,012 0,36+0,01% 0,40+0,01° 0,71+0,04°
Vanilico <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04!
Siringico <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04!
Elagico 0,30+0,01 0,24+0,012 0,28+0,01° 0,24+0,01? 0,15+0,01° 2,24+0,03¢
Acidos hidroxicinamicos (mg L)
Cafeico 0,41+0,01 0,48+0,01? 0,58+0,01° 0,76+0,05° 0,91+0,01¢ 1,36+0,01¢
trans-caftarico 23,48+0,01 25,68+0,03¢ 21,44+0,02° 21,70+0,27° 22,65+0,07°¢ 20,63+0,102
p-cumarico <0,14¢ <0,14¢ <0,14% <0,14! <0,14! <0,14*
Ferulico <0,10! <0,10! <0,10! <0,10! <0,10! <0,10!
Flavonois
Campferol <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,041 <0,04!
Quercetina 0,15+0,01 0,170,012 0,160,012 0,18+0,01? 0,22+0,01° 0,23+0,01°
Miricetina <0,04! 0,42+0,01% 0,42+0,012 0,43+0,02° 0,39+0,012 0,48+0,01°
Flavanéis
(+)-catequina 6,63%0,03 6,73+0,04 6,90+0,07¢ 6,76%0,05° 6,260,012 6,62+0,06°
(-)-epicatequina <0,07* 1,33+0,01°¢ 1,3040,01°¢ 1,18+0,01° 0,96+0,012 <0,07*
Outros (mg L)
trans-resveratrol <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04! <0,04!
Tirosol 70,20+0,03 73,11+0,04% 73,72+0,52¢ 68,71+0,51° 64,86+0,21°2 72,53+0,55°¢
FC 358,61+2,05 297,52+2,17¢ 211,48+4,26° 213,93+5,74° 188,52+4,992 197,27+1,712
FLA 8,65+0,15 15,01+0,482 18,48+0,63° 16,23+0,11° 20,03+0,45¢ 20,06+0,32¢
oD 25,85+3,30 36,33+0,41° 36,20+0,94° 33,20+2,87° 26,94+0,82° 35,38+1,70°
ABTS” 0,04+0,01 0,29+0,012 0,36+0,01° 0,38+0,01° 0,59+0,01¢ 0,45+0,01°
A420 0,22+0,01 0,050,012 0,06+0,01° 0,06+0,01° 0,08+0,01° 0,09+0,01¢

Valores médios de trés determinagBes independentes + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05). Teste de Tukey realizado
separadamente para cada variedade ao longo do tempo de envelhecimento sur lies. FC, capacidade de redugdo do Folin-Ciocalteu (mg L™ 4cido galico); FLA, flavandis totais (mg
L catequina); OD, orto-difendis (mg L catequina); A420: indice de escurecimento, absor¢do no comprimento de onda de 420 nm, expresso em mAU. "Atividade antioxidante

expressa como equivalentes de Trolox (mmol TEAC L). *Valor menor que o limite de detecgédo do método.



136

Em conjunto, os resultados deste estudo apontaram alteracdes
especificas envolvendo diferentes fendlicos que ocorrem durante o
envelhecimento sobre borra e que podem alterar a perfil bioativo dos
vinhos espumantes, e muitos foram, de fato, atribuidos as diferentes
variedades de uvas. Em geral, o tempo de envelhecimento sobre borra
influenciou  positivamente as  concentrages dos  polifendis,
principalmente os &cidos cafeico, p-cumarico, ferdlico, galico, seringico
e elagico que apresentaram aumento de suas concentracdes ao longo do
tempo. As mudancas observadas nas concentracdes dos fenolicos podem
estar relacionadas as diferentes reacdes quimicas que ocorrem durante o
processo de vinificagdo e envelhecimento dos vinhos, como a oxidag&o,
polimerizacdo, cicloadicdo e copigmentacdo (LI; GUO; WANG, 2008;
MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009), particularmente durante o
envelhecimento bioldgico (sur lies), devido a adsorcdo ou hidrdlise de
fenolicos com outras substancias liberadas pela parede celular da levedura
(MAZAURIC; SALMON, 2005; GALLARDO-CHACON et al., 2010).

A intensidade da cor amarela do vinho branco medida pela
absorbancia a 420 nm fornece uma indicacdo do indice de escurecimento
durante o envelhecimento, que é associado, principalmente, a oxidacdo
dos polifendis. Neste estudo observou-se um aumento do indice de
escurecimento dos vinhos espumantes durante o envelhecimento sobre
borra (Tabela 2). Os vinhos espumantes Nidgara apresentaram menor
percentual de aumento (22 %) do indice de escurecimento no final de 18
meses de envelhecimento sobre borra, seguidos dos vinhos espumantes
Villenave (32 %), Manzoni (33 %) e Goethe (64 %). Observou-se que 0
indice de escurecimento dos vinhos espumantes apresentou uma evolugéo
inversa a concentracdo do acido trans-caftarico para todas as amostras,
provavelmente devido a sua participacdo nas reacdes de oxidacéo.
Correlacdo negativa foi observada entre acido trans-caftarico e o
escurecimento de todos os vinhos espumantes (Villenave, R = -0,70;
Nidgara, R = -0,33; Manzoni, R = -0,94; Goethe, R = -0,63) (Figura 1).
Ibern-Gémez et al. (2000) e Serra-Cayuela et al. (2013) observaram que
o0 tempo de envelhecimento sobre borra é o fator com 0 maior impacto
para 0 aumento do escurecimento, sugerindo que as borras das leveduras
ndo inibem o escurecimento dos vinhos espumantes. No entanto, outros
estudos demonstram que as borras das leveduras, devido a suas
propriedades de absorcdo, podem impedir a formagdo de substancias
responsaveis pelo escurecimento dos vinhos espumantes (LOPEZ-
TOLEDANO et al., 2006; BOSCH-FUSTE et al., 2009). Estas pesquisas
demonstram que as borras podem promover a liberagdo e/ou adsorgao de
substancias responsaveis pelo escurecimento pela parede celular da
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levedura (MAZAURIC; SALMAO, 2005). Outras substancias além dos
fendis também podem estar envolvidas no escurecimento dos vinhos,
como proteinas, aminoécidos e agUcares redutores, assim como as
potenciais interacdes entre essas substancias (LI; GUO; WANG, 2008).
Ressalta-se que escurecimento dos vinhos também pode estar relacionado
com produtos da reacdo de Maillard, como o 5-hidroximetilfurfural (5-
HMPF); no entanto, no caso dos vinhos espumantes, é provavelmente
formado a partir da desidratacdo multipla de hexoses e cetopentoses. Esse
composto j& foi utilizado como marcador de qualidade durante o
envelhecimento de vinhos espumantes, sendo um indicador de
escurecimento (BOSCH-FUSTE et al., 2009; SERRA-CAYUELA et al.,
2013).

Neste estudo, em razdo do aumento significativo do indice de
escurecimento dos vinhos espumantes ao longo do envelhecimento sobre
borra, juntamente com o comportamento de evolu¢do semelhante dos
acidos hidroxicinamicos, cafeico, p-cumarico e ferulico, foi realizada
uma analise de correlacdo de Pearson para avaliar o grau de correlacdo
linear entre estas variaveis. A anélise de correlacdo entre estas substancias
demonstrou que as formas livres dos acidos cindmicos (acidos cafeico, p-
cumérico e ferllico), quando detectadas nas amostras, foram
correlacionadas significativamente (p<0,05) como o escurecimento dos
vinhos espumantes, com destaque para o acido cafeico que apresentou
maior correlagéo (R > 0,90).

Considerando que os acidos cafeico e trans-caftarico sédo
importantes fenolicos que participam das reacBes de oxidagdo, e que
também foram detectados em todos os vinhos espumantes (todos os
tempos), foi realizada a andlise de correlaco entre estas substancias e o
indice de escurecimento dos vinhos espumantes ao longo do tempo de
envelhecimento sobre borra (Figura 1). Observou-se que o acido cafeico
apresentou alta correlagdo positiva com o escurecimento (R > 0,90) e com
o tempo (R > 0,95) em todos os vinhos espumantes estudados. Enquanto
gue, 0 acido trans-caftarico apresentou uma correlacdo negativa com o
escurecimento, com o tempo, e com o0 acido cafeico em todas as amostras.
Ainda, este composto ndo apresentou correlagdo significativa para o
vinho espumante da variedade Nidgara, 0 que esta de acordo com o baixo
coeficiente de determinacdo (R? < -0,33) observado para esta amostra
(Figura 1). Os resultados sobre a evolugdo do 4cido trans-caftarico podem
estar relacionados, provavelmente, com a diminuigéo de sua concentracéo
durante o envelhecimento sobre borra dos vinhos espumantes (Tabela 2).
Essas alteracdes podem ser atribuidas a hidrélise da ligacéo éster do &cido
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trans-caftarico durante o envelhecimento, e liberagdo do &cido cafeico
livre (WEBBER et al., 2017).

Os resultados deste estudo demonstram um efeito significativo da
evolugdo do 4cido cafeico com o escurecimento dos vinhos espumantes
(R?>0,78) (Figura 1). No entato, o tempo de envelhecimento sobre borra
apresentou maior influéncia na evolucdo do &cido cafeico dos vinhos
espumantes, sendo que foi possivel observar um coeficiente de
determinacdo (R?) maior que 0,90. Com base na Figura 1, sugere-se que
a concentracao de &cido cafeico pode ser um indicador no monitoramento
do perfil de envelhecimento sobre borra dos vinhos espumantes brancos
elaborados com variedade de uvas ndo-tradicionais, uma vez que foi
correlacionado positivamente com o escurecimento, que é utilizado como
um parametro de controle de qualidade pelas vinicolas.

