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ARCARI, Stefany Griitzmann. Caracterizacdo quimica de vinhos
fortificados produzidos em diferentes regioes do Brasil. 2010.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianépolis — SC.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar os vinhos fortificados
produzidos em diferentes regides do Brasil através da determinacdo dos
principais grupos de compostos quimicos, da razdo de isétopos estdveis
de carbono e da atividade antioxidante. Os compostos fendlicos nio
coloridos foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e um procedimento de extra¢do em fase sélida foi otimizado
para o pré-tratamento de amostra, utilizando a Metodologia de
Superficie de Resposta. Composicdo fendlica, cor e atividade
antioxidante foram determinadas por espectrofotometria, colorimetria e
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Eletroforese capilar foi
empregada para determinacdo de cations inorganicos, dcidos organicos e
actcares. Os minerais foram analisados por espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado, os dlcoois superiores por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama e a razdo de
isotopos estaveis de carbono por espectrometria de massa para razdes
isotopicas. A aplicacio da Metodologia de Superficie de Resposta
revelou que as condicdes ideais de extracdo em fase sélida de compostos
fendlicos foram 5 mL de amostra, 20 mL do solvente de eluicio e vazdo
de 0,06 mL s, apresentando bons resultados para a determinagdo de
dcido gélico, (+)catequina, 4cido cafeico, dcido p-cumdrico, &4cido
ferdlico e quercetina. As amostras de vinhos fortificados brancos e tintos
produzidos em diferentes regides do Brasil mostraram-se ativas no
seqliestro dos radicais DPPH e ABTS e na reducdo do ferro e, a
atividade antioxidante in vitro dos vinhos fortificados apresentou forte
correlagdo positiva com o conteido de polifendis totais, orfo-difendis,
ésteres tartdricos, flavondis, taninos totais, 4acido gdlico e trans-
resveratrol. Os vinhos fortificados produzidos na Regido da Serra
Gaticha apresentaram maior tonalidade de cor, maior atividade
antioxidante, maiores conteidos de catequina, quercetina, trans-
resveratrol, orto-difendis, flavondis, ésteres tartdricos, polifendis totais,
maior contedido de aluminio, ferro, cobre, chumbo, niquel, zinco,
cddmio, tdlio, potdssio, cdlcio, magnésio e sddio. Os vinhos fortificados
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produzidos no Planalto Catarinense apresentaram maior intensidade e
densidade de cor, maior conteddo de acido cafeico e de taninos totais,
menor relagdo glicose/ frutose, maior conteudo de dcido mélico e menor
contetdo de acido acético, razdo de isdtopos estaveis de carbono mais
negativa, maior contetido de dlcoois isoamilicos, isobutanol, cobalto e
manganés. Os vinhos da Regido Carbonifera apresentaram maior
luminosidade (> L*), menor conteido de acido succinico e de acido
acético, alto conteido de dcido madlico, razdo de isétopos estdveis de
carbono menos negativa e maior concentracdo de etanal. A amostra de
referéncia, produzida na regido do Douro, Portugal, apresentou menor
luminosidade, maior contetido de acido ferdlico, acido cumadrico,
compostos fendlicos ndo polimerizados e niquel. Os métodos analiticos
empregados mostraram-se eficientes e confidveis para a andlise de
amostras de vinhos fortificados e, a combinacdo dos resultados das
varidveis analiticas e de estatistica multivariada evidenciou as
caracteristicas das amostras de vinhos fortificados provenientes de
diferentes regides do Brasil.

Palavras-chave: vinhos fortificados; compostos fendlicos; agtcares;
dcidos organicos; minerais; dlcoois superiores; razdo de is6topos
estaveis de carbono; atividade antioxidante.
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ARCARI, Stefany Griitzmann. Chemical characterization of fortified
wines produced in different regions of Brazil. 2010. Dissertation
(Master’s in Food Science) — Universidade Federal de Santa Catarina,
Florian6polis — SC.

ABSTRACT

The objective of this study was characterize the fortified wines produced
in different regions of Brazil through the determination of the main
groups of chemical compounds, stable carbon isotope ratio and the
antioxidant activity. Non-coloured phenolic compounds were
determined to high performance liquid chromatography and a solid-
phase extraction procedute was optimized for pretreatment of sample,
using the Surface Response Methodology. Phenolic composition, colour
and antioxidant activity were determined by spectrophotometry,
colorimetry and high performance liquid chromatography. Capillary
electrophoresis was employed for the determination of inorganic
cations, organic acids and sugars. The minerals were analyzed by
inductively coupled plasma-mass spectrometry, the higher alcohols by
gaseous chromatography with flame ionization detector and the stable
carbon isotope ratio by isotope ratio mass spectrometer. Application of
the Surface Response Methodology revealed that the conditions for
solid-phase extraction to the phenolic compounds were 5 mL of sample,
20 mL of elution solvent and flow rate 0.06 mL s, with good results for
determination of gallic acid, (+)catechin, caffeic acid, p-coumaric acid,
ferulic acid and quercetin. Sample to white and red fortified wines
produced in different regions of Brazil showed to be active in the
scavenging of radicals DPPH and ABTS and on the reduction of iron,
and, the in vitro antioxidant activity of fortified wines showed a strong
positive correlation with the total polyphenol content, ortho-diphenols,
tartaric esters, flavonols, tannins, gallic acid and trans-resveratrol.
Fortified wines produced in the “Serra Gaucha” region showed greater
tonality, higher antioxidant activity, higher contents of catechin,
quercetin, trans-resveratrol, ortho-diphenols, flavonols, tartaric esters,
phenolic compounds, the highest content of aluminum, iron, copper,
lead, nickel, zinc, cadmium, thallium, potassium, calcium, magnesium
and sodium. Fortified wines produced in the “Planalto Catarinense”
region showed greater intensity and density of colour, the higher content
of caffeic acid and tannins, the lower glucose/ fructose ratio, high
content of malic acid and lower content of acetic acid, stable carbon
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isotope ratio more negative, the highest content of isoamyl alcohol,
isobutanol, coo balt and manganese. The wines of the “Carbonifera”
region had higher lightness (> L*), lower contents of succinic acid and
acetic acid, high content of malic acid, stable carbon isotope ratio less
negative and higher concentration of ethanal. The reference sample,
produced in the Douro, Portugal, showed a lower lightness, higher
content of ferulic acid, coumaric acid, non-polymerized phenolic
compounds and nickel. The analytical methods used were effective and
reliable for the analysis of samples of fortified wines and the combining
the results of analytical variables and multivariate analysis showed the
characteristics of samples of fortified wines from the different regions of
Brazil.

Keywords: fortified wines; phenolic compounds; sugars; organic acids;
minerals; higher alcohols; stable carbon isotope ratio; antioxidant
activity.
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INTRODUCAO

Os vinhos fortificados sdo produtos diferenciados devido a sua
longevidade, complexidade de sabores e aromas, caracteristicas de cor e
de dogura. Caracterizam-se por um processo de vinificagdo tipico que
inclui a etapa de fortificacdo, em que se procede a adicdo de dlcool
vinico com o objetivo de parar a fermentagdo alcodlica, proporcionando
ao produto final teor alcodlico préximo a 18 % e conservando a dogura
natural das uvas. Sdo vinhos que desafiam o paladar, pois pouco se
assemelham aos vinhos brancos e tintos secos € suaves, ou aos
espumantes, usualmente mais consumidos.

Apesar de ndo possuir tradi¢do para a produgdo de vinhos
fortificados, no Brasil jd existem produtos que sdo reconhecidos e
apreciados,  principalmente  por  apresentarem  caracteristicas
diferenciadas. Os vinhos fortificados brasileiros sdo, na grande maioria,
tintos, possuem mais de uma variedade de uva em sua composi¢do, t€ém
sua fermentacdo interrompida quando parte do agiicar se transformou
em dlcool, sendo fortificados com aguardente vinica preparada das
préprias uvas que entram em sua composi¢do e, geralmente sdo
maturados em carvalho. A produgdo de vinhos fortificados apresenta
maior expressao na Regido Sul do Brasil, com destaque para as Regides
vitivinicolas da Serra Gaidcha, Planalto Catarinense e Regido
Carbonifera.

Dos vinhos fortificados tradicionalmente produzidos nos paises
europeus, o de maior consumo no Brasil € o Vinho do Porto. Segundo
dados do IVDP - Instituto dos Vinhos do Douro e Porto (IVDP, 2010), o
Brasil importou 93.228 litros de Vinho do Porto durante o ano de 2009,
0 que representa um volume de negdcios da ordem de 4.162.470 Euros.
O Brasil estd classificado entre os principais mercados consumidores de
vinho do Porto, ocupando o décimo primeiro lugar em volume de
importagdo.

A tipicidade e a qualidade dos vinhos sdo determinadas pela
composicdo quimica e pelas caracteristicas sensoriais. Conhecendo-se a
composicdo quimica, comprova-se a qualidade, a estabilidade, bem
como a concentra¢do de componentes bdsicos, que refletem a tecnologia
de vinificagdo, possibilitando também a condi¢fo de tragar o perfil dos
vinhos de uma determinada regido. Diversos compostos interferem na
cor, aroma e sabor dos vinhos, dos quais os principais sdo 0s compostos
fendlicos, agicares, dcidos organicos, minerais e dlcoois superiores.
Além destes compostos, a razdo de isétopos estiaveis de carbono também
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interfere na caracterizacdo da tipicidade dos vinhos produzidos em
diferentes regides.

Os vinhos fortificados, bem como os demais tipos de vinhos, sdo
considerados itens de qualidade de vida, devido a importancia de seus
constituintes quimicos para a saide humana. Diversos estudos t€m
mostrado os beneficios destes compostos como agentes antioxidantes e
antiinflamatdrios, na prote¢do contra doencas cardiovasculares e cancer,
na reducdo da obesidade e na prevencdo do envelhecimento. Dos
compostos com propriedades antioxidantes destacam-se os compostos
fendlicos, presentes nas formas livres ou complexadas. Entre as
principais fontes destes compostos com atividade antioxidante
destacam-se os vinhos, principalmente tintos.

Diversos estudos foram realizados sobre a composicdo quimica e
atividade antioxidante de vinhos fortificados produzidos em diversos
paises, porém, pesquisas sobre os vinhos fortificados produzidos no
Brasil sdo inexistentes. Tendo em vista que a composi¢do quimica dos
vinhos € influenciada por diversos fatores relacionados a regido de
producdo e as tecnologias de vinificacdo empregadas, o presente
trabalho teve por objetivo caracterizar os vinhos fortificados produzidos
em diferentes regides do Brasil segundo a sua composi¢do quimica. O
Vinho do Porto, oriundo da Regido do Douro — Portugal, foi apontado
como referencial para a realiza¢do deste estudo, por apresentar processo
de elaboracdo semelhante aos vinhos brasileiros e, por ser o vinho
fortificado tradicionalmente mais consumido no pais.

O Capitulo 1 apresenta uma breve revisao bibliogrifica sobre os
vinhos fortificados, as tradicionais regides de produgdo e os principais
vinhos fortificados produzidos em todo o mundo, as principais regides
vitivinicolas brasileiras, os principais grupos de compostos quimicos
presentes no vinho, a razdo isotdpica e, a atividade antioxidante.

Os Capitulos foram elaborados no formato de artigos cientificos e
sdo apresentados da seguinte forma:

Capitulo 2 — Otimizagao da extracdo em fase sélida de compostos
fendlicos nédo coloridos de vinhos fortificados utilizando a metodologia
de superficie resposta - Neste capitulo um procedimento de extragdo em
fase solida foi otimizado para o pré-tratamento de amostras de vinhos
fortificados para posterior andlise por CLAE-UV-Vis. As andlises
cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica de
Alimentos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
UFSC.

Capitulo 3 — Composi¢ao fendlica, cor e atividade antioxidante de
vinhos fortificados produzidos em diferentes regides brasileiras - Neste
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capitulo foram realizadas andlises fisico-quimicas e determinacdes de
composicdo fendlica, cor e atividade antioxidante de doze amostras de
vinhos fortificados brasileiros. As andlises fisico-quimicas foram
executadas no Laboratério de Andlise de Bebidas da Estagfo
Experimental da Epagri de Videira. Composi¢do fendlica, cor e
atividade antioxidante foram analisadas nos laboratérios do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFSC.

Capitulo 4 — Determinacdo de cétions inorganicos, dacidos
organicos e aglcares em vinhos fortificados por eletroforese capilar -
Neste capitulo foram determinadas as concentragdes de cations
inorgénicos, 4cidos orginicos e acticares em vinhos fortificados
brasileiros. As andlises foram realizadas no Laboratério de Eletroforese
Capilar do Departamento de Quimica da UFSC.

Capitulo 5 - Composi¢do de minerais, dlcoois superiores e
is6topos estdveis de carbono de vinhos fortificados produzidos em
diferentes regides do Brasil - Neste capitulo foram determinadas as
concentra¢des de elementos minerais, dlcoois superiores e etanal e, foi
enumerada a razdo de isétopos estdveis de carbono em amostras de
vinhos fortificados brasileiros. As andlises de minerais foram realizadas
no Laboratério de Andlises de Elementos Traco e Laboratério de
Eletroforese Capilar, ambos do Departamento de Quimica da UFSC. Os
dlcoois superiores foram determinados no Laboratério de Andlise de
Bebidas da Estagdo Experimental da Epagri de Videira. A razdo de
isdtopos estaveis de carbono foi determinada no Laboratério de
Referéncia em Enologia — LAREN, situado junto a sede da Divisdo de
Enologia do Departamento de Producdo Vegetal, da Secretaria Estadual
da Agricultura, Pecudria, Pesca e Agronegécio do Rio Grande do Sul,
em Caxias do Sul.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
1 VINHOS FORTIFICADOS

Os vinhos fortificados caracterizam-se por um processo de
vinificagdo tipico que inclui a etapa de fortificacdo, ou adi¢do de alcool
vinico (contendo 95% de etanol v/v), com o objetivo de interromper a
fermentacdo alcodlica, proporcionando ao produto final teor alcodlico
préximo a 18% (v/v) e, de conservar a dogura natural das uvas (HO;
HOGG; SILVA, 1999; CAMARA; ALVES; MARQUES, 2006a;
CAMPO et al., 2006). Estes vinhos incluem produtos tdo diversos
quanto os tradicionais vinhos fortificados: Vinho do Porto e Vinho
Madeira (Portugal), Xerez (Espanha) e Sauternes (Franga) e vdrios
outros produtos da Australia, Africa do Sul ou Estados Unidos, que sdo
produzidos de modo semelhante aos produtos europeus citados (HO;
HOGG; SILVA, 1999).

O processo de vinificacdo dos vinhos fortificados inicia com a
colheita e esmagamento das uvas, seguido de fermentacio do mosto.
Quando o contetdo de acicar do mosto € de aproximadamente 90 a 100
g L, dlcool vinico é adicionado para interromper o processo de
fermentacdo. Para produgdo de vinhos tintos fortificados, a etapa de
fermentacdo ocorre na presenga das cascas das uvas (maceracdo),
enquanto os vinhos brancos fortificados, em sua maioria, sio
fermentados na auséncia das cascas. Ap0s a fortificagao e estabilizagdo,
o vinho fortificado € entdo transferido para barris de carvalho, onde é
maturado durante alguns meses (BRAVO et al., 2006).

Os processos de maturacdo e de envelhecimento, que ocorrem
respectivamente nos barris de carvalho e nas garrafas, conferem
importantes caracteristicas aos vinhos fortificados, contribuindo para a
composi¢cdo quimica e caracteristicas sensoriais finais (HO; HOGG;
SILVA, 1999). Devido ao elevado contetido de etanol, as leveduras nao
estdo envolvidas nos processos de maturacdo e envelhecimento dos
vinhos fortificados (CAMARA, ALVES, MARQUES, 2006b). O aroma
“madeirizado” tipico dos vinhos doces fortificados, maturados sob
condi¢des de oxidacdo, € desenvolvido nestas etapas. A presenca de
oxigénio determina a ocorréncia de reagdes de oxidacdo em que
antocianinas, flavondides e ésteres tartaricos dos dacidos
hidroxicindmicos, bem como os compostos fendlicos extraidos da
madeira estao envolvidos (CAMARA, ALVES, MARQUES, 2006 b). A
oxida¢do de compostos fendlicos e a extracdo de compostos voldteis da
madeira para os vinhos s@o consideradas etapas indispensdveis para o
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desenvolvimento dos aromas e sabores dos vinhos doces fortificados
(RUDNITSKAYA et al., 2010).

1.1 VINHOS FORTIFICADOS BRASILEIROS

Segundo a legislacdo brasileira, vinho licoroso é o vinho com teor
alcodlico de 14% (catorze por cento) a 18% (dezoito por cento) em
volume, sendo permitido, na sua elaboracdo, o uso de dlcool etilico
potdvel de origem agricola, mosto concentrado, caramelo, mistela
simples, sacarose e caramelo de uva (BRASIL, 2004). Os vinhos
licorosos sao internacionalmente subdivididos em duas classes, os
vinhos doces naturais, em que o agucar residual provém da prépria fruta
e, os vinhos doces fortificados, em que a fermentacdo € interrompida
antes de todo o agticar ser transformado em élcool pela fortificacdo com
alcool vinico (ROSA, 2008).

Os vinhos doces fortificados brasileiros sdo, em grande maioria,
tintos e preparados de modo muito semelhante aos vinhos fortificados
portugueses, pois levam mais de uma variedade de uva em sua
composicdo, t€m sua fermenta¢do interrompida quando nem todo o
actcar se transformou em dlcool, sdo fortificados com dlcool vinico
preparado das proprias variedades de uvas que entram em sua
composi¢do e em geral, sdo envelhecidos em carvalho (ROSA, 2008).

No Brasil, os vinhos fortificados sdo produzidos principalmente
com as variedades de uva branca Moscato e com as tintas Cabernet
Sauvignon e Merlot (ROSA, 2008). Mesmo sem tradi¢do de produzir
vinhos doces fortificados € com mercado ainda restrito, as vinicolas
brasileiras iniciaram a producdo destes vinhos que, por apresentarem
caracteristicas diferenciadas, vem sendo apreciados pelo consumidor
brasileiro.

1.2 VINHO DO PORTO

O processo de vinificagdo do Vinho do Porto inclui a interrupgéo
do processo de fermentacdo do mosto por adi¢do de dlcool vinico,
produzindo uma vasta gama de graus de docura — muito doce, doce,
meio-seco ou extra-seco — dependendo do momento em que o dlcool
vinico é adicionado para interromper a fermentacdo (ESTEVES et al.,
2004).

O Vinho do Porto € elaborado com diversas variedades de uvas,
das quais se destacam as uvas tintas Touriga Nacional, Tinta Roriz,
Tinta Barroca, Touriga Francesa, Tinta Ciao, Bastardo, Donzelinho,
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Tinta Francisca e Mourisco Tinto e, as uvas brancas Viosinho,
Donzelinho Branco, Esgana-Cao, Folgazdo, Malvasia Corada, Malvasia
Fina, Rabigato e Gouveio (ESTEVES et al., 2004).

O método tradicional, ainda hoje praticado em algumas vinicolas,
consiste em desengacar as uvas, depois colocd-las em lagares
(recipientes abertos de pedra com altura mdxima de 60 cm), onde sdo
esmagadas. Esta operacdo é tradicionalmente feita por homens e pode
ser executada por modelos mecanicos que simulam a pisa com os pés. O
mosto em fermentacdo fica em repouso durante algumas horas e €
novamente esmagado até o momento em que é separado das partes
sOlidas e fermenta nos lagares de 24 a 36 horas (IVDP, 2010). Quando o
volume de dlcool atinge 9% em volume, o 4lcool vinico é adicionado. A
quantidade de dlcool acrescentada corresponde a 25% do volume do
vinho, o que eleva o nivel de dlcool do Vinho do Porto a
aproximadamente 18% (v/v), interrompendo a atividade fermentativa
das leveduras. O agticar ndo convertido em dlcool permanece no vinho
(GARCIA-VIGUERA et al., 1997).

A adicdo de dlcool vinico confere ao vinho caracteristicas
sensoriais mais complexas e melhora a estabilidade quimico-enoldgica.
E determinante se fazer uma escolha criteriosa do tipo de dlcool vinico
aplicado na fortificagdo, pois a sua composi¢do quimica e o seu
potencial aromdtico sdo fundamentais para a obten¢do de um vinho
fortificado de alta qualidade. O Instituto dos Vinhos do Douro e Porto
(IVDP) aplica metodologias rigorosas de controle a todos os lotes de
dlcool vinico que serdo utilizados na produ¢do do Vinho do Porto. O
controle qualitativo é realizado através de andlises fisico-quimicas e
sensoriais (IVDP, 2010).

Depois das primeiras trasfegas os vinhos sdo classificados
segundo sua qualidade sensorial. Os melhores lotes de vinhos
produzidos em um ano excepcional recebem a declaracdo Vintage.
Contudo, a maior parte dos vinhos € utilizada para a elaboracdo de
blends de caracteristicas particulares e obedecem a padrdes de qualidade
pré-estabelecidos (IVDP, 2010).

O Vinho do Porto é envelhecido em carvalho por periodos que
variam de dois anos até muitas décadas. Os diferentes tempos de
envelhecimento aumentam a diversidade de estilos de Porto, cada qual
com caracteristicas distintas de sabor, aroma ¢ cor (CRISTOVAM;
PATERSON; PIGGOTT, 2000).

Para o Porto Vintage e o LBV (Porto Late Bottled Vintage) a
maturacio € efetuada em carvalho portugués. Com o envelhecimento
nas garrafas, o vinho melhora consideravelmente as suas caracteristicas
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em virtude de se operar um desenvolvimento dos aromas e sabores a um
baixo potencial de oxiredugdo (IVDP, 2010).

2 TRADICIONAIS REGIOES DE PRODUCAO DE VINHOS
FORTIFICADOS

2.1 REGIAO DO DOURO - PORTUGAL

Situada no nordeste de Portugal, na bacia hidrogrifica do Douro,
a Regido do Douro estende-se por uma &drea de aproximadamente
250.000 ha, dividida em trés sub-regides: Baixo Corgo, Cima Corgo e
Douro Superior. Protegida dos fortes ventos do Oceano Atlantico pelas
serras do Mardo e Montemuro, a Regido do Douro apresenta solos de
xisto e calcdrio, com riqueza de potdssio, mas pobres em matéria
organica. No inverno o clima € muito frio, com ventos fortes e, no
verdo, muito quente. As uvas sdo cultivadas em encostas recortadas
como grandes patamares e sustentadas por muros. As videiras
localizam-se em altitudes que variam de 40 a 700 metros (IVDP, 2010).

Uma grande colecdo de variedades de uvas é encontrada na
Regido do Douro e, é a combinacdo dos vinhos origindrios dessas
variedades que dd origem ao Vinho do Porto. A viticultura se
desenvolve em condi¢des rudes e as formas de conducdo dos vinhedos
sdo a solugdo encontrada para ajustar a influéncia do clima e do solo as
necessidades da planta e aos objetivos de produgdo (IVDP, 2010).

Os vinhos fortificados produzidos na Regido Demarcada do
Douro apresentam certificado de Denominagdo de Origem Controlada
(DOC), cujo objetivo é o controle da producdo e comercializagdo dos
vinhos da regido. A regido vitivinicola do Douro foi demarcada e
regulamentada hd mais de dois séculos, sendo a DOC mais antiga do
mundo (IVDP, 2010).

2.2 ILHA DA MADEIRA - PORTUGAL

A Tlha da Madeira apresenta solo rico em materiais vulcanicos e
compostos calcdrios e, montanhas cercadas de nuvens permanentes que
atingem altitudes proximas a 2 mil metros (CAMARA; ALVES;
MARQUES, 2006a).

O vinho fortificado Madeira, produzido nesta regido destaca-se
quanto ao processo de vinificagdo em que o dlcool vinico pode ser
acrescentado durante ou apds a fermentacdo e, quanto mais tarde isso
acontecer mais seca serd a bebida resultante. Apds a fortificagdo, o



34

vinho passa por um processo de estufagem, que consiste na maturacdo
dos vinhos em barris de carvalho em salas com temperaturas entre 40 e
46 °C, por aproximadamente trés meses (RUDNITSKAYA et al., 2010).

2.3 REGIAO DE SETUBAL - PORTUGAL

A Denominac¢do de Origem de Setdbal, criada em 1907, € uma
das mais antigas e destacadas regides viticolas portuguesas. A produgdo
de vinhos doces fortificados é expressiva, principalmente a partir da
variedade de uva branca Moscatel de Alexandria. O Moscatel de Setibal
tem graduacdo alcodlica entre 18 e 20 % (v/v), cor topdzio e aromas
caracteristicos (BRAVO et al., 2006).

Durante o processo de vinificagdo o dlcool vinico € adicionado
para interromper o processo de fermentacdo (BRAVO et al., 2008). As
sementes e cascas das uvas brancas Moscato ficam em contato com o
vinho durante meses, para maior extracdo de compostos fendlicos e
aromas. O vinho é separado do bagaco por prensagem e posteriormente
¢ transferido para barris de carvalho onde permanece durante 24 meses
(BRAVO et al., 2006).

2.4 REGIAO DE TOKAY — HUNGRIA

A drea viticola de Tokay estd localizada no nordeste da Hungria
na 4rea agroecoldgica de montanhas de Tokay/ Zemplén, a uma altitude
média de 500 metros. O clima € de caréter continental, com veroes
levemente ensolarados e outonos chuvosos e nublados. Esta drea possui
solos consideravelmente diversificados, com predominancia de rochas
de origem vulcanica. Na regido viticola de Tokay sdo produzidos
exclusivamente vinhos brancos, particularmente de variedades de uvas
adequadas a producdo de vinho onde sdo selecionadas aquelas com
podriddo nobre ou aszii (MURANYI; KOACS, 2000). O Botrytis
cinerea se desenvolve nas bagas sobrematuradas, em condicdes
climdticas especificas, com a alternancia de manhds dmidas e tardes
ensolaradas (SARRAZIN; DUBOURDIEU; DARRIET, 2007).

A atividade fisiolégica do Botrytis cinerea conduz a alteracdes
significativas na composi¢c@o das bagas botritizadas, as paredes celulares
das cascas sdo degradadas, a glicose é oxidada produzindo glicerol e,
sdo produzidos 4dcidos organicos como dcido acético, citrico e
glucdnico. Simultaneamente, durante as tardes ensolaradas, as uvas sdo
desidratadas, concentrando os agucares e compostos fendlicos. Portanto,
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a composi¢do das uvas botritizadas ndo se deve apenas ao metabolismo
do Botrytis cinerea, mas também a desidratacio (SARRAZIN;
DUBOURDIEU; DARRIET, 2007).

O método de elaboragdo dos vinhos fortificados Tokay inicia
com a colheita das uvas botritizadas baga por baga. As bagas aszi sao
incorporadas ao mosto em fermentacdo e, prensadas apds maceragdo de
um a trés dias. A etapa de fermentacdo se estende por varios meses. O
nimero de cestos (puttonyos) de bagas aszii adicionados ao volume de
136 litros de vinho fortificado determina a concentragdo e a qualidade
do vinho: 3, 4, 5, 6 puttonyos. Os vinhos aszi sdo maturados em barris
de carvalho por muitos anos (MIKLOSY; KERENYT, 2004).

2.5 REGIAO DE XEREZ — ESPANHA

Situada na provincia de Cddiz, na extremidade sudoeste da
Andaluzia, no Sul da Espanha, diante do Atlantico, a Regido de Xerez
ocupa o centro de um tridngulo formado por trés cidades, ao norte de
Cadiz: Jerez de la Frontera, Sanlicar de Barrameda e Puerto de Santa
Maria (BENITEZ et al., 2002).

O clima, geralmente quente, pode se tornar muito quente e muito
seco durante o verdo. O solo calcdrio ¢ denominado albariza. A
associa¢do desse solo, ideal para a producdo de uvas brancas, com o
clima quente, oferece excelentes condi¢cdes para a cultura da videira,
com destaque para as variedades Palomino, responsavel por 90% da
producgdo da regido, a Pedro Ximénez e a Moscato (PANEQUE et al.,
2010).

Quando maduras, as uvas sdo colhidas e, ainda em cachos, sdo
espalhadas sobre tapetes e expostas ao sol antes da prensagem. Os
cachos sdo virados regularmente e cobertos durante a noite para evitar
os efeitos adversos da alta umidade do ar. As uvas atingem um nivel de
agticar de aproximadamente 300 g L' e sdo esmagadas. Depois disso, o
mosto com alto conteido de acticares € fermentado e fortificado com
dlcool vinico (HERNANDEZ et al., 2006; MARQUEZ et al., 2008).
Quando a fermentacdo termina, o vinho € transferido para barris de 500
litros que ndo sdo completamente preenchidos. Enquanto os vinhos
maturam nas adegas, um biofilme de leveduras ou “flor” (Sacharomyces
beticus) aparece na superficie do vinho, protegendo-o contra a oxidagéo
em contato com o ar (BENiTEZ, 2002; MUNOZ et al., 2007).

O sistema de envelhecimento € muito tradicional e é conhecido
como “envelhecimento na solera” (Figura 1.1). A solera consiste de
filas de barris de carvalho americano, empilhadas uma apds a outra, com
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os barris dispostos a uma distancia que facilite a progressiva mistura das
fragdes dos vinhos; cada nivel é uma fila de um sistema cuja numeracgao
é efetuada de baixo para cima, de modo que a primeira fila é de
descanso dos barris no chdo da adega. O vinho novo € introduzido no
sistema de solera no topo da fila, nas numera¢des mais altas. A cada
quatro meses ou mais, os barris de cada fila sdo parcialmente
esvaziados, com uma proporcao do seu conteudo sendo adicionada a fila
imediatamente inferior. Por sua vez, os barris das fileiras imediatamente
acima sdo preenchidos com vinhos mais jovens. O vinho envelhecido
que sera engarrafado é retirado da fila no primeiro nivel da solera
(MARQUEZ et al., 2008; VILLAMIEL; POLO; MORENO-ARRIBAS,
2008).

Uvas selecionadas

Fermentagao alcodlica

L 3

Vinho jovem

Fortificacao

-

Sobretablas

“Sistema de soleras”

3% criadera

2% criadera
. @ Solera

1% criadera

Vinho Xerez Comercial

Figura 1.1 Etapas da elaboracio de vinho fortificado Xerez
(VILLAMIEL; POLO; MORENO-ARRIBAS, 2008).
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2.6 REGIAO DE SAUTERNES - FRANCA

O vinho fortificado Sauternes, procedente da regido de Sauternes,
situada ao sul de Graves, na regido de Bordeaux, Franca, é considerado
um dos melhores vinhos brancos licorosos do mundo. As variedades
utilizadas na sua produ¢do sdo Sauvignon Blanc, Sémillon e Muscadelle
(BAILLY et al., 20006).

A Regido de Sauternes apresenta condi¢cdes climdticas que
garantem a dogura e sobrematuracdo das uvas para a elaboragdo de
vinhos fortificados de qualidade. O clima favorece o surgimento e a
acdo do Botrytis cinerea, que age descolorindo as bagas, enrugando-as e
concentrando seu contetido de agticares, 4cidos e glicerol (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a).

A selecdo das bagas sobrematuradas e botritizadas no momento
da colheita € o fator determinante da qualidade e da tipicidade do vinho
fortificado Sauternes. Em algumas safras o Botrytis cinerea ¢ muito
limitado e tardio. Se a uva € colhida muito madura e saudavel, obtém-se
um vinho rico e suave, mas sem os aromas especificos e complexos
conferidos pela a¢do do Botrytis cinerea (JACKSON, 2008). O processo
de vinificacdo do Sauternes inclui a fortificacdo, maturagdo por seis
meses em carvalho francés e envelhecimento em garrafa por dezoito
meses (BAILLY et al., 2006).

2.7 REGIAO DA SICILIA — ITALIA

O vinho fortificado Marsala foi o primeiro vinho italiano que
recebeu Denominagdo de Origem Controlada (DOC), reconhecida em
1969. Ele é exclusivamente produzido na provincia de Trapani, nos
arredores da cidade portudria de Marsala, no oeste da Sicilia e é
caracterizado por uma proporcdo de contetido alcodlico proximo a 18 %
(v/v) (LA TORRE et al., 2008).

Todas as uvas utilizadas na elaboracdo do vinho fortificado
Marsala sdo produzidas na regido leste da Sicilia, particularmente quente
e ensolarada (DUGO et al., 2005). O processo de vinificagdo inclui a
fermentacdo do mosto e posterior adi¢do de uma pequena propor¢do de
agente edulcorante denominado mistela, que consiste na combinagéo de
uvas sobrematuradas e alcool vinico (DUGO et al., 2005).

Os vinhos fortificados Marsala sdo classificados de acordo com o
conteddo de actcar e o tempo de envelhecimento. Os vinhos Marsala
mais doces sdo denominados “Dolce” (agicares totais > 100 g L™), os
mais secos “Secco” (agticares totais < 40 g L), e “Semi-secco”
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(agucares totais de 40 a 100 g L™"). De acordo com o tempo de
envelhecimento sdo denominados “Fine” (> 1 ano de envelhecimento,
17% alcool), “Superiore” (> 2 anos de envelhecimento, 18% é&lcool),
“Superiore-Riserva” (> 4 anos de envelhecimento, 18% dlcool),
“Vergine” (> 5 anos de envelhecimento) e “Stravecchio” (> 10 anos de
envelhecimento). “Vergine” e “Stravecchio” sdo fortificados apenas
com alcool vinico (DUGO et al., 2005; LA TORRE et al., 2008).

3 REGIOES VITIVINICOLAS BRASILEIRAS

Dados histéricos revelam que a videira foi introduzida no Brasil
pelos colonizadores portugueses em 1532, através de Martin Afonso de
Souza, na entdo Capitania de Sao Vicente, hoje Estado de Sdo Paulo. A
partir deste ponto e através de introducdes posteriores, a viticultura
expandiu-se para outras regides do Paifs, sempre com cultivares de Vitis
vinifera procedentes de Portugal e Espanha. A viticultura tornou-se
atividade comercial a partir do inicio do século XX, por iniciativa dos
imigrantes italianos estabelecidos no sul do pais a partir de 1875
(IBRAVIN, 2008; PROTAS; CAMARGO; MELO, 2008). No Estado do
Rio Grande do Sul, foi incentivado o cultivo de castas viniferas através
de estimulos governamentais. Nesse periodo a atividade vitivinicola
expandiu-se para outras regides do sul e sudeste do Pais, sempre em
zonas com periodo hibernal definido e com o predominio de cultivares
americanas e hibridas. Entretanto, na década de 70, com a chegada de
algumas empresas multinacionais nas regides da Serra Gaticha e da
Fronteira Oeste (municipio de Santana do Livramento), verificou-se um
incremento significativo da drea de parreirais com cultivares Vitis.
vinifera (PROTAS; CAMARGO; MELO, 2008).

A viticultura tropical brasileira foi efetivamente desenvolvida a
partir da década de 1960, com o plantio de vinhedos comerciais de uva
de mesa na regifo do vale do Rio Sdo Francisco, no nordeste semi-drido
brasileiro. Nos anos 70 surgiu o pdlo viticola do norte do Estado do
Parand e na década de 1980 desenvolveram-se as regides do noroeste do
Estado de Sdo Paulo e do norte de Minas Gerais, todas voltadas a
producdo de uvas finas para consumo in natura. Iniciativas mais
recentes de desenvolvimento da atividade vitivinicola estdo sendo
verificadas nas regides Centro-Oeste, nos Estados do Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Goids, e Nordeste, nos Estados da Bahia e Ceara
(PROTAS; CAMARGO; MELO, 2008).

A viticultura, no Brasil, ocupa uma 4rea de, aproximadamente, 77
mil hectares, com vinhedos estabelecidos desde o extremo sul do Pais,
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em latitude de 30° 56’ 15°’S, até regides situadas muito préximas a
Linha do Equador, em latitude de 5° 11° 15’S. Em funcdo da
diversidade ambiental, existem podlos com viticultura caracteristica de
regides temperadas, com um periodo de repouso hibernal; pélos em
dreas subtropicais, onde a videira é cultivada com dois ciclos anuais,
definidos em fun¢do de um periodo de temperaturas mais baixas, no
qual hé risco de geadas; e, pdlos de viticultura tropical, onde € possivel a
realizacdo de podas sucessivas, com a realizacdo de dois e meio a trés
ciclos vegetativos por ano. A producdo de uvas é da ordem de 1,2
milhdes de toneladas/ano. Deste volume, cerca de 45 % é destinado ao
processamento, para a elaboracdo de vinhos, sucos e outros derivados, e
55 % comercializado como uvas de mesa (IBRAVIN, 2008). Dentre as
multiplas variedades de uvas cultivadas no Brasil, as de Vitis vinifera
sdo consideradas de alta qualidade, mas muito sensiveis as doencgas
fingicas (CAMARGO, 2003).

Do total de produtos industrializados, 77 % sdo vinhos de mesa e
9 % sao sucos de uva, ambos elaborados a partir de uvas de origem
americana, especialmente cultivares de Vitis labrusca, Vitis bourquina e
hibridos diversos. Cerca de 13 % sdo vinhos finos, elaborados com
castas de Vitis vinifera; o restante dos produtos industrializados, 1 % do
total, sdo outros derivados da uva e do vinho (IBRAVIN, 2008).