Figura 1. Correlagdo de Pearson e coeficientes de determinagdo entre os acidos
cafeico e trans-caftarico, escurecimento e tempo dos vinhos espumantes
Villenave (a), Niagara (b), Manzoni (c) e Goethe (d). Modelo de regressdo
significativo (p<0,05). R?, coeficiente de determinagio.
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b) Miagara
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Figura 1. (Continuagéo)

d) Goethe
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3.3 GLUTATIONA

O teor de glutationa total, reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) para
as amostras de mostos, vinho base e espumantes ao longo de 18 meses de
envelhecimento sobre borra estdo apresentadas na Tabela 3. Observou-se
gue a concentracdo de GSH variou de acordo com a variedade de uva, e
que o teor de GSH no mosto em sua forma reduzida foi maior que a forma
oxidada (GSSG). A maior concentracdo de GSH reduzida no mosto é
desejavel, pois a glutationa previne a ocorréncia de reacGes de
escurecimento, uma vez que este composto pode reagir rapidamente com
as o-quinonas do acido trans-caftarico formando o produto de reacdo da
uva (GRP, 2-S-glutathionylcaftaric acid), que ndo é escuro nem
facilmente oxidado (SINGLETON et al., 1985; CHEYNIER et al., 1986).
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Tabela 3. Concentragdo de glutationa total, reduzida e oxidada (mg L™*) dos mostos
obtidos das variedades de uvas ndo-tradicionais e dos respectivos vinhos base e
vinhos espumantes durante o envelhecimento bioldgico.

Glutationa Variedades ndo-tradicionais

Villenave Niagara Manzoni Goethe
GSH reduzida
Mosto 0,24+0,012 0,26+0,01° 0,25+0,01° 0,24+0,012
Vinho base 0,41+0,01f 1,03+0,01° 2,12+0,01° 0,71+0,01¢
3 meses 0,43+0,01¢ 1,19+0,019 2,35+0,01°¢ 0,27+0,01°
6 meses 0,36+0,01¢ 0,77+0,01¢ 1,16+0,86° 0,26+0,01°
9 meses 0,32+0,01¢ 0,52+0,01°¢ 0,63+0,01*  0,25+0,012
15 meses 0,30+0,01°¢ 0,61+0,02¢ 0,44+0,02% nd
18 meses 0,25+0,01° 0,41+0,01° 0,26+0,01% nd
GSSG (oxidada)
Mosto 0,01+0,00? 0,07+0,01° 0,04+0,01° 0,03+0,012
Vinho base 1,40+0,019 2,45+0,01¢ 0,13+0,01° 0,74+0,01¢
3 meses 1,09+0,01¢ 2,83+0,04f 0,68+0,01¢ 1,29+0,01¢
6 meses 0,66+0,01° 2,78+0,01° 0,67+0,01° 0,48+0,01°
9 meses 0,76+0,01° 2,43+0,01¢ 0,36+0,01¢ 0,32+0,01°
15 meses 1,32+0,02f 2,16+0,02¢ 0,24+0,02¢ nd
18 meses 0,99+0,01¢ 2,10+0,01° 0,13+0,01° nd
GSH total
Mosto 0,25+0,012 0,330,012 0,30+0,012 0,28+0,012
Vinho base 1,82+0,019 3,49+0,03¢ 2,26+0,01° 1,46x0,01F
3 meses 1,52+0,01¢ 4,01+0,049 3,05+0,019 1,57+0,029
6 meses 1,02+0,01° 3,57+0,01f 2,34+0,01f 0,74+0,01°
9 meses 1,1040,01°¢ 2,96+0,01¢ 1,00+0,01¢ 0,58+0,01¢
15 meses 1,62+0,02 2,79+0,03¢ 0,67+0,02¢ 0,50+0,02¢
18 meses 1,24+0,01¢ 2,52+0,02° 0,38+0,01° 0,36+0,01°

Valores médios de trés determinacGes independentes + desvio padrdo (n=3). Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05). Teste de Tukey
realizado separadamente para cada variedade ao longo do tempo de envelhecimento sur
lies. nd, ndo detectado.

A concentragdo de glutationa total dos vinhos espumantes
diminuiu durante o envelhecimento sobre borra, considerando o tempo
inicial (3 meses) e final (18 meses), e uma correlacdo significativa entre
a glutationa total e o &cido trans-caftarico (R = 0,90) foi observada no
final do envelhecimento sobre borra para todas as variedades, indicando
gue a diminuicdo da concentracdo de glutationa total pode estar
relacionada com as reacfes de oxidagdo que ocorrem durante o
envelhecimento dos vinhos. Dentre os espumantes avaliados, aquele
elaborado com a variedade Niagara apresentou maior concentracdo de
glutationa total o que pode ser correlacionado com o menor percentual de
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aumento do indice de escurecimento (22 %) ao longo do tempo em
relacdo as demais amostras, e a maior concentracdo de catequina durante
o0 envelhecimento (Tabela 2). Esta relagdo entre glutationa e catequina
indica que a glutationa pode ter impedido também a formacdo de
polimeros de catequina, que podem contribuir para o escurecimento dos
vinhos espumantes (WEBBER et al., 2017). Com relacdo as formas de
GSH reduzida e oxidada (Tabela 3), observou-se que as amostras
apresentaram reducdo da concentracdo de GSH reduzida durante o
envelhecimento sobre borra, considerando o tempo inicial (3 meses) e
final (18 meses), e consequente aumento da concentracdo de glutationa
oxidada (GSSG), com excecdo do vinho espumante elaborado com a
variedade Manzoni.

Durante o envelhecimento, parte da glutationa presente nos vinhos
¢ oxidada e parte é consumida na reagdo com acidos hidroxicindmicos e
catequina. Isso porque, o grupamento sulfidrila da glutationa é um centro
nucleofilico capaz de realizar uma substituicdo no anel eletrofilico das o-
quinonas formadas e levar a regeneracdo do anel di-hidroxi, e o produto
dessa reacdo ndo é substrato para oxidacao (SINGLETON et al., 1985).
Como consequéncia, ocorre uma diminuicdo na concentragdo de
glutationa total, como observado neste estudo, dando origem a forma
GSSG (oxidada), e a formacao de adutos de oxidagdo nas amostras. Além
da formacdo de GRP e seus produtos derivados como o 2-S-
glutathionylcaffeic acid (CHEYNIER et al., 1986), produtos adicionais
resultantes da hidrolise, esterificagdo e isomerizacdo trans/cis do GRP
também podem ser encontrados nos vinhos (CEJUDO-BASTANTE et
al.,, 2010; FERREIRA-LIMA et al., 2016b; FERREIRA-LIMA et al.,
2017). As mudancas das concentragdes de glutationa dos vinhos
espumantes também podem estar relacionadas ao metabolismo da
levedura durante o processo de fermentacdo (KRITZINGER et al., 2012).

4 CONCLUSAO

Significativas mudancas foram observadas na composicao
fitoquimica, indice de escurecimento e teor de glutationa dos vinhos
espumantes durante os 18 meses de envelhecimento sobre borra. A
concentracdo de glutationa total dos vinhos espumantes diminuiu ao
longo do envelhecimento sobre borra, 0 que pode ser atribuido a
participagdo nas reacdes de oxidacdo. O tempo de envelhecimento
modificou positivamente a concentracdo dos fendlicos individuais,
particularmente os acidos cafeico, galico e elagico que apresentaram
aumento de suas concentracGes ao longo do tempo. Observou-se um
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aumento do indice de escurecimento durante o envelhecimento dos
vinhos espumantes. O acido cafeico apresentou alta correlacdo positiva e
significativa com o escurecimento e com o tempo de envelhecimento para
todos os vinhos espumantes, enquanto que o acido trans-caftéarico
apresentou correlacdo negativa. Sugere-se que o teor de &cido cafeico
pode ser utilizado como um indicador de qualidade para monitorar o perfil
de envelhecimento sobre borra dos vinhos espumantes.
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CAPITULO 5

EFEITO DO TEMPO DE ENVELHECIMENTO SOBRE
BORRA NA COMPOSICAO NITROGENADA E SENSORIAL DE
VINHOS ESPUMANTES
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RESUMO

A influéncia do tempo de envelhecimento sobre borra de vinhos
espumantes brasileiros elaborados com a variedade de uva Chardonnay,
classica na elaboragdo de vinhos espumantes, e com as variedades néo-
tradicionais como Villenave, Nidgara, Manzoni e Goethe foram
investigadas quanto as alteracfes na concentracdo de aminoacidos, ion
amonio e perfil sensorial, a fim de avaliar as caracteristicas proprias dos
vinhos espumantes brasileiros. Os vinhos espumantes foram avaliados
durante 18 meses de envelhecimento sobre borra quanto as analises de
substancias nitrogenadas, e caracterizadas quanto ao perfil sensorial no
final do envelhecimento. Os resultados demonstraram a prolina foi o
amino4cido presente em maiores concentragdes nos vinhos espumantes,
seguido dos aminoacidos alanina, acido glutamico, GABA, fenilalanina e
lisina. A concentracdo dos aminodcidos livres variou nos vinhos
espumantes ao longo do envelhecimento sobre borra, e um aumento
significativo das concentracBes dos aminodacidos lisina, citrulina e
fenilalanina foi observado em todas as amostras, indicando que pode ter
ocorrido a liberagdo de amino&cidos da parede celular da levedura. O ion
amonio apresentou uma diminuicdo significativa de suas concentracGes
ao longo do envelhecimento sobre borra dos vinhos espumantes,
indicando sua utilizacdo como fonte de nitrogénio inorganico pelas
leveduras. A analise de componentes principais separou claramente 0s
vinhos espumantes com 3, 6 e 9 meses de envelhecimento daqueles com
15 e 18 meses de envelhecimento considerando a composicdo
nitrogenada, esse comportamento permaneceu em todas as variedades. Os
aminoacidos lisina, citrulina e fenilalanina foram fortemente associados
com os vinhos espumantes com 15 e 18 meses de envelhecimento sobre
borra para todas as amostras, sugerindo estes aminoacidos como
indicadores do envelhecimento sobre borra. O perfil sensorial dos vinhos
espumantes envelhecidos foi caracterizado por descritores de frutos
brancos e citricos, floral e/ou flor de laranjeira, casca de pdo e/ou pédo
torrado, mel, manteiga e vegetal, e cor amarelo palha. Esses resultados
demonstram que o tempo de envelhecimento bioldgico influenciou a
composi¢do nitrogenada e sensorial dos vinhos espumantes, 0s quais
apresentaram caracteristicas tipicas da viticultura local.

Palavras-chave: Vinhos espumantes. Aminoacidos. Perfil sensorial.
Envelhecimento biolégico.
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1 INTRODUCAO

A diversificacdo da indistria enoldgica baseada na busca por
produtos diferenciados, como os vinhos espumantes, vém sendo uma
nova estratégia no mercado do vinho. Este crescente interesse esti
vinculado a recentes segmentos para vinhos espumantes, resultando em
mudancas no comércio global para este produto (CALIARI et al., 2014;
RUIZ-MORENO et al., 2017).

A elaboracdo de vinho espumante pelo método Tradicional ou
Champenoise, envolve uma segunda fermentacdo em garrafa do vinho
base seguido do envelhecimento biolégico em contato com as borras das
leveduras. Esta vinificacdo especial permite obter um produto final com
caracteristicas distintas. Durante o envelhecimento sobre borra ocorre a
autdlise da levedura, e enzimas intracelulares lentamente hidrolisam a
parede celular da levedura para liberar aminoacidos, peptideos, proteinas,
polissacarideos, acidos graxos e nucleotideos, que, juntamente com as
mudancas quimicas e bioquimicas, podem alterar tanto as caracteristicas
sensoriais quanto a qualidade final dos vinhos espumantes
(ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006). Dentre as substancias
liberadas destacam-se as nitrogenadas como as principais liberadas no
vinho durante a autdlise (MORENO-ARRIBAS et al, 1998;
MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2002).

As substancias nitrogenadas estdo presentes na uva € N0 mosto
tanto na forma inorganica (amonio) como na forma organica (peptideos,
proteina e, principalmente, aminoacidos), que sdo as duas principais
fontes de nitrogénio assimilavel pela levedura durante a fermentacdo. A
presenca de nitrogénio influencia ndo apenas o desenvolvimento da
fermentacdo, mas também o crescimento e a viabilidade da levedura e a
sintese de substancias volateis do vinho (BELL; HENSCHKE, 2005).

Novas variedades de uvas estdo sendo utilizadas como uma
alternativa para a elaboragdo de vinhos espumantes com caracteristicas
diferenciadas (CALIARI et al., 2014; RUIZ-MORENO et al., 2017).
Neste contexto, a caracterizacdo de vinhos espumantes brasileiros
elaborados com variedades inovadoras (Manzoni, Villenave, Nigara,
Goethe e Moscato Embrapa), tem sido objeto de estudos recentes
(CALIARI et al,, 2014). No entanto, até o momento, para Nnosso
conhecimento, as mudangas que ocorrem na composi¢cdo nitrogenada
destes vinhos espumantes ao longo do envelhecimento sobre borra ainda
ndo sdo encontrados na literatura. Com o intuito de conhecer as
caracteristicas dos vinhos espumantes brasileiros, o objetivo deste estudo
foi avaliar a influéncia do tempo de envelhecimento sobre borra de vinhos



149

espumantes brancos elaborados com variedades de uvas ndo-tradicionais
(V. labrusca e/ou hibridas) e classica (V. vinifera), quanto ao teor de
nitrogénio (aminoacidos e amoénio) durante 18 meses de envelhecimento
sobre borra, e caracterizar o perfil sensorial final dos vinhos espumantes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
2.1.1 Amostras

Para a elaboracgéo dos vinhos espumantes foram utilizadas uvas das
variedades V. vinifera (Chardonnay), V. labrusca e hibridas (Manzoni
Bianco, Villenave, Niagara e Goethe). A Chardonnay é uma variedade
classica na elaboracdo de vinhos espumantes, enquanto que as uvas
Manzoni Bianco, Villenave, Niagara e Goethe ndo sdo conhecidas
tradicionalmente na vinificagdo de vinhos espumantes brancos. Essas
variedades ndo-tradicionais sdo amplamente cultivadas nas condicGes
climaticas do Sul do Brasil, destinadas principalmente a elaboracdo de
suco de uva e vinhos de mesa.

Todas as uvas foram cultivadas na estacdo experimental da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri), safra 2015. O mosto foi obtido a partir do desengace,
esmagamento e prensagem das uvas. O mosto foi clarificado (7 ml L de
solucéo de bentonite, AEB Spa, Bréscia, Italia) e sulfitado (30 mg L™
Vinoaromax, AEB Spa, Bréscia, Italia). Para produ¢do do vinho base, o
mosto de uva foi fermentado com leveduras Saccharomyces cerevisiae
PB2019 (Fermol Blanc, AEB Spa, Bréscia, Italia) em tanques de aco
inoxidavel, estabilizado a frio e sulfitado com di6éxido de enxofre (30 mg
L1, Vinoaromax, AEB Spa, Bréscia, Italia) antes do engarrafamento. Para
a elaboracdo dos vinhos espumantes pelo método Tradicional, foi
adicionado ao vinho base 26 g L de aclcar para obtencdo de 6 atm de
pressdo, com leveduras Saccharomyces cerevisiae PB2002 (Fermol
Reims Champagne, AEB Spa, Bréscia, Italia) e 15 g hL™ de coadjuvante
para remuage que age como clarificante (Compact gel, AEB, Bréscia,
Itdlia). Os vinhos foram engarrafados e armazenados a 17 °C até a
segunda fermentacdo ser completada. O tempo de envelhecimento sobre
borra dos vinhos espumantes foi de 3, 6, 9, 15 e 18 meses, para cada tempo
citado os vinhos espumantes foram estabilizados a frio, degolados,
rolhados, engaiolados e analisados.

Todos os vinhos espumantes apresentaram os parametros de
acidez titulavel, acidez volatil, pH, teor alcodlico, SO livre e total de
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acordo com a Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV,
2012).

2.1.2 Reagentes quimicos

Os padrdes de aminodcidos e dietil etoximetilenomalonato
(DEEMM) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA)
ou Fluka (Buchs, Switzerland). Todos os solventes cromatograficos eram
de grau HPLC adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os reagentes
acetato de sddio e &cido bérico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri, EUA). Todas as solugdes foram filtradas utilizando
membranas com 0,45 um de diametro (Millipore). Todos os reagentes
tinham pureza superior a 95%. A agua utilizada para as analises foi obtida
do sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Massachusetts, USA).

2.2 METODOS
2.2.1 Analises das substancias nitrogenadas

A analise de 22 aminoacidos e ion aménio (NH4") das amostras
foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia de acordo
com o método descrito por Burin et al. (2015), utilizando um
cromatégrafo liquido Shimadzu (Kyoto, Japdo) (HPLC-DAD). As
separacOes foram realizadas em coluna de fase reversa C18 (4,6 x 150
mm, 5um de tamanho de particula - CLC-ODS). As amostras foram
derivatizados pela reacdo com dietiletoximetilenomalonato (DEEMM),
identificados conforme o tempo de retencdo e caracteristicas do espectro
UV-Vis e quantificados utilizando padréo interno (&cido 2-aminoadipico,
1g L") e curva de calibragéo feita a partir de adigdo de padrdo na matriz,
expresso em mg L1

2.2.2 Andlise sensorial descritiva

As amostras de vinhos espumantes foram submetidas a Analise
Descritiva Quantitativa (ADQ) ap0s aprovacio do Comité de Etica
Nacional (CAAE: 60396316.7.0000.0121) (APENDICE A). Os vinhos
espumantes foram avaliados por um painel de degustadores no
Laboratério de Andlise Sensorial da Empresa de Pesquisa Agropecudria
e Extenséo Rural de Santa Catarina — EPAGRI Videira, Santa Catarina.
O painel foi constituido por uma equipe de 9 julgadores treinados com
experiéncia na andlise sensorial de vinhos, composta por seis homens e
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trés mulheres. A anélise foi realizada em cabines de testes individuais sob
luz branca.

Os julgadores geraram termos sensoriais individualmente para
descrever os atributos sensoriais de cor, aroma e sensacgdes gustativas dos
vinhos espumantes, e os descritores foram selecionados por consenso. A
partir dos atributos sensoriais gerados, os julgadores foram treinados com
solugdes padrdes de diferentes concentracdes, conforme descrito na
Tabela 1. O treinamento foi realizado em varias sessdes em dias
diferentes. Para a realizacdo da analise sensorial descritiva, as amostras
de espumante foram servidas aleatoriamente a uma temperatura de 18 +
1 °C em tacas de cristal (ISO 3591:1977) e identificadas com cddigos
aleatorios de trés digitos. A avaliacdo olfativa dos vinhos foi realizada por
percepcdo ortonasal direta. A intensidade de cada atributo foi avaliada
utilizando-se uma escala linear ndo estruturada de 9 cm, identificada
como "pouco intensa” & esquerda e "muito intensa" a direita (APENDICE
B). Os atributos sensoriais de cada vinho foram classificados
comparando-se a intensidade relativa (expresso em porcentagem). A
avaliacdo sensorial foi realizada com duas repetigdes para cada amostra
com 0 mesmo painel degustador.

2.2.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa
STATISTICA 8.0 (StatSoft, Tulsa, USA). Os resultados foram analisados
por Analise de Variancia (ANOVA), Teste de Tukey (p<0,05), matriz de
correlacdo e analise de componentes principais (ACP). Todos os dados
foram apresentados como a média + desvio padréo.
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Tabela 1. Atributos sensoriais gerados pelos julgadores e seus respectivos descritores e padroes de referéncia utilizados para a avaliacdo sensorial

dos vinhos espumantes.

Atributos

Descri¢do

Padrdes

Cor
Amarelo palha

Amarelo dourado

Aromas
Casca de péo/péo torrado

Floral, flor de laranjeira

Frutas brancas

Frutas citricas

Vegetal

Manteiga

Mel

Cor caracteristica de vinho branco jovem

Cor caracteristica de vinho branco
envelhecido

Odor caracteristico de casca de pdo torrado
Odor associado com rosa, geranio, violeta,

margarida, jasmim
Odor associado com pera, maga

Odor associado com limdo, toranja, laranja,
abacaxi

Odor associado a pimentdo verde e grama
cortada
Odor associado com gordura, manteiga

Odor doce associado ao mel de abelha

Pouco intenso: vinho com absorvancia 420nm = 0,030
Muito intenso: vinho com absorvancia 420nm = 0,144
Pouco intenso: vinho com absorvancia 420nm = 0,233
Muito intenso: vinho com absorvancia 420nm = 0,717

Pouco intenso: 1g de péo torrado em forno a 150°C por 25 min
Muito intenso: 7 g de p&o torrado em forno a 150 °C por 25 min
Pouco intenso: 0,59 de mix comercial de flores

Muito intenso: 3,0g de mix comercial de flores

Pouco intenso: Mix com 2 g de maga verde fresca, 2 g de pera
fresca, 1 g de péssego fresco

Muito intenso: Mix com 5 g de maga verde fresca, 5 g de pera
fresca, 4 g de péssego fresco

Pouco intenso: 1,5 g de mix comercial de frutas citricas: maga,
laranja, limédo e bergamota (Chileno®)