No Estado do Rio Grande do Sul, a principal regido produtora € a
da Serra Gaicha, cujas coordenadas geograficas e indicadores
climéticos médios sdo latitude 29° S, longitude 51° O, altitude 600-800
metros, precipitacdo 1.700 mm distribuidos ao longo do ano,
temperatura média de 17,2 °C e umidade relativa do ar 76 %. A regido
nordeste do Estado do Rio Grande do Sul € a maior regido vinicola do
Pais (PROTAS; CAMARGO; MELO, 2008). Ainda no Rio Grande do
Sul, na regido da Campanha Central, que tem como principal pdlo
produtor o municipio de Santana do Livramento, encontra-se um pdlo
viticola implantado e consolidado hd mais de 20 anos. As uvas
produzidas neste p6lo representam cerca de 15 % da producio de uvas
viniferas do Estado. Nos ultimos anos, um novo pélo viticola comeca a
surgir com investimentos na implantacdo de vinhedos de Vitis vinifera,
destacando-se os municipios de Bagé e Candiota, na regido da
Campanha Meridional e Pinheiro Machado e Encruzilhada do Sul, na
regidao da Serra do Sudeste. Além destes, a viticultura estd sendo
implantada em outros municipios ndo tradicionais como alternativa de
diversificacdo de pequenas propriedades, principalmente na regido do
Alto Uruguai do Rio Grande do Sul (PROTAS; CAMARGO; MELO,
2008). No ano de 2009, foram elaborados 341,82 milhdes de litros de
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vinhos e derivados no Estado do Rio Grande do Sul, dos quais 39,90
milhdes de litros sdo de vinhos viniferas e 205,42 milhdes de litros sdo
de vinho de mesa (IBRAVIN, 2010).

Em Santa Catarina, a vitivinicultura apresenta expressio
econdmica principalmente na regido do Vale do Rio do Peixe, com
latitude 27° S, longitude 51° O, altitude 600-800 metros. Esta regido
apresenta como indicadores climdticos médios uma precipitagdo de
1.800 mm ao ano, temperatura média de 17,1 °C e umidade relativa do
ar de 80 %. Santa Catarina € o quarto Estado em 4rea plantada com uvas
no Brasil, mas fica em sexto lugar no que se refere a producdo de uvas.
Ainda assim, € o segundo Estado produtor de vinhos, demonstrando sua
vocagdo para a vitivinicultura (CORDEIRO, 2006). Santa Catarina
apresenta trés regides vitivinicolas definidas a partir de sua formagéo: a
regido tradicional (Vale do Rio do Peixe, no oeste catarinense e Regido
Carbonifera no sul do Estado), a nova regido (municipios de Nova
Trento, no Vale do Rio Tijucas, Rodeio, no Vale do Rio Itajai e
Chapec6, no oeste catarinense) e, a regido super-nova ou de altitude
(Planalto Catarinense, incluindo os municipios de Sdo Joaquim, Bom
Retiro e Urubici) (BRDE, 2005).

Em Santa Catarina, a vitivinicultura € uma exploracio agricola
tradicional ligada a sécio-economia de regides de origem italiana,
principalmente do Vale do Rio do Peixe e de Urussanga. Na viticultura
Catarinense predomina o cultivo de variedades americanas (Vitis
labrusca) e hibridas sendo que, 75 % do volume da producdo de uvas é
destinado a vinificacdo (ROSIER; LOSSO, 1997). Atualmente, o Estado
vem se destacando na producdo de uvas viniferas (Vitis vinifera) para a
producdo de vinhos finos. Algumas dreas com condi¢des climaticas
diferenciadas, como clima ameno associado a elevada altitude,
produzem matéria-prima para a fabricacdo de vinhos distintos, com
intensa coloracdo, definicdo aromdtica e equilibrio gustativo. Dentre
essas dreas podemos citar Sdo Joaquim, Agua Doce, Iomeré, Tangard,
Bom Retiro e Campos Novos (ROSIER, 2003).

A Regido do Planalto Catarinense caracteriza-se pelo clima frio,
umido e por noites frias (TONIETTO; CARBONNEAU, 2004). A
temperatura média anual é de 13 °C e a média histérica de precipitagdo,
registrada entre 1956 e 2003, estd entre 1300 a 1900 mm (BRIGHENTI;
TONIETTO, 2004). A Regido Carbonifera, com altitude média de 50 m,
apresenta temperatura média anual de 19,4 °C, precipitacio
pluviométrica anual de 1.619 mm e 1.883 horas anuais de sol
(TONIETTO; MANDELLI, 2003). E classificada como regiio quente/
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temperado quente, segundo o Sistema de Classificacdio Climatica
Multicritério Geoviticola (BONA-SARTOR, 2009).

Os dados de localizacdo geogrifica e indices climdticos
geoviticolas das regides da Serra Gatcha, Planalto Catarinense e Regido
Carbonifera sdo apresentados na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 Localizacdo geogréfica e indices climaticos geoviticolas das
regides da Serra Gatcha, Planalto Catarinense e Regido Carbonifera.

Serra Gaticha Planalto Regiao
Catarinense Carbonifera

Latitude 29°09°S 28°17°S 28°28’S
Longitude 51°32’S 49°55°S 49°11°S
Altitude Média 640 m 1415 m 50 m
Indice Temperado Frio Quente/
Heliotérmico Quente Temperado quente
Indice de Frio Noites Noites Frias -
Noturno Temperadas
Indice de Seca Umido Umido -

Fonte: BRIGHENTIL, TONIETTO, 2004; EMBRAPA UVA E VINHO;
UFRGS; FEPAGRO, 2004; TONIETTO; CARBONNEAU, 2004; BONA-
SARTOR, 2009

No Estado de Sdo Paulo, destacam-se dois pdlos viticolas, sendo
um na regido noroeste, com destaque para o municipio de Jales, e outro
na regido leste, nos municipios de Campinas, Itapetininga e Sorocaba.
No Estado de Minas Gerais também se destacam dois pdlos produtores,
um ao sul, composto pelos municipios de Caldas, Andradas e Santa Rita
de Caldas e outro ao norte, no municipio de Pirapora. A regido do Vale
do Sdo Francisco, situada no trépico semi-arido brasileiro, é a principal
regido viticola tropical do Brasil e possui cerca de 8.000 hectares de
vinhedos distribuidos nos Estados de Pernambuco e Bahia (PROTAS;
CAMARGO; MELO, 2008).

O Brasil vem desenvolvendo uma capacidade excepcional para a
producio de vinhos de qualidade. Atualmente o Pais é considerado uma
das melhores regides no mundo para o cultivo de uvas destinadas a
producdo de vinhos espumantes. O Brasil exporta vinhos para vinte e
dois paises, dos quais se destacam Estados Unidos, Alemanha, Inglaterra
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e Republica Tcheca (IBRAVIN, 2008). A producdo de vinhos doces
fortificados apresenta maior expressdo na Regido Sul do Brasil, com
destaque para as Regides vitivinicolas da Serra Gatcha, Planalto
Catarinense e Regido Carbonifera.

4 COMPOSICAO QUIMICA DO VINHO

O vinho é um meio aquoso composto por moléculas de actcares,
dlcoois, polissacarideos, elementos minerais, dcidos organicos,
compostos fendlicos, compostos nitrogenados, vitaminas, lipideos e
substincias aromdticas. A composi¢do do vinho torna-se mais complexa
devido principalmente a fermenta¢do, que modifica a composi¢ao do
mosto, pelo consumo dos acticares e a formagdo de etanol e outros
produtos secundérios (FLANZY, 2000).

A composi¢do quimica é um importante aspecto de qualidade dos
vinhos, além de ser um parimetro utilizado para a caracterizacdo de
diferentes vinhos e regides vitivinicolas (CLIFF; KING; SCHLOSSER,
2007). Os principais componentes quimicos que contribuem para a
caracterizagdo dos vinhos de diferentes regides sdo os compostos
fendlicos, actcares, dcidos orgénicos, elementos minerais e aromas.

4.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secunddrios das plantas
que se encontram largamente distribuidos na natureza e constituem um
grupo muito diversificado de fitoquimicos derivados da fenilalanina e
tirosina. Englobam desde moléculas muito simples até moléculas com
alto grau de polimerizacdo. Estdo presentes nos vegetais na forma livre
ou ligados a agucares e proteinas e, sdo essenciais para o crescimento e
reproducdo das mesmas. Estes compostos se formam em condi¢des de
estresse, como infeccdes, ferimentos, radiacdes UV, entre outras
(BRAVO, 1998; LEIGHTON; URQUIAGA, 1999).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como
substincias que possuem anel aromdtico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE et al., 2005). Estao
incluidos na categoria de neutralizadores de radicais livres, sendo muito
eficientes na prevengdo da autoxidagdo (ANGELO; JORGE, 2007). A
atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende da sua
estrutura, particularmente do nimero e posi¢cdo dos grupos hidroxila e
da natureza das substituicdes nos anéis aromaticos. Existem cerca de
oito mil compostos fendlicos, que de acordo com sua estrutura quimica



43

sdo divididos em classes: acidos fendlicos, flavondides, estilbenos e
taninos. Dentre as classes de compostos fendlicos presentes em plantas e
reconhecidos como componentes da dieta estdo principalmente os
flavondides e os acidos fendlicos (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006). Em alimentos, estes compostos sdo responsdveis
pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (ANGELO;
JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos sdo abundantemente produzidos pela
videira e sdo encontrados principalmente nas cascas e sementes da uva,
das quais s@o parcialmente extraidos durante a vinificagdo. Contribuem
diretamente para a evolugdo da cor e do gosto do vinho e indiretamente
na intensidade e qualidade aromadticas. Os vinhos tintos contém cinco a
dez vezes mais compostos fendlicos que os brancos, em funcdo da
riqueza fendlica da uva e da maior extra¢do na vinificacdo em tinto, em
conseqiiéncia de um maior tempo de maceragdo (PEINADO et al.,
2009).

Os vinhos contém grande quantidade de grupos de compostos
fendlicos, que incluem os dcidos fendlicos, estilbenos, flavondis, flavan-
3-ols e polimeros denominados procianidinas e antocianinas. Estes
compostos sdo atributos de qualidade dos vinhos e, também manifestam
muitos efeitos benéficos para a saidde incluindo atividade
antiinflamatdria, antiviral, anticarcinogénica e antioxidante (PEINADO
et al., 2009; RASTIJA; SRECNIK; MEDIC-SARIC, 2009).

A quantidade e qualidade de compostos fendlicos da uva
dependem principalmente da variedade, do clima, do terreno, do estddio
de maturacdo e das préticas de cultivo (MASA; VILANOVA, 2008). E,
a quantidade de compostos fendlicos presentes no vinho depende de
diversos fatores relacionados ao processo de vinificacio, como
temperatura, tempo de maceracdo, praticas de remontagem,
concentracdo de etanol, pH, procedimentos de prensagem da uva,
clarificacdo, filtracdo, etc. (LEIGHTON; URQUIAGA, 1999; NAVE;
CABRITA; COSTA, 2007; RASTIJA; SRECNIK; MEDIC-SARIC,
2009). Alguns compostos fendlicos podem também ser extraidos da
madeira durante a maturacdo. Um estudo sobre a composicdo fendlica
de vinhos fortificados Moscatel de Settibal concluiu que 4cidos
fendlicos, estilbenos e flavondis apresentam diferentes concentragdes de
acordo com o tempo de maceracdo empregado no processo de
vinificagdo (BRAVO et al., 2006).

Nos vinhos, os compostos fendlicos sdo responsdveis pelas
caracteristicas sensoriais de amargor e adstringéncia (FISCHER;
NOBLE, 1994) e pela estabilidade da cor (PEREZ-MAGARINO;
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GONZALEZ-SAN JOSE, 2004). As praticas empregadas no processo
de vinificagdo modificam a composi¢cdo dos vinhos e suas propriedades
sensoriais (GOMEZ-MIGUEZ et al., 2007). Os compostos fendlicos sdo
0os maiores substratos para o consumo de oxigénio no vinho,
participando de muitas reagdes de oxiredugdo, que contribuem
diretamente ou indiretamente para as modificagdes na cor, adstringéncia,
amargor e aroma dos vinhos, principalmente aqueles maturados em
barris de carvalho (HO; HOGG; SILVA, 1999).

4.1.1 Compostos Nao-Flavonoides

Os compostos nao-flavondides, com exemplos ilustrados na

Figura 1.2, sdo encontrados no vinho em teores varidveis entre 1 e 50
-1
mgL .

a

COOH COCH COOH

COCH
HsCO OCH, H OH H H
HO OH
OH OH OH
OH
Acido galico Acido siringico Acido protocatecuico Acido p-hidroxibenzdica
b
H HO
HO HO N
N\_coom GOOH
H H
Acido p-cumirico Acido caféico
H5CO OHsC GOOH
—<: o j;jm
OCH,
Acido ferdlico Acido sindpico

Figura 1.2 Exemplos de dcidos hidroxibenzdicos (a) e hidroxicindmicos
(b). (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006)
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Os derivados do 4cido cindmico, que possuem nove dtomos de
carbono, como o acido p-cumadrico, 4cido fertlico e acido cafeico, sdo
encontrados principalmente na forma de ésteres do 4cido tartdrico, e sua
importancia estd relacionada a facilidade com que sdo oxidados. O 4cido
caftdrico € importante na prevengdo do escurecimento enzimatico, pois o
resultado de sua oxidacdo é um composto incolor. Os derivados do dcido
benzdico, que possuem sete dtomos de carbono, sdo os dcidos fendlicos
mais simples encontrados na natureza e incluem os 4cidos salicilico, p-
hidroxibenzdico, vanilico, gentistico, siringico, gélico e protocatéico. Os
acidos fenodlicos, além de se apresentarem sob a forma livre, podem
também estar ligados entre si ou com outros compostos (BRAVO, 1998;
SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2003).

Os estilbenos, como o resveratrol, piceide e viniferinas, t€m um
papel importante na defesa da planta contra agressores externos, sao
encontrados principalmente na casca da uva, sendo a eles atribuidas
importantes propriedades relacionadas a saide humana. A concentragdo
de estilbenos pode variar dependendo de fatores como a variedade de
uva, injdrias mecanicas, infec¢cdo por fungos, especialmente Botrytis
cinerea, processo de vinificagdo, condi¢cdes ambientais, como
temperatura, umidade, latitude, altitude e caracteristicas geoquimicas e,
estresse abidtico como radiacio UV (GURBUZ et al, 2007).
Resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) é um composto antioxidante
encontrado nas uvas e vinhos, responsdvel por efeitos bioldgicos
benéficos a saide humana que incluem atividade anticancerigena,
cardioprotecdo, atividade antioxidante, inibi¢do da agregacdo
plaquetdria e atividade antiinflamatéria (WANG et al, 2002). A
estrutura do trans-resveratrol € ilustrada na Figura 1.3.

OH

/ \_/ \ 7/

OH

HO

Figura 1.3 Estrutura do trans-resveratrol (Fonte: BRAVO et al., 2008)
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4.1.2 Flavonéides

Os flavondides sdo os grupos de compostos fendlicos com
atividade antioxidante, encontrados em frutas, vegetais e outras plantas
alimenticias, estando fortemente ligados a redu¢@o do risco de doengas
cronicas. Protegem o organismo dos danos causados por agentes
oxidantes, como os raios ultravioletas, a poluicio ambiental, substancias
quimicas presentes nos alimentos, etc. (MARTINEZ-FLOREZ et al.,
2002). Ocorrem quase que exclusivamente em plantas superiores, onde
sdo responsdveis pela coloracdo das flores e dos frutos. Existem também
relatos de sua presenca em algumas algas e fungos (ZUANAZZI,
MONTANHA, 2003).

Sdo compostos de baixo peso molecular, consistindo de quinze
atomos de carbono arranjados em uma configuracio C6-C3-C6. Sua
estrutura consiste essencialmente de dois anéis aromaticos A e B unidos
por uma ligacdo de trés carbonos, usualmente na forma de anel
heterociclico (Figura 1.4). O anel aromdtico A é derivado da via
metabdlica do acetato/malonato, enquanto que o anel B é derivado da
fenilalanina através da via metabdlica do shikimato. Variagdes nas
configuracdes de substituicio do anel C resultam na maioria das
subclasses dos flavonéides: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis,
flavanoéis e antocianinas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN,
2006). Flavondides tém demonstrado atividade contra alergias,
hipertensdo, viroses, inflamag¢des, artrites, mutagdes e carcinogénese
(KATSUBE et al., 2003).

Figura 1.4 Estrutura genérica das moléculas dos flavondides
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006)
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Os flavondides, particularmente as antocianinas, sdo efetivos
doadores de hidrogénio. Seu potencial antioxidante é dependente do
nimero e da posi¢do dos hidrogénios e suas conjugacdes e, também,
devido a presenca de elétrons nos anéis benzénicos (CAO; SOFIC;
PRIOR, 1997; MILLER; RICE-EVANS, 1997).

Os flavondides sdo os compostos fendlicos de maior importancia
para o vinho, pois deles depende a qualidade sensorial, bem como a
longevidade dos vinhos (GUERRA, 2005).

As antocianinas (Figura 1.5) s@o flavondides que se encontram
largamente distribuidos na natureza e sdo responsaveis pela maioria das
cores azul, violeta e quase todas as tonalidades de vermelho que
aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas
(VINSON et al., 1999). Nas videiras, as antocianinas se acumulam nas
folhas durante a senescéncia e sdo responsdveis pela coloracdo das
cascas das uvas tintas, sendo encontradas também na polpa de algumas
variedades de uvas (RENAUD; DE LORGERIL, 1992). O contetdo de
antocianinas nas uvas varia de acordo com a espécie, variedade,
maturidade e condi¢des climaticas (MAZZA, 1995; COZZOLINO et al.,
2004).

Durante a maturacdo e envelhecimento do vinho, as antocianinas
sdo progressivamente transformadas em pigmentos oligoméricos e
poliméricos mais estdveis, que sdo responsdveis por importantes
mudancas na coloracdo (do vermelho vivo para o vermelho-tijolo)
(MONAGAS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2006). A
maioria das variedades de uvas Vitis vinifera produz glicosideos ndo-
acilados, acetilglicosideos, cumarilglicosideos e cafeoilglicosideos
derivados da delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina
(FOURNAND et al., 2006).

OCH,
OH

]

X OCHjq

OH

Figura 1.5 Estrutura quimica das antocianinas (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).
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Em vinhos fortificados as antocianinas apresentam-se na forma
polimerizada. Mateus et al. (2002) identificaram os principais grupos de
pigmentos do Vinho do Porto: malvidina-3-glicosideo ligada ao acido
pirdvico, antocianinas ligadas a uma unidade de catequina via ligacdo
etil, antocianinas ligadas a uma catequina ou a um dimero de
procianidina via ligacdo vinil e, antocianinas ligadas a um grupo 4-
vinilfenol. Portisinas e o pigmento piranoantocianico-vinilfenol também
foram identificados nestes vinhos fortificados; estes pigmentos
apresentam alta capacidade corante e maior estabilidade do que as outras
formas das antocianinas (MATEUS et al.,, 2006; OLIVEIRA et al.,
2006).

Proantocianidinas s@o flavan-3-ols poliméricos que compreendem
principalmente subunidades de (-) epicatequina, epigalocatequina, (+)
catequina e epicatequin-3-O-galato (FOURNAND et al., 2006). Estes
flavandis sdo os principais responsdveis pela adstringéncia dos vinhos
(COZZOLINO et al., 2004) e estdo envolvidos nas reacdes de
escurecimento oxidativo e nas interagdes com proteinas que resultam na
formagio de precipitados (MONAGAS; GOMEZ-CORDOVES;
BARTOLOME, 2006).

Diferentes flavonéis sdo encontrados nos vinhos, incluindo
quercetina, campferol, miricetina, sendo encontrados principalmente nas
cascas de variedades de uvas Vitis vinifera. Em uvas brancas sdo
encontrados derivados da quercetina e campferol (MASA; VILANOVA,
2008).

Um estudo de Ho, Hogg e Silva (1999) indica que os compostos
fendlicos encontrados em amostras de vinhos fortificados produzidos na
Europa incluem principalmente o dcido gélico, dcido protocateico, dcido
p-cumdrico, 4cido cafeico, 4cido clorogénico, dcido eldgico, 4cido
vanilico, 4cido siringico, p-hidroxibenzaldeido e miricetina.

A determinacdo de compostos fendlicos ¢é realizada
principalmente por métodos espectrofotométricos e cromatogréficos
(VERSARI; BOULTON; PARPINELLO, 2008). Estudos recentes
utilizaram principalmente a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia para separar os compostos fendlicos dos vinhos. Segundo
Nave, Cabrita e Costa (2007), na maioria dos estudos foram utilizadas
colunas C;3 em fase reversa com sistema de solventes binario, usando
dgua acidificada e um solvente organico polar como a acetonitrila ou
metanol, com fluxo de 1,0 a 1,5 ml mim’l, sendo necessario
aproximadamente uma hora para separar os analitos. Os métodos de
deteccdo espectroscopicos como UV-VIS e detector de arranjo de
diodos (DAD) foram os mais frequentemente utilizados. Devido a alta
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complexidade das amostras de vinhos fortificados, as metodologias de
preparo de amostra sdo essenciais para garantir a identificacdo e
quantificacio dos compostos (GUILLEM; BARROSO; PEREZ-
BUSTAMANTE, 1996). Extracdo liquido-liquido e extracdo em fase
s6lida sdo as técnicas comumente usadas. Apds extracio as amostras sao
concentradas em rotaevaporador e dissolvidas em solventes apropriados
para a injecdo no cromatdgrafo (NAVE; CABRITA; COSTA, 2007;
CABRITA et al., 2008).

4.2 ACUCARES

Os principais agticares presentes nas uvas das cultivares de Vitis
vinifera sao glicose e frutose que, geralmente, s3o responsaveis por 99%
dos acgicares do mosto (DAUDT; SIMON, 2001). Estes
monossacarideos apresentam a mesma férmula empirica (C¢H1,0¢), mas
estruturas distintas, que determinam diferencas considerdveis em suas
propriedades fisico-quimicas (TRONCHONI et al., 2009). O contetido
de acgicares de um vinho varia dependendo da espécie, variedade,
estddio de maturacdo e sanidade da uva e, do processo de vinificagdo
empregado (JACKSON, 2008). A relacdo glicose/ frutose dos vinhos
varia de acordo com a variedade da uva e o local de produgdo. Em
climas frios, ha uma tendéncia de se desenvolverem cultivares de uvas
com maior teor de frutose, enquanto em climas quentes, sdo obtidos
maiores teores de glicose (AMERINE, 1956; DAUDT; SIMON, 2001).

Durante a fermentacdo do vinho, glicose e frutose sdo co-
fermentadas por leveduras que produzem compostos como diéxido de
carbono, etanol, glicerol, etc. No entanto, as leveduras possuem
preferéncia a fermentar glicose, resultando em uma diferenca no
consumo dos dois actcares ao longo do processo de fermentagdo
(DAUDT; SIMON, 2001; TRONCHONI et al., 2009). Esta diferenca no
consumo resulta na predominancia de frutose durante as dltimas fases da
fermentacdo, que pode ser fermentada por leveduras sob condigdes de
estresse como baixa disponibilidade de nitrogénio e altos niveis de
etanol (TRONCHONI et al., 2009).

Durante a maturacdo e envelhecimento do vinho, ocorrem
variacdes no conteido de monossacarideos, devido as interagdes entre o
liquido e a madeira. O aumento no conteido de galactose, frutose,
xilose, arabinose e glicose foi constatado em vinhos fortificados (DEL
ALAMO et al., 2000). Villamiel, Polo e Moreno-Arribas (2008)
verificaram que o conteido de glicose tende a aumentar durante o
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envelhecimento biolégico de vinhos Xerez. Este efeito é usualmente
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atribuido a hidrdlise das hemiceluloses da madeira com subseqiiente
liberagdo de actcares. O aumento no conteddo de actcares pode
também estar relacionado com a degradacdo dos flavondis glicosilados,
cujas ligacdes O-glicosidicas sdo estabelecidas com monossacarideos
como glicose, galactose, xilose, ramnose ou arabinose (DEL ALAMO et
al., 2000).

Sensorialmente, os actcares contribuem para a dogura,
viscosidade e densidade do vinho (NURGEL; PICKERING, 2006). A
frutose caracteriza-se por apresentar docura superior a glicose
(TRONCHONI et al., 2009).

A determina¢do de acticares em vinhos € usualmente requerida
para a producdo de vinhos fortificados, seja para a rotina de controle de
qualidade, avaliando o processo de fermentacdo ou, para fornecer
informacdes sobre a composi¢do das amostras, auxiliando na
caracteriza¢do dos vinhos e na identificagdo do processo de vinificagdo
empregado (CATALDI; NARDIELLO, 2003). Para determinagdo de
glicose e frutose individualmente, sdo aplicados, sobretudo, métodos
enzimdticos e cromatograficos, com destaque para a cromatografia
liquida com detector de indice de refracio (VARANDAS et al., 2004).
Atualmente, as técnicas cromatograficas estdo sendo substituidas pela
eletroforese capilar, uma técnica analitica versatil empregada para a
determinagdo de diferentes analitos em uma grande variedade de
matrizes, devido as suas caracteristicas analiticas como baixo consumo
de reagentes, alta resolugdo, alta velocidade e simplicidade
(CASTINEIRA et al., 2002; MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO,
2007; SANTALAD et al., 2007; PERES et al., 2009).

Eletroforese capilar ¢ uma técnica de separa¢do baseada na
migracdo diferenciada de compostos i0nicos ou ionizdveis em uma
solucdo tampdo, quando hd aplicacio de um campo elétrico
(TAVARES, 1996; TAGLIARO et al., 1998; SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2002). Um equipamento de eletroforese € composto
basicamente de uma fonte de alta tensao, dois eletrodos, um capilar e um
detector. A fonte de alta tensdo pode gerar diferengas de potencial de até
30 kV e correntes de até 100 pA; estd ligada aos dois eletrodos de
platina que estabelecem a eletromigragdo (TAVARES, 1996; ZHANG;
LI; HUANG, 2008). O capilar onde ocorrerd a separacio dos analitos é
geralmente composto de silica fundida com revestimento externo de
poliimida; possui boa condutividade térmica, resisténcia mecanica e
possibilita a retirada do revestimento externo proximo a uma das
extremidades, formando uma janela transparente que permite visualizar
a passagem dos analitos pelo detector (TAVARES, 1996; SKOOG;
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HOLLER; NIEMAN, 2002). O capilar possui grupos silandis na parede
interna que apresentam cardter dcido e se ionizam quando em contato
com solugdes com pH superior a 3. Os fons H" provenientes da parede
do capilar sdo solvatados por moléculas de dgua e migram para a
solucdo. A partir de determinada distdncia da parede do capilar, essas
moléculas de dgua ndo sofrem mais atragdo e migram em direcdo ao
eletrodo de carga oposta, quando submetidas a um campo elétrico,
gerando um fluxo denominado de fluxo eletroosmético (TAVARES,
1996; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Dentre os modos de
deteccio mais empregados em eletroforese capilar, destaca-se o
espectrofotométrico no UV-VIS com selecionador de comprimento de
onda por arranjo de diodos (TAVARES, 1996).

A eletroforese capilar possui varios modos de andlise que envolve
separacdes com aplica¢do de campo elétrico em um capilar preenchido
de solucdo tampao, sendo o modo mais comumente usado a eletroforese
capilar de zona. Este modo eletroforético se baseia na migragao distinta
dos analitos frente a solu¢do tampdo em um determinado pH,
objetivando maximizar esta diferenga, bem como minimizar as causas
de alargamento das zonas (TAVARES, 1997). O eletrdlito utilizado na
separacdo pode ser acrescido de aditivos que alteram a mobilidade
eletroforética dos analitos, modificam o fluxo eletroosmético,
solubilizam compostos presentes na amostra ou reduzem a interacio de
algumas espécies com a parede do capilar (SILVA et al., 2007).

4.3 ACIDOS ORGANICOS

O vinho contém uma mistura complexa de dcidos orgénicos,
sendo os mais importantes os origindrios da uva, tartdrico, mdlico e
citrico, produzidos a partir da oxidacdo de agucares, o dcido succinico,
de origem fermentativa, e o acido litico e acido acético, de origem
bacteriana (USSEGLIO-TOMASSET, 1991; MARDONES et al., 2005).
O perfil e a concentracdo dos d4cidos organicos do vinho estdo
correlacionados com a variedade da uva, a regido de cultivo, processo
de vinificagdo, processo de maturagdo e envelhecimento (ZHENG et al.,
2009).

O 4cido tartarico € um dos dcidos mais importantes na uva e no
vinho devido as suas caracteristicas quimicas e por suas propriedades
organolépticas e resisténcia a degradacdo bacteriana (SALES;
AMARAL; MATOS, 2001). Por ser um acido relativamente forte,
confere ao vinho um pH entre 2,8 e 4,0; quando presente em grande
quantidade pode conferir aspereza e certa adstringéncia; mas, em
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concentra¢des adequadas, é responsdvel pela fineza acida dos bons
produtos (RIZZON; MIELE, 2001). A concentragdo observada em
vinhos encontra-se na faixa de 1,5 a 4,0 g L! (SALES; AMARAL;
MATOS, 2001), porém, deve-se levar em conta a concentragdo dos fons
potdssio e cdlcio, que participam da salificacdo do 4cido tartdrico. O
estado de salificacdo dos acidos depende da origem geogrifica, da
variedade, do manejo do vinhedo e dos métodos empregados na
vinificagdo (RIBEREAU-GAYON et al., 2003).

O 4cido malico € formado da hidrdlise dos acticares nos tecidos
vegetais, € pouco estdvel, sendo catabolizado durante a maturagio
(CABANIS, in: FLANZY, 2000). Durante a fermentacdo malolatica,
que ocorre apds a fermentagdo alcodlica, o dcido mélico € transformado
em 4cido latico. Por isso, somente pequenas quantidades deste dcido sdo
encontradas nos vinhos. Pode ser oxidado por algumas espécies de
Acetobacter e Gluconobacter e, portanto, sua concentragdo pode
diminuir durante a fermentagdo acética (ZOTOU; LOUKOU;
KARAVA, 2004).

O 4cido lético € produzido principalmente através da fermentagao
maloldtica, que é conduzida por bactérias dcido-laticas do género
Leuconostoc, Oenococcus, Lactobacillus ou Pediococcus, que s3o
capazes de se multiplicar apesar do alto conteido de etanol (maior que
10 %), baixo pH (3,2 ou menos) e presenca de diéxido de enxofre.
Durante a fermentagdo malolatica as bactérias dcido-laticas produzem a
enzima malicodesidrogenase que catalisa a reacdo de descarboxilagdo do
acido malico (4cido dicarboxilico) formando dacido latico (4cido
monocarboxilico) (JACKSON, 2008). O acido latico contribui para a
complexidade de aromas e sabores do vinho e confere estabilidade
microbiolégica (VILJAKAINEN; LAAKSO, 2000).

Outros acidos podem estar presentes em vinhos, em menor
concentra¢do, como o citrico, que pode ser metabolizado por alguns
microrganismos, produzindo dcido acético. As vezes, o dcido citrico é
adicionado aos vinhos para aumentar a acidez. O dcido acético é um
componente natural do mosto dos vinhos, presente em pequenas
quantidades, mas é formado rapidamente em vinhos expostos ao ar. O
dcido succinico € um produto da fermentacdo e € encontrado em
pequenas quantidades nos vinhos, contribuindo para a acidez total.
Caracteriza-se pela sua capacidade de produzir ésteres, que melhoram as
caracteristicas sensoriais dos vinhos durante o envelhecimento
(ZOTOU; LOUKOU; KARAVA, 2004).

Os é4cidos organicos desempenham um importante papel nas
bebidas, pois contribuem para as propriedades organolépticas como
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sabor, aroma e cor, bem como a estabilidade, caracteristicas
nutricionais, aceitabilidade e manutengio da qualidade (CASTINEIRA
et al., 2002; MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO, 2007; PERES et
al., 2009). A concentracdo de 4cidos organicos em alimentos e bebidas
fornece informacdes relevantes para o acompanhamento do processo de
fermentacdo, além de ser utilizado para a diferenciagdo, identifica¢do de
adulteracdo e determinagdo da origem geografica (SANTALAD et al.,
2007).

Muitos métodos analiticos foram desenvolvidos para a
determinacio de 4dcidos orginicos em vinhos. A identificacio e
quantificacio dos 4cidos organicos € realizada individualmente através
de métodos espectrofotométricos enzimdticos e nao-enzimaticos.
Simultaneamente, os 4cidos orginicos sdo determinados por técnicas
cromatograficas e eletroforéticas (MATO; SUAREZ-LUQUE;
HUIDOBRO, 2007). A cromatografia liquida de alta eficiéncia é
amplamente utilizada, porém apresenta baixa sensibilidade e
seletividade e, freqiientemente requer preparo de amostra, aumentando o
tempo de andlise. A eletroforese capilar € uma técnica analitica
confidvel para a andlise de pequenos fons com vantagens como
velocidade, simples preparo de amostra, efici€éncia de separagio, uso de
colunas de baixo custo e reduzido consumo de solventes e amostras
(PERES et al., 2009; ZHENG et al., 2009). Os métodos de eletroforese
capilar para 4cidos organicos geralmente utilizam a detecc¢do indireta
dos analitos (PERES et al., 2009). Nesta técnica, o eletrélito contém um
reagente com a mesma carga dos analitos, que absorve na regido
ultravioleta. Quando os fons passam pela janela do detector, verifica-se
um pico negativo (SANTALAD et al., 2007).

4.4 MINERAIS

Os elementos minerais encontrados nas uvas € nos vinhos sdo
absorvidos do solo através do sistema radicular da videira. Encontram-
se, principalmente, nas cascas, sementes e parede celular da polpa da
uva (RIZZON, 2005).

O teor de minerais do vinho € varidvel em cada regido de cultivo,
sendo dependente do solo, do clima, da variedade, do porta-enxerto, das
adubacdes realizadas e dos tratamentos fitossanitarios. O processo de
vinificag@o utilizado também interfere no teor dos elementos minerais,
através do emprego de produtos que contenham determinados elementos
na composicdo quimica, de praticas enoldgicas que favorecam a
extracdo de compostos da uva ou pelo contato do vinho com materiais e
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equipamentos nas fases de elaboracdo, conservagdo, estabilizacdo ou
engarrafamento. Uma macerac¢do prolongada contribui para aumentar o
teor de minerais nos vinhos. A estabilizagcdo, por sua vez, participa na
reducdo do teor dos minerais, principalmente potdssio e célcio
(RIZZON, 2005; ALVAREZ et al., 2007; GALGANO et al., 2008;
GRINDLAY et al.,, 2008). Vinhos brancos e tintos de uma mesma
regido podem apresentar diferenca na composicdo de minerais, pois na
elaboragdo dos vinhos tintos, o contato com a casca € mais prolongado
apés o esmagamento do que no processo de fabricagdo de vinhos
brancos (COETZEE et al., 2005).

O vinho contribui significativamente para o suprimento de
elementos minerais essenciais ao organismo humano, como cdlcio,
cromo, cobalto, potdssio, selénio e zinco. Alguns elementos minerais
como aluminio, cobre, ferro, manganés e zinco podem ter efeitos
prejudiciais sobre a estabilidade do vinho e sua aceitabilidade comercial
quando encontrados em altas concentracdes, pois podem dar origem a
fenomenos depreciativos da qualidade tais como turvagdes,
precipitaces e oxidagdes (CATARINO; CURVELO-GARCIA;
BRUNO DE SOUZA, 2008). Arsénio, cddmio, chumbo e bromo sdo
elementos importantes a serem considerados devido a sua toxicidade,
uma vez que podem ser téxicos de forma aguda ou cronica, causando
efeitos adversos nos rins, figado, coracdo, sistema vascular e
imunolégico. (DUGO et al., 2005; GALGANO et al., 2008).

Os elementos minerais estdo presentes no vinho em
concentracdes que variam de 1,5 a 3 g L'. Os compostos minerais
majoritdrios, encontrados em concentra¢des de 10 mg L™ até 1 g L',
incluem o sédio, potdssio, magnésio e cdlcio, principais responsaveis
pela estrutura metdlica dos vinhos e pela sua capacidade tampdo. Sio
exemplos de elementos minoritdrios o aluminio, manganés, ferro, cobre,
zinco, rubidio, geralmente encontrados em concentragdes entre 0,1 e 10
mg L''; em teores normalmente inferiores a 100 ug L', sdo detectados
0s minerais cromo, cobalto, niquel, selénio, bario, chumbo, bromo, iodo
e flior (CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUZA,
2008).

A composicdo 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 concentracio de metais em muitas
bebidas alcodlicas, como o vinho, pode ser um importante pardmetro
que afeta seu consumo e conservagdo. Isto decorre dos efeitos negativos
e positivos causados diretamente ou indiretamente pela presenca de
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metais. Os efeitos negativos incluem a deterioracdo da bebida, defeitos
sensoriais e conseqiiéncias para a saide. Os efeitos positivos incluem a
remogdo de sabores e odores desagraddveis, a participagdo em processos
fermentativos e a oferta de elementos minerais essenciais para a dieta
(IBANEZ et al., 2008).

A determina¢do de minerais € de interesse devido as implica¢des
enoldgicas e toxicoldgicas destes elementos e, para a caracterizagio
quimica dos vinhos e identificacio de sua origem geogrifica. A
identifica¢do da origem geogrifica dos vinhos € de grande importancia
para os consumidores e produtores, uma vez que pode fornecer dados
determinantes para a garantia da qualidade (GALGANO et al., 2008;
GRINDLAY et al., 2008; GONZALVEZ et al., 2009; PANEQUE et al.,
2010).