Muito intenso: 0,5 g de mix comercial de frutas citricas: maga,
laranja, liméo e bergamota (Chileno®)

Pouco intenso: Solugdo hidroalcodlica de IBMP a 1ng/L.
Muito intenso: Solucéo hidroalcodlica de IBMP & 8ng/L.
Pouco intenso: 1,3 g manteiga derretida (Frimesa®)

Muito intenso: 5 g de manteiga derretida (Frimesa®)

Pouco intenso: 2 g de mel de abelha em 100 mL de &gua
Muito intenso: 8 g de mel de abelha em 100mL de &gua
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SensagBes gustativas
Adstringente

Acido

Untuoso
Amargo
Doce

Alcodlico

Perda de lubrificacdo da mucosa da boca
com estreitamento e secura

Uns dos gostos basicos, causado pela solugao
de &cido em agua percebidos pela lingua
(salivacao)

Caracteristicas percebidas pelos olhos e
paladar, devido a pouca fluidez do liquido
Sabores basicos de substancias amargas
percebidos pela lingua

Um dos gostos basicos, causado pela solugéo
de sacarose em agua percebido pela lingua
Sensacdo de calor/odor caracteristico
percebido pela mucosa da boca

Pouco intenso: Solugao aquosa de acido tanico (0,3g/L)
Muito intenso: Solugdo aquosa de acido tanico (1,5g/L)
Pouco intenso: Solugdo aquosa de acido citrico (0,2g/L)
Muito intenso: Solugdo aquosa de acido citrico (1,0g/L)

Mix com 6 ml de glicerol em 1 L de vinho tinto de mesa

Pouco intenso: Solugdo aquosa de cafeina (0,3g/L)
Muito intenso: Solugéo aquosa de acido cafeina (1,5g/L)
Pouco intenso: Solucéo aquosa de sacarose (1g/L)
Muito intenso: Solugéo aquosa de sacarose (7g/L)
Pouco intenso: Solugdo hidroalcodlica 5%

Muito intenso: Solucdo hidroalcodlica 30%
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 COMPOSICAO NITROGENADA DOS MOSTOS E VINHOS
BASE

As substancias nitrogenadas foram identificadas e quantificadas
nas amostras de mostos e vinhos base (Tabela 2) elaborados com as
variedades de uvas Chardonnay, Villenave, Nidgara, Manzoni e Goethe,
sendo um total de 22 aminoéacidos e o ion aménio (NH4*). Observou-se
gue os aminoacidos mais abundantes nas amostras de mosto e vinho base
foram a arginina, prolina, alanina, glutamina e acido y-aminobutirico
(GABA). A arginina foi 0 amino&cido predominante nos mostos, presente
em elevadas concentragdes (méaximo de 273,66 mg L para a variedade
Manzoni), enquanto que, a prolina foi predominante nas amostras de
vinhos base para todas as variedades estudadas, com concentracéo
méxima de 1938,13 mg L no vinho base Chardonnay. Os aminoacidos
alanina, glutamina e GABA apresentaram maiores concentracdes nos
mostos do que nas amostras de vinho base. As elevadas concentragdes
destes aminoéacidos, especialmente da arginina e prolina, também foram
relatados em outros estudos (MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2002;
BURIN et al., 2015; BURIN et al., 2016). A arginina é uma importante
fonte de nitrogénio e auxilia no desenvolvimento da fermentacéo
alcoolica, sendo rapidamente consumida pelas leveduras no inicio da
fermentac&o, e durante a autolise é excretada. Enquanto que a prolina, que
ndo ¢ assimilada pelas leveduras durante a fermentac&o, é acumulada nos
vacuolos e posteriormente liberada no meio (BELL; HENSCHKE, 2005).

O ion amoénio foi detectado em elevadas concentracfes nas
amostras de mostos das diferentes variedades de uvas analisadas (Tabela
2), variando de 175,25 a 81,79 mg L para as variedades Niagara e
Goethe, respectivamente. Observou-se uma diminuicdo do teor de ion
amonio nas amostras de vinho base em relacdo ao mosto. A diminuigdo
da concentracdo de ion amonio pode ser justificada devido a sua
utilizacdo como fonte de nitrogénio pelas leveduras durante o processo de
fermentacdo (BELL; HENSCHKE, 2005; BURIN et al., 2016).



Tabela 2. Composicdo nitrogenada (mg L) do mosto e vinho base das variedades de uva Chardonnay, Villenave, Nidgara,
Manzoni e Goethe.

Amino4cidos Chardonnay Villenave Nidgara

Mosto Vinho base Mosto Vinho base Mosto Vinho base
Acido aspartico 10,40+0,09 16,47+0,15 42,18+2,89 1,68+0,05 39,62+0,49 7,38+0,01
Acido glutdmico <0,4* 17,75+0,29 29,34+1,01 5,38+0,04 15,28+1,33 6,49+2,82
Asparagina 3,47+0,02 34,80+5,52 3,14+0,46 <0,2! 7,23+0,14 16,95+4,92
Serina 67,59+1,42 14,81+1,05 14,08+1,11 14,23+0,50 32,01+10,86 6,54+0,06
Glutamina 87,36+0,64 9,16+0,52 67,20+0,86 13,08+0,18  180,37+10,90 12,89+0,25
Histidina <0,3! 6,60+0,25 <0,3* 3,08+0,24 <0,3* 3,43+0,39
Glicina 3,13+0,16 11,57+0,17 0,27+0,01 3,01+0,02 4,97+0,15 10,30+0,03
Citrulina <0,3! 1,59+0,01 0,89+0,01 0,91+0,03 <0,3* 1,77+0,02
Treonina 64,19+0,06 7,12+0,13 8,53+0,36 1,79+0,05 34,23+0,42 <0,8!
Alanina 202,35+14,44 11,86+0,08 55,80+1,97 8,3740,10 327,08+2,46 23,97+0,01
Arginina 204,16+0,89 48,98+1,79 92,35+1,81 6,37+0,20 132,41+4,45 11,42+0,42
Prolina 71,9345,80 1938,13+43,39 <0,8! 21,00+2,45 14,44+2,01 28,42+1,97
Tirosina 10,43+0,38 8,66+0,39 0,81+0,05 2,36+0,17 10,08+0,13 4,53+0,39
Valina 24,39+0,47 9,43+0,01 2,81+0,07 1,73+0,04 14,35+0,05 2,88+0,10
Metionina 3,39+0,19 4,38+0,09 1,05+0,01 1,08+0,06 3,49+0,10 1,50+0,10
Cisteina <0,1! 2,17+0,07 0,46+0,10 <0,1! 0,47+0,01 2,45+0,30
Isoleucina 1,39+0,02 <0,3! 0,42+0,01 <0,3! 1,57+0,02 <0,3!
Triptofano 45,20+0,86 6,80+0,01 4,17+0,01 0,89+0,02 18,71+0,26 1,62+0,04
Fenilalanina 32,78+2,08 44,62+0,57 7,28+0,51 11,28+0,29 58,79+0,23 12,07+0,01
Ornitina 0,33+0,01 16,66+0,03 0,52+0,02 2,83+0,03 0,53+0,01 5,55+0,08
Lisina 2,01+0,06 37,24+0,17 1,54+0,02 9,64+0,05 4,20+0,09 12,46+0,02
GABA 121,64+11,68 7,54+0,07 15,82+2,63 11,43+0,13 47,15+1,92 5,96+0,08
Soma 956,14 2256,34 348,66 119,43 946,98 178,58
NH4* 115,02+0,85 39,67+0,13 86,94+0,36 71,78+0,49 175,25+0,67 19,19+0,69
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Tabela 2. (Continuacéo)

Aminoacidos Manzoni Goethe

Mosto Vinho base Mosto Vinho base
Acido aspartico 10,54+0,09 16,71+0,12 25,33+0,02 10,73+0,07
Acido glutamico <0,4! 22,01+0,23 2,82+0,09 8,42+0,15
Asparagina 1,51+0,02 1,52+0,08 2,96+0,18 21,66+1,28
Serina 24,13+0,07 14,77+0,12 14,38+0,08 8,27+0,12
Glutamina 25,73+0,50 40,28+0,95 65,64+0,08 18,94+0,29
Histidina 53,93+0,17 6,26+0,13 20,99+1,67 3,20+0,01
Glicina 0,93+0,02 8,73+0,02 0,97+0,01 5,76+0,04
Citrulina <0,3! 1,03+0,01 1,39+0,05 1,65+0,01
Treonina 68,63+0,77 6,9340,18 26,27+0,04 5,82+0,03
Alanina 55,99+0,25 20,13+0,34 92,07+0,81 11,83+0,01
Arginina 273,66%0,72 20,09+0,23 229,40+2,10 2,12+0,05
Prolina 122,77+5,01 930,23+22,98 7,33+0,17 90,15+7,24
Tirosina <0,3! 10,57+0,20 2,91+0,01 4,56+0,02
Valina 19,47+0,04 9,39+0,17 3,67+0,12 5,36+0,03
Metionina <0,2! 4,48+0,06 <0,2! 2,31+0,01
Cisteina <0,1* <0,1! <0,1! <0,1!
Isoleucina 0,82+0,01 19,66+0,18 0,7940,01 <0,3!
Triptofano 41,29+0,26 38,52+0,14 8,09+0,11 4,11+0,04
Fenilalanina 35,80+0,13 0,71+0,07 16,42+0,01 26,78+0,03
Ornitina 0,15+0,01 <0,4! 1,41+0,01 8,31+0,03
Lisina 3,63+0,01 31,75+0,40 2,55+0,02 17,41+0,02
GABA 112,34+0,86 11,54+0,26 30,95+0,52 7,56+0,01
Soma 851,32 1215,31 531,01 263,23
NH4* 112,86+0,35 15,02+0,07 81,79+0,11 16,82+0,19

Resultados sdo expressos como valores médios + desvio padrdo (n=3). NH4+, ion aménio.
GABA, écido gama-aminobutirico. *Valor menor que o limite de detecgdo do método.
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3.2 !NFLUENCIA DO TEMPO DE ENVELHECIMENTO
BIOLOGICO NA COMPOSICAO NITROGENADA DOS VINHOS

A Tabela 3 apresenta a evolucdo das substancias nitrogenadas dos
vinhos espumantes durante 18 meses de envelhecimento sobre borra. Em
geral, observou-se que a prolina foi 0 aminoacido presente em maiores
concentragGes nas amostras, com destaque para 0s vinhos espumantes
Chardonnay (teor maximo de 1936,20 mg L) e Manzoni (teor maximo
de 917,57 mg L), seguido dos aminoacidos alanina, acido glutamico,
GABA, fenilalanina e lisina, que apresentaram variages nas suas
concentracBes de acordo com a variedade de uva e tempo de
envelhecimento sobre borra. Dos 22 aminoacidos determinados, apenas
isoleucina e cisteina foram encontrados abaixo do limite de deteccéo do
método em alguns dos vinhos espumantes estudados. Os aminoacidos
fenilalanina, lisina e citrulina apresentaram um aumento significativo
(p<0,05) de suas concentracdes ao longo do tempo de envelhecimento
sobre borra para todas as variedades de vinhos espumante estudados. O
percentual de aumento das concentra¢fes dos aminoacidos fenilalanina,
lisina e citrulina no final de 18 meses de envelhecimento foi de 31, 32 e
156 % para os vinhos espumantes Chardonnay, 41, 45 e 119 % para 0s
vinhos espumantes Villenave, 8, 22 e 92 % para 0s vinhos espumantes
Nidgara, 32, 53 e 123 % para os vinhos espumantes Manzoni e 53, 77 e
91 % para os vinhos espumantes Goethe, respectivamente. Também, foi
possivel observar que os aminoacidos glicina, acido aspartico, arginina,
tirosina, valina e metionina apresentaram aumento de suas concentragao
apenas no final do envelhecimento (18 meses) em relagdo ao tempo inicial
(3 meses), ndo sendo significativo ao longo de todos os tempos avaliados.
Enquanto que, outros aminoécidos como a prolina, alanina, &cido
glutdmico e GABA apresentaram varia¢cdes nas suas concentracdes ao
longo do tempo de envelhecimento (Tabela 3). Todos esses resultados
estdo relacionados com o processo de autdlise das leveduras apds o
declinio de células viaveis (GALLARDO-CHACON, et al., 2010), e a
liberacdo de diferentes substancias de baixa massa molar da parede
celular das leveduras (ALEXANDRE; GUILLOUX-BENATIER, 2006),
e também podem ser devido as reacbes de desaminagdo ou
descarboxilacdo, e ou & formacdo de outras substancias (MARTINEZ-
RODRIGUEZ et al., 2002), como os voléateis (BELL; HENSCHKE,
2005).
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Tabela 3. Evolugdo da composigdo nitrogenada (mg L) de vinhos espumantes elaborados com diferentes variedades

de uvas durante o envelhecimento hiolégico.

Aminoacidos Chardonnay

3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acido aspartico 15,44+0,37° 17,02+0,03¢ 12,94+0,23? 29,35+1,17¢ 33,08+0,23¢
Acido glutdmico 15,94+0,35° 22,98+0,112 24,07+0,09¢ 22,26+0,592 19,15+0,04°¢
Asparagina 7,5620,20¢ 6,90+0,02¢ 6,63+0,16° 4,19+0,01° 3,37+0,042
Serina 18,03+0,30% 18,89+0,01° 18,59+0,19% 19,86+0,38° 20,62+0,03¢
Glutamina 15,59+0,68° 23,69+0,21°¢ 7,44+0,207 6,51+0,40? 6,62+0,06%
Histidina 7,73+0,05% 8,22+0,04° 9,23+0,06° 10,10+0,35¢ 10,16+0,08¢
Glicina 14,40+0,582 14,95+0,262 16,14+0,34° 18,99+0,27°¢ 18,87+0,18°
Citrulina 1,55+0,012 1,630,012 1,98+0,01° 3,28+0,18°¢ 3,98+0,06¢
Treonina 9,07+0,162 9,69+0,31° 9,10+0,33% 11,05+0,15°¢ 12,44+0,02¢
Alanina 23,10+0,05% 23,93+0,41° 24,02+0,11° 25,93+0,14° 24,45+0,06°
Arginina 4,61+0,212 5,36+0,45? 6,61+0,75% 13,75+0,67° 12,74+1,35°
Prolina 1862,74+14,91¢ 1784,87+7,09° 1619,22+14,53? 1936,20+1,75¢  1881,41+8,06°
Tirosina 11,06+0,43%® 10,80+0,222 11,48+0,15° 14,78+0,08¢ 14,76+0,02¢
Valina 12,34+0,18?2 12,61+0,212 13,31+0,31° 15,87+0,23¢ 16,34+0,06°
Metionina 4,80+0,05% 4,85+0,63% 5,29+0,01% 5,00+0,69% 6,12+0,05"
Cisteina <0,1! <0,1! <0,1! <0,1! <0,1!
Isoleucina <0,3! <0,3! <0,3! <0,3! <0,3!
Triptofano 8,43+0,04° 8,26+0,06% 7,82+0,15? 10,63+0,37¢ 11,08+0,24¢
Fenilalanina 50,59+0,212 55,05+0,68° 56,07+0,45° 66,67+0,16° 66,29+0,19¢
Ornitina 18,33+0,07% 9,75+7,742 17,13+0,08% 18,59+0,07% 22,18+4,02°
Lisina 41,59+0,03? 44,73+0,15° 46,74+0,04°¢ 54,76+0,30¢ 54,77+0,53¢
GABA 9,27+0,01° 7,97+0,20? 8,14+0,03? 10,59+0,12¢ 9,87+0,07°¢
Soma 2152,17 2092,15 1921,95 2298,27 2248,66
NH4* 19,86+0,05° 19,48+0,10° 7,74+0,01° 6,60+0,02° 5,08+2,622




Tabela 3. (Continuacéo)

Aminoacidos Villenave

3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acido aspartico 5,92+0,19° 5,81+0,04° 5,01+0,01° 10,53+0,04¢ 10,82+0,04¢
Acido glutamico 10,95+0,01¢ 10,08+0,02¢ 10,16+0,01° 8,74+0,14° 8,05+0,21°
Asparagina 10,15+0,12° 15,96+0,98°¢ 4,24+0,01° 3,74+0,07° 4,43+0,462
Serina 16,66+0,55° 7,60+0,44° 18,72+1,87° 6,79+0,06° 7,63+0,472
Glutamina 20,30+0,33° 20,53+1,60° 14,79+9,43%» 3,86+0,11° 5,99+0,45?
Histidina 5,17+0,12° 2,04+0,49? 2,47+0,05? 2,31+0,08? 2,28+0,10?
Glicina 6,41+0,012 6,97+0,15°¢ 6,71+0,12° 7,37+0,05¢ 7,21+0,07%
Citrulina 1,28+0,11° 1,58+0,01° 1,62+0,01° 2,41+0,08¢ 2,81+0,02¢
Treonina 3,55+0,06° 3,76+0,01b° 3,64+0,13% 3,97+0,02¢ 3,87+0,03%
Alanina 16,27+0,422 17,60+0,66h° 16,55+0,05% 18,34+0,12° 17,22+0,41%
Arginina 4,52+0,092 6,37+0,20° 5,89+0,14° 8,12+0,22° 7,48+0,58°
Prolina 22,64+0,20° 21,00+0,942 19,93+0,13? 25,46+0,21° 24,62+0,47¢
Tirosina 4,42+0,052 4,64+0,08? 4,79+0,16° 5,99+0,04° 5,43+0,32°
Valina 4,31+0,032 4,57+0,22? 4,89+0,07° 5,43+0,01° 5,42+0,01°
Metionina 1,19+0,022 1,64+0,02° 1,54+0,03° 1,84+0,09° 1,64+0,09°
Cisteina <0,1! <0,1! <0,1! <0,1! <0,1!
Isoleucina <0,3! <0,3! <0,3! <0,3! <0,3!
Triptofano 2,38+0,09% 2,27+0,03? 2,51+0,06° 2,960,014 2,76+0,06°
Fenilalanina 14,36+0,55° 16,88+0,08° 17,83+0,01% 18,66+0,63¢ 20,27+0,24¢
Ornitina 7,48+0,03° 7,65+0,19° 7,03+0,05? 7,71+0,01° 7,68+0,03°
Lisina 11,21+0,102 12,80+0,11° 13,31+0,28° 16,32+0,01¢ 16,23+0,07¢
GABA 16,02+0,40° 16,01+0,08° 14,55+0,19? 16,21+0,08° 14,39+0,14°
Soma 185,19 185,74 176,19 178,38 174,62
NH4* 16,96+0,07° 12,87+0,07° 7,050,012 6,59+0,09? 5,13+1,54%
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Tabela 3. (Continuagéo)

Aminoéacidos Nidgara

3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acido aspartico 7,55+0,19° 7,59+0,01° 16,58+0,23¢ 9,99+0,35? 11,08+0,04¢
Acido glutamico 8,48+0,04% 15,56+0,49°¢ 17,30+0,13¢ 9,18+0,01° 9,37+0,08"
Asparagina 4,28+0,04¢ 4,09+0,02¢ 3,95+0,03¢ 3,63+0,10° 3,24+0,09?
Serina 7,38+0,06° 7,24+0,12° 6,82+0,04° 6,75+0,08° 6,41+0,01?
Glutamina 11,27+0,22¢ 4,28+0,28° 1,06+0,03? 2,01+0,01° 1,13+0,02%
Histidina 1,26+0,06° 1,24+0,06%® 1,22+0,05%® 1,20+0,04% 1,10+0,052
Glicina 13,26+0,112 13,18+0,43? 13,05+0,24% 13,52+0,09? 13,63+0,012
Citrulina 1,67+0,022 1,96+0,08° 1,89+0,02° 2,44+0,02¢ 3,20+0,03¢
Treonina 4,52+0,07°¢ 4,44+0,18b° 4,56+0,03° 3,92+0,082 4,18+0,14%
Alanina 30,09+0,07% 30,34+0,55° 29,81+0,01% 29,11+0,572 30,01+0,43%
Arginina 0,89+0,032 1,01+0,02% 1,36%0,02° 1,12+0,01° 1,52+0,12¢
Prolina 31,62+0,26°¢ 27,01+1,112 27,49+0,142 30,14+0,10° 30,96+0,04
Tirosina 6,13+0,08° 5,96+0,11° 5,69+0,012 6,49+0,10°¢ 6,39+0,03¢
Valina 5,08+0,25% 4,90+0,33? 5,52+0,01% 5,49+0,03 5,77+0,10°
Metionina 1,87+0,02° 1,79+0,01° 1,850,012 2,12+0,01° 2,23+0,03°
Cisteina 2,45+0,23° 1,80+0,08° 1,34+0,01° 1,21+0,05? 1,08+0,052
Isoleucina <0,3! <0,3! <0,3! <0,3! <0,3!
Triptofano 3,01+0,11° 2,72+0,07% 2,760,022 2,68+0,05? 2,77+0,20%
Fenilalanina 15,02+0,162 14,74+0,232 15,79+0,02° 15,57+0,19° 16,24+0,15°
Ornitina 7,69+0,04° 4,44+0,01¢ 3,96+0,02¢ 3,29+0,08° 2,15+0,05?
Lisina 12,92+0,012 13,46+0,29° 13,99+0,08° 14,64+0,09¢ 15,81+0,22°
GABA 7,77+0,06° 7,67+0,04° 7,33+0,09% 7,23+0,04? 7,47+0,06°
Soma 184,24 175,42 183,29 171,74 175,74
NH4* 14,78+0,02° 14,61+0,02° 6,55+0,01? 6,56+0,04° 5,19+2,39?