As técnicas utilizadas para obtencdo da composi¢cdo mineral do
vinho sio aquelas com capacidade de deteccao multielementar, como a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),
adequada para a determinagdo precisa e rdpida de elementos-traco e
oligoelementos em uma mesma amostra (GONZALVEZ et al., 2009). A
ICP-MS proporciona alta seletividade, sensibilidade e baixos limites de
detec¢do quando comparada a outras técnicas (COETZEE et al., 2005;
GALGANO et al., 2008).

Um espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado
€ constituido basicamente de um sistema de introducdo de amostras,
fonte de ionizacdo, sistema de focalizacdo, analisador de massa e
sistema de detec¢do de fons (ULRICH, 2001). O principio do plasma é
baseado no estado de energia de um gés no qual praticamente todos os
atomos e moléculas sdo ionizados. Para iniciar o plasma, um fluxo de
gds é semeado com elétrons livres oriundos de uma faisca de alta tensio
e a sua sustentacdo € alcancada por meio de campos elétrico e magnético
flutuantes produzidos pelo gerador de onda de radio frequéncia. Devido
ao alto estado de energia do plasma, as moléculas injetadas sdo
quebradas em seus elementos quimicos constituintes que, entdo, sdo
ionizados. O feixe de fons formado € extraido desta regido por diferenca
de pressdo, sendo direcionado para a regido de focalizacdo. O feixe é
acelerado, colimado e arremessado em um campo magnético onde os
fons sdo separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z). O feixe
chega ao sistema analisador dotado de um detector simultaneo
(ULRICH, 2001; SATO; KAWASHITA, 2002).

A ICP-MS oferece diferentes procedimentos de quantificacio
dependendo da precisdo requerida. O modo de andlise de diluicdo
isotOpica apresenta a mais alta qualidade de resultados e requer
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calibracio externa com padrdes de cada elemento a ser determinado. A
abordagem semi-quantitativa é uma aplicacdo versitil da ICP-MS, que
permite a determinagdo de 81 elementos, com erros inferiores a 20%
para a maioria dos elementos. Na andlise semi-quantitativa, um software
corrige automaticamente as interferéncias isotdpicas e a interferéncia de
espécies moleculares, listando cada elemento presente na amostra junto
com sua concentracio. Ao contrario do método de anélise quantitativa, a
calibracdo é conseguida usando apenas poucos elementos distribuidos
em toda a faixa de massa de interesse. O processo de calibracio é usado
para atualizar os dados de resposta interna que se correlacionam com as
medidas de intensidade dos fons para as concentra¢des de elementos de
uma solugdo. Durante a calibracdo, as respostas sdo ajustadas para
explicar as mudangas na sensibilidade do instrumento e as variacdes na
amostra (CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA,
2006).

A técnica de eletroforese capilar também tem se mostrado uma
técnica eficiente de separacdo e quantificacio de metais em uma ampla
variedade de matrizes. A determinacdo eletroforética de metais pode ser
facilmente alcangada por deteccdo indireta através da adicdo de
reagentes apropriados com absor¢do no UV (SANTALAD et al., 2007),
tornando-se uma alternativa para a determinacdo de metais que ndo
podem ser analisados por ICP-MS.

4.5 ALCOOIS SUPERIORES

O aroma dos vinhos € constituido por algumas centenas de
compostos voldteis, como alcodis, ésteres, aldeidos, cetonas, dcidos
graxos, terpenos, etc., cujos niveis de percep¢do olfativa sdo
extremamente diversos (GIL et al., 2006). Como conseqiiéncia, o
impacto olfativo dos constituintes volateis do vinho estd ligado a sua
concentragdo e sua natureza (RIBEREAU-GAYON et al., 2003).

A complexidade do aroma do vinho deve-se ao metabolismo da
uva, que ¢é influenciado pela variedade, solo, clima e préticas de cultivo;
aos fendomenos bioquimicos pré-fermentativos, como as oxidagdes e
hidrdlises durante a extracdo do mosto e a maceracdo; ao metabolismo
fermentativo dos microrganismos, nas fermentacdes alcodlica e
maloldtica; e as reagdes quimicas e enzimdticas apds a fermentagdo,
durante a maturagdo do vinho e seu envelhecimento na garrafa
(RIBEREAU-GAYON et al., 2003; GIL et al., 2006; RIBEREAU-
GAYON et al., 2006b).
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A maioria dos compostos responsdveis pelo aroma dos vinhos é
produzida durante a fermentagdo e, estes compostos sdo especialmente
importantes para o aroma dos vinhos jovens. Acido acético, aldeido
acético e os alcoois superiores acetato de etila, propanol, isobutanol, 2 e
3-metilbutanol representam mais da metade dos compostos voldteis,
sendo que a outra metade estd distribuida entre 600 a 800 compostos
minoritdrios presentes em quantidades muito baixas, como acetais,
acidos organicos, compostos fendlicos, ésteres, lactonas, terpenos e
compostos sulfurados (REGODON MATEOS; PEREZ-NEVADO;
RAMIREZ FERNANDEZ, 2006; JACKSON, 2008).

Os dlcoois superiores sdo o0s compostos voldteis mais
abundantemente estudados (GIL et al., 2006). Eles sdo pertencentes a
série de dlcoois com peso molecular mais elevado, produzidos
anabolicamente a partir da glicose e catabolicamente a partir de
aminodcidos. A producdo de dlcoois superiores € influenciada pelas
leveduras e por caracteristicas fisico-quimicas do vinho, como pH,
contetdo e fontes de nitrogénio e agucares, temperatura, quantidade de
oxigénio durante a fermentagio e tecnologia de vinificacio (DIAZ et al.,
2003; JACKSON, 2008). Os élcoois superiores sdao encontrados no
vinho na ordem de 150 mg L™ a 600 mg L. Baixos teores destes
dlcoois sdo requeridos para a qualidade dos vinhos, enquanto niveis
mais elevados mascaram os demais aromas (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006b). Quantitativamente, os dlcoois superiores mais importantes
sdo o 1-propanol, o 2-metil-1-propanol (dlcool isobutirico), o 2-metil-1-
butanol e o 3-metil-1-butanol (dlcoois isoamilicos) (JACKSON, 2008).

A maioria dos dlcoois superiores de cadeia aberta tem forte odor
pungente. Em baixas concentragdes, eles acrescentam notas de
complexidade ao aroma. Em niveis mais elevados, eles dominam a
fragrincia. Em vinhos fortificados, um cardter distinto de 4lcoois
superiores é apreciado, provavelmente em funcdo da adicdo de édlcool
vinico durante a producdo do vinho. Os dlcoois superiores
desempenham também um papel indireto no desenvolvimento do aroma
de vinhos envelhecidos. Ao reagir com os dcidos organicos, eles
acrescentam ésteres ao vinho (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b;
JACKSON, 2008).

Dos compostos volateis, o metanol é considerado importante
devido a sua toxicidade. Pectinas estdo associadas as cascas das uvas e
sua hidrélise e, mais tarde, a sua solubilizacdo produzem o metanol
(DIAZ et al., 2003).

A técnica analitica mais empregada para a determinagdo de

z

dlcoois superiores € a cromatografia gasosa acoplada a detector de
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ionizacdo de chama (GC-FID). O preparo de amostra, indispensavel
para andlise de vinhos fortificados, consiste essencialmente da
simultinea destilagdo/extracdo (GIL et al., 2006).

A cromatografia é um método fisico de separagio em que os
componentes a serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma
das quais ¢ estaciondria e a outra é mdvel. Na cromatografia gasosa, a
fase movel € um gas inerte e diferentes detectores podem ser acoplados.
O detector de ionizagc@o de chama € o mais usado para determinagdo de
compostos organicos. Neste método de deteccdo, o gds de arraste entra
no detector, é misturado com o gids de combustdo e a mistura dos gases
¢ queimada. Uma tensdo de polaridade negativa é aplicada e enquanto
os elétrons sdo formados, sdo também acelerados através de um campo
elétrico e emitidos a um eletrodo. Um potencial de acdo de
aproximadamente 100 volts € aplicado entre a chama e o eletrodo,
assim, quando um soluto que contenha carbono é queimado, os pares de
elétrons/ fons que sdo formados, sdo coletados pela chama e pelo
eletrodo (ROUESSAC; ROUESSAC, 2004).

5 RAZAO ISOTOPICA

A maioria dos elementos quimicos encontrados na natureza é
constituida por uma mistura de isétopos, ou seja, de varios dtomos de
um elemento quimico com o mesmo nuimero atdmico, mas com
diferentes nimeros de massa. A diferenca no nimero de massa €
proporcionada pela variacdo das quantidades de néutrons existentes em
cada isétopo. Isétopos de um elemento quimico apresentam
comportamento fisico-quimico similar, pois as reagdes quimicas
processam-se pelas ligacdes na eletrosfera. Entende-se com isto que as
eventuais diferencas nas razdes isotdpicas serdo inferiores aquelas
observdveis entre elementos distintos, mesmo quando pertencentes ao
mesmo grupo quimico. Desta forma, a variagdo isotdpica presente nos
atomos dos elementos quimicos é mantida quando eles formam as
diferentes substincias existentes na natureza (RUSSEL, 1982).

Alguns is6topos podem emitir radiagdo através da perda de
particulas subatomicas ou de energia, sendo denominados radioativos.
Na auséncia de qualquer forma de radiacdo sdo denominados isétopos
estdveis. Alguns is6topos estdveis sdo de especial interesse para a
pesquisa em diversas dreas do conhecimento bioldgico, geoldgico,
fisico, quimico, entre outros, tais como o hidrogénio, oxigénio, carbono,
nitrogénio e enxofre. Os isétopos “leves”, que possuem massa atdmica
menor (IH, 12C, 14N, 16O, 3ZS), sdo os mais abundantes, enquanto que 0s
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isétopos “pesados”, que possuem massa atdmica maior (2H, 13C, ISN,
17O, 18O, 4S), estdo presentes no ambiente em quantidades infimas
(MORRISON; BOYD, 1990).

As proporg¢des isotépicas de um elemento ndo sdo constantes
devido a variacdes naturais que ocorrem nos diversos processos fisico-
quimicos, os quais ocasionam o fracionamento isotdpico. Destes
processos resulta o enriquecimento ou decréscimo da forma isotdpica
mais pesada (KLEIN; KLEIN, 1982). O fracionamento isot6pico
bioldgico proporciona uma distribui¢do desigual dos isétopos mais leves
e mais pesados entre os reagentes e produtos de reacdo. Na maioria dos
casos, os is6topos mais leves sdo preferencialmente utilizados e os mais
pesados sdo enriquecidos na frag@o residual do substrato (MORASH et
al., 2001). A magnitude do fracionamento isotdpico na natureza é
afetada pelas diferencas regionais, ou seja, variacdes nas condicdes
meteoroldgicas como umidade, temperatura, ventos, entre outras
(BRAUSE et al., 1984).

5.1 RAZAO DE ISOTOPOS ESTAVEIS DE CARBONO

Existem basicamente duas vias de fixacdo do CO, pelas plantas
durante a fotossintese. Durante este processo, o carbono sofre uma
discriminagdo isotdpica, gerando uma reducdo na concentracio de BCe
em conseqiiéncia um aumento na concentragdo de 2C. No ciclo Cs
(Ciclo de Calvin), que utiliza ribose-1,5-difosfato como molécula
receptora de CO, atmosférico, este gds é absorvido nas plantas por
difusdo através dos estdmatos e passa para o interior das células a fim de
produzir carboidratos. Nesta rota bioquimica, o primeiro composto
organico sintetizado contém trés dtomos de carbono. Existe um caminho
alternativo chamado de ciclo C4 (Ciclo de Hatch-Slack), que utiliza o
oxalacetato como molécula receptora de CO,; os primeiros agucares
formados neste ciclo possuem quatro 4tomos de carbono. As plantas que
possuem ciclo fotossintético C; apresentam um maior fracionamento
isotépico, enquanto que nas plantas C, o fracionamento é menor
(MARTINELLI et al, 2003; CABANERO; SAN-HIPOLITO;
RUPEREZ, 2007). A difusdo do diéxido de carbono para a carboxilagio
¢ afetada principalmente pela variacdo na extensdo da abertura dos
estomatos das folhas para controlar a perda de dgua. Essencialmente, a
discriminagdo isotdpica de BC estd positivamente relacionada com a
disponibilidade de dgua, de modo que maior disponibilidade de 4dgua
leva a menor propor¢do de C (SIMPKINS et al., 2000).
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As plantas C; incluem a maioria das plantas superiores de folhas
largas, cultivadas e encontradas em florestas naturais, adaptadas as
condi¢des de disponibilidade hidrica e temperaturas amenas. O ciclo Cy4
estd presente em uma minoria de plantas, principalmente forrageiras e
gramineas tropicais, como por exemplo, milho e cana-de-agicar
(DUNBAR, 1982). Plantas C; sdo predominantemente cultivadas em
altas latitudes e plantas C4 sd0o mais comuns em regides que apresentam
clima quente, cultivadas nos trépicos, sob forte estresse hidrico. Os
valores da razio C/"*C diminuem em plantas cultivadas na regido da
Linha do Equador em direcdo aos pélos e, esta informagdo € utilizada
para a determinacdo da origem geogréfica (SIMPKINS et al., 2000).

A uva é uma espécie vegetal do ciclo fotossintético Cs;, que
apresenta uma razio isotdpica entre -23 e -32 %o. Os subprodutos da uva
(agucar, dlcool, vinhos, entre outros) tendem a apresentar esta mesma
variacdo de valores. A cana-de-aguicar e o milho sdo espécies vegetais
do ciclo fotossintético C4, com valor isotdpico variando de -9 a -15 %o
(PISSINATTO et al., 1999; MARTINELLI et al., 2003; CABANERO;
SAN-HIPOLITO; RUPEREZ, 2007). Através da técnica da diluicdo dos
isotopos estdveis do carbono pode-se medir quantitativamente a
proporg¢do do dlcool ou de agiicar de cana-de-agticar adicionado ao vinho
(MARTINELLI et al., 2003; BAUDLER et al., 2006).

A razdo isotdpica PC/"C é medida no etanol, que é um
importante constituinte orginico do vinho. As medidas isotépicas de
etanol t€m sido desenvolvidas para garantia da autenticidade, detec¢do
de adulteragdes ou substituicdes e para a distingdo da natureza bioldgica
e origem geografica do vinho (CABANERO; RECIO; RUPEREZ, 2008;
ALBERTINO et al., 2009).

As variacdes na razdo isotdpica observadas em produtos ndo
adulterados se devem aos efeitos isotopicos cinéticos ou termodinidmicos
e, refletem circunstincias de ocorréncia de efeitos fisicos, quimicos ou
bioquimicos. Sendo assim, a razdo isotépica dos elementos também
fornece informacdes sobre o clima, distancia do mar, altitude, latitude e
préticas agricolas empregadas (RUMMEL et al., 2010).

As razdes isotdpicas podem ser medidas por espectrometria de
massa em espectrometros de massa para razdes isotopicas (IRMS), onde
0s compostos ndo sdo analisados diretamente, mas a partir dos gases
produzidos por reagdes de combustdo, pirlise ou de equilibrio
isotopico. O gds empregado nas andlises das razdes BC/'*C é 0 CO,. Os
espectrOmetros de massa separam as formas isotépicas de um dado
elemento por intermédio de um campo elétrico, seguido de outro
magnético, apds o gds passar por uma fonte de fons de impacto de
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elétrons. Pela dificuldade de medida absoluta, as variagdes isotOpicas
sdo normalmente expressas pela notagdo delta (5), em partes per mil
(%0), mostrando os desvios relativos aos padrdes internacionais
(BRAND, 1996). O valor isotopico de carbono da amostra (813C) é
tomado comparativamente ao padrdo internacional PDB, que é um f6ssil
carbonatado do Cretaceo Bellemnitella americana da formacao Pee Dee
na Carolina do Sul, cujo valor numérico é considerado 0 %o.

A composi¢do de isotopos estaveis de carbono de uma amostra é
definida como a razio de "C e *C e é expressa como o (%o), definida
como:

oC = [RW,,% - 1j *1000
std

Onde Rgmpe € Rya sdo as razdes Bc/PC da amostra e padrdo,
respectivamente. Valores negativos 8"°C indicam que a amostra possui
menos °C do que o padrao (PISSINATTO et al., 1999).

6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais
livres estd relacionada com a respiracdo celular. O termo radical livre é
frequentemente usado para designar qualquer atomo ou molécula
contendo um ou mais elétrons desemparelhados nos orbitais mais
externos, o que torna estas moléculas altamente reativas, capazes de
reagir com qualquer composto que esteja proximo, passando a assumir
uma ag¢ao oxidante (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999).

Assim, a formacdo de ERO e radicais livres ocorre no
metabolismo normal, existindo a necessidade permanente de inativar
estas moléculas de alta reatividade. O desequilibrio entre moléculas
oxidantes e antioxidantes resulta no chamado estresse oxidativo
(DAVALOS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2003). Os danos
induzidos por estas moléculas podem afetar muitas moléculas
bioldgicas, incluindo os lipideos, as proteinas, os carboidratos e o DNA.
Consequentemente, as ERO estdo implicadas em vdrias doengas
degenerativas humanas, como doencas cardiovasculares, disfuncdes
cognitivas e cancer (PIETTA, 2000).

Os radicais livres promovem uma oxidagéo prejudicial que pode
danificar membranas e contetidos celulares. As LDLs (lipoproteinas de
baixa densidade) sdo particulas formadas por lipideos, colesterol e
proteinas em geral, e que podem se oxidar por acdo dos radicais livres.
Em um fendmeno em série, consequentemente, podem afetar as
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moléculas do colesterol e dos acidos graxos que compdem cada LDL
(HALLIWELL, 2003). Radicais livres podem ser gerados no
citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana, e o seu alvo celular
(proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) estd relacionado com o seu
sitio de formacao (YU; ANDERSON, 1997).

Para combater os radicais livres e/ou as chamadas espécies
reativas de oxigénio (ERO) o corpo humano é equipado com um sistema
de defesa efetivo (antioxidantes enddgenos), o qual inclui vdrias
enzimas e moléculas antioxidantes de alto e baixo peso molecular
(KAUR; KAPOOR, 2001). Além dos antioxidantes enddgenos, ha
aqueles consumidos na dieta (antioxidantes exdgenos), que incluem o
acido ascorbico (vitamina C), a vitamina E, a vitamina A, os
carotendides e os compostos fendlicos. Um antioxidante pode ser
definido como uma substincia que, em baixa concentracdo em relacio a
um determinado substrato, retarda ou previne a oxidacdo do substrato
oxiddvel (CHIDAMBARA-MURPHY; JAYAPRAKASHA; SINGH,
2002). Quando o mecanismo de acdo for através de sua reacdo com o
radical livre, o novo radical formado deve ser estdvel e incapaz de
propagar a reagdao (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

Entre os antioxidantes presentes nas frutas e vegetais, 0os mais
ativos e frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, tais
como os acidos fendlicos e flavondides (SOARES; ANDREAZZA;
SALVADOR, 2003). A capacidade antioxidante destes compostos se
deve a sua habilidade de sequestrar radicais livres, pela doacdo de
hidrogénio ou elétrons, ou pela quelacio de {ons metdlicos
(AMAROWICZ et al., 2004).

A quantidade e os tipos de polifendis presentes nos vinhos podem
desempenhar um importante papel no controle da oxida¢do do corpo
humano. Os compostos fendlicos presentes no vinho tém propriedades
antioxidantes responsdveis por efeitos benéficos a saiide humana. Os
vinhos contém uma ampla quantidade de compostos fendlicos aos quais
sdo reportadas atividade anticincer, efeitos antiinflamatérios in vitro,
como também habilidade para bloquear eventos celulares que
predispdem a doencas corondrias e aterosclerose (GURBUZ et al.,
2007).
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO DA EXTRACAO EM FASE SOLIDA DE
COMPOSTOS FENOLICOS NAO COLORIDOS DE VINHOS
FORTIFICADOS UTILIZANDO A METODOLOGIA DE
SUPERFICIE DE RESPOSTA
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OTIMIZACAO DA EXTRACAO EM FASE SOLIDA DE
COMPOSTOS FENOLICOS NAO COLORIDOS DE VINHOS
FORTIFICADOS UTILIZANDO A METODOLOGIA DE
SUPERFICIE DE RESPOSTA

RESUMO

Compostos  fendlicos ndo coloridos foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em amostras de vinhos
fortificados e um procedimento de extragdao em fase sélida foi otimizado
para o pré-tratamento de amostra. As varidveis avaliadas foram volume
de amostra, volume do solvente de eluicdo e vazdo. A aplicagdo da
metodologia de superficie de resposta revelou que as condi¢des ideais de
extragdo de compostos fendlicos foram 5 mL de amostra, 20 mL do
solvente de eluicdo e vazio de 0,06 mL s”'. Nos testes de verificacdo
foram obtidos percentuais de recuperacdo no intervalo entre 71,06 a
119,4 %. O método otimizado foi aplicado em amostras de vinhos
fortificados brancos e tintos com bons resultados para a determinacio de
acido gédlico, (+)catequina, acido cafeico, acido p-cumdrico, &acido
ferdlico e quercetina, indicando a adequag¢do do modelo utilizado e a
aplicabilidade da metodologia de superficie de resposta na otimizacio
das condicdes de extracao.

Palavras-chave: compostos fenélicos nao coloridos; vinhos fortificados;
metodologia de superficie de resposta; CLAE-UV-VIS
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OPTIMIZATION OF SOLID-PHASE EXTRACTION OF NON-
COLOURED PHENOLIC COMPOUNDS FROM FORTIFIED
WINES USING RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

ABSTRACT

Non-coloured phenolic compounds were determined to high
performance liquid chromatography in samples of fortified wines and a
solid-phase extraction procedure was optimized for pretreatment of
sample. To the optimization of solid phase extraction was used the
surface response methodology. Application of the surface response
methodology revealed that the conditions for extraction were 5 mL of
sample, 20 mL of elution solvent and flow rate 0.06 mL s, Verification
tests gave percentage of recovery in the interval between 71.06 and
119.40%. The optimized method was applied in samples of fortified
wines white and red with good results for determination of gallic acid,
(+)catechin, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid and quercetin,
indicating suitability of the model employed and the applicability of
surface response methodology in optimization the extraction conditions.

Keywords: non-coloured phenolic compounds; fortified wines; surface
response methodology; HPLC-UV-Vis
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1 INTRODUCAO

Vinhos apresentam uma ampla gama de polifendis que incluem
os acidos fendlicos, trihidroxiestilbenos, flavondéis, flavan-3-ols, como
também polimeros denominados de procianidinas e antocianinas
(NAVE; CABRITA; COSTA, 2007; MASA; VILANOVA, 2008;
RASTIJA; SRECNIK; MEDIC-SARIC, 2009). Estes compostos sio
responsaveis por efeitos benéficos para a saide incluindo atividade
antiinflamatéria, antiviral, anticarcinogénica e antioxidante (L()PEZ et
al., 2001; VILLANO et al., 2006; GURBUZ et al., 2007; RASTIJA;
SRECNIK; MEDIC-SARIC, 2009).

A importancia dos compostos fendlicos no vinho estd relacionada
a sua influéncia na cor, aroma, sabor e adstringé€ncia (RODRfGUEZ—
DELGADO et al., 2001; VALENTAO et al., 2007; CABRITA et al.,
2008). Os compostos fendlicos ndo coloridos incluem os d4cidos
benzoicos, cindmicos e aldeidos, usualmente denominados de fendis de
baixo peso molecular. Embora estejam presentes em pequenas
quantidades nos vinhos, desempenham um importante papel na
qualidade sensorial, pois podem contribuir, através de um efeito aditivo,
para o amargor e a dureza (CABRITA et al., 2008), assim como,
exercem efeito na cor, uma vez que durante o processo de
envelhecimento dos vinhos, pigmentos novos e mais estdveis sdo
formados da reacdio entre antocianinas e flavanéis (DOPICO-GARCIA
et al., 2008).

Dentre as técnicas analiticas mais usadas para a determinacio de
compostos fendlicos em amostras complexas, como o vinho, destaca-se
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Considerando a
grande variedade de compostos presentes no vinho e as variacdes em
suas concentragdes, o preparo da amostra é essencial para garantir a
identificaco e quantificacdo destes compostos, mesmo quando a CLAE
¢ usada em associacdo com métodos de detec¢do com um elevado poder
de discriminagdo como o detector de arranjo de diodos (GUILLEM;
BARROSO; PEREZ-BUSTAMANTE, 1996). Em vinhos fortificados, o
pré-tratamento da amostra € fundamental, uma vez que o elevado
contetido de etanol, acticares e outros compostos normalmente presentes
na matriz podem diminuir a sensibilidade da técnica empregada, causar
danos nas colunas analiticas, causar varia¢des no fluxo do solvente e na
forma dos picos (RODRfGUEZ—BENCOMO et al., 2003; ALVES,
NASCIMENTO, NOGUEIRA, 2005).

Técnicas de extragdo rdpidas e limpas (utilizando menor
quantidade de solventes orginicos), metodologias mais eficientes (maior
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recuperacdo e reprodutibilidade, limite de deteccdo e de quantificagdo
menores) e de facil automagdo sdo objeto de estudos (OSZMIANSKI;
RAMOS; BOURZEIX, 1988; RICARDO DA SILVA et al., 1990;
CHILLA et al, 1996; NAVE; CABRITA; COSTA, 2007). Uma
alternativa para aprimorar as técnicas mencionadas € a extracdo em fase
solida (SPE), que oferece muitas vantagens, incluindo melhor
seletividade e facilidade de execugdo (GUILLEM; BARROSO; PEREZ-
BUSTAMANTE, 1996; GARCIA-FALCON et al., 2007).

O preparo da amostra por extracdo em fase sélida € necessdrio em
funcdo das dificuldades de interpretacdo dos cromatogramas e de
identificacdo dos compostos fendlicos a serem analisados. Dependendo
da natureza dos compostos, a seletividade e precisdo do método sdo
baixas, o que requer a otimizacdo do procedimento de extracdo para se
obter melhores resultados (RODRfGUEZ-DELGADO etal., 2001).

Em geral, a otimizacdo de um processo de extracdo pode ser
alcancada utilizando métodos estatisticos, como a metodologia de
superficie de resposta, que € frequentemente utilizada, pois permite a
avaliacdo das interacdes entre vdrios fatores. A metodologia de
superficie de resposta € um método estatistico eficaz baseado no modelo
multivariado ndo-linear, sendo amplamente utilizada para a otimizagéo
de processos complexos, bem como para estimar simultaneamente os
efeitos de muitas varidveis em um processo e suas interagcdes sobre as
varidveis respostas (KU; MUN, 2008).

O objetivo deste trabalho foi propor um procedimento otimizado
de extracdo em fase sdlida de compostos fendlicos ndo coloridos, para
identificar e quantificar seis compostos fendlicos em vinhos fortificados
através da CLAE — UV-Vis.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PADROES E REAGENTES

Acetonitrila, metanol e acetato de etila grau HPLC foram obtidos
da Merck (Darmstadt, Germany). Acido cloridrico, 4cido acético, 4cido
tartrico, etanol eram reagentes de grau analitico. A dgua foi tratada em
um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). Todos os
solventes usados como fase mdvel foram previamente filtrados através
de membrana 0,45 um (Millipore) e degaseificados antes do uso. Os
cartuchos de SPE usados foram Spe-ed C;3 (500 mg de massa de
sorvente ¢ 6 mL de volume do reservatorio) da Applied Separations
(Allentown, United States).
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Os padrdes de 4cido cafeico, dcido ferdlico e quercetina foram
obtidos da Fluka (Steinheim, Germany) e os padrdoes de 4cido p-
cumdrico, catequina e acido gdlico, da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Todos os padrdes foram dissolvidos em uma matriz de vinho
sintético preparada com 18 % (v/v) de etanol e 5 g L™ de 4cido tartdrico
em agua Milli-Q.

2.2 AMOSTRAS

Para a otimizag¢do do procedimento de extracdo dos compostos
fendlicos ndo coloridos foi utilizada amostra de vinho tinto fortificado
elaborada a partir de uvas Cabernet Sauvignon e Merlot, safra 2005,
produzida em Sdo Joaquim, Santa Catarina, Brasil. A metodologia
proposta foi testada utilizando amostras de vinhos fortificados brancos e
tintos de Vitis vinifera L., produzidas em trés diferentes regides
vitivinicolas brasileiras.

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA O:FIMIZACAO DA
EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS NAO COLORIDOS
DE AMOSTRA DE VINHO FORTIFICADO

Para otimizar as condi¢gdes de extracdo dos compostos fendlicos
ndo coloridos de vinhos fortificados foi utilizada a metodologia de
Superficie de Resposta (MONTGOMERY, 2001; MEYERS;
MONTGOMERY, 2002). Um delineamento central composto (DCC)
consistindo de 17 experimentos, incluindo trés repeticdes do ponto
central, foi escolhido para avaliar o efeito da combinacdo de varidveis
independentes. Os valores laterais e o ponto central das trés varidveis
independentes foram baseados em resultados de experimentos
preliminares (volume de amostra 5 — 10 mL; volume de solvente 10 — 30
mL; e vazdo de solvente 0,03 — 0,09 mL s’l). Trés niveis foram adotados
e codificados como -1, 0, +1. Os experimentos foram realizados em
ordem aleatéria para minimizar os efeitos da variabilidade nas respostas
observadas (SIN et al., 2006). As varidveis independentes foram volume
de amostra (X;, mL), volume de solvente (X,, mL) e vazido do solvente
(X3, mL s™), enquanto a varidvel resposta foi o conteiido de compostos
fendlicos expresso em drea total dos picos cromatogrificos (mAU). A
fungdo resposta (Y) foi dividida em linear, quadritica e componentes de
interacdo  (HENIKA, 1982; GIOVANNI, 1983; MEYERS;
MONTGOMERY, 2002; SIN et al., 2006). Os dados experimentais
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foram organizados segundo a equagdo de regressdo de segunda-ordem
(Equacio 1):

Y:ﬂo +ﬂ1X1 +ﬂ2X2 +ﬁ3X3 +ﬁ11X12 -"-ﬁ22)(22 +ﬂ33X32 +ﬁ12X1X3 +ﬂ23X2X3 +€ (1)

sendo, Y a resposta predita, By o intercepto; By B, P3; os coeficientes
lineares; Pi;. P, Pz 0s coeficientes quadréticos; PBio, P13, P2z 0s
coeficientes das interagdes e, X; e Xj os valores codificados para os
niveis das varidveis X; e Xj; € o residuo. O programa Statistica versdo
7.0 (Statsoft, Inc. Tulsa, OK, USA) foi usado para a andlise de varidncia
(ANOVA) e para definir o coeficiente de determinacio (R2) para avaliar
0 modelo.

2.4 PRE-TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram aplicadas em cartucho de SPE pré-
condicionado com 20 mL de acetato de etila, 20 mL de metanol e 20 mL
de 0,0IN HCI. O cartucho foi lavado com 3 mL de HCI1 0,0IN. Os
compostos fendlicos ndo coloridos foram eluidos com acetato de etila e
concentrados em rotaevaporador a 30 °C. O residuo obtido foi dissolvido
em 2 mL de metanol, filtrado em membrana Millipore (0,45 pum) e
analisado em CLAE - UV-VIS.

2.5 ANALISE POR CLAE UV-VIS

A andlise dos compostos fendlicos foi realizada em cromatdgrafo
liquido Shimadzu, equipado com um sistema quaterndrio de bombas
(modelo 10-AT), um degaseificador a vicuo modelo DGU-14A, um
detector UV-Vis (SPD-10AV) e um injetor Rheodyne com loop de 20
uL. O conjunto era controlado pelo software CLASS VP 6.1, com
comunicador modelo SCL-10A. A fase estaciondria era composta de
uma coluna em fase reversa Hichrom (Berkshire, UK) de 250 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno e particulas de tamanho 5 p.
Uma coluna de guarda foi utilizada para proteger a coluna analitica. Para
a separacdo dos compostos foi utilizado um gradiente de eluicio da fase
mével A (4gua acidificada com dcido acético a pH 2,65) e fase mével B
(80% acetonitrila, 20% eluente A): 0-35 min, 0-30% B; 35-40 min, 30-
50% Bj; 40-45 min, 50-100% B; 45-50 min, 100-50% B; 50-55 min, 50-
30% B; 55-60 min, 30-0% B. Foi utilizado fluxo de 1,2 mL min"' e
deteccdo no comprimento de onda de 280 nm. A identificagdo dos
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compostos fendlicos foi obtida por comparacdo entre os tempos de
retencdo dos picos das amostras e dos padrdes e a quantificacdo foi
efetuada por padronizagfo externa.

2.6 EFICIENCIA DO METODO

A curva de calibragdo foi construida com os compostos fendlicos
dcido cafeico, 4cido p-cumdrico, (+) catequina, quercetina e 4cido
ferulico e, para o 4dcido gdlico a curva foi construida separadamente, a
fim de evitar perdas devido a sua reatividade com os demais analitos.
Cada curva de calibragio foi construida com sete pontos em intervalos
de concentracio correspondentes a 0,3 -150 mg L™ com trés replicatas
de cada ponto. Para todos os pontos da curva de calibracdo foi realizado
o processo de extragdo dos compostos fendlicos ndo coloridos em SPE
utilizando os valores Otimos obtidos através da Metodologia de
Superficie de Resposta. A quantificacdo foi efetuada por padronizagéo
externa, avaliando a drea do pico cromatografico e, para todos os
compostos foi obtida correlacio linear com valores de R? maiores que
0,99.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdio (LOQ) foram
calculados com base no desvio padrio da resposta do branco (n=7) e na
inclinacdo da curva de calibracio de cada ponto. Como branco foi
utilizada uma solugéo de vinho sintético.

A exatiddo foi determinada através do ensaio de recuperacdo com
a adicio dos padrdes na concentragdo de 15 mg L™ na amostra de vinho
fortificado e foi expressa como percentual de recuperacdo e desvio
padrio relativo para as diferentes concentragdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 OTIMIZACAO DA EXTRACAO EM FASE SOLIDA DE
COMPOSTOS FENOLICOS NAO COLORIDOS DE AMOSTRA DE
VINHO FORTIFICADO

A resposta obtida para as 17 diferentes combinag¢des foi analisada
usando o DCC. Os valores das varidveis independentes (X, X; e X3) e
da varidvel resposta sdo apresentados na Tabela 2.1. A avalia¢do dos
dados deste experimento foi realizada através da integracdo e avaliacio
das dreas dos picos correspondentes a seis compostos com diferentes
tempos de retenc¢do. A varidvel resposta foi expressa como a soma das



87

areas dos picos cromatograficos dos seis compostos fendlicos nio
coloridos analisados.

Tabela 2.1 Delineamento central composto e resposta para a otimizagio
da extragdo em fase sélida de compostos fendlicos nao coloridos de
amostra de vinho fortificado.

Fator 1 Fator 2 Fator3  Compostos fenélicos nao

Xy Xy) (X3) coloridos (4rea total)

Corrida Volume Volume Fluxo
Amostra Solvente (mLs"')  Observado Predito
(mL) (mL)

1 5 10 0,03 322435 423164,6
2 5 10 0,09 306294 313629,1
3 5 30 0,03 263935 273043,7
4 5 30 0,09 208922 255748.,6
5 10 10 0,03 273598 306935,3
6 10 10 0,09 242890 313945,2
7 10 30 0,03 302658 375486,8
8 10 30 0,09 495303 474737,2
9 33 20 0,06 462409 403417,6
10 11,7 20 0,06 544355 489735.,4
11 7,5 3,2 0,06 494790 406955,1
12 7,5 36,8 0,06 441695 415918,9

13 7.5 20 0,01 313046 221922

14 7,5 20 0,11 237663 213351
15 7,5 20 0,06 541247 586798,5
16 7,5 20 0,06 604600 586798,5
17 7,5 20 0,06 592546 586798,5

Foram medidos os valores reais para cada combinacdo das
varidveis independentes e, os valores preditos foram avaliados a partir
do modelo desenvolvido usando fungdes de aproximagido (KORBAHTTI;
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RAUF, 2008; ZHANG et al., 2009). Nota-se que, os valores preditos
obtidos foram préximos dos valores observados no experimento,
indicando que o modelo foi proposto com €xito para a correlagdo entre
os fatores aplicados no procedimento de extracdo em fase sélida e a
varidvel resposta. O conteido de compostos fendlicos ndo coloridos,
expresso como a soma das dreas dos picos cromatograficos das seis
substincias analisadas, variou de 208922 a 604600 mAU, de acordo
com as variagdes nas condi¢des de extracdo.

A aplicagdo da metodologia de superficie de resposta
proporciona, com base no parametro estimado, uma relacdo empirica
entre a varidvel resposta (conteido de compostos fendlicos ndo
coloridos) e os fatores testados. Ao aplicar a andlise de regressdo
multipla nos dados experimentais, a varidvel resposta e as varidveis
testadas sdo relacionadas com a equagdo polinomial de segunda ordem
(Equacio 2), na qual os fatores nio significativos foram excluidos.

Y =523558+2668X, —2571X, —47582X; —118243X;  (2)

O efeito quadratico do volume de solvente de elui¢do juntamente
com a vazdo, foram estatisticamente significativos, enquanto, os efeitos
linear e quadritico do volume de amostra e o efeito das interagdes das
trés varidveis independentes ndo foram significativos. Mesmo ndo sendo
estatisticamente significativos, os efeitos lineares do volume de solvente
de eluicdo e da vazdo ndo foram eliminados do modelo com a finalidade
de apoio hierdrquico (ALIAKBARIAN et al., 2008).