Tabela 3. (Continuagéo)

Aminoacidos Manzoni

3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acido aspartico 21,89+0,69° 13,83+0,04° 20,74+1,20° 27,92+0,21° 33,45+0,07¢
Acido glutamico 25,37+0,23° 27,62+0,58°¢ 27,41+0,05° 21,57+0,622 26,70+0,36°
Asparagina 4,72+0,012 7,32+0,07¢ 7,16+0,05¢ 8,38+0,02¢ 6,20+0,14°
Serina 16,06+0,042 17,91+0,01° 18,90+0,27°¢ 19,06+0,03¢ 19,52+0,05¢
Glutamina 14,04+0,26°¢ 25,58+0,42¢ 21,93+0,61¢ 8,60+0,38° 6,41+0,15?
Histidina 8,29+0,13° 0,77+0,012 0,72+0,01° 11,68+0,04° 11,92+0,01¢
Glicina 12,10+0,212 14,56+0,43° 14,58+0,41° 14,17+0,31° 16,49+0,25°
Citrulina 1,45+0,082 1,30+0,18°% 1,84+0,06° 2,37+0,06°¢ 3,23+0,08¢
Treonina 9,35+0,03° 9,13+0,042 9,81+0,01° 11,34+0,10¢ 11,69+0,09¢
Alanina 29,05+0,342 30,81+0,58° 30,70+0,56° 32,60+0,03¢ 33,09+0,21°
Arginina 1,49+0,012 1,85+0,04° 2,05+0,06°¢ 5,86+0,07¢ 10,17+0,07¢
Prolina 835,96+1,61°¢ 834,64+4,69° 735,81+1,05° 696,02+1,328 917,57+8,06¢
Tirosina 10,94+0,222 11,59+0,04° 11,78+0,05° 14,02+0,08°¢ 17,27+0,41¢
Valina 13,23+0,14? 13,59+0,38? 14,33+0,06° 16,19+0,19¢ 18,02+0,04¢
Metionina 5,09+0,122 6,10+0,17° 6,09+0,05° 7,07+0,08¢ 6,87+0,09¢
Cisteina <0,1* <0,1! <0,1! <0,1! <0,1!
Isoleucina <0,3! <0,3! <0,3! <0,3! <0,3!
Triptofano 8,60+0,40? 7,95+0,072 8,40+0,05? 10,69+0,17° 12,00+0,48°
Fenilalanina 63,46+0,272 66,31+0,62° 70,23+0,38° 76,59+0,34¢ 83,74+0,52¢
Ornitina 16,83+0,04% 17,30+0,10° 19,78+0,03¢ 19,45+0,02¢ 19,41+0,01°
Lisina 37,08+0,03% 42,07+0,08° 45,45+0,17¢ 53,39+0,08¢ 56,60+0,22¢
GABA 12,03+0,09° 12,59+0,09¢ 11,68+0,172 11,80+0,022 13,15+0,07¢
Soma 1147,02 1162,84 1079,40 1068,77 1323,49
NH4* 13,16+0,62° 15,02+0,07° 7,29+0,06° 6,57+0,09? 5,26+2,28?
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Tabela 3. (Continuagéo)

Aminoacidos Goethe

3 meses 6 meses 9 meses 15 meses 18 meses
Acido aspartico 8,78+0,03° 8,13+0,02? 11,26+0,01¢ 9,05+0,04°¢ 11,46+0,15®
Acido glutdmico 14,78+0,052 18,52+0,11°¢ 16,42+0,56° 14,50+0,042 14,69+0,492
Asparagina 3,99+0,21° 4,15+0,05° 3,43+0,24° 4,93+0,07¢ 5,06+0,11°¢
Serina 6,30+0,48? 7,92+0,02¢ 6,89+0,66%° 7,79+0,01% 9,42+0,02¢
Glutamina 20,47+1,14¢ 12,86+0,08° 8,09+0,92% 9,91+0,03° 6,14+1,06°
Histidina 2,08+0,02? 2,54+0,10P 2,76x0,27° 3,86+0,02¢ 4,01+018°
Glicina 10,70+0,042 11,11+0,10° 11,19+0,07° 11,87+0,01°¢ 11,75+0,17¢
Citrulina 1,60+0,012 1,44+0,032 1,89+0,02° 2,44+0,06° 3,050,144
Treonina 3,870,102 4,69+0,15° 4,31+0,08° 4,49+0,07% 5,48+0,21¢
Alanina 15,86+0,11° 17,17+0,13¢ 16,29+0,01% 16,02+0,18% 16,68+0,53%
Arginina 2,12+0,05°¢ 1,86+0,05° 1,31+0,042 4,61+0,11° 3,67+0,14¢
Prolina 92,47+1,11¢ 90,32+1,37% 88,11+0,28° 76,59+0,19° 70,47+1,092
Tirosina 4,60+0,242 5,48+0,23° 5,61+0,02" 5,90+0,05¢ 5,32+0,02°
Valina 5,75+0,072 6,17+0,07° 6,62+0,05°¢ 7,21+0,03¢ 7,51+0,15¢
Metionina 1,69+0,03% 2,13+0,03% 1,60+0,122 2,43+0,02° 2,18+0,67%
Cisteina <0,1* <0,1! <0,1! <0,1! <0,1!
Isoleucina <0,3! <0,3! <0,3! <0,3! <0,3!
Triptofano 2,37+0,03¢ 2,27+0,03¢ 1,53+0,20? 1,93+0,03° 2,91+0,16¢
Fenilalanina 14,37+0,152 17,53+0,03° 18,47+1,48% 20,28+0,05% 22,02+1,03¢
Ornitina 8,41+0,01° 10,77+0,01° 9,13+0,04° 8,93+0,06° 10,63+0,24°
Lisina 11,94+0,022 15,32+0,16° 15,06+0,01° 17,09+0,07¢ 21,16+0,34¢
GABA 14,09+0,14° 14,56+0,03¢ 14,22+0,06° 14,72+0,05°¢ 13,19+0,21°
Soma 246,25 254,93 244,21 244 54 246,81
NH4* 13,67+0,01° 13,75+0,02° 7,29+0,012 6,57+0,012 5,56+1,742

Resultados séo expressos como valores médios + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa (teste de Tukey, p<0,05) entre as amostras para cada variedade ao longo do envelhecimento biolégico.

NH4*, fon amdnio. GABA, 4cido gama-aminobutirico. *Valor menor que o limite de detecgdo do método.
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A soma dos aminoacidos apresentou algumas variagdes ao longo
do envelhecimento sobre borra para todos os vinhos espumantes, onde
pode-se observar que, entre 0 nono e décimo quinto més, a soma de alguns
aminoacidos diminuiu (Tabela 3), indicando que durante esta fase de
envelhecimento pode estar ocorrendo a liberagdo de proteinas e peptideos
(MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2002). As mudancas que ocorrem
durante a autélise das leveduras e envelhecimento sobre borra indicam
que peptideos efou proteinas podem ser liberados, podendo
posteriormente ser hidrolisados em aminodcidos (MORENO-ARRIBAS
et al., 1998). Desta forma, observou-se um aumento da soma dos
aminoacidos no final do envelhecimento sobre borra (18 meses) em
relagdo ao tempo inicial para os vinhos espumantes Manzoni (15 %) e
Chardonnay (4 %), indicando a liberacdo de aminoacidos.

Com relagdo as diferentes variedades de uvas utilizadas para a
elaboracdo dos vinhos espumantes, observou-se que a soma dos
aminoacidos (Tabela 3) apresentou maiores concentragcdes nas amostras
de vinhos espumantes Chardonnay (variedade classica para elaboracéo de
vinhos espumantes), seguida dos vinhos espumantes Manzoni, Goethe,
Nidgara e Villenave (variedades ndo-tradicionais para elaboracdo de
vinhos espumantes). O maior teor de aminoacidos da variedade
Chardonnay em relagdo as outras variedades de uva pode ser atribuido a
sua caracteristica genética (MORENO-ARRIBAS et al., 1998). Esses
resultados indicam que a variedade de uva pode apresentar influéncia
sobre o teor de amino4cidos.

Observou-se na Tabela 3 que os teores de NH4* dos vinhos
espumantes foram menores em relacdo as amostras de mosto e vinho base
(Tabela 2). Essa diminuicdo do ion amonio é devida a sua utilizagdo como
fonte de nitrogénio inorganico pelas leveduras durante a segunda
fermentacdo em garrafa.

A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada
separadamente para cada variedade de vinho espumante a fim de avaliar
a separacdo das amostras em relacdo a evolucdo da composicdo
nitrogenada ao longo de 18 meses de envelhecimento sobre borra. Foram
consideradas para a analise de ACP todas as variaveis, com exce¢do dos
aminoacidos ndo detectados (cisteina e isoleucina) nos vinhos
espumantes, sendo considerado como critério de separacao os diferentes
tempos de envelhecimento sobre borra.