Os coeficientes de regressdo do intercepto, linear, quadratico e
interacdes do modelo experimental foram calculados e seus niveis de
significancia foram determinados usando a Andlise de Varidncia
(ANOVA). A Tabela 2.2 mostra um resumo da ANOVA para o modelo
quadratico de superficie de resposta usado para estimar a extragdo em
fase s6lida de compostos fendlicos ndo coloridos em vinhos fortificados
como uma funcdo de trés varidveis independentes.

A verificagdo da adequag@o do modelo € uma parte importante do
procedimento de andlise dos dados, uma vez que, se o ajuste for
inadequado, pode fornecer resultados duvidosos (MEYERS;
MONTGOMERY, 2002; LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI, 2005;
KORBAHTI; RAUF, 2009). A qualidade do modelo desenvolvido foi
avaliada com base no coeficiente de determina¢do (R?), que indica a
propor¢do da variabilidade na varidvel resposta (SIN et al., 2006).
Quando R? se aproxima da unidade, o modelo empirico se encaixa mais
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2

perfeitamente nos dados reais e, portanto, maior € a sua precisao.
Quanto menor o valor de R2, menor releviancia as varidveis
independentes do modelo t€ém na explicacdo do comportamento da
variacdo na resposta (RAVIKUMAR et al., 2006; LEE et al., 2006; SIN
et al., 2006; FAN et al., 2008; WANG et al., 2008). Segundo Sin et al.,
(2006), valores de R? superiores a 0,8 indicam que o modelo de
regressdo explica o comportamento real do sistema em estudo. O
coeficiente de determinagdo (R?) obtido neste estudo foi de 0,8293. O
modelo de regressdo apresentou baixa dispersdo, explicando 82,93% do
total da variagc@o observada na resposta.

Tabela 2.2 Andlise de Varidncia (ANOVA) para o modelo quadritico
de superficie de resposta da extracdo em fase sdlida de compostos
fendlicos ndo coloridos de vinhos fortificados.

Soma dos Graus de Quadrado Valor  Valorp
Quadrados Liberdade Médio F

Modelo 245420275828 9 27268919536,44 3,778  0,046708
X 9005106658 1 9005106658 1,25 0,300876
X, 97111128,2 1 97111128,2 0,01 0910916
X3 89623347,2 1 89623347,2 0,01  0,914403
X% 27807638519 1 27807638519 3,85 0,090446
X% 43491099722 1 43491099722 6,03  0,043806
X% 193728739362 1 193728739362 26,84 0,001280
XX, 23908831128 1 23908831128 3,31 0,111567
X1 X3 6791426785 1 6791426785 0,94  0,364357
X,X5 4254154920 1 4254154920 0,59 0,467757
Residuo 50525336860 7 7217905266

Ajuste 48262840551 5 9652368110 8,53 0,108263
Erro puro 2263496309 2 1131748154

Total 295945612688 16

R’,4= 0,60977; R=0,91064; R’=0,82927

O ajuste ndo foi significativo ao nivel de 5% de probabilidade de
erro, o que demonstra que o modelo é adequado para ser aplicado no
intervalo das varidveis que determinam a resposta (ZULKALI;
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AHMAD; NORULAKMAL, 2006; KU; MUN, 2008). A ANOVA
demonstrou que o modelo € significativo, o que é evidenciado para o
valor de F calculado (3,78) e o valor de probabilidade de erro reduzido
(p =0,047).

Em relagdo aos fatores do modelo, um maior valor de F e um
menor valor de p indicam que aquele fator tem maior efeito significativo
na varidvel resposta (QUANHONG:; CAILI, 2005; YUAN et al., 2008).
Com base nos valores de F apresentados na Tabela 2.2, observa-se que o
maior valor foi de 26,84, indicando que o efeito quadritico da vazio foi
o mais significativo para a varidvel resposta, quando comparado aos
demais fatores.

O efeito de duas varidveis independentes (volume do solvente de
eluicdo e vazdo da amostra) na varidvel resposta, fixando a terceira
varidvel independente (volume de amostra) no ponto central do
experimento, é mostrado na Figura 2.1.

Area Total (MAV)
Volume de solvente de elui¢ao (mL)

Fluxo(mL s™")

Figura 2.1 Superficie de resposta (a) e curva de contornos (b) para a
varia¢do na drea dos picos cromatograficos de seis compostos fendlicos
nao coloridos em fungdo do volume de solvente (mL) e vazdo (mL s'l)
com volume de amostra fixado em 7,5 mL.

A eficiéncia na extracdo em fase sélida dos compostos fendlicos
ndo coloridos foi dependente, principalmente do volume de solvente
empregado para a eluicdo (efeito quadritico) e da vazdo (efeito
quadrético), resultando em um efeito curvilineo para a superficie de
resposta (Figura 2.1a). O rendimento na extracdo dos compostos
fendlicos néo coloridos diminui quando o volume de solvente e a vazdo
sdo menores que 15 mL e 0,05 mL s'l, respectivamente, bem como,
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quando sdo superiores a 25 mL e 0,07 mL s™', respectivamente (Figura
2.1b).

O gréfico tridimensional de superficie de resposta (Figura 2.1)
apresenta o formato de pardbola indicando que a extracdo dos
compostos fendlicos ndo coloridos de vinhos fortificados utilizando a
técnica de SPE, em cartucho C;g com 500 mg de sorvente, ¢ mixima
com 20 mL do solvente de eluicio acetato de etila a uma vazao de 0,06
mL s™. Para o volume de amostra, que nio foi significativo no modelo
estudado, pode ser atribuida a menor quantidade utilizada no
experimento, de 5 mL.

A plotagem da probabilidade normal dos residuos do conteido
de compostos fendlicos ndo coloridos é exibida na Figura 2.2. Observa-
se que a distribuicdo dos dados € aleatdéria e os residuos geralmente
ficam dispostos sobre uma linha reta, sem apresentar valores
discrepantes. As varidncias sdo homogéneas, o que implica que os erros
sdo normalmente distribuidos e a suposi¢do da normalidade € satisfeita,
comprovando que o modelo estd adequado para o estudo.

Valores de Normalidade

-3
-1,2E5 -80000 -40000 0 40000 80000 1,2E5
Residuo

Figura 2.2 Probabilidade normal dos residuos para a drea total dos picos
cromatograficos de seis compostos fendlicos ndo coloridos em amostra
de vinho fortificado.
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3.2 EFICIENCIA ANALITICA

As varidveis qualitativas, incluindo linearidade, limites de
detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQ) e exatiddo, foram determinadas
para avaliar o desempenho analitico do modelo proposto.

As curvas de calibragio se mostraram lineares na faixa de
trabalho estudada. Todos os compostos apresentaram coeficiente de
determinagdo (R?) maiores que 0,99 (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 Linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo e exatiddo
do estudo de compostos fendlicos ndo coloridos em vinhos fortificados,
obtidos por CLAE e pré-tratamento de amostra por SPE.

Composto Linearidade LOD LOQ Recuperacio
Equacio de regressio R2 (mgL") (mgL" (%) £ DPR

Acido Y =30469x- 46040 0,9914 0,05 0,16 1194 £11,97

gélico

Catequina Y =12036x + 5613,8  0,9979 0,04 0,12 117,3 £2,06

Acido Y =54017x + 27286  0,9980 0,02 0,06 81,83 +£5,84

cafeico

Acido Y =78779x + 46923  0,9979 0,08 0,24 71,06 £0,02

Cumarico

Acido Y =47844x + 25800 00,9980 0,04 0,13 75,73 £0,02

Fertlico

Quercetina Y =25553x — 1910,9

0,9976

0,05

0,15

99,71 + 0,03

LOD variou de 0,02 a 0,08 mg L'l, enquanto LOQ variou de 0,06
a 0,24 mg L. Estes valores estdo de acordo com limites obtidos por
outros pesquisadores, para andlises de compostos fendlicos em vinhos
tintos e vinhos fortificados (HO; HOGG; SILVA, 1999; GARCIA-
FALCON, et al., 2007; NAVE; CABRITA; COSTA, 2007; DE
QUIROS; LANGE-YUSTY; LOPEZ-HERNANDEZ, 2009).

Para avaliar a exatiddio do método, foram realizados
procedimentos de extracdo em fase sélida de uma amostra de vinho
fortificado adicionado dos seis compostos fendlicos ndo coloridos na
concentracio 15 mg L. Para calcular os valores de recuperagdo, a
concentracdo de cada composto fendlico da amostra pura foi subtraida
do valor correspondente obtido em cada amostra enriquecida com o
padrdo. O intervalo de recuperacdo foi de 71,06 a 119.4 % e o desvio
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padrido relativo (DPR) variou de 0,02 a 11,97 % (Tabela 2.3). Os
intervalos de recupera¢do encontrados estdo de acordo com outras
pesquisas para quantificacio destes compostos (GUILLEN; BARROSO;
PEREZ-BUSTAMANTE, 1996; SLADKOVSKY; SOLICH;
URBANEK, 2004; GARCIA-FALCON et al., 2007; MUNOZ et al.,
2008).

Estes resultados sugerem que o método proposto € potencial
ferramenta para o pré-tratamento de amostras de vinhos fortificados
quando se objetiva a determinacdo de compostos fendlicos ndo
coloridos.

3.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS NAO
COLORIDOS EM AMOSTRAS REAIS DE VINHO FORTIFICADO

O método proposto foi aplicado para determinar a concentra¢ao
de compostos fendlicos ndo coloridos em amostras de vinhos
fortificados brancos e tintos. Onze amostras de vinhos fortificados,
elaborados a partir de diferentes variedades de uvas, foram analisadas
em triplicata. Todas as amostras foram pré-tratadas pelo método de
extracdo em fase sélida utilizando os pontos 6timos obtidos no processo
de otimizagdo e posteriormente foram analisadas por CLAE — UV-VIS.
O cromatograma de uma amostra de vinho fortificado apds pré-
tratamento por SPE é apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3 Perfil cromatogrifico tipico de uma amostra de vinho
fortificado apds pré-tratamento por extracdo em fase solida. Os picos
correspondem a: 1, dcido gélico; 2, catequina; 3, 4cido cafeico; 4, dcido
p-cumdrico; 5, 4cido ferdlico e 6, quercetina.
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A concentracdo dos compostos fendlicos das amostras analisadas
(Tabela 2.4) estd de acordo com os valores descritos na literatura para
vinhos brancos e tintos das variedades estudadas (DEL ALAMO et al.,
2004; CASTILLO-MUNOZ et al., 2007; DOPICO-GARCIA et al.,
2008). Os vinhos fortificados apresentam uma concentragdo equivalente
ou, muitas vezes superior, de compostos fendlicos nao coloridos quando
comparados aos vinhos tradicionais. Isto € possivel porque, mesmo com
o menor tempo de macera¢do aplicado na elaboracdo de vinhos
fortificados, a extracdo dos compostos fendlicos € muito eficiente
devido a concentragdo de etanol, encontrada em maior quantidade nos
vinhos fortificados do que em outros vinhos (GARCIA-VIGUERA et
al., 1997).

Tabela 2.4 Concentragdo de compostos fendlicos ndo coloridos em
amostras de vinhos fortificados.

Cabernet Cabernet Touriga
Composto Goethe Moscato  Sauvignon/ Sauvignon/ Nacional
(n=3) (n=9) Merlot Tannat (n=3)
(n=12) (n=6)
Catequina 3,69+0,07* 4,81x0,89% 23,83+4,74*  27214230° 22,37+0,34%
Acido 2942001°  633+0.81°  11,1021.23" 3,60£0,75"  21,5620,15°
Cafeico

Acido  p- 1y 400001°  1,99+037°  1,12:021°  1,38+040°  4,34+0,20°
cumarico

Acido 1,28£0,04°  0,99+0,02° 0,8120,14°  2,474001°  1,9320,03°
Fertlico

Quercetina  2,61£0,14*  2,33+0,01*  6,74+1,24*  6,10+0,76" 6,30+0,01*

Acido 6,76+0,19°  54,1133,94° 69,58+1,08° 79,5343,15° 64,283 44°
Galico

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo das determinacdes em
triplicata. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa ao
nivel de 5% de probabilidade de erro.

O 4cido gélico foi o composto mais abundantemente encontrado
nos vinhos analisados, conforme foi previamente identificado em vinhos
fortificados (GARCIA-VIGUERA et al., 1997; HO; HOGG; SILVA,
1999; LA TORRE et al., 2008). A principal fonte de 4cido gélico, bem
como de catequina, sdo as sementes das uvas e, altas concentracdes
destes compostos nos vinhos se devem as prdticas de maceracgio,
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prensagem e altas temperaturas durante a vinificacdo (BRAVO et al.,
2006), ou ainda da sua extracdo da madeira ou da degradag¢do dos
taninos durante o envelhecimento do vinho (HO; HOGG; SILVA,
1999). Diferencas estatisticas relativas a concentragdo de 4cido
cumadrico e acido ferdlico foram observadas nos vinhos em fungdo da
variedade de uva empregada na elaborac¢do, conforme foi descrito em
trabalhos anteriores (CANTOS; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2002;
DOPICO-GARCIA et al., 2008). As diferencas observadas entre os
vinhos se devem também ao pH, contetido de etanol, temperatura e
tempo de fermentagdo e processo de maceragdo (BRAVO et al., 2006).

4 CONCLUSOES

A extragdo de compostos fendlicos nido coloridos de vinhos
fortificados utilizando a técnica de extracdo em fase s6lida foi otimizada
com eficiéncia utilizando a metodologia de superficie de resposta. Os
resultados mostraram que o procedimento de extracdo em fase sdlida
(SPE) pode ser feito em uma unica etapa utilizando quantidades
menores de amostra (5 mL) e menor consumo de solventes orginicos
(20 mL) do que em outras técnicas tradicionais de pré-tratamento de
amostra, o que torna o procedimento uma alternativa vantajosa para
andlise de rotina de vinhos fortificados por CLAE. O método otimizado
mostrou-se reprodutivel, com bons percentuais de recuperacio e baixos
limites de deteccdo e quantificagdo. Nas amostras de vinhos fotificados
analisadas verificou-se maior contetido de dcido gédlico e observaram-se
diferencas estatisticas relativas a concentracdo de &4cido cumdrico e
acido ferdlico, devidas as variedades de uva empregadas na elaboragéo
dos vinhos.
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COMPOSICAO FENOLICA, COR E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE VINHOS FORTIFICADOS PRODUZIDOS
EM DIFERENTES REGIOES BRASILEIRAS

RESUMO

Composicdo fendlica, cor e atividade antioxidante foram determinadas
em amostras de vinhos fortificados brancos e tintos produzidos em
diferentes regides do Brasil. As determina¢des analiticas foram
realizadas por espectrofotometria, colorimetria e cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Os resultados mostraram que os vinhos fortificados
brancos e tintos produzidos em diferentes regides do Brasil sdo ativos no
seqiiestro dos radicais DPPH e ABTS e na redugio do ferro. Os vinhos
fortificados produzidos na regido da Serra Gatcha apresentaram maior
tonalidade, maior atividade antioxidante, maiores conteudos de
catequina, quercetina, trans-resveratrol, orto-difendis, flavondis, ésteres
tartdricos e polifendis totais. Os vinhos fortificados produzidos no
Planalto Catarinense apresentaram maior intensidade e densidade de cor,
destacando-se quanto ao maior percentual de vermelho e de azul e maior
conteudo de 4acido cafeico, antocianinas monomeéricas totais € taninos
totais. A amostra produzida na Regido Carbonifera destacou-se quanto a
maior luminosidade (> L*) e a amostra de referéncia, produzida na
regiao do Douro, Portugal, apresentou menor luminosidade, maior
contetido de 4cido ferdlico, 4cido cumdrico e compostos fendlicos ndo
polimerizados. Ademais, a atividade antioxidante in vitro dos vinhos
fortificados apresentou forte correlacdo positiva com o contetido de
polifendis totais, orto-difendis, ésteres tartdricos, flavondis, taninos
totais, dcido gélico e trans-resveratrol.

Palavras-chave: vinhos fortificados; compostos fendlicos; cor; atividade
antioxidante.
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PHENOLIC COMPOSITION, COLOUR AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF THE FORTIFIED WINES PRODUCED IN
DIFFERENT BRAZILIAN REGIONS

ABSTRACT

Phenolic composition, colour and antioxidant activity were determined
in samples to white and red fortified wines produced in different regions
of Brazil. The analytical determinations were performed by
spectrophotometry, colorimetry and high performance liquid
chromatography. The results showed that to white and red fortified
wines produced in different regions of Brazil are active in the
scavenging of radicals DPPH and ABTS and the reduction of iron.
Fortified wines produced in the Serra Gaucha showed greater tonality
colour, higher antioxidant activity and contents of catechin, quercetion,
trans-resveratrol, ortho-diphenols, flavonols, tartaric esters, phenolic
compounds. Fortified wines produced in the Planalto Catarinense
showed higher intensity and density of colour, standing out as the largest
percentage of red and blue and the higher content of caffeic acid, total
monomeric anthocyanins and tannins. The wines of the Carbonifera
region had higher lightness (> L) and the reference sample, produced in
Douro, Portugal, showed a lower lightness, higher content of ferulic
acid, coumaric acid and non-polymerized phenolic compounds.
Moreover, in vitro antioxidant activity of fortified wines showed a
strong positive correlation with the total polyphenol content, ortho-
difhenols, tartaric esters, flavonols, tannins, gallic acid and trans-
resveratrol.

Keywords: fortified wines; phenolic compounds; colour; antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Vinhos fortificados sdo vinhos parcialmente fermentados em
que foi adicionada aguardente vinica com o objetivo de parar a
fermentacdo (HO; HOGG; SILVA, 1999; BRAVO et al., 2006). Para
obter vinhos fortificados de qualidade, diferentes praticas enoldgicas sdo
aplicadas; estas praticas modificam a composicido dos vinhos e suas
propriedades sensoriais, como aroma, sabor e cor (GOMEZ-MIGUEZ et
al., 2007).

Os compostos fendlicos sdo responsaveis por grande parte das
caracteristicas organolépticas dos vinhos, particularmente cor, aroma,
sabor e adstringéncia (COZZOLINO et al., 2004; GOMEZ-MIGUEZ et
al., 2007). Alguns compostos fendlicos encontrados nos vinhos sdo
antioxidantes e contribuem para a reducdo do risco de doengas
cardiovasculares, enquanto outros foram reconhecidos por sua atividade
antialergénica, antiinflamatéria, contra a hipertensdo, artrite e cancer.
Vinhos brancos, mesmo apresentando contetido fendlico e atividade
antioxidante menores do que os tintos, sdo efetivos na inibicdo do
processo de oxidagdo de LDL in vitro (FERNANDEZ-PACHON et al.,
2004; BRAVO et al., 20006).

As caracteristicas e a concentra¢do de compostos fendlicos dos
vinhos s@o influenciadas pela composi¢cdo quimica da matéria-prima
(uvas), determinadas pela variedade, estddio de maturacdo, condi¢des
atmosféricas durante a maturac¢do e colheita e tipo de solo. As técnicas
utilizadas durante o processo de vinificagdao do vinho fortificado e as
condi¢des de maturacdo e envelhecimento também sdo importantes
(PEREZ-MAGARINO; ORTEGA-HERAS; GONZALEZ-SANJOSE,
2002; ROUSSIS et al., 2008). Aldeidos fendlicos, acidos benzdicos,
acidos hidroxinamicos e seus ésteres obtidos da condensagdo com o
acido tartdrico, flavandis, flavondis e antocianinas sio extraidos das
uvas durante o processo de vinificacdo. Alguns compostos fendlicos
podem ser extraidos da madeira durante a maturagdo e, reacdes de
oxidag¢do podem também ocorrer aumentando a estabilidade do vinho e
modificando as caracteristicas sensoriais (BRAVO et al., 2006).

Os compostos fendlicos dos vinhos dividem-se em dois grupos:
ndo flavondides (acidos hidroxibenzodicos, acidos hidroxicindmicos e
seus derivados e, estilbenos e dalcoois fendlicos) e flavondides
(antocianinas, flavandis, flavondis e dihidroflavondis). As antocianinas
sdo os principais compostos responsdveis pela cor do vinho, um dos
atributos primeiramente percebidos pelos consumidores (PEREZ-
MAGARINO; GONZALEZ-SANJOSE, 2003; BOIDO et al., 2006;
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MONAGAS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2006). A
adstringéncia e amargor de vinhos jovens devem-se principalmente aos
acidos fendlicos e flavandis (MONAGAS; GOMEZ-CORDOVES;
BARTOLOME, 2006). Resveratrol  (3,5,4 -trihidroxiestilbeno),
principal representante do grupo dos estilbenos, é um composto
antioxidante encontrado nas uvas e produtos derivados como o vinho.
Pesquisas sobre o resveratrol t€ém evidenciado efeitos bioldgicos
benéficos deste composto para a satide humana, incluindo atividade anti-
cancer, cardioprotecdo, atividade antioxidante, inibi¢do da agregacdo
plaquetdria e atividade antiinflamatéria (WANG et al., 2002; BRAVO et
al., 2008).

A atividade antioxidante e as caracteristicas de cor dos vinhos
estdo frequentemente associadas ao conteddo de polifendis totais e a
composicdo de compostos fendlicos individuais, sendo de interesse em
diversas pesquisas. No entanto, hd poucos estudos acerca da composi¢ao
fendlica, cor e atividade antioxidante de vinhos fortificados. O presente
trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a composi¢do
fendlica e os parametros de cor e, avaliar a atividade antioxidante in
vitro de vinhos fortificados brancos e tintos produzidos em diferentes
regides do Brasil.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

Doze amostras comerciais de vinhos fortificados brancos e tintos
foram analisadas. As amostras foram produzidas em trés diferentes
regides vitivinicolas do Brasil, a partir de variedades de uvas distintas:
uvas tintas (amostras 1, 2 e 3) Cabernet Sauvignon/ Merlot, Serra
Gaticha; (amostra 4) Cabernet Sauvignon/ Merlot, Planalto Catarinense;
(amostras 5 e 6) Cabernet Sauvignon/ Tannat, Serra Gaudcha; (amostra 7)
Touriga Nacional, Planalto Catarinense; e uvas brancas (amostra 8)
Goethe, Regido Carbonifera; (amostras 9 e 10) Moscato Giallo, Serra
Gaticha; (amostra 11) Moscato Giallo, Planalto Catarinense. Vinho tinto
do Porto categoria Vintage, proveniente da Regido Demarcada do
Douro, foi utilizado como amostra de referéncia (amostra 12), por
recomendag¢do da Confraria do Vinho do Porto.
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2.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS

A densidade de cada amostra foi medida em balanga hidrostatica
Densimat (Gibertini, Italia). O teor alcodlico foi obtido através de
destilacdo das amostras de vinho fortificado em destilador enoquimico
eletronico modelo Vade 3 (Gibertini, Italia) e leitura da densidade do
destilado em balanga hidrostdtica. Os agucares redutores totais foram
determinados utilizando metodologia em que a amostra reage com uma
solucdo cupro-alcalino e os fons clpricos em excesso sdo determinados
por iodometria. O extrato seco foi determinado por medida indireta,
subtraindo o valor de densidade do alcool, do valor de densidade do
vinho fortificado. O extrato seco reduzido foi obtido do valor de extrato
seco menos os agucares totais. O anidrido sulfuroso total (SO, total) foi
analisado por titulacdo; as determinacdes de acidez total, expressas em
equivalentes de 4cido tartrico (g L), foram realizadas por titulagdo das
amostras de vinho fortificado com NaOH 0,1N até pH 7,0. As medidas
da acidez volitil, expressas em g L' de 4cido acético, foram realizadas
através de destilacdo das amostras em destilador enoquimico eletrdnico
e posterior titulacdo com solu¢do de NaOH 0,1N até pH 7,0. O pH foi
medido em pHmetro Adwa modelo AD 1030 (Adwa Hungary, Szeged,
Hungary). Todas as metodologias empregadas constam dos métodos
oficiais de an4lise estabelecidos pela Instru¢do Normativa n.® 24 de 8 de
setembro de 2005 (BRASIL, 2005).

2.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
2.3.1 Andélises Espectrofotométricas

Todas as medidas espectrofotométricas foram realizadas em
espectrofotdmetro Hitachi modelo U2010, Tokyo, Japao.

O conteddo de polifendis totais foi determinado através do
método Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965) usando acido
gélico como padrio.

As absorbéncias a 340 e 360 nm foram utilizadas para estimar o
conteddo de ésteres tartdricos e flavondis, respectivamente. O método de
Glories (1978) adaptado por Mazza et al. (1999), consistia da adi¢do de
0,25 mL de amostra, 0,25 mL 0,1% HCI em 95% etanol e 4,55 mL 2%
HCI em tubo de ensaio e posterior agitagdo. A leitura das absorbancias
foi efetuada apés 15 minutos de reagdo. Cada comprimento de onda
utilizado nas leituras correspondia ao contetido total de ésteres tartdricos
(A320) e flavondis (A360), que foram determinados utilizando curvas
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de calibracio com padrdes de 4cido cafeico e quercetina,
respectivamente.

Os polifendis ndo polimerizados foram determinados através do
Indice de Vanilina e, os orfo-difendis por Reagdo de Arnow, segundo
metodologias de Paronetto (1977).

O conteddo de antocianinas monoméricas totais foi determinado
através do método de pH diferencial empregando metodologia de Giusti
e Wrolstad (2001).

Para determinacdo de taninos totais e das fragdes monoméricas,
oligoméricas e poliméricas, foram utilizadas as metodologias de Sun et
al. (1998) e Sun et al. (2001). Os vinhos foram fracionados em trés
grupos contendo respectivamente, catequinas, proantocianidinas
oligoméricas (grau de polimerizagdo de 2 a 12-15) e proantocianidinas
poliméricas (grau de polimerizacdo > 12-15), usando cartuchos Sep-Pak
Cys. Cada fracdo foi evaporada a temperatura < 30 °C e dissolvida em
metanol para quantificacdo por reacdo de vanilina, com leitura a 500
nm.

2.3.2 Andlises Cromatograficas

A 1identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos (acido
gélico, catequina, dcido cafeico, dcido cumdrico, &4cido feridlico e
quercetina) foram realizadas em cromatografo liquido Shimadzu,
equipado com um sistema quaterndrio de bombas (modelo 10-AT), um
degaseificador a vdcuo modelo DGU-14A, um detector UV-Vis (SPD-
10AV) e um injetor Rheodyne com loop de 20 pL. O conjunto era
controlado pelo software CLASS VP 6.1, com comunicador modelo
SCL-10A. A fase estaciondria era composta de uma coluna em fase
reversa Hichrom (Berkshire, UK) de 250 mm de comprimento e 4,6 mm
de didmetro interno e particulas de tamanho 5 p. Uma coluna de guarda
foi utilizada para proteger a coluna analitica.

Todas as amostras foram tratadas antes da injecdo no
cromatdgrafo. O pré-tratamento de amostra para determinacgdo de acido
gélico, catequina, dcido cafeico, dcido cumdrico, &cido ferulico e
quercetina foi realizado por extragdo em fase sdlida, conforme
metodologia otimizada e descrita no Capitulo 2: 5 mL de amostra foram
aplicados em cartucho de SPE C;g com 500 mg de massa de sorvente e 6
mL de volume do reservatério da marca Applied Separations
(Allentown, United States) pré-condicionado com 20 mL de acetato de
etila, 20 mL de metanol e 20 mL de 0,01N HCI. O cartucho foi lavado
com 3 mL de HCI 0,0IN. Os compostos fendlicos ndo coloridos foram
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eluidos com 20 mL de acetato de etila a vazdo de 0,06 mL st e
concentrados em rotaevaporador a 30 °C. O residuo obtido foi dissolvido
em 2 mL de metanol, filtrado em membrana Millipore (0,45 pum) e
analisado em CLAE — UV-VIS.

Para a separa¢do dos compostos foi utilizado um gradiente de
elui¢do da fase mdvel A (dgua acidificada com acido acético a pH 2,65)
e fase movel B (80% acetonitrila, 20% eluente A): 0-35 min, 0-30% B;
35-40 min, 30-50% B; 40-45 min, 50-100% B; 45-50 min, 100-50% B;
50-55 min, 50-30% B; 55-60 min, 30-0% B. A 4gua foi tratada em um
sistema de purificagcdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). Todos os
solventes usados como fase mdvel foram previamente filtrados através
de membrana 0,45 pm (Millipore) e degaseificados antes do uso. Foi
utilizado fluxo de 1,2 mL min™ e detec¢io no comprimento de onda de
280 nm. A identificacio dos compostos fendlicos foi obtida por
comparagdo entre os tempos de retengdo dos picos das amostras e dos
padrdes e a quantificacdo foi efetuada por padronizacio externa.

Para determinagdo de trans-resveratrol, todas as amostras foram
analisadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu modelo
LC-20A Proeminence equipado com um sistema quaternario de bombas
modelo LC-20AT, injetor manual Rheodyne com loop de 20 pL, forno
de colunas modelo CTO-20A, degaseificador on-line modelo DGU-
20AS5, controlador do sistema CBM-20A e detector de arranjo de diodos
modelo SPD-M20A. A aquisicio e tratamento dos dados foram
realizados através do software LC Solution (Tokyo, Japao). Foi utilizada
uma coluna C;3 em fase reversa Shimadzu (Tokyo, Japdo) com 250 mm
de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno e particulas de tamanho
S5u, com uma coluna de guarda C;g. A determinacgdo de trans-resveratrol
foi efetuada segundo metodologia de Souto et al. (2001) com
modificacdes de alguns pardmetros: como fase mével foi utilizada uma
solucdo de 4dgua e acetonitrila (75:25), com pH ajustado em 2,4 com
H3PO, concentrado (Merck, Darmstadt, Alemanha), eluicdo ao fluxo de
1,2 mL min"' e monitoramento do sinal a 306 nm.

Todas as amostras de vinhos fortificados foram pré-tratadas antes
da injec@o no cromatdgrafo utilizando metodologia de extragdo liquido-
liquido descrita por Bravo et al. (2008): 10 mL de amostra foram
extraidos quatro vezes consecutivas com 7 mL de acetato de etila,
posteriormente os extratos foram combinados e evaporados sob vicuo,
dissolvidos em 250 mL de metanol:dgua (6:4 v/v) e filtrados através de
membrana 0,45 pm (Millipore). A identificagdo do trans-resveratrol foi
realizada por comparacdo entre os tempos de retengdo dos picos das
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amostras e dos padrdes e através do espectro dos picos correspondentes.
A quantificagdo foi efetuada por padronizacio externa.

Os padrdes de 4cido cafeico, 4cido ferilico e quercetina foram
obtidos da Fluka (Steinheim, Germany) e os padrdes de dcido p-
cumdrico, (+) catequina, 4dcido gdlico e trans-resveratrol da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os padrdes foram dissolvidos em
uma matriz de vinho sintético preparada com 18 % (v/v) de etanole 5 g
L™ de 4cido tartarico em dgua Milli-Q.

2.4 DETERMINACOES DE COR

Dois métodos foram utilizados para a determinacgdo da cor das
amostras de vinhos fortificados. No primeiro, as absorbancias das
amostras de vinho a 420, 520 e 620 nm foram determinadas em
espectrofotdmetro Hitachi modelo U2010 (Tokyo, Japdo) usando uma
cubeta de 1 mm de percurso Optico, conforme descrito por Glories
(1984). Intensidade de cor (IC), tonalidade (T), densidade (D), % de
amarelo, % de azul e % de vermelho foram calculados segundo as
equagdes (Equagdes 1 a 6):

IC = Abs420+ Abs520 + Abs620 Equagio 1
Abs420 ~
=— Equagdo 2
Abs520
D = Abs420 + Abs520 Equacdo 3
Abs420*100 ~
Yoamarelo = ———— Equacdo 4
IC
k
Yovermelho = Abs5207100 Equagdo 5
IC
*
Yoazul = w Equacdo 6

O segundo método para determinacdo da cor utilizou um
colorimetro Konica Minolta modelo Chroma Meter CR 400 (Mettler
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Toledo, Ohio, USA), para determinar os valores das coordenadas L*, a*
e b*. Estes valores correspondem ao grau de luminosidade (L*),
tonalidade do verde ao vermelho (a* < 0 e a* > 0, respectivamente),
tonalidade do azul ao amarelo (b* < 0 e b* > 0, respectivamente). C*
indica o grau de saturacdo, sendo calculado pela comparacdo da cor
cinza em relacdo ao matiz da amostra. O parametro h, que indica o
angulo do matiz, € um atributo qualitativo de cor e, relata as diferengas
na absorbancia da amostra em diferentes comprimentos de onda. C* e h
sdo calculados de acordo com a Equacdes 7 e 8.

C*= [(a ) +(b *)ZF Equagdo 7
h = arctan (b % *) Equacdo 8

2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atividade antioxidante das amostras de vinhos fortificados foi
determinada através dos métodos ABTS (4cido 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-acido sulfonico), DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) e FRAP (poder de reducéo do ferro).

O método ABTS foi executado conforme metodologia descrita
por Re et al. (1999), na qual o radical ABTS™ ¢ formado por uma reagdo
quimica com persulfato de potdssio que pode chegar a formar mais de
60 % de radicais livres depois de 16 horas de incubacdo. A absorbancia
foi medida a 734 nm no tempo inicial e apds 7 minutos da adi¢do de
cada amostra, sendo os resultados expressos em mMol L' de TEAC
(atividade antioxidante equivalente ao Trolox - 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico).

A habilidade das amostras em sequestrar os radicais livres DPPH
foi avaliada conforme metodologia descrita por Brand-Willians,
Cuvelier e Berset (1995), modificada por Kim et al. (2002). Avaliou-se a
reducdo da absorbancia do radical DPPH" 100 uM dissolvido em etanol,
com leitura no comprimento de onda de 515 nm (espectrofotometro
Hitachi modelo U2010) no tempo inicial e 30 minutos apds a adi¢do de
cada amostra. A atividade antioxidante foi determinada em mMol L' de
TEAC.



111

Os ensaios para determinacdo da atividade antioxidante através
do método FRAP foram realizados de acordo com o método descrito por
Benzie e Strain (1996), com modificacdes de Arnous et al. (2002). O
método FRAP mede a habilidade de antioxidantes reduzirem o
complexo férrico Fe™ — 2.4,6-tripiridil-s-triazina [(Fe* — (TPTZ),]"
para um complexo ferroso [(Fe+2 - (TPTZ)Z]Jr2 intensamente azul em
meio dcido. A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 620
nm e o valor do poder redutor foi expresso em mMol L" de TEAC.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as amostras de vinhos fortificados foram analisadas em
triplicata e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo
das trés determinagdes. Andlise de Variancia (ANOVA) e Teste de
Tukey ao nivel de significAncia p < 0,05 foram utilizados para
determinar as diferencas estatisticas entre as amostras analisadas.
Posteriormente, os dados analiticos foram processados através da
técnica multivariada de Andlise de Componentes Principais. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas no Software Statistica 7.0 (Statsoft
Inc., Tulsa, OK, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISES FISICO-QUIMICAS

A densidade dos vinhos estd relacionada com o teor alcodlico e
os actcares redutores (RIZZON; MIELE, 2004). Nos vinhos fortificados
analisados, a densidade variou de 1,0116 a 1,0429 (Tabela 3.1).

O teor alcodlico das amostras analisadas variou de 15,3 a 20 %
em volume (Tabela 3.1), sendo o maior valor encontrado na amostra de
vinho do Porto categoria Vintage (amostra de referéncia) e o menor
contetido correspondente a amostra de vinho branco fortificado
produzido na Serra Gaticha a partir de uvas Moscatto Giallo (amostra 9),
estatisticamente igual a amostra de Cabernet Sauvignon/ Merlot
produzida na Serra Gaticha (amostra 2). As amostras de vinhos
fortificados produzidas no Brasil encontram-se em conformidade com a
legislacdo brasileira vigente (BRASIL, 2004), que determina teor
alcodlico de 14 a 18% em volume para estes vinhos.

Os acticares residuais foram detectados em concentracdes
varidveis de 74,56 a 149, 28 g L! (Tabela 3.1). Estes valores estio em
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concordancia com os limites fixados na legislacdo brasileira para vinhos
licorosos fortificados doces (BRASIL, 1988).

Extrato seco e extrato seco reduzido foram quantificados na faixa
de 88,90 a 163,10 g L™ e 19,55 a 50,37 g L™, respectivamente (Tabela
3.1). A legislacdo brasileira determina limites minimos de extrato seco
reduzido de 12 g L' para vinhos brancos e rosados e, 14 g L' para
vinhos tintos (BRASIL, 1988). O extrato seco consiste de todas as
substincias que ndo sdo voldteis sob condi¢des fisicas que alteram a
natureza do vinho e, inclui substincias organicas ndo voldteis e
compostos minerais. O extrato seco reduzido corresponde ao extrato
seco total menos os aciicares totais excedentes de 1 g L' (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006).

A concentracdo de diéxido de enxofre total variou de 16,0 a
108,8 mg L' nas amostras de vinhos fortificados analisadas (Tabela
3.1). As doses de diéxido de enxofre empregadas variam de acordo com
o grau de maturacdo da uva, sanidade, temperatura, teor de agucar e,
sobretudo, pH (MANFROI et al., 2006). A legislacio brasileira
(BRASIL, 1988) fixa limite maximo de diéxido de enxofre de 350 mg
L para estes vinhos. A menor concentragdo de SO, total foi observada
na amostra de vinho fortificado Goethe, da Regido Carbonifera (amostra
8), com 16 mg L™ Este valor provavelmente limita o envelhecimento do
vinho.

A acidez condiciona a estabilidade microbioldgica, cor e
caracteristicas gustativas dos vinhos e, pode ser avaliada pela
determinagdo da acidez total e pH (RIZZON; ZANUS; MIELE, 1998).
Os limites de acidez total fixados para vinhos licorosos fortificados sdo
de 50 a 120 meq L™, o que corresponde a 3,75 a 9,00 g L', expressos
em 4dcido tartirico (BRASIL, 1988). As amostras analisadas
apresentaram acidez total varidvel de 4,80 a 6,60 g L! (Tabela 3.1). O
pH ¢ importante principalmente devido seu efeito na cor, no sabor e na
proporcdo entre SO, livre e combinado. Para que o vinho atinja niveis
satisfatérios destas caracteristicas os valores de pH deverdo estar na
faixa de 3,1 e 3,6 (AMERINE; OUGH, 1976). As amostras analisadas
apresentaram valores de pH na faixa de 3,13 a 3,80 (Tabela 3.1). As
amostras 1, 6 e 7 apresentaram os maiores valores de pH, que podem
comprometer a qualidade dos vinhos durante o envelhecimento.
Calculando a relacdo das concentracdes de aglicares redutores totais e
acidez total, verificamos os maiores valores relativos as amostras de
vinhos brancos produzidas nas regides da Serra Gaticha e Planalto
Catarinense e, o menor valor relativo a amostra de vinho fortificado
Goethe da Regido Carbonifera.
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Foram observados valores de acidez voldtil, expressos em g L'
de 4dcido acético, na faixa de 0,180 a 0,750 para as amostras analisadas
(Tabela 3.1). A legislagdo brasileira prevé o limite de 20 meq L,
equivalente a 1,2 g L' de 4cido acético (BRASIL, 1988). Os menores
valores de acidez volatil foram observados nas amostras 4, 8, 11 e 12,
provenientes de Santa Catarina e Douro — Portugal. Os resultados
obtidos indicam uma correta condugdo do processo de vinificacdo dos
vinhos fortificados analisados (MANFROI et al., 2006).

32 COMPOSTOS FENOLICOS, COR E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Os resultados relativos ao contetido de compostos fendlicos, cor e
atividade antioxidante de vinhos fortificados brancos e tintos produzidos
em diferentes regides do Brasil sdo apresentados nas Tabelas 3.2, 3.3 e
3.4, respectivamente.

Os compostos fendlicos contribuem para a cor, gosto, aroma e
propriedades antioxidantes dos vinhos (KALLITHRAKA et al., 2001).
Devido a heterogeneidade de compostos fendlicos presentes nos vinhos,
eles sd0 comumente expressos como equivalentes de acido galico. O
contetido de polifendis totais das amostras analisadas foi maior nos
vinhos tintos do que nos vinhos brancos, sendo observadas variagdes de
894,09 a 3241,82 mg L' e 277,00 a 501,54 mg L para os vinhos
fortificados tintos e brancos, respectivamente (Tabela 3.2). Villafio et al.
(2004) detectaram valores de 201 a 446 mg L™ de polifenéis totais em
vinhos brancos fortificados produzidos no Sul da Espanha.

A concentragdo de flavondis variou de 67,33 a 240,97 mg L!
para os vinhos tintos fortificados e, de 25,74 a 55,85 mg L' para os
vinhos brancos fortificados. Esteres tartiricos foram quantificados na
faixa de 43,22 a 114,10 mg L'e 108,86 a 360,83 mg L'l, nas amostras
de vinhos fortificados brancos e tintos, respectivamente (Tabela 3.2).
Apresentou maior conteido de flavondis e ésteres tartdricos a amostra
de vinho tinto Cabernet Sauvignon/ Merlot da Serra Gatcha (2) e, dentre
os vinhos brancos, destacou-se a amostra Moscato Giallo do Planalto
Catarinense (11). Estas variagdes na composicdo fendlica podem refletir
o grau de maturacdo das uvas, relacdo sdlido-liquido durante a
maceracio dos vinhos tintos, condi¢des climaticas durante a maturago e
diferentes técnicas de vinificacdo utilizadas na produc¢do dos vinhos
fortificados (CLIFF; KING; SCHLOSSER, 2007).
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Foram observadas concentragdes de compostos fendlicos ndo
polimerizados da ordem de 737,66 a 1728,10 mg L™ nos vinhos tintos
fortificados e, 40,11 a 63,94 mg L' nos vinhos brancos fortificados
(Tabela 3.2). Durante a maturagdo e o envelhecimento dos vinhos,
modificacdes  estruturais dos compostos  fendlicos  ocorrem
transformando estes compostos em formas condensadas que apresentam
propriedades quimicas diferenciadas das formas ndo polimerizadas. Em
geral, durante a maturacio e o envelhecimento, o conteido de
compostos fenélicos nido polimerizados tende a diminuir (MONAGAS;
GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2006).

Segundo Monagas, Gémez-Cordovés e Bartolomé (2006), os
principais orto-difendis presentes em vinhos produzidos a partir de
variedades Vitis vinifera L. incluem dacidos hidroxicinamicos (4cido
gédlico e protocatecuico), dcidos hidroxibenzdicos e seus derivados
(derivados do é4cido cafeico), flavondis (derivados da quercetina e
miricetina), dihidroflavonéis (derivados da dihidroquercetina e
dihidromiricetina), flavanéis monoméricos, oligoméricos e poliméricos
(procianidinas e prodelfinidinas) e antocianinas (derivados da cianidina,
delfinidina e petunidina). Os orto-difendis sdo os principais compostos
fendlicos responsdveis pelo escurecimento oxidativo dos vinhos (LI;
GUO; WANG, 2008). Nos vinhos fortificados analisados foram
observados valores de orto-difendis varidveis de 67,10 a 525,39 mg L!
para os vinhos tintos e, 3,84 a 40,28 mg L! para os vinhos brancos
(Tabela 3.2).

Antocianinas monoméricas totais foram encontradas em
concentra¢des de 2,24 a 50,46 mg L' nas amostras de vinhos tintos
fortificados. Os valores observados para antocianinas monoméricas
totais possivelmente sdo resultantes das reacdes ocorridas durante o
periodo de maturacdo e envelhecimento dos vinhos tintos fortificados,
que colaboram para o decréscimo na concentracio de mondmeros
devido a sua reatividade com outros constituintes do vinho e, o aumento
na concentragio das formas polimerizadas (VALENTAO et al., 2007).

Para as amostras analisadas, a fracdo polimérica dos taninos foi
predominante, seguida pela fracdo oligomérica e, monomérica, que
apresentou a menor propor¢do do total de taninos, com exce¢do das
amostras Cabernet Sauvignon/ Merlot e Touriga Nacional, produzidas
no Planalto Catarinense, que apresentaram maior concentracdo de
mondmeros em relagdo a oligdmeros. Apresentou maior contetido de
taninos totais a amostra Cabernet Sauvignon/ Merlot do Planalto
Catarinense (665,45 mg L) e menor, a amostra Cabernet Sauvignon/
Merlot da Serra Gaticha (amostra 3), com 52,86 mg L' (Tabela 3.2). A
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menor fracdo monomérica foi observada na amostra de Vinho do Porto
(amostra de referéncia), com 2,78 mg L’l, equivalente a 2 % do total de
taninos. A maior concentragdo de mondmeros foi encontrada na amostra
Touriga Nacional do Planalto Catarinense (26,81 mg L), equivalente a
7 % dos taninos totais. A maior propor¢do de oligdmeros foi detectada
na amostra Cabernet Sauvignon/ Merlot da Serra Gaidcha (amostra 1)
com 72,39 mg L'l, correspondente a 19,6 % do total de taninos,
enquanto a menor concentracdo de oligdmeros foi verificada nas
amostras Cabernet Sauvignon/ Merlot do Planalto Catarinense (6,93 mg
L") e Porto Vintage da Regido do Douro (7,24 mg L™). Os polimeros
foram predominantes em todas as amostras analisadas, destacando-se a
amostra Cabernet Sauvignon/ Merlot do Planalto Catarinense (4), com
maior propor¢do de polimeros (96 %) e, Cabernet Sauvignon/ Merlot da
Serra Gatdcha(3), com o menor percentual (47 %). Sun, Ricardo-da-Silva
e Spranger (2001) encontraram concentra¢des de mondmeros varidveis
de 18,6 a 76,2 mg L'l, oligdbmeros de 65,2 a 279,6 mg L'e polimeros de
334,8 a611,2 mg L' em vinhos tintos portugueses.

Os principais grupos de compostos responsdveis pela
adstringéncia dos vinhos s@o as procianidinas poliméricas, procianidinas
oligoméricas e monoméricas. As concentracdes relacionadas as
propriedades de adstringéncia destes compostos variam de 75 mg L™ a
500 mg L. No entanto, o amargor proporcionado pela (+) catequina
mostrou-se  significativamente acentuado com o aumento na
concentracdo alcodlica de 8 para 14 %. Como o conteudo de dlcool das
amostras de vinhos fortificados alcanca valores proximos a 18 % ou
mais, se pode afirmar que a catequina tem maior contribuicdo para o
amargor do que para a adstringéncia (GARCIA-VIGUERA et al., 1997).

O composto fendlico mais abundante nas amostras analisadas foi
o 4cido galico (contetido médio de 64,65 mg L), destacando-se quanto
ao maior conteido deste dcido a amostra de vinho fortificado Cabernet
Sauvignon/ Merlot da Serra Gaticha (amostra 2) com 137,98 mg L. As
menores concentracdes de dcido gélico foram observadas nas amostras
de vinhos brancos fortificados, com valores de 5,54 a 16,36 mg L' Em
vinhos brancos fortificados produzidos na regido sul da Espanha, foram
quantificados valores médios de 7,73 mg L' (BENfTEZ et al., 2006),
7,80 mg L' (FERNANDEZ-PACHON et al., 2006) ¢ 6,49 mg L
(ORTEGA; MAYEN, MEDINA, 2008). Ho, Hogg e Silva (1999)
detectaram valores de 5,2 a 32,8 mg L' em vinhos fortificados brancos e
tintos europeus. La Torre et al. (2008) observaram valores de 10,9 a 29,1
mg L em vinhos tintos fortificados produzidos na Itdlia. As principais
fontes de dcido gdlico sdo as sementes das uvas. Altas concentracdes
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deste composto nos vinhos indicam o uso de préticas que aumentam sua
extragdo das uvas, como extensas maceragdes, altas temperaturas de
fermentacdo e prensagens agressivas (BRAVO et al., 2006), podem ser
resultado da sua extracdo da madeira durante o envelhecimento, ou
derivam da degradag@o dos taninos (HO; HOGG; SILVA, 1999).

Acido cafeico foi encontrado em concentracdes varidveis de 2,62
a 8,12 mg L' nas amostras de vinhos brancos fortificados e 0,66 a 27,07
mg L' em vinhos tintos fortificados. Este dcido aparece no vinho como
conseqiiéncia da hidrélise do 4cido caftidrico presente nas uvas
(GUTIERREZ; LORENZO; ESPINOSA, 2005). Acido cafeico foi
detectado em concentra¢des médias de 0,85 mg L! (BENfTEZ et al.,
2006), 3,31 mg L' (FERNANDEZ-PACHON et al., 2006) ¢ 3,99 mg L™
(ORTEGA; MAYEN, MEDINA, 2008) em vinhos brancos fortificados
produzidos no sul da Espanha. Concentra¢des na faixa de 0,9 a 4,6 mg
L' foram quantificadas em vinhos fortificados brancos e tintos,
tradicionalmente produzidos na Europa (HO; HOGG; SILVA, 1999).
Em vinhos tintos fortificados produzidos na Itdlia foram encontradas
concentragdes de 0,46 a 3,73 mg L! (LA TORRE et al., 2008). Nas
amostras analisadas observam-se concentracdes semelhantes de acido
cafeico nos vinhos fortificados produzidos a partir da variedade Touriga
Nacional e Vinho do Porto Vintage.

O 4cido p-cumdrico é um 4cido fendlico naturalmente presente no
vinho, atua como substrato para enzimas que sintetizam o resveratrol e,
¢ liberado durante a fermenta¢do por acdo da atividade de enzimas
esterase (SALAMEH et al., 2008). Concentragdes na faixa de 0,64 a
8,62 mg L' de dcido p-cumdrico foram quantificadas nas amostras
analisadas. Acido p-cumdrico foi detectado em contetido médio de 0,77
mg L' (BENITEZ et al., 2006); 3,71 mg L' (FERNANDEZ-PACHON
et al., 2006) e 1,79 mg L' (ORTEGA; MAYEN, MEDINA, 2008) em
vinhos brancos fortificados produzidos no sul da Espanha. Conteido de
24 a 3,77 mg L' foi observado em vinhos fortificados brancos e tintos
produzidos na Europa (HO; HOGG; SILVA, 1999). La Torre et al.
(2008) obtiveram valores mdximos de dcido p-cumérico de 1,05 mg L™
em vinhos tintos fortificados produzidos na Itélia.

Foram detectados valores de acido ferulico na faixa de 0,63 a
2,78 mg L' nas amostras de vinhos fortificados analisadas. Em vinhos
brancos fortificados produzidos no sul da Espanha, foram quantificadas
concentra¢des médias de 0,53 mg L! (BENfTEZ et al., 2006) e 1,05 mg
L"' (ORTEGA; MAYEN, MEDINA, 2008) de 4cido feriilico. La Torre
et al. (2008) detectaram concentragdes de 0,08 a 0,66 mg L' em vinhos
tintos fortificados italianos. Este dcido hidroxicindmico pode ser
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convertido a 4-vinilguaiacol quando o vinho fortificado € maturado em
barris de carvalho, o que justifica a baixa concentragcdo deste composto
em vinhos envelhecidos (HO; HOGG; SILVA, 1999).

A catequina € o flavan-3-ol majoritario do vinho, proveniente das
cascas e sementes das uvas (GARCfA-MARINO et al., 2006; YANG;
MARTINSON; LIU, 2009) e principal composto responsdvel pelo
amargor dos vinhos. Catequina foi um dos compostos fendlicos
majoritdrios detectados nas amostras de vinhos fortificados, com
contedido médio de 15,05 mg L. Em vinhos brancos fortificados
produzidos na regido sul da Espanha, foram detectados valores de 21,8
mg L' (BENITEZ et al., 2006), 3,55 mg L' (FERNANDEZ-PACHON
et al., 2006) e 25,7 mg L' (ORTEGA; MAYEN, MEDINA, 2008).
Concentracdes da ordem de 2,20 a 7,50 mg L' foram encontradas em
vinhos tintos fortificados produzidos na Itilia (LA TORRE et al., 2008).
O menor contetddo de catequina foi observado na amostra de Vinho do
Porto Vintage, proveniente da Regido do Douro — Portugal e, o maior
contetido de catequina foi observado na amostra Touriga Nacional do
Planalto Catarinense. Observaram-se valores semelhantes para catequina
em funcdo da variedade de uva empregada na elabora¢do dos vinhos
fortificados. Os vinhos produzidos a partir das variedades Cabernet
Sauvignon/ Merlot apresentaram valores na faixa de 10,22 a 16,39 mg
L™"; nos vinhos produzidos a partir da variedades Cabernet Sauvignon/
Tannat foram observados valores de 21,83 e 21,69 mg L. A menor
concentracdo de catequina em vinhos brancos fortificados foi observada
na amostra Goethe da Regido Carbonifera.

Nas amostras de vinhos brancos fortificados foram detectadas
concentracdes de quercetina de 1,64 a 871 mg L'. Baixas
concentragdes de flavondis nos vinhos brancos devem-se ao fato de que
na producdo de vinhos brancos fortificados a etapa de maceracdo é
desenvolvida por periodos muito curtos ou é inexistente e, estes
compostos estdo presentes principalmente nas cascas das uvas
(MAKRIS; KALLITHRAKA; KEFALAS, 2006). O aumento na
biossintese de compostos fendlicos, especialmente flavondis, &
amplamente influenciado pela exposicdo ao sol e altas temperaturas e,
por isso, maior conteido de flavondis, como a quercetina, é geralmente
encontrado em vinhos produzidos a partir de uvas cultivadas em regides
mais quentes (RASTIJA; SRECNICK; MARICA-MEDIC-SARIC,
2009). Das amostras de vinhos tintos analisadas, apresentou maior
conteddo de quercetina a Cabernet Sauvignon/ Tannat da Serra Gatcha
(amostra 5), com 26,42 mg L'l, enquanto as menores concentragdes
deste composto foram observadas nas amostras produzidas na regiao do
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Planalto Catarinense, conhecida como a regido mais fria do Brasil.
Observaram-se concentracdes semelhantes de quercetina em vinhos
fortificados em funcdo da variedade de uva empregada na elaboracdo,
com destaque para os maiores valores no vinhos produzidos a partir das
variedades Cabernet Sauvignon/ Tannat. La Torre et al. (2008)
quantificou concentracdes maximas de quercetina da ordem de 2,19 mg
L em vinhos tintos fortificados produzidos na Itdlia.

O estilbeno trans-resveratrol, um composto com miiltiplos efeitos
benéficos a saide, incluindo efeito protetor contra certos tipos de cancer
e as patologias caracterizadas pelo estresse oxidativo celular (LA
TORRE et al., 2008), foi detectado em todas as amostras analisadas,
porém, nos vinhos brancos, foram encontrados niveis abaixo do limite
de quantificacdo estabelecido pelo método de andlise (0,19 mg L™). O
resveratrol € sintetizado quase que totalmente na casca da uva e sua
concentra¢do no vinho varia consideravelmente em funcio da variedade
da uva (GURBUZ et al., 2007) e de fatores abidticos como estresse
hidrico (ABRIL et al., 2005) e radiacdo UV (SUN et al., 2006).
Concentracdes de 2,33 a 10,94 mg L' de trans-resveratrol foram
detectadas nas amostras de vinhos tintos fortificados. La Torre et al.
(2008) quantificou trans-resveratrol em vinhos tintos fortificados
produzidos na Itilia em concentragdes maximas de 0,28 mg L,
enquanto Bravo et al. (2008) detectou concentracdes varidveis de 0,13 a
0,38 mg L' em vinhos brancos fortificados produzidos em Portugal.
Souto et al. (2001) e Vitrac et al. (2005) encontraram concentragdes da
ordem de 0,82 a 5,75 mg L'e 1,77 a 5,34 mg L’l, respectivamente, de
trans-resveratrol em vinhos tintos brasileiros. Maior contetido de trans-
resveratrol pode ser observado nos vinhos fortificados brasileiros
principalmente em funcdo das variedades de uva utilizadas, a exemplo
da Merlot, Tannat e Cabernet Sauvignon, comumente citadas entre as
variedades com maior contetido de trans-resveratrol. Rosier et al. (2003)
quantificaram o teor de resveratrol em vinhos tintos e brancos
produzidos no Brasil, Argentina e Chile e observaram os maiores teores
deste cfomposto nos vinhos da variedade Merlot, com uma média de 3,58
mgL.
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Tabela 3.1 Anilises fisico-quimicas de vinhos fortificados brancos e tintos produzidos em diferentes regides do Brasil.

Teor Actcar Extrato Extrato Seco SO, Total Acidez Acidez
Amostra Densidade alcodlico (g L'l) Seco Reduzido (mg L'l) Total Volatil pH

(%) gL gL @Lh*  (gLM**
1 1,0322* 17,3 107,00° 140,3" 41,30" 41,68 6,52° 0,540° 3,72
2 1,0258° 15,4° 90,92° 118,18 48,188 80" 6,60° 0,7508 3,62°
3 1,0271°* 17,5° 105,23° 127,8° 33,57° 32° 4,80 0,690" 3,67¢
4 1,0230° 17,9¢ 10633 1257 50,37° 32° 487" 0,294° 3,62°
5 1,0192° 16,5° 84,36° 103,9° 25,54° 108,8¢ 5,77° 0,600 3,57"
6 1,0235° 17,8¢ 90,09 121,0° 31,91¢ 38,4° 6,07 0,540 3,71°
7 1,0249° 17,8° 113,03° 124,5" 27,47 48° 5,70° 0,420° 3,80"
8 1,0116* 17,6 74,56° 88,9 21,34 16° 5,40 0,180° 3,46
9 1,0429* 15,3 162,85" 162,4' 19,55' 89,6" 5,10 0,570™ 3,34°
10 1,0423° 16,1¢ 149288  163,1* 23,82 105,6' 6,00 0,540 3,13¢
11 1,0250* 17,7% 127,01 128,77° 32,76" 32° 495" 0,180" 3,45"
12 1,0252° 20,0 91,74 129,3' 37,56 51,20 5,328 0,300° 3,63

*Expresso em g L de dcido tartdrico. **Expresso em g L™ de 4cido acético. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa ao
nivel p < 0,05 entre as amostras. Amostras: 1, 2, 3 — Cabernet Sauvignon/ Merlot Serra Gaticha; 4 - Cabernet Sauvignon/ Merlot Planalto Catarinense;
5, 6 - Cabernet Sauvignon/ Tannat Serra Gatcha; 7 — Touriga Nacional Planalto Catarinense; 8 — Goethe Regidao Carbonifera; 9, 10 — Moscato Giallo
Serra Gatcha; 11 — Moscato Giallo Planalto Catarinense; 12 — Vinho do Porto Vintage Regido do Douro — Portugal (amostra de referéncia)



120

Tabela 3.2 Compostos fenélicos em vinhos fortificados brancos e tintos produzidos em diferentes regides do Brasil.

Amostras

Analitos

Polifenois totais

(mg ac. gélico L)

Esteres tartaricos
(mg ac. cafeico L™)

Flavonéis (mg
quercetina L)

Compostos fendlicos
nao polimerizados

(mg catequina L)

Orto-difendis

(mg catequina L)

Antocianinas
monomeéricas totais
(mg malvidina-3-
glicosideo L")

O o0 N N B WD =

—_— = =
o= O

2512,27+80,35°
3241,82+83,57"
894,09+ 6,07
1900,91+12,86"
2473,64%38,57°
916,82+ 28,93"

1316,82 +41,06°

277,00 +7,07°
305,64 +3,86"
501,54 +9,64°
42745 +1,29°

2020,36 + 46,28"

282,24 +4,53"
360,83 +5,94"
108,86+6,50°
240,04 +3,11°
221,24 +0,28"
319,03+16,97¢
249,04 £1,13"
43,22 +0,42°
45,50 £ 1,10°
77,12 £0,17°
114,10 + 1,87°
237,04 +5,09%

159,04 + 1,98'
240,97 +0,79'
67,33 +4,35°
181,13+ 3,16¢
125,21+ 0,79°
192,31£7,12"
137,23 +1,19°
25,74 £0,12°
26,16 £ 0,47
36,48 +0,12°
55,85 + 1,19
128,56 +2,37%

927,23494,31%

1063,10£120,72°

737,66+12,57"
890,77+60,36™

1034,64+110,66"

940,39+73,53™

804,52 + 56,59

40,11 +10,06°
63,94 +35,21°
34,42 + 11,66°
55,58 +8,19%

1728,10 = 30,18"

244,95+ 39,77°
525,39 + 1,68°
67,10 +2,24°
190,29 + 15,12°
341,20+3,36"
215,64+1,68%
132,85 + 16,80°
3,84 +0,21°
4,04 +1,40°
37,11 +£0,56™
40,28 +7,28%
239,40 + 0,56

38,62 +2,23"
44,35+19,07*
224 +027°
33,20 + 6,50
31,45 +0,26™
22,5545,52%
50,46 + 3,48

25,73 £ 4,12
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Analitos

Fracdo monomérica

Fracao oligomérica

Fracao polimérica

Taninos totais

Acido galico

Acido cafeico
(mg L™

Amostras de taninos (mg L de taninos (mg L de taninos (mg L (mg L") (mg L")
catequina) procianidina B1) proantocianidinas)
1 23,46 2,91 72,39 +0,10° 306,31+ 50,96 402,15+47,95* 102,30 £0,50° 19,71 +1,85°
2 11,43 £0,12° 45,29 +2,56° 441,44 12,74 498,16 +1543° 137,98 £5,48° 0,79 +0,02°
3 12,96 +2,04° 13,77 +0,002°° 26,1263 + 1,27 52,86 +0,76" 94,55 +2,73° 0,66 £0,01°
4 18,52 £2,97% 6,93 +0,44° 641,44 +61,15°  66545+59,56° 58,50 +3,74" 27,07 +2,00'
5 25,78 +0,96" 53,26 £0,51° 530,18 +13,38% 609,22 +13,83* 106,31 £4,02° 5,60 +0,06™
6 24,07+1,45" 33,70%1,54° 96,49+1,15 154,26%1,23" 55,24%2,54° 1,6420,02%
7 26,81 +0,49" 21,81 +0,10° 326,13 +5,10™ 374,75 £5,49° 67,68 £0,97° 20,88 +0,58°
8 - - - - 6,65 +0,24"  2,62+0,31"
9 - - - - 14,99 090 598 +0,21"¢
10 - - - - 5,54 +0,22° 6,93 + 0,03
11 - - - - 16,36 £0,55*  8,12+0,06°
12 2,78 +0,12° 7,24 +0,51° 126,12 +12,93*  136,15+10,79° 109,65 +0,09° 20,07 + 0,06°
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Tabela 3.2 (Continuada).

Amostras Acido p-cumarico Acido ferilico (+)%ait$1§na Quercetina Trans-resveratrol

(mg L") (mg L) (mg L) (mg L") (mg L")

1 8,62 + 0,54 0,95 +0,02° 10,22 +0,21° 10,67 +0,10° 9,11 + 1,85

2 0,64 +0,02° 0,63 +0,02° 16,39 + 1,46 14,34 +0,06" 8,08 + 0,05

3 0,72 +0,03" 0,78 +0,02* 11,98 +0,71° 11,57 +0,31° 6,78 + 0,005

4 2,69 + 0,09% 0,85 +0,02° 12,01 £0,13" 10,73 + 1,18 7,94 + 0,03

5 1,68 +0,02° 2,44 +0,04° 21,83 +0,24™ 26,42 0,23 9,97 + 0,56

6 1,09+0,007° 2,40+0,05° 21,69+0,71% 22,62+0,06° 10,94+1,64°

7 5,08 +0,88° 1,99 +0,04° 22,34 +0,20° 9,06 +0,14° 5,90 +0,15%

8 1,51 +0,11° 1,24 + 0,008 3,86 +0,12" 1,64 +0,20° <0,19°

9 1,60 +0,13* 0,85 + 0,004 5,39 + 0,05 3,01 £ 0,09* <0,19*

10 2,56 +0,30% 0,96 +0,02* 9,31+0,21¢ 8,38 +£0,07° <0,19*

11 4,24 +0,05™ 0,96 +0,05* 5,01 +0,83¢ 8,71 +0,73° <0,19*

12 7,81 £0,98° 2,78 +0,06' 1,57 +0,002° 2,71 £0,07% 2,33 +0,44%

Valores expressos como média + desvio padrdo para determinagdes realizadas em triplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa ao nivel p < 0,05 entre as amostras. Amostras: 1, 2, 3 — Cabernet Sauvignon/ Merlot Serra Gaticha; 4 - Cabernet Sauvignon/ Merlot Planalto
Catarinense; 5, 6 - Cabernet Sauvignon/ Tannat Serra Gaticha; 7 — Touriga Nacional Planalto Catarinense; 8 — Goethe Regido Carbonifera; 9, 10 — Moscato

Giallo Serra Gatcha; 11 — Moscato Giallo Planalto Catarinense; 12 — Vinho do Porto Vintage Regido do Douro — Portugal (amostra de referéncia).
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As andlises relativas as caracteristicas de cor das amostras
analisadas sdo apresentadas na Tabela 3.3. Maior intensidade de cor foi
detectada na amostra de vinho tinto fortificado produzida no Planalto
Catarinense a partir de uvas Cabernet Sauvignon/ Merlot, enquanto a
menor intensidade de cor dos vinhos tintos foi verificada na amostra
Cabernet Sauvignon/ Merlot da Serra Gatcha (amostra 3). Foram
observados valores de densidade na faixa de 2,60 a 12,33, para as
amostras de vinhos tintos fortificados. Nos vinhos brancos fortificados,
foram verificados valores de intensidade de cor de 0,17 a 0,37 e de
densidade de cor de 0,23 a 0,44. Os valores de tonalidade variaram de
0,76 a 1,41 para os vinhos tintos fortificados e, de 0,01 a 6,27 para os
vinhos brancos. Observaram-se valores semelhantes de tonalidade nas
amostras de vinhos tintos produzidos no Planalto Catarinense e amostra
de referéncia, produzida na Regido do Douro — Portugal.

As coordenadas cilindricas (L*, C*, h) representam os
componentes psicofisicos qualitativos e quantitativos da cor. O eixo
vertical do espaco tridimensional CIELAB € a medida de luminosidade
(L*); L*=0 corresponde ao preto e, L* = 100 ao branco (RECAMALES
et al., 2007). Os vinhos brancos fortificados eram mais transparentes,
com valores de L* varidveis de 36,12 a 38,11 unidades. Os vinhos tintos
fortificados apresentaram valores de L* na faixa de 9,99 a 19,40
unidades (Tabela 3.3), respectivamente correspondentes as amostras de
Vinho do Porto (amostra de referéncia) e Cabernet Sauvignon/ Merlot
produzido na Serra Gaticha (amostra 3).

Outros parametros CIELAB estdo relacionados com a coloragdo
vermelha (+ a*) ou verde (- a*) e amarela (+ b*) ou azul (- b*). De
acordo com os resultados da Tabela 3.3, diferencas significativas foram
observadas para os parametros a* e b* nas amostras analisadas. A
amostra Moscato Giallo da Serra Gaticha (amostra 10) apresentou
coloragdo verde, dada pelo valor de a* negativo (-0,56), ao contrario das
demais amostras, que apresentaram valores positivos de a*. Os valores
negativos de a* estdo associados aos reflexos esverdeados descritos por
alguns degustadores (ORTEGA-HERAS; GONZALEZ—SANJOSE,
2009). Relativo aos valores de b*, na amostra Cabernet Sauvignon/
Merlot produzida no Planalto Catarinense observou-se valor negativo (-
0,99) correspondente a coloragdo azul, enquanto nas demais amostras
verificaram-se valores positivos, indicativos da coloragdo amarela. O
maior % de azul foi observado na amostra Cabernet Sauvignon/ Merlot
do Planalto Catarinense, apontando coeréncia entre os métodos para
determinagéo de cor e indicando maior potencial de envelhecimento no

N

que se refere a coloracdo desta amostra de vinho. Ainda, os maiores
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valores de a* e b* foram detectados na amostra Cabernet Sauvignon/
Merlot da Serra Gaticha (amostra 3), que correspondem 2 intensa
colorag@o laranja-marrom.

O grau de saturagc@o € um componente quantitativo da coloragéo
determinado pela cromaticidade (C*), que indica a intensidade de um
tom. Maiores valores de C* indicam a predominancia de uma cor mais
pura ou forte (RECAMALES et al., 2007). Nas amostras analisadas
foram observados valores de C* na faixa de 1,23 a 9,91 unidades para os
vinhos tintos fortificados e, 12,39 a 14,84 unidades para os vinhos
brancos fortificados. Estes valores indicam maior absorcdo da luz
branca, localizada na porcdo central do diagrama de cores e a
predominancia de cores pouco saturadas.

A expressdo qualitativa da cor é o matiz (h), expressa como 0
angulo do matiz e definido por h. Nesta convengdo, a coloragdo
vermelha é denotada por um angulo de matiz préximo a 0° e, 90°
representa o matiz amarelo (RECAMALES et al., 2007). A respeito do
angulo do matiz, foi observada grande dispersdo dos resultados para as
amostras analisadas. Para os vinhos brancos fortificados foram
observados valores de 85,25 a 92,69°, indicando predominincia do
matiz amarelo. Para os vinhos tintos fortificados, prevaleceu o matiz
vermelho, com resultados na faixa de 12,32 a 45,85°. Estes valores sdo
confirmados pelos resultados das andlises de % de vermelho e % de
amarelo, que indicam a ascendéncia da colora¢do vermelha nos vinhos
tintos fortificados e, da coloragdo amarela nos vinhos brancos
fortificados (Tabela 3.3).

As diferencas observadas nos dados relativos a cor das amostras
de vinhos fortificados produzidos em diferentes regides brasileiras
(Tabela 3.3) foram superiores a cinco unidades CIELAB, o que implica
que a maioria destas diferencas pode ser detectada pelo olho humano
(ORTEGA-HERAS; GONZALEZ-SANJOSE, 2009).



Tabela 3.3 Cor de vinhos fortificados brancos e tintos produzidos em diferentes regides do Brasil.
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Amostras Intensidade de Tonalidade Densidade % Amarelo % Vermelho % Azul
Cor
1 12,49 +0,02° 1,04 +0,02*™ 11,24 +0,07° 45,83 +0,19* 43,66 +£0,25° 10,53 + 0,03
2 13,96 + 0,02 1,17 + 0,03 12,33 +0,13¢ 48,55 + 0,38" 40,57 +0,02" 11,37 £0,30°
3 2,76 +0,02° 1,41 £0,04° 2,60 + 0,06° 54,22 + 0,138 37,72 £0,078 7,55 +0,51"
4 14,05 + 0,03 0,87 +0,01™ 12,33 £ 0,25 41,44 £0,51¢ 47,61 +0,32! 11,48 £0,55°
5 7,17 0,03 1,18 +£0,07™ 6,47 £0,07° 47,94 +0,06° 42,84 +0,20' 9,22 +0,13¢
6 12,59 +0,02° 1,19 £ 0,22* 11,49 +0,19° 45,61 +0,32° 44,38 +0,19° 9,52 +0,56°
7 10,88 +0,01° 0,76 +0,01¢ 9,33 +0,13 40,30 + 0,42° 49,72 0,31 10,74 + 0,348
8 0,25 +0,01° 5,27 £0,32" 0,31 +0,07* 84,39 + 0,32 15,61 £0,31° 0°
9 0,28 +0,02° 6,27 +0,32' 0,32 + 0,03 86,67 + 0,01’ 13,23 +0,14¢ 0°
10 0,17 £0,01° 0,01° 0,23 +0,07° 100 + 0,00 0° 0°
11 0,37 +0,03* 3,86 + 0,028 0,44 + 0,07 79,68 +0,27" 20,33 + 0,26 0°
12 7,04 £0,01° 0,79 + 0,02 6,48 + 0,03 40,62 +0,21° 51,42 +0,31% 7,95 +0,14°
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Tabela 3.3 (Continuada).

Amostras L* a* b* C* h
1 17,62 £0,10% 1,18 0,05 0,30 +0,05° 1,23 +0,05° 15,88 £ 0,10°
2 13,50 +0,10° 1,26 +0,05° 1,31 £0,05° 1,84 +0,05% 45,85 +0,10¢
3 19,40 % 0,60¢ 9,07 0,05’ 4,08 +0,05° 9,91 +0,10" 24,31 0,05
4 13,11 £0,10° 1,27 £0,05° -0,99 +0,05¢ 1,63 + 0,05 32,54 + 0,10
5 18,71 + 0,104 4,28 +0,05° 0,90 +0,05° 4,38 +0,05 12,32 +£0,10°
6 18,11 £0,05° 3,09 + 0,05 0,62 + 0,05 3,06 +0,05° 12,33 £ 0,10°
7 16,80 % 0,10° 2,05 +0,05° 0,82 +0,05° 2,18 £0,10° 22,37 £0,10°
8 38,11 £0,10° 0,84 +0,05° 12,36 £ 0,10° 12,39 +0,10¢ 85,80 +0,10°
9 37,50 £0,10° 0,41 +0,05¢ 13,79 £ 0,10" 13,79 +0,10' 88,07 +0,05"
10 38,69 +0,10° -0,56 +0,05¢ 12,52 £0,10° 12,54 +0,10¢ 92,69 + 0,10
11 36,12 +0,05" 1,16 0,05 14,79 + 0,101 14,84 0,10’ 85,25 +0,10°
12 9,99 +0,118 5,87 £0,18" 1,84 +0,01° 6,15 +0,17¢ 17,42 +0,38¢

Valores expressos como média + desvio padrdo para determinacdes realizadas em triplicata. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa ao nivel p < 0,05 entre as amostras. Amostras: 1, 2, 3 — Cabernet Sauvignon/ Merlot Serra Gatcha;
4 - Cabernet Sauvignon/ Merlot Planalto Catarinense; 5, 6 - Cabernet Sauvignon/ Tannat Serra Gaucha; 7 — Touriga Nacional
Planalto Catarinense; 8 — Goethe Regido Carbonifera; 9, 10 — Moscato Giallo Serra Gatcha; 11 — Moscato Giallo Planalto
Catarinense; 12 — Vinho do Porto Vintage Regido do Douro — Portugal (amostra de referéncia).
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As amostras de vinhos tintos fortificados apresentaram maior
atividade antioxidante do que as amostras de vinhos brancos
fortificados. A maior atividade antioxidante obtida através do método
DPPH foi observada na amostra Cabernet Sauvignon/Merlot da Serra
Gaticha (amostra 1) com 20,11 mg L' de TEAC. Nas amostras de
vinhos brancos fortificados ndo foram verificadas diferencas
significativas ao nivel p < 0,05, com excecdo do método FRAP, em que
foram observados valores na faixa de 0,68 a 1,62 mg L! (Tabela 3.4).
Stasko et al. (2006) observaram valores de atividade antioxidante de
0,43 mg L' de TEAC e 0,55 mg L de TEAC através dos métodos
DPPH e ABTS, respectivamente, em vinhos brancos fortificados
Tokay, produzidos na Hungria. Ferndndez-Pachén et al. (2006)
encontraram valores de atividade antioxidante de 0,26 mg L' de TEAC
através do método ABTS e 0,78 mg L' de TEAC pelo método DPPH,
em vinhos brancos fortificados produzidos no Sul da Espanha.