Foi possivel observar na Figura 1 uma boa separacdo dos vinhos
espumantes de acordo com o tempo de envelhecimento sobre borra. Em
geral, os dois componentes principais (CP 1 x CP 2) representaram mais
de 75 % da variancia total dos resultados para todas as variedades. O Fator
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1 explicou a maior variabilidade dos dados, sendo responsavel pela
separacdo dos vinhos espumantes de acordo com o tempo de
envelhecimento sobre borra (Figura 1 A, B, C, D e E). Os vinhos
espumantes com 3, 6 e 9 meses de envelhecimento sobre borra foram
claramente separados no plano dos vinhos espumantes com 15 e 18 meses
de envelhecimento para todas as variedades. Observou-se que todos 0s
vinhos espumantes com 3, 6 e 9 meses de envelhecimento foram
principalmente associados com 0 NH4* e com os amino&cidos glutamina
e acido glutdmico. Enquanto que, no final do envelhecimento sobre borra
(15 e 18 meses) foi possivel observar que todos os vinhos espumantes
foram fortemente associados com os aminocidos lisina, fenilalanina,
citrulina, glicina, arginina, &cido aspértico, valina, metionina e tirosina
(Figura 1 A, B, C, D e E). Estes aminoacidos podem ter sido
metabolizados pelas leveduras durante a fermentacdo e liberados pela
parede celular da levedura no final do envelhecimento biol6gico. Dados
estes que estdo de acordo com a Tabela 3, que demonstra um aumento das
concentracdes destas substancias nos vinhos espumantes nas etapas finais
de envelhecimento (15 e 18 meses) em relagéo ao tempo inicial (3 meses).
Cabe ressaltar, que ao longo do tempo de envelhecimento sobre borra, 0s
aminoacidos lisina, citrulina e fenilalanina apresentaram aumento
significativo (p<0,05) de suas concentragdes, sugerindo estes
amino4cidos como indicadores do envelhecimento sobre borra.

Em geral, a ACP proporcionou um padrdo de separacdo
semelhante para todos os vinhos espumantes elaborados com as diferentes
variedades de uvas de acordo com o tempo de envelhecimento, que foi
responsavel pelo perfil nitrogenado das amostras. Os vinhos espumantes
com 15 e 18 meses de envelhecimento foram associados com a maioria
dos aminodcidos analisados, demostrando a influéncia significativa do
tempo de envelhecimento biol6gico no aumento da concentracdo dos
aminoacidos.
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Figura 1. Analise de componentes principais (ACP) com os resultados dos aminoacidos e ion aménio (NH,*) durante o envelhecimento sobre borra
dos vinhos espumantes. Os dados utilizados foram a média de 3 repeti¢des.
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Figura 1. (Continuagéo)
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Figura 1. (Continuagéo)
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3.3 ANALISE SENSORIAL

Para conhecer melhor as caracteristicas sensoriais dos vinhos
espumantes elaborados com as variedades de uvas Chardonnay,
Villenave, Niagara, Manzoni e Goethe, foi realizada uma Anélise
Descritiva Quantitativa (ADQ) ap6s 18 meses de envelhecimento sobre
borra. A Tabela 4 mostra os valores médios para a intensidade relativa
(%) dos atributos sensoriais gerados pelos julgadores. Os resultados
demonstraram que os vinhos foram caracterizados por descritores de
frutos brancos e citricos, floral e/ou flor de laranjeira, casca de pdo e/ou
pdo torrado, mel, manteiga e vegetal, enquanto que, a aparéncia variou
entre as cores amarelo palha e dourado. Em geral, algumas diferencas nos
atributos sensoriais dos vinhos espumantes foram observadas pelos
julgadores e estas podem ser atribuidas principalmente as diferentes
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variedades de uva utilizadas para a elaboragéo, como também devido ao
processo de envelhecimento sobre borra.

Entre as cores amarelo palha e dourado avaliadas, observou-se que
para todos os vinhos espumantes a cor amarela palha foi predominante,
indicando que apesar do tempo de envelhecimento, todos os vinhos
espumantes apresentaram caracteristicas de cor de vinhos brancos mais
jovens. O vinho espumante Villenave apresentou maior intensidade cor
amarela palha (68,58 %) em relacdo as demais amostras. A avaliacdo
gustativa (paladar) das amostras demonstrou que os vinhos espumantes
Villenave e Goethe apresentaram maior acidez, enquanto que, 0s vinhos
espumantes Manzoni, Nidgara e Chardonnay apresentaram maior
intensidade para o sabor doce. O vinho espumante Goethe também
apresentou maior intensidade para o sabor alcodlico.

Com relagdo aos atributos de aromas avaliados (Tabela 4), em
geral, observou-se que os vinhos espumantes das variedades Manzoni,
Niagara e Chardonnay apresentaram maiores intensidades relativas para
os atributos floral e/ou flor de laranjeira, frutas brancas e mel. Enquanto
gue, os vinhos espumantes Chardonnay e Goethe apresentaram as maiores
intensidades relativas para o atributo de frutas citricas. O aroma vegetal
apresentou maior intensidade nos vinhos espumantes Chardonnay, e o
aroma de manteiga para o vinho espumante Goethe. Os vinhos
espumantes Goethe e Villenave foram descritos com maior intensidade
para o0 aroma de casca de pdo e/ou pdo torrado, o qual pode ser atribuido
ao processo fermentativo e envelhecimento sobre borra.

Estudos de Torrens et al. (2010) demonstram a evolugdo das notas
de frutas citricas, arbéreas, tropicais e maduras no perfil sensorial do
vinho base, para um perfil quimicamente mais complexo nos vinhos
espumantes envelhecidos, com notas de torrado, lacteo, doce e leveduras.
Enquanto que Ganss et al. (2011) na avaliacdo sensorial descritiva de
vinhos espumantes Chardonnay e Riesling demostraram um aumento das
notas aromaticas frutadas que lembram péssego e mel&o. Esses resultados
sdo similares ao perfil sensorial dos vinhos espumantes deste estudo.
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Tabela 4. Perfil sensorial dos valores da intensidade média (%) para os descritores de aparéncia,
aroma e sensacao bucal dos vinhos espumantes elaborados com as variedades Chardonnay, Villenave,
Niagara, Manzoni e Goethe com 18 meses de envelhecimento bioldgico.

Atributos Chardonnay Villenave Nidgara Manzoni Goethe

Amarelo palha 61,91+0,84° 68,58+0,53¢ 66,73+0,49° 66,17+0,62° 42,90+0,85%
Amarelo dourado 31,54+0,70¢ 16,85+0,28" 31,30+0,52° 32,35+0,88° 8,95+0,052
Casca de pdo/pdo torrado  22,22+0,55% 27,41+0,29% 25,43+1,01° 24,83+0,33" 28,51+1,67¢
Floral/flor de laranjeira ~ 34,38+0,58° 29,57+0,31° 37,90+0,79% 37,41+0,50% 24,10+2,53%
Frutas brancas 35,43+0,58° 30,99+0,38" 38,64+0,45° 36,23+0,46¢ 25,86+0,27°
Frutas citricas 28,40+0,32° 25,31+0,32° 23,89+0,18% 26,30+0,52° 26,92+0,22¢
Vegetal 26,42+0,49° 16,85+0,32® 25,25+0,75¢ 22,90+0,59° 24,73+0,27°
Manteiga 14,1440,21* 15,31+0,21° 17,72+0,27° 18,02+0,32° 25,63+0,32¢
Mel 23,64+0,61° 22,10+0,33° 27,35+0,74¢ 27,78+0,51¢ 13,79+0,40°
Adstringente 26,48+0,52° 31,60+0,52¢ 28,52+0,41° 32,28+0,60° 28,95+0,05°
Untuoso 32,78+0,55° 31,36+0,42° 27,84+0,30° 35,12+0,28° 31,30+0,42°
Acido 31,60+0,31° 53,09+0,96¢ 34,01+0,56° 35,38+0,32° 52,52+0,49¢
Doce 23,27+0,40° 9,14+0,21* 20,31+0,33" 28,70+0,33" 8,93+0,05
Amargo 26,05+0,769 23,27+0,34° 25,56+0,29° 25,43+0,47¢ 24,49+0,06°
Alcodlico 39,15+0,35° 35,56+0,29° 35,93+0,62° 38,09+0,32° 40,40+0,60°

Resultados séo expressos como valores médios + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (teste de Tukey, p<0,05) entre as variedades.
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4 CONCLUSAO

Alteracgdes significativas foram observadas nas concentragdes dos
aminoacidos e ion aménio dos vinhos espumantes durante o tempo de
envelhecimento biol6gico. Os teores dos aminoacidos livres dos vinhos
espumantes apresentaram variagdes nas suas concentragcdes ao longo do
envelhecimento sobre borra, indicando que pode ter ocorrido a liberacdo
de aminoéacidos ou de peptideos e proteinas da parede celular da levedura.
A andlise de componentes principais mostrou que a composi¢do
nitrogenada dos vinhos espumantes foi modificada de acordo com tempo
de envelhecimento, os vinhos espumantes com 3, 6 e 9 meses foram
claramente separados dos vinhos com 15 e 18 meses de envelhecimento,
e 0 mesmo comportamento foi observado para todas as variedades de
vinhos espumantes. Os vinhos espumantes com 15 e 18 meses de
envelhecimento foram associados com a maioria dos aminoacidos
analisados, especialmente com a lisina, citrulina e fenilalanina, sugerindo
estes aminoacidos como possiveis indicadores do envelhecimento sobre
borra. O perfil sensorial dos vinhos espumantes envelhecidos foi
caracterizado por descritores de frutos brancos e citricos, floral e/ou flor
de laranjeira, casca de pao e/ou pao torrado, mel, manteiga e vegetal, e
cor amarelo palha. Esses resultados demonstram que o tempo de
envelhecimento biol6gico influenciou a composicdo nitrogenada e o
perfil sensorial dos vinhos espumantes, 0s quais apresentaram
caracteristicas de qualidade tipicas da viticultura local.

Mais investigacbes sdo necessarias, principalmente quanto a
evolucdo do perfil volatil, a fim de verificar como o processo de
envelhecimento biolégico impacta na qualidade aromatica destes vinhos
espumantes brasileiros.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Taninos enoldgicos, goma ardbica e manoproteinas sdo descritos
na literatura como agentes enoldgicos, porém, pouco explorados em
vinhos espumantes rosé. Este trabalho demonstrou pela primeira vez o
efeito destes agentes enoldgicos na vinificagdo de espumantes rosé. As
alteragdes na composicdo quimica durante o envelhecimento sobre borra
de vinhos espumantes brancos elaborados com variedades de uvas néo-
tradicionais Villenave, Niagara, Manzoni e Goethe, e classica
(Chardonnay), cultivadas na regido Sul do Brasil, foram investigadas com
o0 intuito de buscar novas alternativas para a elaboragdo de vinhos
espumantes com potencial de envelhecimento.

A adicdo de goma arabica e tanino enoldgico em duas diferentes
etapas da vinificagdo dos vinhos espumantes rose exerceram influéncias
significativas na composicédo dos polifendis e capacidade antioxidante. A
adicdo dos agentes enoldgicos no vinho base, antes da segunda
fermentacdo em garrafa, aumentou as concentracdes dos polifenois dos
vinhos espumantes, particularmente o trans-resveratrol, acidos gélico e
elagico, catequina, quercetina e miricetina. A adicdo dos agentes
enoldgicos apos a etapa de degola apresentou menor influéncia sobre a
composicdo fendlica dos vinhos espumantes.

O estudo referente a adicdo de manoproteinas em vinhos
espumantes rosé mostrou alteracdes na composicao dos polifendis, acidos
organicos e elementar durante o envelhecimento biolégico. A adicdo de
manoproteinas influenciou significativamente as concentra¢Ges de &cidos
organicos e fendlicos individuais, particularmente o trans-resveratrol,
guercetina, catequina, &cido p-cumarico e cidos hidroxibenzoicos, que
apresentaram um aumento de suas concentra¢fes ao longo do tempo. A
composi¢cdo mineral ndo alterou no final de 12 meses de envelhecimento
bioldgico. Os espectros NIR e Raman demonstraram que estas alteracdes
dos constituintes quimicos dos vinhos espumantes ndo foram suficientes
para modificar o espectro de absor¢do, independentemente da adicdo de
manoproteinas.

O tempo de envelhecimento sobre borra influenciou positivamente
0 aumento das concentragdes de alguns fendlicos individuais, com
destaque para o &cido cafeico. O indice de escurecimento também
aumentou ao longo do envelhecimento dos vinhos espumantes, tendo uma
evolugdo inversa a concentracdo do &cido trans-caftarico e de glutationa
total, provavelmente devido a participacao destas substancias nas reacdes
de oxidagdo. O &cido cafeico foi correlacionado positivamente com o
escurecimento e com o tempo, sugerindo ser um indicador no
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monitoramento do perfil de envelhecimento sobre borra dos vinhos
espumantes brancos elaborados com variedade de uvas nao-tradicionais.

A composicdo nitrogenada dos vinhos espumantes Villenave,
Nidgara, Manzoni, Goethe e Chardonnay foi influenciada
significativamente pelo tempo de envelhecimento sobre borra. A
concentragbes dos aminoacidos lisina, citrulina e fenilalanina
aumentaram significativamente durante o envelhecimento sobre borra dos
vinhos espumantes. A analise de componentes principais separou
claramente os vinhos espumantes com 3, 6 e 9 meses de envelhecimento
daqueles com 15 e 18 meses de envelhecimento considerando a
composicdo nitrogenada, esse comportamento permaneceu para todas as
variedades. Os aminodcidos lisina, citrulina e fenilalanina foram
fortemente associados com o0s vinhos espumantes no final do
envelhecimento (15 e 18 meses) para todas as variedades, sugerindo estes
amino4cidos como indicadores do envelhecimento sobre borra. O perfil
sensorial dos vinhos espumantes envelhecidos foi caracterizado por
descritores de frutos brancos e citricos, floral e/ou flor de laranjeira, casca
de pdo e/ou pao torrado, mel, manteiga e vegetal, e cor amarelo palha.

Este estudo proporcionou amplo conhecimento do efeito de
agentes enoldgicos na melhoria e/ou manutencdo dos constituintes
guimicos determinantes de qualidade dos vinhos espumantes rosé; bem
como proporcionou melhor compreensdo quanto ao uso de variedades de
uvas ndo-tradicionais para elaboracdo de vinhos espumantes com
potencial de envelhecimento biol6gico e com caracteristicas tipicas da
vitivinicultura local. Esses resultados sdo de grande importancia para o
setor vitivinicola brasileiro.
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composigao fendlica, nitrogenada, perfil volatil e sensorial de espumantes brancos; e
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.841.441

Apresentacéo do Projeto:

Trata o presente projeto de uma pesquisa de Doutorado do Programa de Pés Graduacdo em Ciéncia dos
Alimentos, da Universidade Federal de Santa Catarina, que sera desenvolvido por Saionara Sartor sob
orientacéo de Marilde T. Bordignon Luiz, que assina a folha de rosto como pesquisador responsavel
juntamente com Ana Carolina Arisi, chefe do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFSC.

Durante o periodo de envelhecimento sobre borras, diversas reagoes conduzem a transformagées
importantes na composi¢do quimica e sensorial dos espumantes, estas mudangas tem relagao direta com a
qualidade e aceitabilidade pelo consumidor; na enologia, a adigao de agentes enolégicos visa melhorar
ainda mais a qualidade quimica e gustativa dos espumantes, podendo obter produtos diferenciados, sendo
possivel elencar a preferéncia do consumidor com base neste produtos.

Participantes: 15
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Quanto ao teor alcodlico das amostras, este nao apresenta um risco, ja que a equipe passa por treinamento
@ é orientada a nao ingerir as amostras no momento da analise, sendo elas descartadas apés a avaliagéo.

Objetive da Pesquisa:

De acordo com o que foi literaimente citado no Projeto Basico apresentado:

"Caracterizar espumantes brancos elaborados com variedades de uvas classicas e inovadoras, e avaliar a
evolugdo da composigdo quimica e sensorial durante o armazenamento sobre borras. Caracterizar
espumantes rose e avaliar o feito da adicdo de diferentes agentes enolégicos na composigdo quimica e
perfil sensorial.”

Avaliagc@o dos Riscos e Beneficios:
De acordo com o que foi literaimente citado no Projeto Basico apresentado:

"Riscos: Os risco envolvidos na execucdo desta pesquisa estdo relacionados com equipamentos e
reagenles para andlises quimicas, seleg¢ao de julgadores e teor alcodlico das amostras. Porém, estes riscos
sao passiveis de serem controladas, e alternativas estao previstas para que a realizagao do projeto ocorra
conforme cronograma. Com relacdo a analise sensorial, a equipe de julgadores & selecionada através de
questionarios, e apos a selegdo é feito esclarecimento e plicacdo do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Quanto ao teor alcodlico das mostras, este ndo apresenta um risco, ja que a equipe
passa por treinamento e € orientada a ndo ingerir as amostras no momento da andlise, sendo elas
descartadas apos a avaliacao.

Beneficios:

Os beneficios desta pesquisa proporcionam subsidio aos vitivinicultores, fortalecendo o mercado de
espumantes brasileiros que é promissor, ampliando também a ciéncia no meio académico. O conhecimento
do melhor tempo de envelhecimento sobre borras, bem como, o efeito da utilizacdo de gentes enolégicos
durante a vinificagao, auxiliard o setor viticola e enolégico para obtengdo de produtos de excelente
qualidade, elencando a preferéncia do consumidor. No que se refere ao meu académico, as mudangas
quimicas e sensoriais que acorrem durante o envelhecimento sobre borras, sim como as mudancas pela
adigao de produtos enoldgicos terao impacto cientifico de grande relevancia para a ciéncia dos alimentos.
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Comentarios e C coes sobre a P

As consideragbes descritas e os pareceres anteriores apontam a relevancia da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

(1) Folha de rosto

(2) Formulario Projeto da Pesquisa - PB

(3) Projeto de Pesguisa estruturado na integra

(4) Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(5) Declaragao de concordancia expedida pela(s) instituicao(Ges) envolvida(s)

(6) Apresenta carta resposta as pendencias

Recomendacdes:

sem recomendacdes adicionais diante da Crata resposta apresentada e dos documentos anexados.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Este comité recomenda a aprovagédo da execugao do projeto de pesquisa ora apresentado, destacando que
se houverem alteragdes estas devem ser remetidas para novo parecer, assim como recomenda-se que 0S
pesquisadores mantenham-se atentos aos preceitos éticos em todo o percurso de pesguisa, encaminhando
os relatérios recomendados na Res 466/12 a este Comité.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 799716.pdf 16:45:38
Qutros FichaADQ.pdf 03/11/2016 |Marilde Terezinha Aceito

16:43:37 | Bordignon Luiz
Outros Fichaelencardescritores.pdf 03/11/2016 |Marilde Terezinha Aceito
16:42:12 | Bordignon Luiz
Outros RESPOSTASASPENDENCIAS docx 03/11/2016 |Marilde Terezinha Aceito
16:41:18 |Bordignon Luiz
Folha de Rosto folhaderostoassinada.pdf 03/11/2016 |Marilde Terezinha Aceito
16:38:40 |Bordignon Luiz
Declaragao de declaracaoinstituicaoassinada.pdf 03/11/2016 |Marilde Terezinha Aceito
Institui¢do e 16:36:37 | Bordignon Luiz
Hnfraestrutura
TCLE/ Termosde | TCLE.pdf 26/09/2016 |Marilde Terezinha Aceito
Assentimento / 11:35:14 | Bordignon Luiz
Justificativa de
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Auséncia TCLE.pdf 26/09/2016 |Marilde Terezinha Aceito
11:35:14 | Bordignon Luiz

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.pdf 26/09/2016 |Marilde Terezinha Aceito
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APENDICE B - Ficha da analise descritiva quantitativa utilizada para a
analise sensorial dos vinhos espumantes brancos.

ANALISE DESCRITIVA QUANTITATIVA ESPUMANTES BRANCOS

Prove cuidadosamente a amostra e avalie a intensidade de cada atributo de acordo com a escala a baixo:

Nome:
Amostra: Amostra:
Aparéncia
Amarelo palha
| | |
| j I I
Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito
Amarelo dourado
I | |
I |
Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito
Aromas

Aroma de casca de pdo e pHo torrado
| | |

Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito

Aroma floral/flor de laranjeira
I | |

Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito

Aroma de frutas brancas
| | |

Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito

Aroma de frutas citricas
| | |

Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito

Aroma herbéceo
| | 1

Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito

Aroma de manteiga
| | 1

Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito

Aroma de mel

Pouco intenso Muito Pouco intenso Muito



Adstringente
|

Sensagdes gustativas
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Pouco intenso

Untuoso
|

Muito

Pouco intenso

Muito

Pouco intenso

Acido
|

Muito

Pouco intenso

Muito

Pouco intenso

Doce
|

Muito

Pouca intenso

Muito

Pouco intenso

Amargo
|

Muito

Pouca intenso

Muito

Pouco intenso

Alcoolico

Muito

Pouca intenso

Muito

Pouco intenso

Muito

Pouca intenso

Muito