Tabela 3.4 Atividade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) de vinhos
fortificados brancos e tintos produzidos em diferentes regides do Brasil.

Amostras DPPH ABTS FRAP
(mMol L' TEAC) (mMol L' TEAC) (mMol L' TEAC)
1 20,11 +2,04° 18,32 + 1,03° 9,67 +0,28"
2 11,14 +0,52° 17,69 + 0,04° 11,55 +0,15°
3 2,77 +0,11* 5,68 +0,38° 2,46 +0,02°
4 14,84 +0,58° 13,92 +0,90° 7,15+0,15"
5 13,68 + 0,60 19,44 +0,29° 10,81 +0,20°
6 5,95 +0,70° 12,41 +0,02™ 6,21 +0,58°
7 11,41 +1,03° 10,64 +0,91¢ 5,51 +£0,02°
8 0,30 + 0,005 1,31 £0,30° 0,68 + 0,004
9 0,48 +0,03" 1,57 £0,16° 0,81 +0,04*
10 1,45 +0,12° 2,36 + 0,23 1,62 £0,03°
11 1,06 £0,01° 2,12+ 033" 1,08 + 0,03
12 10,85 +0,23° 12,73 £0,01° 8,24 + 0,098

Valores expressos como média + desvio padrdo para determinacgdes realizadas
em triplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga
significativa ao nivel p < 0,05 entre as amostras. Amostras: 1, 2, 3 — Cabernet
Sauvignon/ Merlot Serra Gaudcha; 4 - Cabernet Sauvignon/ Merlot Planalto
Catarinense; 5, 6 - Cabernet Sauvignon/ Tannat Serra Gatcha; 7 — Touriga
Nacional Planalto Catarinense; 8 — Goethe Regido Carbonifera; 9, 10 —
Moscato Giallo Serra Gatcha; 11 — Moscato Giallo Planalto Catarinense; 12 —
Vinho do Porto Vintage Regido do Douro — Portugal (amostra de referéncia).
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No método ABTS, os maiores valores de atividade antioxidante
foram encontrados nas amostras de vinhos fortificados Cabernet
Sauvignon/ Tannat da Serra Gaucha (amostra 5), com 19,44 mg L' de
TEAC e, Cabernet Sauvignon/ Merlot da Serra Gatcha (amostra 2),
com 17,69 mg L' de TEAC. No método FRAP foram verificados
valores de atividade antioxidante de 2,46 a 11,55 mg L' de TEAC nos
vinho tintos fortificados, com destaque para as amostras Cabernet
Sauvignon/ Merlot da Serra Gatcha (amostra 2) e Cabernet Sauvignon/
Tannat da Serra Gaticha (amostra 5), conforme € apresentado na Tabela
3.4. As discrepancias observadas nos trés métodos empregados podem
ser atribuidas a diferengas nos elétrons e na habilidade de transferéncia
de hidrogénios dos compostos fendlicos (ROUSSIS et al., 2008).

O conteido de polifendis totais exibiu alta correlagdo positiva
com a atividade antioxidante medida através dos métodos ABTS (0,96),
DPPH (0,82) e FRAP (0,98). Foi verificada também, a contribuicdo que
as classes de compostos fendlicos com estruturas quimicas similares
exercem na atividade antioxidante, com alta correlagdo positiva entre o
conteiido de orto-difendis e a atividade antioxidante medida pelo
método ABTS (0,89) e FRAP (0,94); entre o contetido de ésteres
tartdricos, com coeficiente de correlagio de 0,88 para os métodos
ABTS e FRAP e, de flavonoéis, com coeficiente de correlacdo de 0,86
para os mesmos métodos. Para o método DPPH foram obtidas
correlagdes positivas moderadas para as classes de compostos fendlicos
citadas. Coeficientes de correlacdo de 0,86 (ABTS), 0,85 (DPPH) e
0,83 (FRAP) foram obtidos para taninos totais. Ainda, alta correlacdo
positiva foi observada entre atividade antioxidante e contetido de dcido
gédlico e trans-resveratrol, com coeficientes de correlacdo de 0,84
(ABTS), 0,71 (DPPH), 0,87 (FRAP) e, 0,83 (ABTS), 0,70 (DPPH),
0,75 (FRAP), respectivamente.

3.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A andlise de componentes principais (ACP) foi aplicada para os
vinhos brancos e vinhos tintos fortificados, empregando as varidveis
relativas ao conteido de compostos fendlicos e atividade antioxidante.
As varidveis correspondentes as fracdes monomérica, oligomérica e
polimérica de taninos ndo foram computadas nesta andlise por ndo
serem significativas para esta classificacdo. A ACP explicou 75,70 % da
variacdo total dos dados nas duas primeiras dimensdes, com 60,23 % e
15,47 % explicados pelo fator I e fator I, respectivamente (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Andlise de componentes principais das determinagdes de
compostos fendlicos e atividade antioxidante para amostras de vinhos
fortificados brancos e tintos produzidos em diferentes regides do Brasil.

A maior separacdo ocorreu ao longo do fator I, em que estavam
negativamente localizadas as varidveis relacionadas ao conteido de
compostos fendlicos e atividade antioxidante. As varidveis com maior
contribui¢do para a separa¢do das amostras ao longo do fator I foram
polifendis totais, dcido galico, dcido ferdlico, trans-resveratrol, atividade
antioxidante (ABTS, DPPH e¢ FRAP), ésteres tartaricos, flavonois,
compostos fendlicos ndo polimerizados e orto-difendis. Para o fator II,
as varidveis de maior contribui¢do foram catequina, 4cido cafeico, acido
cumdrico e quercetina. As amostras de vinhos brancos fortificados
estavam localizadas positivamente no fator I e positivamente e
negativamente no fator I caracterizando-se por menor contetido de
compostos fendélicos e menor atividade antioxidante. As amostras de
vinhos tintos fortificados provenientes da regido da Serra Gatcha
apresentaram-se dispostas, em sua maioria, positivamente ao longo do
Fator II e negativamente no Fator I, destacando-se quanto ao maior
conteido de catequina, quercetina, trans-resveratrol, orto-difendis,
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flavondis, ésteres tartdricos e polifendis totais. As amostras de vinhos
tintos provenientes do Planalto Catarinense encontraram-se dispostas
negativamente nos Fatores I e II, apresentando maior contetido de dcido
cafeico, antocianinas monoméricas totais e taninos totais. A amostra de
referéncia (Vinho do Porto Vintage) proveniente da Regido do Douro —
Portugal estava disposta negativamente nos Fatores 1 e I,
caracterizando-se por maior contetdo de 4cido ferdlico, d4cido cumaérico
e compostos fendlicos ndo polimerizados. Observa-se grande
semelhanca entre as amostras produzidas na Regido do Douro — Portugal
e Planalto Catarinense, o que é evidenciado pela disposicdo das
amostras nos mesmos quadrantes do grifico de ACP.

4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram que os vinhos fortificados
brancos e tintos produzidos em diferentes regides do Brasil sdo ativos
no sequestro dos radicais DPPH e ABTS e na redugéo do ferro (FRAP).
Os vinhos tintos fortificados exibiram maior atividade antioxidante e
maior conteido de compostos fendlicos do que os vinhos brancos
fortificados. Observou-se que a atividade antioxidante in vitro dos
vinhos fortificados estd correlacionada positivamente com o contetido
de polifendis totais, orto-difendis, ésteres tartdricos, flavondis,
antocianinas monoméricas totais, taninos totais, dcido gélico e trans-
resveratrol. Os resultados indicaram que os vinhos tintos fortificados
produzidos na regido da Serra Gaucha apresentaram maior tonalidade
de cor, maior atividade antioxidante, maiores contetidos de catequina,
quercetina, trans-resveratrol, orto-difendis, flavondis, ésteres tartdricos
e polifendis totais. Os vinhos brancos fortificados produzidos nesta
mesma regido destacaram-se quanto ao maior percentual de amarelo.
Os vinhos fortificados produzidos no Planalto Catarinense
apresentaram maior intensidade e densidade de cor, com destaque para
os vinhos tintos fortificados quanto ao maior percentual de vermelho e
de azul e maior conteudo de acido cafeico, antocianinas monoméricas
totais e taninos totais. A amostra de vinho branco fortificado produzida
na Regido Carbonifera destacou-se quanto a maior luminosidade (>
L*). A amostra de referéncia, produzida na regido do Douro, Portugal,
apresentou menor luminosidade, maior conteido de &cido ferdlico,
dcido cumdrico e compostos fendlicos ndo polimerizados. Ademais,
observou-se que as amostras de vinhos tintos fortificados produzidas no
Planalto Catarinense sdo as que mais de assemelham a amostra de
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referéncia, Vinho do Porto Vintage, quanto a composicdo fendlica, cor
e atividade antioxidante.
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DETERMINACAO DE CATIONS INORGANICOS, ACIDOS
ORGANICOS E ACUCARES EM VINHOS FORTIFICADOS
POR ELETROFORESE CAPILAR

RESUMO

Trés metodologias analiticas utilizando a técnica de eletroforese capilar
foram empregadas para determinacdo de cdtions inorganicos, dcidos
organicos e actcares em vinhos fortificados brancos e tintos produzidos
em diferentes regides do Brasil. As metodologias aplicadas
proporcionaram andlises rdpidas, simples, com boa resolugdo e baixos
limites de deteccdo e quantificacdo, aplicadas a uma matriz complexa,
sem a necessidade de pré-tratamento das amostras. Os resultados
mostraram variagdes nas concentragdes de sodio, potdssio, cdlcio,
magnésio, dcido tartdrico, dcido madlico, dcido latico, acido acético,
acido citrico, 4cido succinico, glicose e frutose. As diferencgas
observadas quanto a composi¢cdo das amostras estdo associadas a regido
de producdo e as priticas vitivinicolas empregadas.

Palavras-chave: vinhos fortificados; eletroforese capilar; cétions
inorgénicos; dcidos orgénicos; acucares.
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DETERMINATION OF INORGANIC CATIONS, ORGANIC
ACIDS AND SUGARS IN FORTIFIED WINES BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS

ABSTRACT

Three analytical methodologies using capillary electrophoresis were
used for determination of inorganic cations, organic acids and sugars in
white and red fortified wines produced in different regions of Brazil.
The methodologies applied provided analysis fast, simple, with good
resolution and low limits of detection and quantification, as applied to a
complex matrix without the need for the samples pretreatment. The
results showed variations in the concentrations of sodium, potassium,
calcium, magnesium, tartaric acid, malic acid, lactic acid, acetic acid,
citric acid, succinic acid, glucose and fructose. The observed differences
in the composition of the samples are linked to the region of wine
production and practices employed.

Keywords: fortified wines; capillary electrophoresis; inorganic cétions;
organic acids; sugars.
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1 INTRODUCAO

Vinhos fortificados sdo vinhos parcialmente fermentados em que
o mosto é fortificado com aguardente proveniente da uva, quando
aproximadamente metade dos agticares originais foram convertidos em
dlcool (GARCIA-VIGUERA et al., 1997; ESTEVES et al., 2004).
Muitos vinhos fortificados sdo maturados em barris de carvalho e
envelhecidos na garrafa, desenvolvendo caracteristicas préprias em
sabores e aromas (HO; HOGG; SILVA, 1999).

Vinho fortificado € uma matriz complexa, constituida por 4gua,
acucares, dlcoois e uma grande variedade de componentes organicos e
inorganicos. Cada regido produz diferentes vinhos, cuja composicio é
influenciada por fatores histéricos e ambientais; praticas viticolas;
processo de vinificagc@o e estocagem das uvas, dos mostos e dos vinhos
(ALVAREZ et al., 2007; ZHENG et al., 2009; FABANI et al., 2010).

Sédio, potdssio, magnésio e cdlcio sdo 0s compostos minerais
majoritdrios do vinho, responsdveis pela sua estrutura metdlica e
capacidade tampio (RIBEREAU-GAYON et al., 1982). Sua
determinagdo é de fundamental importincia, pois comprova a origem e
autenticidade do vinho, uma vez que a concentragcdo destes compostos é
influenciada pelo solo e préticas vitivinicolas e contribui para as
caracteristicas sensoriais (ALVAREZ et al., 2007; GONZALVEZ et al.,
2009).

Moléculas de baixo peso molecular como os 4dcidos organicos
desempenham um importante papel nos vinhos fortificados, pois
contribuem para as propriedades sensoriais como sabor, aroma e cor,
bem como sua estabilidade, nutri¢do, aceitabilidade e manutencdo da
qualidade. A determinacdo da concentracdo dos &cidos orginicos
fornece informag6es importantes para o monitoramento do processo de
fermentacdo, controle microbiolégico, identificacdo da origem e estudo
das propriedades sensoriais dos vinhos. (CASTINEIRA et al., 2002;
MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO, 2007; SANTALAD et al.,
2007; PERES et al., 2009).

Dentre os dcidos organicos de importancia no vinho destacam-se
os 4cidos tartdrico, mdlico e citrico, origindrios da uva; e ldtico,
succinico e acético, subprodutos do processo de vinificagdio como a
fermentacdo alcodlica, maloldtica, oxidacdo do etanol, processo de
envelhecimento, etc (MARDONES et al.,, 2005; MATO; SUAREZ-
LUQUE; HUIDOBRO, 2005; KRITSUNANKUL; PRAMOTE;
JAKMUNEE, 2009). O perfil e os niveis de concentracdo dos 4cidos
organicos estdo correlacionados com a variedade da uva, a regido de
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cultivo, processo de vinificacdio e processo de maturagdo e
envelhecimento (ZHENG et al., 2009).

Os principais aglcares presentes nas uvas das cultivares de Vitis
vinifera sdo glicose e frutose que, geralmente, sdo responsaveis por 99%
dos actcares do mosto (DAUDT; SIMON, 2001; VARANDAS et al.,
2004). Na fermentacdo alcodlica do vinho, as leveduras convertem os
actcares em etanol e dioxido de carbono, e ao final da fermentacgio,
permanecem os aclcares residuais, que contribuem para a dogura e
qualidade dos vinhos e cuja quantificacdo é necessdria durante todo o
processo  de  vinificacdo  (GORIUSHKINA;  SOLDATKIN;
DZYADEVYCH, 2009), pois sdo uma fonte de energia para leveduras e
bactérias, além de estarem relacionados com o sabor e¢ aroma (DEL
ALAMO et al, 2000). A determinacio dos agtcares majoritarios
também fornece informacdes sobre a composi¢do do vinho e auxilia na
identificacdo da origem das uvas e do processo de vinificacdo
empregado (BERNAL et al., 1996; CATALDI; NARDIELLO, 2003).

A necessidade em conhecer a composi¢do dos principais dcidos
organicos, agucares redutores e cdtions dos vinhos motivou o
desenvolvimento de muitos métodos para a quantificacdo destes
compostos utilizando diversas técnicas para a identificacio e
quantificacdo, como espectrofotometria, métodos enzimdticos e
cromatografia (KRITSUNANKUL; PRAMOTE; JAKMUNEE, 2009).
Atualmente, a eletroforese capilar revela-se como uma técnica analitica
confidvel e versitil, empregada na determinacio de diferentes analitos
em uma grande variedade de matrizes, com vantagens como velocidade,
simplicidade no preparo de amostra, alta resolu¢do, emprego de
capilares de baixo custo e reduzido consumo de solventes e amostras
(CASTINEIRA et al., 2002; MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO,
2007; TANG; WU, 2007; PERES et al., 2009). Muitas metodologias
utilizando a técnica de eletroforese capilar foram desenvolvidas para
identifica¢do e quantificacdo de 4dcidos organicos (KELLY; NELSON,
1993; LEVI et al., 1993; STATHAKIS; CASSIDY, 1995; KLAMPFL,;
KATZMAYR; BUCHBERGER, 1998; CASTINEIRA et al., 2000;
CASTINEIRA et al., 2002; DE VILLIERS et al., 2003; SAAVEDRA;
BARBAS, 2003; SING FUNG; MAN LAU, 2003; ESTEVES et al.,
2004; BIANCHI; CARERI; CORRADINI, 2005; MATO; SUAREZ-
LUQUE; HUIDOBRO, 2007; PERES et al.,, 2009), {ons metilicos
(NUNEZ et al., 2000; TANG; JIANG; YAN, 2004; SUAREZ-LUQUE
et al., 2006; SANTALAD et al., 2007) e agucares (O’FLAHERTY et al.,
2001) em amostras de vinhos.
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Este trabalho teve por objetivo determinar os principais dcidos
organicos, acgticares e cations inorganicos em vinhos fortificados brancos
e tintos produzidos na regido Sul do Brasil empregando a técnica de
eletroforese capilar.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 INSTRUMENTACAO

Os procedimentos analiticos para determinacdo de potdssio,
sodio, cdlcio e magnésio foram desenvolvidos no equipamento de
Eletroforese Capilar da marca Agilent Technologies modelo HP*°CE
(Palo Alto, CA, USA), equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD). A separagdo eletroforética foi efetuada em capilar de silica
fundida com revestimento externo com poliimida (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA) com dimensdes de 32,5 cm (24 cm
até o detector) x 50 um didmetro interno x 375 pum didmetro externo.
Para aquisicdo e tratamento dos dados foi usado o software HP
Chemstation.

As andlises de 4cidos orgénicos e actcares foram conduzidas em
equipamento de Eletroforese Capilar da marca Beckman modelo
P/ACE™ MDQ 5010 (Beckman Coutler Inc., Fullerton, CA, USA),
equipado com DAD. Para a separacdo eletroforética foi utilizado capilar
de silica fundida com revestimento externo de poliimida (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA) com comprimento de 40 cm (30 cm
até o detector), S0 um de didmetro interno e 375 pum de didmetro
externo. A aquisi¢do e o tratamento dos dados foram realizados com o
software Karat 8.0.

2.2 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico. Para
andlise dos cations inorganicos os padrdes sédio (NaNOj; Riedel — de
Haén), potdssio (KIOj), célcio (CaCl,), magnésio (MgCl, . 6H,0) e
bario (BaCl, . 2H,0) adquiridos da Synth (SP, Brasil) foram
previamente secos em estufa a 200 °c por 2 horas. Solugdes estoque 50
mmol L' de imidazol (Merck, Darmstadt, Germany) e 100 mmol L' de
dcido acético (98 %) (Synth, SP, Brasil) foram estocadas sob
refrigeracdo a 4 °C. Acido D-L-tartdrico (> 99 %), 4cido citrico (> 99
%), acido malico (> 99 %), acido latico (> 98 %), acido succinico (> 99
%), dacido aspdrtico (99%), D-frutose (98 %) obtidos da Aldrich
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(Milwaukee, WI, USA). D-(+)-glicose (99,5 %) e fucose (> 98 %) foram
obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). As solu¢des estoque
foram preparadas com dgua purificada (Milli-Q, Millipore, Bedford,
MA, USA) e estocadas sob refrigeracdo. Os eletrdlitos foram preparados
diariamente.

2.3 AMOSTRAS

Amostras comerciais de vinhos fortificados brancos e tintos de
Vitis vinifera L. e Vitis sp., produzidas em trés regides vitivinicolas do
Sul do Brasil foram analisadas. As amostras, produzidas a partir das
variedades tintas Cabernet Sauvignon/ Merlot, Cabernet Sauvignon/
Tannat e Touriga Nacional e das variedades brancas Goethe e Moscato
Giallo, foram codificadas de acordo com a regido de producdo: SG
corresponde a amostras produzidas na Regido da Serra Gaiticha; PC
refere-se a vinhos produzidos no Planalto Catarinense; RC corresponde
a vinhos produzidos na Regido Carbonifera. Todas as amostras foram
diluidas com dgua deionizada e injetadas diretamente no equipamento
de eletroforese capilar sem qualquer outro tratamento de amostra.

2.4 CONDICOES DE SEPARACAO ELETROFORETICA

Na primeira andlise dos trés grupos de compostos estudados foi
realizado um condicionamento nos capilares que consistiu de 1 mol L
NaOH (30 minutos), dgua deionizada (30 minutos) e eletrdlito de
corrida (20 minutos).

2.4.1 Determinagdo de Cations Inorginicos

Para a determinag¢do de sdédio, potdssio, cdlcio e magnésio, as
medidas eletroforéticas foram realizadas com voltagem positiva de 30
kV, com deteccdo indireta em 214 nm e temperatura controlada a 25 °C.
As solugdes padrdo e as amostras foram injetadas hidrodinamicamente a
pressdo de 0,5 psi por 5 segundos. Entre as corridas, o capilar foi
condicionado com solu¢do eletrolitica a pressdo de 50 mbar por 48
segundos. O eletrdlitro de corrida era composto de 10 mmol L' de
imidazol e 40 mmol L™ de 4cido acético em pH de separacio de 4,2.
Para a determinacdo de sédio, cdlcio e magnésio as amostras de vinho
fortificado foram diluidas 1:10 (v/v) e, para a andlise de potdssio, a
diluicdo foi de 1:100 (v/v) em dgua deionizada. Bario foi adicionado as
amostras como padrio interno na concentragio de 5 mg L™
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2.4.2 Determinacio de Acidos Organicos

Nas andlises de acidos organicos, para obter uma linha de base
estavel, o capilar foi condicionado com o seguinte ciclo de lavagem: 1
mol L' NaOH por 5 minutos, dgua deionizada por 5 minutos e solugio
eletrolitica ~ por 10 minutos. Entre as corridas, o capilar foi
recondicionado com lavagem pressurizada com solucio eletrolitica por 2
minutos. A separagdo eletroforética foi realizada a temperatura de 30 °C,
com voltagem de -15 kV. Foi utilizada inje¢do hidrodinimica a 0,5 psi
de pressdo por 4 segundos e detecgdo indireta em 254 nm. O eletrélito
de corrida era composto de 8,5 mmol L de trishidroxiaminometano
(TRIS) e 10 mmol L' de 4cido 3,5-dinitrobenzdico, com pH 3,6. Em pH
proximo a 7 foi possivel obter os compostos ionizados, porém, a
separacdo dos analitos era invidvel devido a co-migra¢do dos acidos
tartdrico e succinico. Em pH mais baixo (3,6), melhor separacdo pode
ser alcancada, conforme foi previamente estudado por Peres et al.
(2009), porém, a mobilidade efetiva dos dcidos organicos era
relativamente baixa. Para inverter o fluxo eletroosmético e diminuir o
tempo de andlise, foi adicionado 0,2 mmol L' de brometo de
cetiltrimetilam6nio (CTAB) ao eletrdlito de corrida. Para analise de
dcidos organicos, foi utilizada dilui¢do 1:12 (v/v) com dgua deionizada e
4cido aspartico na concentragio de 63 mg L™ como padrio interno.

2.4.3 Determinagdo de Actcares

Para determinar acticares, diariamente o capilar foi condicionado
com 1 mol L' NaOH (5 min), dgua deionizada (5 min) e solugdo
eletrolitica (10 min). Apds cada injecdo, o capilar foi recondicionado
com lavagem pressurizada com solucdo eletrolitica por 2 minutos. Os
padrdes e amostras foram injetados usando 0,5 psi de pressdo por 3,0
segundos. A separacdo eletroforética foi realizada a -30 kV (polaridade
reversa) mantendo a temperatura do capilar constante em 20 °C. Foi
empregada deteccdo indireta a 254 nm. Para determinar a composicio
do eletrélito, partiu-se dos valores de pK, dos agucares, encontrados na
literatura (SOGA; SERWE, 2000), que variam de 12,03 a 12,51 e fixou-
se o pH do eletrdlito em 12,62, para obter os actcares ionizados
negativamente. Acido sérbico foi escolhido como co-fon croméforo,
possibilitando a deteccdo indireta dos analitos e hidréxido de sédio
(NaOH) foi selecionado como contra-ion. A concentragdo dos
componentes do eletrélito de corrida foi definida em 35 mmol L™ de
NaOH, 10 mmol L™ de 4cido sérbico e 0,2 mmol L de CTAB. Os
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actcares foram determinados apds dilui¢do das amostras e adicdo de
~ -1 ~ .
fucose na concentragdo de 200 mg L™ como padrao interno.

2.5 AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS METODOS

As curvas de calibrag@o para os cétions sédio, potdssio, cdlcio e
magnésio foram construidas com onze niveis de concentragdo no
intervalo de 0,5 a 32 mg L', Para os 4cidos organicos, as curvas de
calibracdo foram construidas simultaneamente com as solu¢des padrdo
dos dacidos tartdrico, citrico, madlico, latico, succinico e acético em
concentra¢des que variaram de 20 a 450 mg L. Para glicose e frutose as
curvas compreenderam concentracdes de 100 a 600 mg L™

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdio (LOQ) foram
calculados como a concentragcdo da solugdo que apresentou razdo sinal-
ruido de 3 e 10, respectivamente.

Todas as amostras e padrdes foram injetados em triplicata e os
resultados expressos como a média + desvio padrdo. Andlise de
Variincia (ANOVA) e Teste de Tukey foram aplicados para verificar as
diferencas estatisticas entre as amostras, utilizando o Software Statistica
7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, Okla., USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DESEMPENHO DOS METODOS

Para as faixas de concentracdo testadas (citions 0,5 — 32 mg L'l;
dcidos organicos 20 — 450 mg L™'; acticares 100-600 mg L) os métodos
apresentaram valores de R? entre 0,997 - 0,999 para os cétions; 0,992 —
0,999 para os 4cidos organicos; 0,996 — 0,997 para os aguicares. No
método para determinagdo de cétions inorganicos, o LOD variou de 0,19
a 1,28 mg L! e, 0 LOQ de 0,63 a 4,28 mg L’l, sendo o mais baixo para
cdlcio e o mais alto para s6dio em ambos os casos (Tabela 4.1). Para os
acidos orgénicos, o LOD variou de 12,84 a 33,51 mg L'eo LOQ, de
42,81 a 111,71 mg L'l, sendo os menores valores correspondentes ao
acido latico e os maiores, ao acido malico (Tabela 4.1). Esteves et al.
(2004), ao desenvolverem metodologia usando a técnica de eletroforese
capilar para andlise de 4cidos organicos em vinhos fortificados,
obtiveram valores maiores do que os obtidos neste estudo para o 4cido
latico, com LOD de 36,74 mg L' e LOQ de 122,48 mg L. Mato,
Suarez-Luque e Huidobro (2007), ao compararem os resultados de
validagdo de métodos de eletroforese capilar aplicados por diversos
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autores para andlise de vinhos, relataram valores de LOD variando de
0,006 a 46,4 mg L! e, LOQ de 0,02 a 122 mg L’l, para os &cidos
tartarico, malico, latico, succinico, citrico e acético. Para os agticares,
foram observados valores de LOD de 35, 94 mg L! para frutose e 29,59
mg L™ para glicose e, valores de LOQ de 119,81 mg L™ ¢ 98,65 mg L™,
respectivamente (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Caracteristicas de desempenho dos métodos de eletroforese
capilar.

Analito Equacio de R LoD LOQ
Regressiao (mgL") (mgL?"
Cdtions inorgdnicos
K" y=0,298x + 0,179 0,999 0,37 1,31
Ca™ y=0,777x + 0,548 0,998 0,19 0,63
Na* y=0,894x + 1,178 0,998 1,28 4,28
Mg** y=1,050x - 0,036 0,997 0,69 2,29

Acidos Orgadnicos
Acido Tartarico  y =0,016x — 0,233 0,994 27,86 92,85
Acido Citrico y =0,020x — 0,381 0,992 31,84 106,14
Acido Milico y=0,010x - 0,112 0,992 33,51 111,71
Acido Latico y =0,005x - 0,017 0,999 12,84 42,81
Acido Succinico y=0,012x — 0,076 0,994 2745 91,51
Acido Acético y = 0,006x — 0,036 0,997 16,88 56,26

Aciticares
Frutose y=0,0052x - 0,042 0,996 35,94 119,81
Glicose y =0,0043x + 0,0087 0,997 29,59 98,65

" LOD - Limite de detec¢do, ~LOQ — Limite de quantificago.
3.2 ANALISES DE AMOSTRAS DE VINHOS FORTIFICADOS

Os resultados das andlises de cdtions, dcidos organicos e agticares
de amostras de vinhos fortificados produzidos no Sul do Brasil sdo
apresentados na Tabela 4.2.
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O potassio € o cétion encontrado em maior concentragdo em
vinhos, com valores na faixade 0,5a2 g L! (RIBEREAU-GAYON et
al., 1998). Nos vinhos analisados a concentracdo de potdssio variou de
0,76 a 1,66 g L! (Tabela 4.2), sendo a menor concentracdo observada
em vinho branco e, a maior em vinho tinto. O teor de potdssio mais
elevado nos vinhos tintos deve-se & maior participacdo da casca na
elaboracdo desses vinhos (RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008) e a
capacidade dos fendis de inibir a precipitacdo do bitartarato de potdssio
(RIBEREAU-GAYON et al., 1998). O potissio interfere no valor de pH
do vinho e, conseqiientemente no seu tempo de conservagdo e sabor,
além de sua importante participacdo na salificacdo do 4cido tartdrico
(RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008). Alvarez et al. (2007) ao
estudarem a composi¢cdo mineral de vinhos brancos fortificados da
regido sul da Espanha, utilizando a técnica de espectrometria de emisso
Optica com plasma indutivamente acoplado, encontraram teores de
potdssio variando de 04748 a 0,8883 g L. Paneque, Alvarez-
Sotomayor e Gémez (2009) e Paneque et al. (2010) em estudos sobre
vinhos da mesma regido, determinaram concentracdes na faixa de 1,011
al285¢g L'e 0,654al,112 g L'l, respectivamente, através da técnica
de espectrometria de emissdo atOomica. Rizzon, Salvador e Miele
(2008), em estudo sobre vinhos brasileiros, utilizando a espectrometria
de emissdo atdmica, detectaram concentra¢des de potdssio de 1,130 g L
! em vinho tinto fino e 0,758 g L' em vinho branco fino.

O sddio € encontrado nos vinhos em pequenas quantidades e, sua
concentragdo estd relacionada com a origem geografica e com a adi¢do
de produtos enoldgicos, como o metabissulfito de sédio e bentonitas
(RIBEREAU-GAYON et al., 1998; RIZZON; SALVADOR; MIELE,
2008). Nos vinhos analisados foram detectadas concentragdes de sddio
na faixa de 4,8 mg L'a 97,9 mg L! (Tabela 4.2), observando-se os
menores valores nas amostras de vinhos tintos produzidos na Regido do
Planalto Catarinense. Rizzon, Salvador e Miele (2008) encontraram
concentracdes de 17,2 mg L em vinho tinto e 32,1 mg L' em vinho
branco, através da técnica de espectrometria de emissdo atdmica;
Alvarez et al. (2007), obtiveram concentracdes de sodio variando de
29,7 a 33,2 mg L' em vinhos brancos fortificados produzidos no sul da
Espanha, utilizando espectrometria de emissdo &ptica com plasma
indutivamente acoplado, enquanto Paneque, Alvarez—Sotomayor e
Gémez (2009) encontram valores de 48,9 a 90,6 mg L™ e Paneque et al.
(2010) obtiveram teores de 13,5 a 42,4 mg L' em vinhos da mesma
regido, por meio da espectrometria de emissdo atomica.
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A concentrag¢do de cdlcio dos vinhos brancos varia de 80 a 140
mg L, enquanto para os vinhos tintos sdo observadas concentracdes
ligeiramente inferiores (RIBEREAU-GAYON et al., 1998). Nos vinhos
analisados foram determinados valores de 43,0 a 316,7 mg Lt (Tabela
4.2), sendo que as menores concentracdes de cdlcio foram observadas
em vinhos tintos. Geralmente, os vinhos mais 4cidos apresentam maior
concentracdo de cdlcio, pois os dcidos orginicos aumentam a
solubilidade do tartarato de cdlcio, que € limitada pelo pH e grau
alcodlico. Outros fatores que interferem na concentra¢do de célcio dos
vinhos sdo a conservacdo do vinho em recipiente de concreto e a
utilizacdo de carbonato de cdlcio para a correcdo da acidez.
Concentracdes elevadas de cdlcio sdo responsdveis pela turvacdo e
precipitacdo do tartarato de cdlcio no vinho (RIZZON; SALVADOR;
MIELE, 2008). Em estudo sobre a composi¢io mineral de vinhos
brasileiros Rizzon, Salvador e Miele (2008) encontraram niveis de
calcio de 79,2 mg L' em vinho tinto e 85,5 mg L' em vinho branco,
empregando a técnica de espectrometria de absor¢do atomica; Alvarez et
al. (2007) detectaram concentrag¢des de cdlcio na faixa de 48,3 a 85,3 mg
L"', utilizando espectrometria de emissdo Gptica com plasma
indutivamente acoplado; Paneque, Alvarez—Sotomayor e Gomez (2009)
obtiveram valores de 83,9 a 90,7 mg L'e Paneque et al. (2010), valores
de 21,8 a 90,9 mg L’l, ao estudarem a composicao mineral de vinhos
brancos fortificados do sul da Espanha por espectrometria de absor¢do
atdmica.

Nos vinhos analisados foram encontrados niveis de magnésio de
78,0 a 370,2 mg L (Tabela 4.2). A concentra¢do de magnésio do vinho
nio diminui durante a fermentacdo ou envelhecimento, pois todos os
sais de magnésio sio soliveis (RIBEREAU-GAYON et al., 1998). A
utilizacdo de agentes filtrantes, o armazenamento em recipientes de
concreto, o grau alcodlico do vinho, a concentracio de outros
constituintes, como os tartaratos e os sulfatos, o pH, o tempo e a
temperatura de conservacdo também interferem na sua concentragdo. O
magnésio contribui para a caracterizagdo da tipicidade, participa da
estabilidade, dos aspectos sensoriais e até mesmo de determinadas
alteracdes do vinho. E um elemento importante para a multiplicacio e
metabolismo das leveduras (RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008).
Magnésio foi encontrado na faixa de concentragio de 58,5 a 68,0 mg L™
(ALVAREZ et al., 2007), 96,7 a 1270 mg L' (PANEQUE;
ALVAREZ-SOTOMAYOR; GOMEZ, 2009) e 65,9 a 124,7 mg L’
(PANEQUE et al.,, 2010) em vinhos brancos fortificados do sul da
Espanha. Concentracdes de 77,0 mg L' e 632 mg L', foram
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observadas, respectivamente, em vinhos brasileiros tintos e brancos,
determinados por espectrometria de absor¢do atomica (RIZZON;
SALVADOR; MIELE, 2008).

A Figura 4.1 apresenta os perfis eletroforéticos dos padrdes de
s0dio, potdssio, cdlcio e magnésio e de uma amostra de vinho
fortificado, determinados em 0,7 minutos.

5
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Figura 4.1 Perfil eletroforético dos padrdes de cations 5 mg L™ (A) e de
uma amostra de vinho fortificado com diluicdo 1:10 (v/v) (B).
Identificagdo dos picos: 1 — potdssio; 2 — bdrio (PI); 3 — célcio; 4 —
sodio; 5 — magnésio. Condi¢des eletroforéticas: capilar com 50 um D.I.
e comprimento de 32,5 cm (24 cm até o detector); eletrélito: 10 mmol L
! de imidazol e 40 mmol L' de 4cido acético; detec¢do indireta 214 nm;
voltagem + 30 kV.

O 4cido tartdrico é um dos dcidos majoritarios do vinho; é um
acido forte que interfere diretamente no pH do vinho, é relativamente
resistente a respiracdo oxidativa e ¢é metabolizado por poucos
microrganismos (RIZZON; SGANZERLA, 2007; JACKSON, 2008). O
teor de dcido tartdrico no mosto e no vinho é dependente da variedade e
das condi¢des de produgdo da uva, especialmente da disponibilidade de
agua (RIZZON; SGANZERLA, 2007). O 4cido tartdrico foi detectado
em concentrac¢des de 0,85 a 2,27 g L' nas amostras analisadas (Tabela
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4.2). Concentragdes da ordem de 0,82 a 2,75 g L' deste dcido foram
encontradas em vinhos fortificados do Porto analisados por eletroforese
capilar (ESTEVES et al., 2004) e variacdes de 1,02 a 2,21 g L' foram
observadas em vinhos brasileiros, utilizando a mesma técnica (PERES et
al., 2009).

O 4cido malico € responsdvel por aproximadamente metade da
acidez total das uvas e dos vinhos. Sua concentracdo nas uvas diminui
ao decorrer da maturagdo, por isso, seu conteido pode ser usado como
indicador da época de colheita em uma determinada regido (MATO;
SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO, 2005; JACKSON, 2008). A
predominancia de 4dcido mdlico em mostos e vinhos produzidos em
regides de climas frios estd diretamente relacionada com a temperatura,
pois durante a maturagdo, a temperatura determina a eliminag¢do do
4cido malico das uvas por combustio (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

Nos vinhos, a concentracdo dos dcidos madlico e latico é muito
usada para monitorar o processo de fermentacdo malolatica
(CASTINEIRA et al., 2002). O 4cido litico encontrado no vinho é
proveniente do metabolismo bacteriano. Durante a fermentagio
maloldtica as bactérias dcido ldticas produzem a enzima
malicodesidrogenase que catalisa a reacdo de descarboxilacdo do 4cido
malico (acido dicarboxilico) formando 4cido latico (acido
monocarboxilico). Esta reacdo contribui significativamente para as
caracteristicas sensoriais, pois o dcido latico possui sabor dcido menos
intenso do que o mélico (JACKSON, 2008). Nas amostras analisadas
foram obtidos valores de dcido mélico de 0,29 a 3,13 g L! e, valores de
dcido latico de 0,27 a 3,59 ¢ L' (Tabela 4.2). Analisando as
concentragcdes destes dcidos (Tabela 4.2) observa-se que,
provavelmente, em cinco amostras analisadas ndo foi realizada a
fermentacdo malolética, em trés amostras a fermentacdo malolatica foi
concluida e, nas demais, o processo ocorreu de forma parcial, o que é
constatado em func¢fo das concentracdes equivalentes dos dois dcidos.

O 4cido succinico € um dos mais comuns subprodutos do
metabolismo das leveduras, encontrado em vinhos em concentragdo de
até 1 g L. E resistente ao ataque microbiolégico sob condi¢des
anaerdbias e é particularmente estavel no vinho (JACKSON, 2008). Este
dcido apresenta intenso amargor, gosto salgado e acentua o aroma do
vinho (RIBEREAU-GAYON et al., 1998; KRITSUNANKUL;
PRAMOTE; JAKMUNEE, 2009). O acido succinico foi detectado em
todas as amostras analisadas em concentra¢des que variaram de 0,29 a
1,06 g L' (Tabela 4.2). Esteves et al. (2004) encontraram concentragdes
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de 0,188 a 0,709 g L' de 4cido succinico em vinhos fortificados do
Porto utilizando a técnica de eletroforese capilar e Peres et al. (2009),
empregando a mesma técnica analitica, obtiveram valores da ordem de
66 a 700 mg L' do mesmo 4cido em vinhos brasileiros.

O 4cido citrico € encontrado em pequenas quantidades nas uvas e
no mosto (0,5a1,0 g L'l) e, geralmente ndo € detectado no vinho, pois é
metabolizado durante a fermentacio maloldtica (RIBEREAU-GAYON
et al., 1998; MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO, 2007). Este
dcido foi detectado em apenas trés amostras de vinho branco fortificado
em que hd indicativo de ndo ter ocorrido a fermentagdo malolatica.
Foram encontrados valores de 0,27 2 0,39 g L! (Tabela 4.2).

O d4cido acético é produzido pelas leveduras em pequenas
quantidades durante a fermentacdo. Em concentra¢des da ordem de 300
mg L', o 4cido acético contribui para a complexidade de aroma e sabor
do vinho (JACKSON, 2008). Em quantidades acima de 1 g L™, no
entanto, pode causar alteragdes no vinho, diminuindo sua qualidade
(MATO; SUAREZ-LUQUE; HUIDOBRO, 2007). Normalmente, alta
acidez volatil se deve a hidrdlise dos acticares residuais, dcido tartarico e
glicerol por bactérias ldticas anaerdbias. Bactérias acéticas aerdbias
também produzem 4cido acético por oxidacio do etanol (RIBEREAU-
GAYON et al., 1998). Nos vinhos analisados foram encontradas
concentracdes de dcido acético da ordem de 0,14 a 049 ¢ L’l,
observando-se as menores concentragdes nas amostras Cabernet
Sauvignon/ Merlot e Moscato Giallo produzidas no Planalto Catarinense
e, Goethe, proveniente da Regido Carbonifera (Tabela 4.2). Mato,
Suérez-Lu(}ue e Huidobro (2007) encontraram valores na faixa de 0,18 a
0,71 g L de 4cido acético em vinhos brancos, rosados e tintos,
empregando a técnica de eletroforese capilar de zona; Esteves et al.
(2004), observaram valores de 0,099 a 0,460 g L' de 4cido acético em
vinhos fortificados (Porto) brancos e tintos analisados por eletroforese
capilar; Peres et al. (2009), ao estudarem o contetido de dcidos organicos
em vinhos brasileiros, por eletroforese capilar, encontraram
concentra¢des de dcido acético de 0,118 a 1,003 g L

A Figura 4.2 ilustra o perfil eletroforético dos padrdes de seis
dcidos orgénicos e de uma amostra de vinho fortificado, analisados em
tempo inferior a 5 minutos. Os eletroferogramas dos padrdes dos
actcares estudados (glicose e frutose) e do perfil de duas amostras de
vinhos fortificados, um branco e outro tinto sdo visualizados na Figura
4.3. Os métodos de separaciio mostram boa resolucdo dos picos.
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Figura 4.2 Perfil eletroforético dos padrdes de dcidos orgéanicos (A) e de
uma amostra de vinho branco fortificado (B). Identificagdo dos picos: 1
— acido tartarico, 2 — acido citrico, 3 — acido malico, 4 — acido latico, 5 —
acido aspartico (PI), 6 — 4cido succinico, 7 — dcido acético. Condicdes
eletroforéticas: capilar com 50 pm D.I. e comprimento de 40 cm (30 cm
até o detector); eletrdlito consistindo de 8,5 mmol L! TRIS, 10 mmol L
! 4cido 3,5-dinitrobenzdico e 0,2 mmol L! CTAB; deteccdo indireta em
254 nm; voltagem de -15 kV.
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Tabela 4.2 Composi¢do de cations inorganicos, dcidos organicos e agticares em vinhos fortificados brancos e tintos

por eletroforese capilar.

Amostras
Analito Cabernet Cabernet Cabernet Cabernet Cabernet Cabernet
Sauvignon/ Sauvignon/ Sauvignon/ Sauvignon/ Sauvignon/ Sauvignon/
Merlot (SG) Merlot (SG) Merlot (SG) Merlot (PC) Tannat (SG) Tannat (SG)
Cdtions
Na* (mg L") 19,8 0,4 70,4 +7,7° 478 +16,7% 4,8 £24° 412 +10,1% 29,5 +7,0"
K" (gL"h 1,53+0,19°  1,48+0,12°  1,12+0,14®°  1,10£0,10® 1,66 +0,10° 1,36 +0,10*
Ca®™ (mg L") 1024 +43%  2302+79° 1453+354°  508+7,1° 98,5 + 15,1 574+14°
Mg ** (mg L") 158212  304,6+26,0" 1793+40,6° 1004+26" 1863 +20,5° 1158 +34"
Acidos Orgdnicos
Acido Tartdrico (gL") 0,99 0,12 1,24 +0,02* 1,09 +0,01°  0,85+0,03" 1,21 £0,01° 1,14 0,06
Acido Milico (g L) 2,54+024°  0,29+0,0005* 0,31+0,0004° 2,44+001% 1,14+0,03" 2,06 +0,06°¢
Acido Latico (g L") 1,06 £0,08°  3,59+044°  1,71+024°  0,60+022"°  221+0,15" 1,36 +0,58°
Acido Succinico (g L") 1,03£0,06° 0,94 +0,01 0,96 +0,02° 0,760,004 0,76 + 0,02 1,06 +0,06°
Acido Citrico (g L") n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido Acético (g L") 0,36 £0,06  0,49+0,02°  040+002°  0,15+0,06° 041+0,06°  035+0,06°
Acticares
Frutose (g L) 57,19 6,20 41,09 +1,35" 46,53 +8,79" 63,50+ 2,24  4426+228" 54,79 +2,36™
Glicose (g L) 4843 £232°  49,65+0,55" 53,96+ 15,60 39,94 138" 3983+£2,18" 4723 +320"
Relacio G/F 0,85 121 1,16 0,63 0,90 0,86
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Tabela 4.2 (Continuada).

Amostras
Analito Touriga Goethe Moscato Giallo Moscato Giallo Moscato Giallo

Nacional (PC) (RC) (SG) (SG) (PC)
Cdtions
Na* (mg L") 6,7 +0,8" 6,5 + 3,6" 82,8 +0,6° 97,9 +35,6° 24,1 39"
K" (gL 1,46 +0,14* 1,12 £ 0,07 0,76 £0,10° 1,11 £0,02* 0,84 +0,04°
Ca®™ (mg L") 430+19" 56,1 +3,7° 2776 +6,1° 316,7 +43,0° 524+1,1°
Mg ** (mg L") 80,8 +3,7° 78,0 = 1,0° 316,1 +4,7% 370,2 +20,2° 90,7 +0,9°
Acidos Organicos
Acido Tartarico (g L™ 0,89 +0,0001" 1,02 +£ 0,03 1,13 £0,07* 2,27+0,13¢ 1,21 £0,07°
Acido Milico (g L) 3,10+0,02° 3,13+0,05" 2,21 +0,05¢ 0,87 +0,02° 1,83 +0,14¢
Acido Litico (g L™ 0,45 +0,09% 0,27 +0,04° 0,54 + 0,04" 1,84 £0,33 0,86 +0,18°
Acido Succinico (g L) 0,84 + 0,05 0,29 +0,03' 0,40 0,01 0,67 +0,03"™ 0,57 £0,07%
Acido Citrico (g L") n.d. 0,30 +£0,01° 0,39 +0,03° n.d. 0,27 +0,01°
Acido Acético (g L™ 0,29 +0,08" 0,14 +0,03° 0,36 +0,13% 0,32 +£0,09® 0,14 +0,02°
Acticares
Frutose (g L) 63,66 + 1,39 4325 +1,96" 7537 £2,71¢ 70,67 + 1,84 74,02 + 3,88°
Glicose (g L) 49,31 + 1,03 29,39 + 1,07 84,58 + 3,52° 77,53 + 1,00° 52,64 + 3,38
Relacio G/F 0,77 0,68 1,12 1,10 0,71

Média + desvio padrdo das determinacdes realizadas em triplicata. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% de probabilidade de erro. SG = Serra Gatcha; PC = Planalto Catarinense; RC = Regido Carbonifera.



157

Glicose e frutose apresentam a mesma formula empirica
(C¢H1206), mas estruturas distintas, que determinam diferencas
considerdveis em suas propriedades fisico-quimicas. Durante a
fermentacdo do vinho, ambos os monossacarideos sdo fermentados, no
entanto, as leveduras possuem preferéncia pela glicose em relacdo a
frutose, resultando em uma diferenca no consumo de ambos os agtcares
ao longo do processo de fermentacdo. Esta diferenga no consumo resulta
na predominancia de frutose durante as ultimas fases da fermentagao.
Como a frutose é aproximadamente duas vezes mais doce do que a
glicose, implica em um aumento na sensacido de dogura (TRONCHONI
et al., 2009).
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Figura 4.3 Perfil eletroforético dos padrdes de acicares (A), de uma
amostra de vinho tinto fortificado (B) e de uma amostra de vinho branco
fortificado (C). Identificacdo dos picos: 1 — frutose, 2 — glicose, 3 —
fucose (PI). Condigdes eletroforéticas: capilar com 50 uym D.I e
comprimento de 40 cm (30 cm até o detector); eletrélito consistindo de
35 mmol L' NaOH, 10 mmol L' de 4cido sérbico e 0,2 mmol L
CTAB:; deteccgdo indireta em 254 nm; voltagem de -30 kV.

Todas as amostras analisadas neste estudo apresentaram processo
de vinificacdo semelhante, incluindo a parada de fermenta¢do do mosto
por adicdo de dlcool vinico. O grau de docura e as concentracdes de
glicose e frutose dos vinhos eram dependentes da etapa em que o dlcool
vinico € adicionado e da concentracdo de sacarose acrescida ao mosto.
No Brasil, a chaptalizacdo € uma pratica permitida, especialmente em
vinhos onde o propdsito é obter maior grau de dogura.

Na Tabela 4.2 observam-se as diferencas nas concentracdes de
glicose e frutose das amostras analisadas. Em sete das onze amostras
analisadas, a concentracdo de frutose foi maior do que de glicose.
Resultados semelhantes foram descritos por Del Alamo et al. (2000) em
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estudo sobre o conteido de monossacarideos em vinhos espanhdis
utilizando cromatografia liquida de alta efici€éncia com deteccdo
amperométrica pulsada, onde foram observados niveis de frutose de
16,02 50,6 gL e de glicose de 13,5a359 g L.

A relagdo glicose/ frutose (G/ F) determina a dogura de um vinho
e varia de acordo com a variedade da uva, a quantidade de sacarose
adicionada ao mosto, o momento em que € realizada a chaptalizacdo e o
local de produ¢do. Em climas frios, hd uma tendéncia de se
desenvolverem variedades de uvas com maior teor de frutose, enquanto
em climas quentes, sdo obtidos maiores teores de glicose (AMERINE,
1956; DAUDT; SIMON, 2001). Em vinhos fortificados, a relacdo
glicose/ frutose também pode estar relacionada com o momento em que
se realiza a chaptalizacdo e a fortificacdo. Se a chaptalizacdo for efetuda
apods a adicdo do dlcool vinico, a glicose adicionada ao vinho ndo serd
fermentada, proporcionando maior relacio glicose/ frutose no produto
final. Nas amostras analisadas (Tabela 4.2), verificaram-se as menores
relacdes glicose/ frutose em vinhos fortificados produzidos nas regides
do Planalto Catarinense (0,63; 0,71 e 0,77), de clima frio e, Regido
Carbonifera (0,68), que apresentou a menor concentracdo de glicose
observada neste estudo (29,39 g L™). Nas amostras que apresentaram
relacdo glicose/ frutose superior a 1 (Tabela 4.2), hd o indicativo de a
chaptalizag¢do ter ocorrido apds a etapa de fortificacdo, determinando
maior concentracdo final de glicose do que de frutose.

4 CONCLUSOES

Os métodos de eletroforese capilar utilizados neste trabalho
mostraram-se de simples execugdo e podem ser usados como alternativa
para a andlise de vinhos fortificados ndo necessitando de pré-tratamento
de amostra. O tempo de andlise foi inferior a 0,7, 5 e 3 minutos, para a
determinaciio de cdtions inorginicos, 4cidos organicos e agucares,
respectivamente. As andlises de vinhos fortificados produzidos no Sul
do Brasil mostraram varia¢des consideraveis nos niveis de concentragdo
dos compostos estudados. Diferengas estatisticas entre as amostras
analisadas foram observadas principalmente em funcdo da regido de
producio e das praticas vitivinicolas empregadas.
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COMPOSICAO DE MINERAIS, ALCOOIS SUPERIORES E
ISOTOPOS ESTAVEIS DE CARBONO DE VINHOS
FORTIFICADOS PRODUZIDOS EM DIFERENTES REGIOES
DO BRASIL

RESUMO

Amostras de vinhos fortificados brancos e tintos produzidas em trés
regides vitivinicolas do Brasil foram analisadas para determinagdo da
composicao dos minerais Al, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Cd, T, Zn, Na, K,
Ca, Mg; quantificacdo dos dlcoois superiores etanal, acetato de etila,
metanol, isobutanol e dlcoois isoamilicos e; enumeracdo da razdo de
isétopos estdveis de carbono. Os minerais foram analisados por
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado e
eletroforese capilar de zona, os dlcoois superiores por cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama e a razdo de is6topos
estdveis de carbono por espectrometria de massa para razdes isotdpicas.
As determinacgdes analiticas evidenciaram diferencas entre as amostras
de vinhos fortificados produzidas em diferentes regides do Brasil:
vinhos da regido da Serra Gaticha caracterizaram-se por maior conteddo
de aluminio, ferro, cobre, chumbo, niquel, zinco, cddmio, tdlio, potdssio,
calcio, magnésio e s6dio; vinhos do Planalto Catarinense destacaram-se
quanto ao maior conteido de dlcoois isoamilicos, isobutanol, cobalto e
manganés; vinhos da Regido Carbonifera apresentaram a razdo de
isotopos estdveis de carbono menos negativa e maior concentracio de
etanal; a amostra de referéncia, proveniente da Regido do Douro —
Portugal caracterizou-se por maior conteido de niquel. A combinagdo
dos resultados das varidveis analiticas e de estatistica multivariada
evidenciou as caracteristicas das amostras provenientes de diferentes
regides do Brasil

Palavras-chave: minerais; dlcoois superiores; razdo de is6topos estdveis
de carbono; vinhos fortificados.
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COMPOSITION OF MINERALS, HIGHER ALCOHOLS AND
STABLE CARBON ISOTOPE OF FORTIFIED WINES
PRODUCED IN DIFFERENT REGIONS OF BRAZIL

ABSTRACT

Samples of to white and red fortified wines produced in three wine-
producing regions of Brazil were analyzed to determine the mineral
composition of Al, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Cd, Tl, Zn, Na, K, Ca, Mg;
measurement of higher alcohols ethanal, ethyl acetate, methanol,
isobutanol and isoamyl alcohol; and enumeration of the stable carbon
isotope ratio. The minerals were analyzed by inductively coupled
plasma-mass spectrometry and capillary electrophoresis, the higher
alcohols by gaseous chromatography with flame ionization detector and
the stable carbon isotope ratio by isotope ratio mass spectrometer. The
quantitative analysis revealed differences between the samples of
fortified wines produced in different regions of Brazil: wines of the
region of Serra Gatcha characterized by higher content of aluminum,
iron, copper, lead, nickel, zinc, cadmium, thalium, potassium, calcium,
magnesium and sodium; wines from Planalto Catarinense stood out as
the highest content of isoamyl alcohols, isobutanol, cobalt and
manganese; wines from Carbonifera region showed the stable carbon
isotope ratio less negative and higher concentration of ethanal; the
reference sample, from the Douro — Portugal was characterized by
higher nickel content. Combining the results of analytical variables and
multivariate analysis showed the characteristics of samples from
different regions of Brazil.

Keywords: minerals; higher alcohols; stable carbon isotope ratio;
fortified wines.
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1 INTRODUCAO

Vinhos fortificados s@o vinhos parcialmente fermentados cujo
processo de vinifica¢do inclui a parada de fermentacdo do mosto por
adi¢do de dlcool vinico quando aproximadamente metade dos agtcares
originais foram convertidos em 4lcool (GARCfA-VIGUERA et al.,
1997; ESTEVES et al., 2004). No Brasil, é permitida a adicio de agucar
durante a fermentacdo do mosto com o objetivo de aumentar o contetido
de etanol em até 3 %, ou também, apés a fermentagdo, até o miximo de
10 % sobre o volume final do produto, a fim de adogar o vinho licoroso
fortificado de acordo com o grau de docura requerido (BRASIL, 1988).

Dos compostos importantes na caracterizagdo e diferenciacdo de
vinhos fortificados destacam-se os minerais, 0os compostos volateis e a
razdo de is6topos estdveis de carbono. A composi¢do mineral dos vinhos
fornece informagdes sobre sua origem e autenticidade (CATARINO;
CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008; IBANEZ et al.,
2008; PANEQUE et al., 2010), pois é resultante de varios fatores como,
por exemplo, a variedade de uva, caracteristicas do solo e solubilidade
dos compostos inorganicos nele presentes, condi¢des ambientais,
praticas agricolas, mudancas climdticas e processo de vinificagcdo
(COETZEE et al., 2005; ALVAREZ et al., 2007a; GALGANO et al.,
2008; GRINDLAY et al., 2008; MORENO et al., 2008; FABANI et al.,
2010).

Do ponto de vista toxicolégico o vinho € importante como fonte
de alguns elementos na dieta, inclusive de elementos que podem ser
prejudiciais para seres humanos se consumidos em niveis elevados e,
outros que podem ter impacto determinante nas propriedades sensoriais
finais do vinho, com influéncia na cor, limpidez, gosto e aroma
(CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008;
GRINDLAY et al., 2008). Uma das técnicas mais versateis de analise
multielementar € a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado - ICP-MS, que se destaca por seus baixos limites de detecgio
(COETZEE et al., 2005; GALGANO et al., 2008), seletividade e
sensibilidade (ALMEIDA; VASCONCELOS, 2002; CATARINO;
CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008), rapidez e precisdo
para determinacdo de elementos-traco e oligoelementos em uma mesma
amostra (GONZALVEZ et al., 2009).

O aroma do vinho depende de fatores como a variedade da uva,
regido de produgdo, condicdes climdticas, praticas vitivinicolas,
processo de envelhecimento, entre outros (GIL et al., 2006). A maioria
dos compostos aromdticos do vinho é produzida durante a fermentagdo.
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Os dlcoois superiores representam mais da metade dos compostos
voldteis, sendo que a outra metade estd distribuida entre os compostos
minoritdrios presentes em quantidades muito baixas (REGODON
MATEOS; PEREZ-NEVADO; RAMIREZ FERNANDEZ, 2006;
JACKSON, 2008). Os 4lcoois superiores, quando presentes em
concentragdes baixas acrescentam notas de complexidade ao aroma, em
concentra¢des mais elevadas, seus odores sdo dominantes e pungentes
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006; JACKSON, 2008). A producio de
alcoois superiores € influenciada pelas leveduras, pH, contetddo e fontes
de nitrogé€nio e actcares, temperatura e quantidade de oxigénio durante
a fermentacdo (DIAZ et al., 2003). A chaptalizacdo e o processo de
prensagem tendem a aumentar a sintese de d&lcoois superiores
(JACKSON, 2008). A principal técnica analitica empregada para a
determinagéo de dlcoois superiores é a cromatografia gasosa acoplada a
detector de ionizagdo de chama (GC-FID). O preparo de amostra,
indispensdvel ao analisar vinhos fortificados, geralmente consiste de
simultinea destilagao/ extracdo (GIL et al., 2006).

A razdo de is6topos estdveis de carbono é usada para determinar
a presencga de agucar e dlcool derivados da cana-de-agicar em bebidas
como o vinho, sendo aplicada para controle da autenticidade e
denominacdo de origem (GIMENEZ-MIRALLES; SALAZAR;
SOLANAS, 1999; OGRINC et al., 2001; MARTINELLI et al., 2003;
BAUDLER et al., 2006; VERSINI et al., 2006; CABANERO; RECIO;
RUPEREZ, 2008). O método é baseado no fato de que as plantas podem
apresentar duas vias principais de fotossintese (C; e C,). A cana-de-
acucar tem via fotossintética C, (Hatch-Slack), com a primeira molécula
organica formada ap6s a absorcdo do CO, atmosférico composta por
quatro moléculas de carbono. Por outro lado, a uva apresenta via
fotossintética C; (Ciclo de Calvin), em que a primeira molécula organica
formada apds a absorcdo de CO, é composta de trés dtomos de carbono.
A razdo de isétopos estdveis de carbono (SBC) de plantas C4 e C; €
diferente, com valores de 8"°C para plantas C, variando de -9 a -15%o e
para plantas C; variando de -23 a -32%o.. (PISSINATTO et al., 1999;
MARTINELLI et al, 2003; CABANERO; SAN-HIPOLITO;
RUPEREZ, 2007).

A razdo de isétopos estaveis é definida como a quantidade
relativa de duas formas de isétopos do mesmo elemento em uma
determinada amostra e fornece informagdes sobre o clima, distancia do
mar, altitude, latitude e préticas vitivinicolas, por isso, pode ser usada
para determinar a origem de produtos alimenticios e revelar se algum
composto foi substituido por outra molécula quimicamente idéntica
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(ALBERTINO et al., 2009; RUMMEL et al., 2010). As razdes
isotdpicas podem ser medidas por espectrometria de massa para razdes
isotopicas — IRMS (KOSIR et al., 2001; BAUDLER et al., 2006;
CABANERO; RECIO; RUPEREZ, 2008; CALDERONE; GUILLOU,
2008; ALBERTINO et al., 2009) onde os compostos ndo sdo analisados
diretamente, mas a partir dos gases produzidos por reagbes de
combustdo, pir6lise ou de equilibrio isotopico (BRAND, 1996).

O objetivo do presente estudo foi determinar a composi¢do
mineral, dosar os principais dlcoois superiores e investigar a variacdo na
razdo de isétopos de carbono em vinhos fortificados produzidos em
diferentes regides do Brasil. A combinagdo de métodos analiticos e
estatistica multivariada foi aplicada para caracterizar as amostras de
vinhos fortificados de trés diferentes regides vitivinicolas do Brasil de
acordo com sua composi¢ao.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

Doze amostras comerciais de vinhos fortificados brancos e tintos
foram analisadas. As amostras foram produzidas em trés diferentes
regides vitivinicolas do Brasil, a partir de variedades de uvas distintas:
uvas tintas (1, 2, 3) Cabernet Sauvignon/ Merlot, provenientes da Serra
Gaticha; (4) Cabernet Sauvignon/ Merlot, Planalto Catarinense; (5, 6)
Cabernet Sauvignon/ Tannat, Serra Gatdcha; (7) Touriga Nacional,
Planalto Catarinense; e uvas brancas (8) Goethe, Regido Carbonifera; (9,
10) Moscato Giallo, Serra Gatcha; (11) Moscato Giallo, Planalto
Catarinense. Amostra de vinho tinto do Porto categoria Vintage,
proveniente da Regido Demarcada do Douro, foi utilizada como amostra
de referéncia (12), por recomendagdo da Confraria do Vinho do Porto.

2.2 REAGENTES

Todos os reagentes empregados eram de grau analitico. A dgua
utilizada foi destilada e posteriormente deionizada a uma resistividade
de 18,2 MQ cm em um sistema Milli-Q Millipore (Bedford, MA, EUA).
Acido nitrico (Carlo Erba, Milao, Italia) foi bidestilado abaixo do seu
ponto de ebulicito em um destilador de quartzo da Kiirner
Analysentechnik (Rosenheim, Alemanha). Foram utilizadas solucdes
estoque multielementar ICP IV (Merck, Darmstadt, Alemanha) e como
padrdio interno foi utilizada uma solucdo estoque de Rh 1000 mg L
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(Merck). Os padrdes de etanal e dos dlcoois superiores acetato de etila,
metanol, isobutanol (2-metil-1-propanol) e dlcoois isoamilicos (2-metil-
1-butanol e 3-metil-1-butanol) e do padrio interno 4-metil-2-pentanol
foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany).

2.3 METODOLOGIAS
2.3.1 Determinacdo de Elementos Mineiras por ICP-MS

As medidas foram realizadas em um espectrdmetro de massa com
plasma indutivamente acoplado, modelo Elan 6000 (Perkin Elmer-
Sciex, Thornhill, ON, Canadd), utilizando nebuliza¢do pneumadtica com
nebulizador de fluxo cruzado (Perkin Elmer). O argdnio utilizado foi de
99,996 % de pureza (White Martins, Sdo Paulo, SP, Brasil). O
instrumento foi otimizado (daily performance) para maixima
sensibilidade para fons M" e a dupla ionizagio e os 6xidos foram
monitorados através das razdes entre Ba’*/Ba® e Ce'/CeO",
respectivamente, sendo estas sempre menores que 3%.

A calibragdo foi realizada utilizando solu¢do multielementar ICP
VI e Rh na concentragdo de 10 ug L™ foi utilizado como padrio interno.
As amostras de vinho fortificado foram diluidas dez vezes em &4gua
bidestilada, conforme procedimento descrito por Goossens et al. (1993),
e introduzidas diretamente no ICP-MS onde foram determinados,
conforme metodologia de Catarino, Curvelo-Garcia e Sousa (2006), os
seguintes elementos: Aluminio (Al), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Ferro
(Fe), Manganés (Mn), Niquel (Ni), Chumbo (Pb), Ciddmio (Cd), Télio
(T1) e Zinco (Zn).

As determinacdes de sodio (Na), potdssio (K), cdlcio (Ca) e
magnésio (Mg) foram realizadas por eletroforese capilar de zona,
conforme metodologia descrita no Capitulo 4. Todas as determinac¢des
foram realizadas em triplicata.

2.3.2 - Determinagio de Etanal e Alcoois Superiores por CG-FID

O pré-tratamento das amostras de vinho fortificado consistiu de
destilacdo a vapor em destilador eletronico Gibertini modelo D.E.E.
(Gibertini, Novate Milanese, Itdlia). Posteriormente, 100 pL de 4-metil-
2-pentanol foi adicionado a 5 mL do destilado, como padrio interno.
Aliquotas de 1 uL foram injetadas no cromatdgrafo gasoso Varian Star
3400 CX com detector FID (Varian, Palo Alto, USA). A coluna era da
Varian (30 m x 0,25 mm didmetro interno, 0,25 pm), operada a
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temperatura inicial de 40 °C, aumentando gradativamente 5 °C por
minuto até 200 °C. Temperatura do injector era de 220 °C e do detector
250 °C, utilizando hidrogénio a 1 mL min" como gés carreador. A
identificacdo e quantificacdo de etanal e dos alcodis superiores acetato
de etila, metanol, isobutanol (2-metil-1-propanol) e dlcoois isoamilicos
(2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol) foram efetuadas usando os
padrdes de cada composto. As curvas de calibragdo foram elaboradas
para cada padrdo em quatro diferentes concentracdes e os coeficientes
de regressdo obtidos foram > 0,99. Os padrdes foram preparados em
solugdo de vinho sintético (5 g L' de 4cido tartdrico, dissolvido em 18
% e solucdo de etanol (v/v), a pH 3,5 ajustado com NaOH IN). As
andlises foram realizadas em triplicata.

2.3.3 Determinagdo da Razdo de Isétopos Estdveis de Carbono por
IRMS

As medidas de razdo de is6topos estdveis de carbono (813 C) em
etanol foram realizadas usando um espectrometro de massa de razdo
isotépica Thermo Electron Finnigan-MAT modelo Delta ™ XL
(Bremen, Germany) acoplado a um analisador elementar Flash EA
1112, constituido de fornos de oxidacdo e redugdo, dessecante de
perclorato de magnésio (Mg(ClO4);) e coluna de separagdo
cromatografica Porapack Q (25 m x 0,32 mm didmetro interno). Foi
utilizada a metodologia analitica descrita na Instru¢do Normativa n.° 4
de 05/02/2001, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 2001). A amostra (1,5 mL) foi destilada sob agfo criogé€nica
a -196 °C e sob vécuo (10” mbar) durante aproximadamente 25 minutos
e, posteriormente, 100 pL do destilado foram empacotados em cépsula
de estanho puro. O carbono da amostra sofreu combustdo no interior do
analisador elementar a 950 °C, sob fluxo continuo de oxigénio a 1 mL
min”'. Os gases gerados passaram por uma coluna de redugdo contendo
cobre reduzido a 680 °C e, apds retencdo de dgua, foram separados por
coluna cromatografica a temperatura de 43 °C, antes de chegar na fonte
de fons do espectrometro. O espectrdmetro de massa contém um coletor
triplo de fons com o objetivo de medir simultaneamente as relagdes
massa/carga (m/z), correspondentes as massas 44 (12C1602), 45
(13C12C16012C2170) e 46 (IZCIGOlgO) do CO, formados pela combustdo
das amostras.

Os valores de 8"°C das amostras foram obtidos em relacdo ao
padrao internacional PDB (Féssil Bellemnitella Americana, da
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Formacdo Pee Dee do Sul da Carolina, USA), expressos em per mil (%o)
e calculados segundo a Equagdo 1

SBC = (Rm — pua )>< 1000 (1)

R padrao

. ~ . foie 1312
onde R € a razdo de isétopos estdveis “C/“C. As amostras foram
analisadas em triplicata e o desvio padrdo para andlise foi inferior ou
igual a 0,2 %o.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Na primeira etapa de andlise dos dados foram aplicados andlise
de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey para determinar as diferencas
significativas entre as amostras, ao nivel de significAncia p < 0,05.
Posteriormente, os dados analiticos foram processados usando técnicas
multivariadas, como andlise de componentes principais e andlise
discriminante candnica. Todos os procedimentos estatisticos foram
computados usando o Software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As regides vitivinicolas brasileiras apresentam variacdo de
altitude e quanto as caracteristicas edafoclimdticas. A Regido do
Planalto Catarinense caracteriza-se por apresentar clima frio (indice
heliotérmico = 1714), umido (indice de seca = 200) e noites frias (indice
de frio noturno = 12,1), segundo dados obtidos através do sistema de
Classificagdo Climdtica Multicritério Geoviticola, elaborado por
Tonietto e Carbonneau (2004), apresentados na Tabela 5.1. A
temperatura média anual é de 13 °C e a média histdrica de precipitacio,
registrada entre 1956 e 2003, estd entre 1300 a 1900 mm (BRIGHENTI;
TONIETTO, 2004). A Serra Gatdcha, com altitude média de 640 m
acima do nivel do mar, apresenta média de precipitacdo anual de 1.700
mm, temperatura média anual de 17,2 °C e umidade relativa do ar 76 %
(PROTAS; CAMARGO; MELO, 2008). E classificada como regido
temperada quente (indice heliotérmico = 2,361), iimida (indice de seca =
200) e de noites temperadas (indice de frio noturno = 16,1) (EMBRAPA
UVA E VINHO; UFRGS; FEPAGRO, 2004). A Regido Carbonifera,
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com altitude média de 50 m, apresenta temperatura média anual de 19,4
°C, precipitagdo pluviométrica anual de 1.619 mm e 1.883 horas anuais
de sol (TONIETTO; MANDELLI, 2003). E classificada como regiao
quente/ temperado quente, segundo o Sistema de Classificagio
Climatica Multicritério Geoviticola (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 Localizacdo geogréfica e indices climaticos geoviticolas das
regides da Serra Gaicha, Planalto Catarinense e Regido Carbonifera.

Serra Gaticha Planalto Regiao
Catarinense Carbonifera

Latitude 29°09’S 28°17°S 28°28’S
Longitude 51°32’S 49°55°S 49°11°S
Altitude Média 640 m 1415 m 50 m
Indice Temperado Frio Quente/
Heliotérmico Quente Temperado quente
Indice de Frio Noites Noites Frias -
Noturno Temperadas
Indice de Seca Umido Umido -

Fonte: BRIGHENTI; TONIETTO, 2004; EMBRAPA UVA E VINHO;
UFRGS; FEPAGRO, 2004; TONIETTO; CARBONNEAU, 2004; BONA-
SARTOR, 2009

3.1 COMPOSICAO MINERAL

Os resultados das andlises de minerais sdo mostrados na Tabela
5.2. ANOVA e Teste de Tukey evidenciaram diferencas estatisticas
entre as amostras analisadas, ao nivel de 95 % de confianga, quanto as
concentra¢des de Al, Mn, Fe, Co, Cu, Pb, Ni, Zn, Cd, Tl, Na, K e Mg.

O aluminio possui a capacidade de se combinar com 4cidos
organicos, 0 que o torna mais biodisponivel. A sua presenca no vinho
estd associada a utilizacdo de pesticidas, contato com superficies de
aluminio e alguns produtos enolégicos como bentonitas, taninos e
adjuvantes de filtragdo (RIBEREAU—GAYON et al, 1982;
CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008).
Foram observados teores de 84 a 1086 ug L" de aluminio nas amostras
analisadas. Paneque et al. (2010) encontraram concentragdes de 260 a
3460 ug L™ de aluminio e, Paneque; Alvarez-Sotomayor; Gémez (2009)
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detectaram valores no intervalo de 900 a 5070 npg L' do mesmo
elemento em vinhos fortificados espanhdis.

A concentragio de manganés variou de 678 a 2890 ug L', sendo
o menor valor correspondente a amostra de vinho branco Goethe da
Regido Carbonifera e o maior, relativo ao vinho branco fortificado de
Moscato Giallo produzido no Planalto Catarinense. Rizzon, Salvador e
Miele (2008) encontraram concentragdo média de 2500 pg L de
mangané€s em vinhos brasileiros. Alvarez et al. (2007b) obtiveram
valores de 130 a 1970 ug L', Paneque; Alvarez-Sotomayor; Gémez
(2009), intervalos de 670 a 2120 pug L' e Paneque et al. (2010),
concentracdes de 430 a 2560 pg L', em vinhos fortificados produzidos
no Sul da Espanha. O teor de manganés é caracteristico do solo de
proveniéncia (MARENGO; ACETO, 2003; KMENT et al., 2005;
ALVAREZ et al., 2007a) e, estd associado a utilizagdo de produtos
fitossanitdrios contendo sais de manganés, conservacao em recipientes
de aco inoxidavel, uso de bentonitas e enzimas pectoliticas (ALVAREZ
et al, 2007a; CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE
SOUSA, 2008; RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008; FABANI et al.,
2010).

A presenca de ferro no vinho estd relacionada com a natureza do
solo, diferentes equipamentos utilizados nos processos de vinificacio,
incluindo alguns aditivos tecnolégicos (KMENT et al, 2005;
CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008;
RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008). Este elemento desempenha um
importante papel nos fendmenos de oxidacdo e de envelhecimento e, sua
concentracdo estd relacionada com a estabilidade do vinho
(CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008). O
contetido de ferro dos vinhos analisados variou de 192 a 3335 pg L™
Ao estudarem a composi¢do mineral de vinhos fortificados espanhdis,
Alvarez et al. (2007b) detectaram concentracdes de 690 a 8300 ug L'1;
Paneque; Alvarez-Sotomayor; Gémez (2009) determinaram contetidos
de 1400 a 8430 ug L™ e, Paneque et al. (2010) encontraram valores de
1070 a 12800 pg L' de ferro. Rizzon, Salvador e Miele (2008)
obtiveram conteiido médio de 5100 pg L' de ferro em vinhos
brasileiros.

Cobalto e niquel geralmente estdo presentes em baixas
concentrag¢des e, sdo provenientes do contato do mosto e do vinho com
equipamentos de aco inoxiddvel (KMENT et al.,, 2005), do uso de
bentonitas, de produtos fitossanitdrios aplicados nos vinhedos e da
contaminagdo atmosférica (CATARINO; CURVELO-GARCIA;
BRUNO DE SOUSA, 2008). Niquel foi detectado na faixa de 6,47 a
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42,19 png Lt e, para cobalto, foram determinadas concentracdes de 1,17
2798 ug L. A legislacdo brasileira (BRASIL, 1965) determina limite
méximo de tolerancia de 100 ug L' de niquel em bebidas alcodlicas
fermentadas.

O contetido de cobre dos vinhos analisados variou de 37,38 a
1396 pg L. A maior concentracio foi observada em vinho branco
Moscato Giallo produzido na Serra Gaticha (amostra 9) e, a menor em
vinho branco Moscatto Giallo do Planalto Catarinense (amostra 11). A
legislacdo brasileira (BRASIL, 1965) determina limite mdximo de
tolerancia de 5000 pg L™ de cobre em bebidas alcodlicas fermentadas.
Dugo et al. (2005) em pesquisa sobre a composicio de anions
inorginicos e metais pesados em vinhos fortificados italianos,
determinaram concentra¢des médias de cobre de 600 a 900 pg L.
Rizzon, Salvador e Miele (2008) detectaram contetido médio de 640 pg
L' em vinhos brasileiros. O cobre é um importante constituinte do
mosto, necessario para a fermentacdo como fator de crescimento para as
leveduras (RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008). No mosto, o cobre
pode ter origem dos tratamentos fitossanitdrios efetuados no vinhedo
(KMENT et al, 2005; ALVAREZ et al, 2007a; CATARINO;
CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008; RIZZON;
SALVADOR; MIELE, 2008), ou pode ser naturalmente oriundo do solo
(MARENGO; ACETO, 2003). Durante a conservagdo, o seu teor pode
aumentar por contato do vinho com materiais de cobre e, nos vinhos
fortificados, através do 4alcool vinico adicionado (CATARINO;
CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008).

Uma das principais origens do chumbo no vinho é a polui¢do
atmosférica, sendo que ja foi comprovada a relacdo entre o teor de
chumbo das uvas com a proximidade de vias rodovidrias (CATARINO;
CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008). Foram encontrados
teores de chumbo de 3,38 a 49,36 ug L'. A legislagdo brasileira
(BRASIL, 1965) determina limite méximo de tolerancia de 500 ug L™
de chumbo em bebidas alcodlicas fermentadas. Dugo et al. (2005)
determinaram concentra¢des de 18,70 a 169,30 pg L~ de chumbo em
vinhos fortificados produzidos na Itélia.

O zinco é um constituinte natural da uva, do mosto e do vinho,
presente sempre em pequenas quantidades. Um possivel aumento no
teor de zinco pode ser provocado pelo contato com materiais a base de
ligas metdlicas, aplicagdo de fungicidas nos vinhedos, e utilizacdo de
produtos enoldégicos que contenham zinco em sua composicdo. Vinhos
de macerag@o mais prolongada apresentam concentragdo mais elevada
de zinco (MARENCO; ACETO, 2003; ALVAREZ et al., 2007a;
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CATARINO; CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008;
RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008). As amostras analisadas
apresentaram concentragdes de 287 a 1721 pg L™ de zinco, observadas
nas amostras Goethe proveniente da Regido Carbonifera (amostra 8) e
Moscato Giallo da Serra Gatdcha (amostra 10), respectivamente. A
legislacdo brasileira (BRASIL, 1965) determina limite mdximo de
tolerancia de 5000 pg L™ de zinco em bebidas alcodlicas fermentadas.
Dugo et al. (2005) encontraram valores de 400 a 3100 pug L" de zinco
em vinhos fortificados italianos. Rizzon, Salvador e Miele (2008)
obtiveram contetido médio de 1070 ug L™ em vinhos brasileiros.

A maior concentragdo de cddmio (1,56 pg L™) foi observada na
amostra produzida na Serra Gaticha a partir de uvas Cabernet
Sauvignon/ Merlot (amostra 1). Dugo et al. (2005) determinaram
cddmio em vinhos fortificados italianos e encontraram valores de 2 a
12,4 ug L. Segundo a legislagdo brasileira (BRASIL, 1965) o limite
maximo de tolerancia para cidmio em bebidas alcodlicas fermentadas é
de 500 pg LA presenca deste elemento no vinho estd associada com a
poluicdo atmosférica, a produtos fitossanitdrios e ao contato com
materiais de aco inoxiddvel (CATARINO; CURVELO-GARCIA;
BRUNO DE SOUSA, 2008).

Os teores de tdlio em vinhos ndo contaminados sdo normalmente
da ordem de 2 a 8 ug L' e tem origem dos solos e adubos (CATARINO;
CURVELO-GARCIA; BRUNO DE SOUSA, 2008). O maior conteido
de talio foi determinado na amostra 1 (2,19 pg L™).

O conteddo sédio dos vinhos estd relacionado com a origem
geogrifica e com a adigio de produtos enolégicos (RIBEREAU-
GAYON et al.,, 1998; RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008). Nos
vinhos analisados foram detectadas concentracdes na faixa de 4,8 mg L™
a 97,9 mg L', respectivamente nas amostras Cabernet Sauvignon/
Merlot do Planalto Catarinense (amostra 4) e Moscatto Giallo da Serra
Gatcha (amostra 10).

O potédssio foi encontrando nos vinhos analisados em
concentracdes que variaram de 759,2 a 1656 mg L, sendo a menor
concentracdo observada na amostra de vinho branco da variedade
Moscatto Giallo produzida na Serra Gaticha (amostra 9) e, a maior na
amostra de vinho tinto Cabernet Sauvignon/ Tannat produzida na Serra
Gaticha (amostra 5). O teor de potdssio € mais elevado nos vinhos tintos
devido ao processo de macera¢do da casca empregado na elaboragdo
desses vinhos (RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008).

A concentragdo de célcio dos vinhos estd relacionada
principalmente com as técnicas de vinificagio (RIBEREAU-GAYON et
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al., 1998; RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008). Nos vinhos
analisados foram determinados valores de 43,0 a 316,7 mg L'l, sendo
que a menor concentracdo de célcio foi observada na amostra de vinho
fortificado Touriga Nacional do Planalto Catarinense (amostra 7) e, a
maior na amostra de Moscato Giallo da Serra Gadcha (amostra 10).

Nos vinhos analisados foram encontrados niveis de magnésio de
78,0 mg L" na amostra Goethe da Regido Carbonifera (amostra 8) a
370,2 mg L' na amostra Moscato Giallo da Serra Gaticha (amostra 10).
O magnésio contribui para a caracterizagdo da tipicidade, participa da
estabilidade, dos aspectos sensoriais e até mesmo de determinadas
alteracdes do vinho. E um elemento importante para a multiplicacio e
metabolismo das leveduras (RIZZON; SALVADOR; MIELE, 2008).

3.2 ALCOOIS SUPERIORES E ETANAL

A composicdo aromadtica dos vinhos € resultado do metabolismo
das leveduras e da extracdo de alguns compostos das uvas e da madeira
pelo etanol (ZEA; MORENO; MEDINA, 1995; ZEA et al., 1996). Os
dlcoois superiores sdo 0s compostos voldteis mais abundantemente
estudados; eles sdo formados pelas leveduras, ou diretamente a partir de
acticares e aminoacidos do mosto, pela Reacdo de Ehrlich (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006).

O etanal € o principal aldeido formado durante a vinificagcdo e sua
concentragdo no vinho depende diretamente da quantidade de diéxido de
enxofre e de etanol, com os quais se combina para formar acetais.
Somente o etanal livre tem aroma significativo; em baixos niveis
contribui para os aromas frutados, enquanto altas concentra¢des (> 200
mg L") conferem aroma reduzido ao vinho. O excesso de etanal pode
ser devido ao 4cido acético da atividade bacteriana e/ou do processo
oxidativo e, pode estar relacionado com problemas de conservagdo dos
vinhos (GIL et al., 2006; REGODON MATEOS; PEREZ-NEVADO;
RAMIREZ FERNANDEZ, 2006). As amostras analisadas apresentaram
concentra¢des de etanal varidveis de 43,70 a 194,95 mg L. Zea et al.
(2001) determinaram concentracdes de 126 a 545 mg L' e, Moreno et
al. (2005) observaram valores de 91,0 a 257,0 mg L' de etanal em
vinhos fortificados produzidos na Espanha.

Acetato de etila é produzido pela esterificacdo enzimdtica do
dcido acético e do etanol. Concentracdes maiores de 150-200 mg L™ sdo
consideradas negativas para o aroma dos vinhos (REGODON
MATEOS; PEREZ-NEVADO; RAMIREZ FERNANDEZ, 2006).
Concentracdes elevadas de acetato de etila estdo normalmente
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associadas a contamina¢do da uva, mosto ou vinho por bactérias
acéticas, indicando a existéncia de mds prdticas no processo de
vinifica¢@o e/ou conservacdo (GIL et al., 2006). Nas amostras analisadas
foram observados valores de 10,49 a 240,30 mg L'l, sendo 0 maior
conteddo de acetato de etila referente a amostra 1 (Cabernet Sauvingon/
Merlot Serra Gatcha). Zea et al. (2001) obtiveram contetido de 13,9 a
183,0 mg L' de acetato de etila, Castro et al. (2004) obtiveram
concentracdes de 24,61 a 45,21 mg L! e, Moreno et al. (2005)
determinaram valores de 61,9 a 85,5 mg L' em vinhos fortificados
produzidos no Sul da Espanha. Rodriguez-Bencomo et al. (2003)
encontraram concentracdes médias de 156,7 mg L' em vinhos
naturalmente doces e, 65,1 mg L' de acetato de etila em vinhos
fortificados produzidos na Ilhas Candrias, Espanha.

Metanol foi determinado nas amostras analisadas em
concentracdes que variaram de 39,69 a 137,79 mg L. O metanol é
produzido durante a maceragdo, através da hidrdlise das pectinas do
mosto (DfAZ et al., 2003; JACKSON, 2008). Estd sempre presente no
vinho em quantidades muito pequenas, sem apresentar impacto nas
caracteristicas sensoriais (RIBEREAU-GAYON et al., 2006), mas é
importante devido a sua toxicidade (DIAZ et al., 2003). Apés a ingestio
ele € oxidado produzindo aldeido férmico e &cido férmico, ambos
téxicos para o sistema nervoso central (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006; JACKSON, 2008). Os niveis de risco para o ser humano sio da
ordem de 350 mg L' (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). As menores
concentra¢des de metanol foram observadas nas amostras provenientes
do Planalto Catarinense e Regido do Douro — Portugal, em que,
provavelmente, foram empregados menores tempos de maceragdo ou, o
contetido de pectinas das uvas era menor.

Alcoois isoamilicos (soma do 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-
butanol) e isobutanol (2-metil-1-propanol) sdo os dlcoois superiores
produzidos em maior concentracio durante a fermentagdo do mosto.
Eles sdo formados através da transaminagdo ou desaminagdo de
aminodcidos (REGODON MATEOS; PEREZ-NEVADO; RAMIREZ
FERNANDEZ, 2006). Isobutanol foi detectato em concentragdes de
28,62 a 247,74 mg L™ e dlcoois isoamilicos, de 30,87 a 429,93 mg L™,
Ao estudarem os compostos voldteis de vinhos fortificados espanhéis,
Zea et al. (2001) observaram valores de 25,7 a 39,2 mg L' de isobutanol
e, 171,0 a 324,0 mg L' de 4lcoois isoamilicos; Rodriguez-Bencomo et
al. (2003) encontraram concentracdes médias de 167,1 mg L™ de alcoois
isoamilicos e 20,4 mg L' de isobutanol; Moreno et al. (2005)
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determinaram contetido de alcoois isoamilicos variando de 300 a 380
-1
mgL.

3.3 RAZAO DE ISOTOPOS ESTAVEIS DE CARBONO

A determinacio da razdo de isGtopos estdveis de carbono *C/"*C
(8"°C) dos vinhos foi realizada a partir do etanol obtido na fermentacio
e do etanol adicionado na etapa de fortificacdo. Os valores de 8°C das
amostras analisadas variaram de -27,40 a -17,47 %o para os vinhos
brancos e, de -27,39 a -19,50 %o para os vinhos tintos fortificados
(Tabela 5.2). A média de 8"*C obtida por Baudler et al. (2006), em
estudo sobre a 5'°C do etanol das aguardentes vinicas adicionadas na
fortificacdo de vinhos Sherry, com o intuito de investigar a regido de
proveniéncia dos destilados produzidos, foi de -27,32 %o.. Kosir et al.
(2001) ao pesquisarem os valores de 8"°C de vinhos provenientes de trés
regides da Eslovénia, para deteccio da chaptalizacdo (adicdo de acucar
da cana-de-agtcar) e classificagdo dos vinhos de acordo com a origem
geogréfica, observaram valores de -27,7 a -25,7 %o em vinhos naturais e,
-26,9 a -23,1 %o em vinhos cuja adi¢do de agicar da cana-de-acticar era
conhecida; Ogrinc et al. (2001), em pesquisa sobre a origem geografica
de vinhos produzidos na Eslovénia detectaram valores de -27,9 a -25,2
%o. Niveis de -25,6 a -25,0 %o foram encontrados em vinhos tintos
espanhdis provenientes de trés Denominagdes de Origem distintas, com
0 objetivo de usar a razdo de isOtopos estiveis como varidvel
determinante da regido de origem dos vinhos (GIMENEZ-MIRALLES;
SALAZAR; SOLANA, 1999). Ao pesquisarem a 8“C de vinhos
espumantes, com o objetivo de investigar a origem botanica do aguicar
adicionado na segunda fermentacdo destas bebidas, Martinelli et al.
(2003) determinaram valores médios de -20,5 %o, -26,1 %o, -25,4 %o, -
20,0 %o, -19,8 %o, em espumantes brut produzidos no Brasil, América do
Sul, Europa, Estados Unidos e Australia, respectivamente, -18,1 %o em
espumantes demi-sec brasileiros, -25,7 %o em espumantes asti italianos e
-27,5 %o em espumantes asti brasileiros, demonstrando a maior adi¢io
de acticar da cana-de-actcar nos espumantes adocicados.
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Tabela 5.2 Composi¢do mineral, conteido de édlcoois superiores e razdo dos isétopos estdveis C/™C do etanol de vinhos
fortificados produzidos em diferentes regides do Brasil.
Amostras

Analito 1 2 3 4 5 6
Minerais
Al (ugL™h 252 + 4 369 + 2 235 + 5° 98 +3° 261 + 62 84 £5°
Mn (ug L' 1805 + 18" 1856 + 17 1279 +13° 2094 +11° 1452 + 27" 1823 +17'
Fe (ugL™) 1013 + 328 3335 +59¢ 876 + 20" 353 + 6 1464 + 18" 192 +9°
Co (ugL™h 3,61 +0,16 3,74 +0,08° 2,05 +0,15° 5,03 +£0,25" 2,28 +0,03 2,37 +0,11°
Cu (ugL™h 112+1" 62,22 £0,67° 41,41 £0,33° 88,10 + 0,63 1023 + § 62,59 +3,12°
Pb (ugL™) 8,66 +0,13¢ 9,54 +0,08° 12,06+ 0,298 7,32 £0,18° 4391 £0,15' 45,44 £ 0,06
Ni (ug LY 14,20 +£0,58° 22,50 +0,30" 11,39 +0,28° 11,93 +0,54° 15,00 % 0,39°¢ 10,37 +£0,77°
Zn (ug L™ 946 + 4° 854 +9° 335+ 78 863 + 141 786 + 6° 778 + 12¢
Cd (ugLh 1,56 + 0,188 1,00 £0,11¢ 1,36 +0,2° <0,02* 1,17 £0.21° 0,45 0,06
Tl (ug L") 2,19 +0,02¢ 1,11 £0,03° 0,59 +0,02% <0,4° 0,85 +0,05° 1,84 0,10
Na (mg L") 19,8 + 0,4 70,4 7,7 47,8 +16,7™ 4.8 +240° 41,2 +10,1% 29,5 +7,0°
K (mg L") 15324196,21°  1480+116,61*°  1120£142,9®°  1096%105,30™ 1656 £97,9°  1364+100,10°
Ca(mgL™") 102,4+4,33*  2302+7,90°  145,3+3540° 50,8 +7,10° 98,5 + 15,10 57,4 +1,40°
Mg (mg L") 1582121  304,6£26,02¢  179,3 £40,6° 100,4 + 2,60%° 186,3 + 20,5° 115,8 + 3,40%

Alcoois superiores

Etanal (mg L'l)

Acetato de Etila (mg LY
Metanol (mg LY

Isobutanol (mg LY

Alcoois Isoamilicos (mg LY

85,83 +0,56™
240,30 + 3,04°
96,21 + 16,35°
92,97 +3,23%®
206,62+0,90*

Razdo de Isotopos estdveis de carbono

313C (%0)

21,62 +£0,13°

91,70 +7,72%®
13,15 £4,79*

127,96 + 6,84"
106,92+12,6%

206,62+11,97%

-21,95 +0,10°

107,66 + 1,06
10,49 +3,17°
137,79 +2,82"
76,88+3,007%
153,52 + 6,72%

-19,68 +0,07°

108,64 + 12,8
32,32 +1,17%
66,28+ 1,20™
154,24+45.44°
316,61+42,08%¢

-26,52 + 0,04°

92,34+5,65"
25,54 +9,59°
80,97+5,65%
220,03+16,60°
343,64+24,71°¢

-24,86 + 0,02°

80,45 +3,12°
70,80 +0,11%
81,02 +5,80%
103,52+7,14%¢
213,40+5,37%

-19,50 + 0,06°
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Tabela 5.2 (Continuada).
Amostras

Analito 7 8 9 10 11 12
Minerais
Al (ug L™ 227 +3,35¢ 198 + 1° 1086 + 5! 727 + 7 304+ 7 268 + 2"
Mn (ug LY 2095 + 16* 678 +5° 1151 + 8¢ 1119 +4° 2890 + 37 1781 + 128
Fe (ugL™) 355+ 10° 445 + 10 1752 + 20/ 1541 + 41 279 + 6° 756 £ 19°
Co (ugL™h 7,61 0,25 1,17 £0,10° 4,50 +0,168 4,03 +0,03 7,98 +0,19% 6,60 * 0,26'
Cu (ugL™h 101 + 1¢ 85,66 * 0,29 1396 + 4% 574 + 2 37,38 £0,93° 50,51 +0,85¢
Pb (ugL™) 3,38 £0,08" 10,62 +0,15° 24,09 +0,14" 49,36 £0,76' 8,23 +0,08° 7,40 £ 0,26
Ni (ugL™) 26,90 +0,10¢ 6,47 £0,18° 14,49 +£0,35° 31,20 £0,33" 14,85 £0,16* 42,19 + 0,68
Zn (ugL™") 464 +7° 287 + 4" 728 + 8§ 1721 +17¢ 889 + 9 615 + 10'
Cd (ugL™h <0,02° <0,02° 0,80 +0,07° 0,77 +0,21° <0,02° 0,51 +0,2°
Tl (ug L") 0,83 +0,03° <04° 1,40 0,04 1,40 0,04 0,80 + 0,02 <0,4°
Na (mg L) 6,7+0,8" 6,5 + 3,6 82,8 + 0,69 97,9 +35,6° 24,1 +3,9% 5,55+0,5"
K (mg L") 1461+ 139,01° 1117+ 66,03  759,2+98,01° 1108 +18,05*  836,0+41,17° 1115 +51,50®
Ca(mgL™") 43,0+1,90° 56,1+3,75%  277,6+6,13*  316,7+43,02° 52,4 +1,16° 48,0 £2,01°
Mg (mg L™ 80,8 +3,71° 78,0+1,02° 3161 £4,72%  370,2 +20,27° 90,7 +0,90° 91,50 + 1,05°
Alcoois superiores
Etanal (mg L) 89,95 + 13,8 19495+ 17,3° 146,21 +4,56°  14721+12,5°  139,16+9,22° 43,70 +3,88"
Acetato de Etila (mg L") 44,82 +2,55" 101,91 £339% 30,66 + 0,45® 17,18 +0,82° 28,39 + 1,54 117,79 + 8,7
Metanol (mg L™) 70,62 +12,1° 86,32 £526™ 77,70 £ 1,6 56,46 £5,52% 42,67 +£2,58° 39,69 £2,19°

Isobutanol (mg L'l)
Alcoois Isoamilicos (mg L'l)

247,74+ 30,83°
398,04+ 25,959

Razdo de Isotopos estdveis de carbono

31C (%0)

-27,23 £0,14°

28,62 + 1,059
30,87 + 1,49°

-17,47 + 0,09

160,36 24,83°
222,16+9,79%

-23,33+0,13"

54,83 +0,91%
147,18 £5,01°

-21,06 + 0,04°

226,60 + 11,06°
429,93 + 61,924

27,40 +0,11¢

123,88 +7,96™
292,83+1,51%4

-27,39 + 0,06*

Valores expressos como média + desvio padrdo para determinagdes realizadas em triplicata. Amostras: 1, 2, 3 — Cabernet Sauvignon/ Merlot
Serra Gatcha; 4 - Cabernet Sauvignon/ Merlot Planalto Catarinense; 5, 6 - Cabernet Sauvignon/ Tannat Serra Gatcha; 7 — Touriga Nacional
Planalto Catarinense; 8 — Goethe Regido Carbonifera; 9, 10 — Moscato Giallo Serra Gatcha; 11 — Moscato Giallo Planalto Catarinense; 12 —
Vinho do Porto Vintage Regido do Douro — Portugal (amostra de referéncia).
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O maior valor de §"°C (-17,47 %o) foi observado no vinho branco
da variedade Goethe produzido na Regido Carbonifera, enquanto o
menor valor de §"°C (- 27,40 %o) foi encontrado no vinho branco da
variedade Moscato Giallo produzido no Planalto Catarinense. Os
maiores valores de §"°C (-19,50 %o € -19,68 %o) foram observados nos
vinhos produzidos na Serra Gatcha a partir de uvas Cabernet
Sauvignon/ Tannat (amostra 6) e Cabernet Sauvignon/ Merlot (amostra
3), respectivamente, ¢ menor valor de e (-27,39 %o) a amostra de
referéncia (Vinho do Porto Vintage), que € estatisticamente igual, ao
nivel de significancia de 95 %, as amostras 4 (Cabernet Sauvignon/
Merlot) e 7 (Touriga Nacional) produzidas no Planalto Catarinense
(Tabela 5.2).

A 8°C enfatiza preferencialmente a origem botanica e o0 modo de
fixacdo fotossintético, mas também fornece informagdes relativas a
origem geografica. Plantas C; sdo predominantemente cultivadas em
altas latitudes e plantas C4 sdo mais comuns nos tropicos, regides de
clima quente, em que as plantas sdo cultivadas sob estresse hidrico. Os
valores da razio *C/"*C sdo maiores em plantas Cj; cultivadas na regido
da Linha do Equador e diminuem em plantas cultivadas na dire¢io aos
podlos, cujo clima € mais frio (ROSSMANN et al., 1996; KELLY et al.,
2005; RUMMEL et al., 2010). Os valores de §'°C sdo influenciados
pelas caracteristicas climdticas como umidade relativa e temperatura,
que determinam o controle da abertura dos estomatos e da concentragio
interna de CO, nas folhas das plantas (CABANERO; RECIO;
RUPEREZ, 2008). O comportamento observado nas amostras
analisadas, em que os menores valores de 8"°C foram encontrados nos
vinhos oriundos da regido mais fria (Planalto Catarinense) e, os maiores
valores de §"°C foram detectados nas amostras provenientes das regides
mais quentes, pode ser atribuido a dependéncia da temperatura para o
fracionamento isotépico na fotossintese (OGRINC et al., 2001). No
entanto, quando as variagdes na 8"C sdo muito altas (maiores que 2 -3
%o), 0 clima ndo € o unico fator que tem efeito sobre o fracionamento
isotépico. A causa mais provdvel para as variacdes observadas nas
amostras analisadas (~ 9,9 %o) é a adigdo de agticar ou etanol derivado
de plantas C4, a exemplo da cana-de-agicar (VERSINI et al., 2006;
CABANERO; RECIO; RUPEREZ, 2008), cuja 8"°C média é de -11,5
%o (MARTINELLI et al., 2003). A contribui¢do do agucar e do etanol
C, € verificada através do aumento dos valores de 8"C dos vinhos;
quanto maiores os valores de 8C (mais préximos de -11,5 %o), maior a
adi¢do de actcar ou de etanol obtidos de plantas C4. A presenca de
plantas C, pode ser resultante do processo de adi¢do de acticar da cana-
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de-actcar antes ou apds a fermentagdo, ou devido a adicdo de etanol de
cana-de-agicar no processo de fortificacdo do vinho (PISSINATTO et
al., 1999). Para as amostras analisadas, os resultados obtidos indicam
que nos vinhos fortificados provenientes do Planalto Catarinense,
provavelmente a chaptalizacdo ocorreu em menor propor¢cdo do que nas
amostras produzidas na Serra Gaticha e Regido Carbonifera. Os valores
de 8"°C das amostras produzidas no Planalto Catarinense sdo muito
proximos dos valores de 8"C da amostra de referéncia, produzida no
Douro — Portugal, regido onde ndao é permitida a chaptaliza¢do dos
vinhos.

3.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A andlise de componentes principais foi aplicada separadamente
para os vinhos brancos e para os vinhos tintos fortificados, empregando
as varidveis relativas ao contetido de minerais, dlcoois superiores e razao
de isétopos estaveis de carbono.

azzo '®c/'?c
Etanal

° RC

Na 1
Acetato de etila |

Metanol

Faor 2: 2871%

8ed
%

Isobutanol

PC

Isoamilicos

Mn

Fator 1 : 57,44%
Figura 5.1 Andlise de componentes principais das determinacdes de
minerais, dlcoois superiores e razao de is6topos estdveis de carbono para
amostras de vinhos brancos fortificados produzidos no Sul do Brasil.
Regides de procedéncia das amostras: SG — Serra Gaticha; PC — Planalto
Catarinense; RC — Regido Carbonifera.
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Para os vinhos brancos fortificados a andlise de componentes
principais explicou 84,15 % da variacdo total dos dados nas duas
primeiras dimensdes, com 57,44 % e 26,71 % explicados pelo fator I e
fator II, respectivamente (Figura 5.1). A maior separagdo ocorreu ao
longo do fator I, em que estava negativamente localizada a maioria das
varidveis relacionadas ao conteido de minerais e, positivamente, a
maior parte das varidveis relativas ao contetido de dlcoois superiores e a
razdo de isotopos estdveis de carbono. As varidveis com maior
contribui¢do para a separa¢do das amostras ao longo do fator I foram
metanol, acetato de etila, dlcoois isoamilicos, isobutanol, magnésio,
célcio, potdssio, tdlio, cddmio, zinco, niquel, chumbo, cobre, ferro e
aluminio. Para o fator II, as varidveis de maior contribui¢do foram razao
de is6topos estdveis de carbono, manganés, cobre, sédio e etanal. A
amostra de vinho branco fortificado da variedade Goethe produzida na
Regido Carbonifera estava localizada positivamente nos fatores I e Il e,
caracterizava-se pelo maior contetddo de etanal, acetato de etila, metanol
e, pela maior razdo de isotopos estdveis de carbono. Esta amostra
provavelmente foi elaborada com maior tempo de maceracdo e maior
chaptaliza¢do. As amostras provenientes da regido da Serra Gatcha
apresentaram-se dispostas positivamente ao longo do Fator II e
negativamente no Fator I, destacando-se quanto ao maior conteido dos
minerais cobre, ferro, cadmio, chumbo, célcio, talio e aluminio. A
amostra proveniente do Planalto Catarinense encontrou-se disposta
negativamente no Fator I e positivamente no Fator II, apresentando a
menor razdo de isétopos estdveis de carbono, maior contetiido
isobutanol, dlcoois isoamilicos, manganés e cobalto. Esta amostra
apresentou atributos que determinam a qualidade aromadtica do vinho
fortificado, baixo conteido de elementos minerais contaminantes e
menor chaptalizagdo.

A andlise de componentes principais para os vinhos tintos
fortificados explicou 53,28% da variacdo do sistema, sendo 34,28 %
explicados pelo fator I e 19,00 % pelo fator II (Figura 5.2). A maior
separacdo ocorreu ao longo do fator I, sendo as varidveis de maior
contribui¢do a razdo de is6topos estdveis de carbono, manganés, ferro,
cobalto, cobre, chumbo, zinco, cddmio, tdlio, sédio, potdssio, cdlcio,
magnésio, isobutanol e dlcoois isoamilicos. Ao longo do fator II, as
varidveis de maior contribuicdo para a separacdo da amostras foram
aluminio, niquel, etanal, acetato de etila e metanol.
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Acetato deetila

Fator 2 : 19,00%

Fator 1 : 34,28%

Figura 5.2 Andlise de componentes principais das determinacdes de
minerais, dlcoois superiores e razdo de is6topos estdveis de carbono para
amostras de vinhos tintos fortificados produzidos no Sul do Brasil.
Regides de procedéncia das amostras: SG — Serra Gaticha; PC — Planalto
Catarinense; DO — Regido do Douro, Portugal.

As amostras de vinhos fortificados provenientes da regido da
Serra Garticha, localizadas positivamente ao longo do fator I e,
positivamente e negativamente ao longo do fator II, caracterizaram-se
por apresentar maior concentracdo de aluminio, acetato de etila, ferro,
cobre, sddio, potdssio, cdlcio, tdlio, cddmio, zinco, chumbo, magnésio,
metanol, e razdo de is6topos estdveis de carbono. Estes resultados
indicam que estas amostras apresentaram o maior contetido de minerais
e sofreram maior chaptalizacdo. As amostras de vinhos fortificados
produzidas no Planalto Catarinense, localizadas negativamente no fator I
e, positivamente e negativamente no fator II, apresentaram maior
concentragdo de manganés, dlcoois isoamilicos e isobutanol, atributos
que contribuem para a qualidade sensorial dos vinhos. A amostra de
referéncia, produzida na regido do Douro — Portugal, estava localizada
negativamente no fator I e positivamente no fator II, apresentando maior
conteido de niquel. Observam-se semelhancas entre as amostras
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produzidas no Planalto Catarinense e na Regido do Douro — Portugal, o
que € evidenciado pela proximidade das amostras nos quadrantes da
ACP.

A andlise de componentes principais evidenciou as semelhancas
entre os vinhos fortificados brancos e vinhos tintos produzidos na
mesma regido, mostrando que a composi¢cdo quimica do vinho €
determinada pela regido de produg@o dos vinhos.

3.5 ANALISE DISCRIMINANTE CANONICA

A andlise discriminante candnica foi usada para a separacdo das
amostras em diferentes grupos, de acordo com os resultados de
composi¢cdo mineral, dlcoois superiores e razdo de isdtopos estdveis de
carbono (Figura 5.3).
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Fungéo Discriminante Il
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o SG

m PC

-25 + RC
-40 -30 -20 -10 0 10 20 30

A DO

Fungéo Discriminante |

Figura 5.3 Andlise discriminante candnica das determinacdes de
compostos minerais, dlcoois superiores e razio de isdtopos estaveis de
carbono para vinhos fortificados produzidos em diferentes regides do
Brasil, com a regido de produg¢do como varidvel de classificagao.
Regides de procedéncia das amostras: SG — Serra Gaticha; PC — Planalto
Catarinense; RC - Regido Carbonifera; DO — Regido do Douro,
Portugal.
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A func¢do discriminante I era responsavel por 88,28 % do poder
discriminante total e as separacdes ao longo desta func¢do discriminante
podem ser atribuidas a razdo de isétopos estdveis de carbono, aluminio,
ferro, cobre e chumbo, na direcdo negativa, ou diferencas no contetido
de manganés, cobalto e potdssio, na direcdo positiva. A funcdo
discriminante II explicava 11,41 % das separacdes e era atribuida as
diferencas no contetido de niquel e zinco. As distincias de Mahalanobis
entre todas as regides eram altamente significativas (p < 0,0001),
indicando a separacdo entre as distintas regides de producdo de vinhos
fortificados produzidos no Brasil. A Regido Serra Gatcha estava
localizada positivamente nas fungdes discriminantes I e II, apresentando
a razdo de isOtopos estdveis menos negativa, maior conteido de
aluminio, ferro, cobre e chumbo; Planalto Catarinense estava localizado
positivamente ao longo da fun¢do discriminante II e negativamente na
funcdo discriminante I, destacando-se quanto ao maior contetddo de
manganés e razdo de isdtopos estaveis de carbono mais negativa; Regido
Carbonifera estava localizada positivamente nas fungdes discriminantes
I e II, com a razdo de isétopos estdveis de carbono menos negativa e
maior conteido de etanal e acetato de etila; a Regido Demarcada do
Douro (amostra de referéncia) estava localizada sobre o eixo da fungdo
discriminante I e negativamente na fun¢do discriminante II, com maior
concentragio de niquel.

4 CONCLUSOES

As determinacdes analiticas de minerais, dlcoois superiores e
razdo de is6topos estdveis de carbono evidenciaram diferencas entre as
amostras de vinhos fortificados produzidas em diferentes regides do
Brasil. Os resultados indicaram que as amostras de vinhos fortificados
produzidas na regido da Serra Gatcha caracterizaram-se por maior
contetido dos minerais aluminio, ferro, cobre, chumbo, niquel, zinco,
cadmio, télio, potdssio, cdlcio, magnésio e sodio; as amostras de vinhos
fortificados produzidas no Planalto Catarinense destacaram-se quanto ao
maior contetido de dlcoois isoamilicos, isobutanol, cobalto, manganés e
razdo de isétopos estidveis de carbono mais negativa; as amostra da
Regido Carbonifera se sobressaiu quanto a razio de isétopos estdveis de
carbono menos negativa e maior concentracdo de etanal. A amostra de
referéncia, proveniente da Regido do Douro — Portugal caracterizou-se
por apresentar o maior conteido de niquel e apresentou semelhangas
com as amostras produzidas no Planalto Catarinense. A combinacdo dos
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resultados das varidveis analiticas e de estatistica multivariada
evidenciou as caracteristicas das amostras provenientes de diferentes
regides do Brasil.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os vinhos fortificados sdo matrizes ricas em constituintes
quimicos e, para a determinacido de compostos fendlicos ndo coloridos
neste tipo de vinho, o pré-tratamento de amostra é uma etapa
indispensdvel. A extracdo em fase sélida de compostos fendlicos de
vinhos fortificados utilizando 5 mL de amostra, 20 mL de acetato de
etila para elui¢do dos compostos, em vazdo de 0,06 mL s mostrou-se
um procedimento reprodutivel, com bons percentuais de recuperagdo e
baixos limites de detec¢do e quantificacio.

Os vinhos fortificados brancos e tintos produzidos em diferentes
regides do Brasil mostraram-se ativos no sequestro dos radicais DPPH e
ABTS e na reducdo do ferro (FRAP), observando-se maior atividade
antioxidante nos vinhos tintos fortificados em comparacdo com os
vinhos brancos fortificados. A atividade antioxidante in vitro dos vinhos
fortificados estd correlacionada positivamente com o conteido de
polifendis totais, orto-difendis, ésteres tartaricos, flavondis, antocianinas
monoméricas totais, taninos totais, 4cido gélico e trans-resveratrol.

As determinagdes analiticas de compostos fendlicos, atividade
antioxidante, agucares, dcidos organicos, minerais, dlcoois superiores e
razdo de isotopos estdveis de carbono evidenciaram diferencas entre as
amostras de vinhos fortificados produzidas em diferentes regides do
Brasil, destacando que a regido de producdo é determinante da
composicdo quimica dos vinhos fortificados.

Os vinhos fortificados produzidos na Regido da Serra Gaicha
apresentaram maior tonalidade de cor, maior atividade antioxidante,
maiores conteidos de catequina, quercetina, tranms-resveratrol, orto-
difendis, flavondis, ésteres tartdricos, polifendis totais, maior contetido
de aluminio, ferro, cobre, chumbo, niquel, zinco, cddmio, tdlio, potdssio,
calcio, magnésio e sodio.

Os vinhos fortificados produzidos no Planalto Catarinense
apresentaram maior intensidade e densidade de cor, maior contetido de
acido cafeico e taninos totais, menor relacdo glicose/ frutose, maior
conteudo de dcido malico e menor conteddo em acido acético, razao de
isétopos estaveis de carbono mais negativa, maior contetido de dlcoois
isoamilicos, isobutanol, cobalto e manganés.

A Regido Carbonifera destacou-se quanto a producio de vinhos
brancos fortificados de maior luminosidade (> L*), menor conteido de
acido succinico e de acido acético, alto conteido de acido malico, razdo
de isétopos estdveis de carbono menos negativa e maior concentragio de
etanal.
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A amostra de referéncia, produzida na regido do Douro, Portugal,
apresentou menor luminosidade, maior conteddo de 4dcido ferulico, 4cido
cumdrico, compostos fendlicos ndo polimerizados e de niquel.

Os métodos analiticos de espectrofotometria, cromatografia
liquida de alta eficiéncia, eletroforese capilar, espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado, cromatografia gasosa e
espectrometria de massas para razdes isotOpicas, empregados neste
trabalho mostraram-se eficientes e confidveis para a andlise de amostras
de vinhos fortificados. A combinacdo dos resultados das varidveis
analiticas e de estatistica multivariada evidenciou as caracteristicas das
amostras de vinhos fortificados provenientes de diferentes regides do
Brasil.

As andlises de vinhos fortificados produzidos no Sul do Brasil
mostraram variagdes considerdveis nas concentragdes dos compostos
estudados. Diferencas estatisticas entre as amostras analisadas foram
observadas principalmente em funcdo da regido de producdo e das
préticas vitivinicolas empregadas. A andlise de componentes principais
evidenciou as similaridades entre a composi¢do quimica das amostras de
vinhos tintos fortificados produzidas no Planalto Catarinense e na
Regido do Douro — Portugal.

Cabe destacar, com base na composi¢do quimica dos vinhos
fortificados estudados, que a regido do Planalto Catarinense apresenta
grande potencial para a producio de vinhos fortificados de qualidade,
por suas particularidades relativas a fatores naturais e fatores humanos, a
semelhanca da Regido do Douro — Portugal.



