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AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA
INTRAVARIETAL DAS CASTAS

VIA DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS
PARCIALMENTE REPETIDOS

Elsa GONCALVES'; Antero MARTINS!; L.C. CARNEIRO?; Maria Clara
ROQUE-VALE?; Maria Alice PRATES?; Filipe PERDIZ*; Carlos FIALHO?;
Joaquim CORREIA3

RESUMO

Analisa-se a viabilidade da utilizagdo de ensaios nao repetidos, também designados por par-
cialmente repetidos, para a guarda e quantificagdo da variabilidade genética intravarietal de castas
antigas de videira.

Resultados ja obtidos por estudos de simulagdo suportam a possibilidade da avaliagdo preli-
minar da variabilidade genética de variedades antigas através de ensaios parcialmente repetidos,
desde que contenham um ntimero de gendtipos superior a 250 e, no minimo, 33% das parcelas com
genotipos testemunha. Utilizando dados de rendimento da casta Tinta Barroca provenientes de dois
ensaios intalados em Reguengos de Monsaraz, compara-se a eficiéncia de um delineamento em
blocos completos casualizados aumentados com a dos convencionais delineamentos totalmente
repetidos para a quantifica¢do da variabilidade genética desta casta. Confrontam-se estes resultados
com as bases metodologicas ja estabelecidas através de trabalhos de simulagdo anteriores.

Palavras-chave: delineamentos experimentais, ensaios ndo repetidos, variabilidade genética, videira.

1- INTRODUCAO

Os ensaios ndo repetidos, também designados por parcialmente repetidos, sdo fre-

quentemente utilizados nas primeiras fases de um processo de melhoramento genético

' CBAA/DBEB, Instituto Superior de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa, Tapada da
Ajuda, 1349-017 Lisboa. elsagoncalves@isa.utl.pt

2 Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos, I.P./L-INIA, 2784-505 Oeiras

3 Direcgio Regional de Agricultura e Pescas do Alentejo, Qta da Malagueira, 7002-553 Evora

* Associagdo Técnica dos Viticultores do Alentejo, Rua Fernanda Seno 14, 7002-506 Evora

7
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de plantas (Kempton e Gleeson, 1997; Williams e John, 2003; Cullis et al. 2006; Martin
et al. 20006). Estes ensaios iniciais caracterizam-se por terem um nimero elevado de tra-
tamentos, normalmente da ordem das centenas, uns repetidos — tratamentos testemunha -
e outros ndo repetidos — tratamentos teste. O objectivo central destes ensaios ¢ fazer
uma avaliagdo preliminar da variabilidade genética (como matéria prima disponivel para
o melhoramento) e de seleccionar um sub-grupo de gendtipos para estudos posteriores
mais precisos (normalmente cerca de 1/3), pelo que deles ndo sdo esperados mais do

que resultados preliminares e ganhos genéticos moderados.

Com o objectivo de implementar este tipo de delineamento para a quantifica¢ao
da variabilidade genética de castas de segunda linha pouco cultivadas e de identificar
quais as condigdes que viabilizam essa quantificagdo com eficiéncia, foram ja anterior-
mente desenvolvidos estudos metodoldgicos de simulagdo (Gongalves, 2008). Esses
estudos apontaram para a possibilidade de avaliagdo da variabilidade genética através
de ensaios parcialmente repetidos (delineamentos alfa-alfa e em blocos completos casua-
lizados aumentados), desde que contendo um nimero de genotipos teste superior a 250
e, no minimo, 33% das parcelas com gendtipos testemunha. No que respeita a realizagdo
da seleccdo massal genotipica, a utilizac@o desse tipo de delineamento revelou-se menos
eficiente.

Na expectativa de por em pratica esta nova linha metodologica, nos ultimos anos
tém - se instalado ensaios de campo ndo repetidos com vista a confirmagao dos resulta-
dos tedricos obtidos via simulagdo. O primeiro ensaio com este tipo de delineamento
foi instalado em 2006, em Reguengos de Monsaraz, com a variedade Tinta Barroca, e
sdo precisamente os primeiros dados de rendimento nele obtidos que sdo aqui analisados.
Para tal, compara-se a eficiéncia de um delineamento em blocos completos casualizados
aumentados com a dos convencionais delineamentos em blocos completos casualizados
para quantificagdo da variabilidade genética do rendimento desta casta, confrontando - se
os resultados obtidos com as linhas gerais ja estabelecidas através de trabalhos de simu-

lagdo.
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2 - MATERIAIS E METODOS
2.1 - Ensaios instalados e delineamentos experimentais

Os dados utilizados referem-se ao rendimento observado em 2008 e 2009 em duas
populagdes experimentais de clones (POP) da casta Tinta Barroca, instaladas na Herdade
da Revilheira, em Reguengos de Monsaraz. Uma dessas populacdes foi instalada
segundo um delineamento experimental resoliivel em blocos completos casualizados
(RCB), sendo cada bloco completo constituido por um arranjo linhaxcoluna, tendo-
se 210 clones X 4 repetigdes resoliiveis (blocos completos casualizados) x 3 plantas/par-
cela. A outra POP, foi instalada segundo um delineamento experimental em blocos com-
pletos casualizados aumentados (ARCB), com ¢ =15 genoétipos testemunha, repetidos
em 42 blocos completos, e g =210 gendtipos teste. Cada bloco completo aumentado
ficou constituido por 10 parcelas (3 plantas/parcela), tendo-se 50% das parcelas ocupadas

com genotipos testemunha e 50% com genotipos teste.

2.2 - Modelos e analise estatistica

Os diversos modelos ajustados aos dados encontram-se sintetizados no Quadro
1. Sendo o objectivo central desta analise a estimagdo da componente de varidncia geno-
tipica (s, ), os efeitos genotipicos (i) foram considerados como aleatérios. Nos modelos
ARCB e ARCB-SP os efeitos dos genotipos testemunha assumiram-se como fixos. Rela-
tivamente aos erros aleatorios consideraram-se duas variantes, correspondentes ao ajus-
tamento de duas classes de modelos: modelos RCB e ARCB (néo espaciais), assumindo
os erros aleatorios (¥ ) independendentes e identicamente distribuidos (iid), e modelos
RCB-SP ¢ ARCB-SP (modelos espaciais). Nestes ultimos, o erro foi dividido em duas
componentes, ¥, ¢ T, a que se referem, respectivamente, erros espacialmente correla-
cionados, de acordo com uma fung¢ao de correlagdo poténcia anisotropica, e erros inde-
pendentes. Todos os efeitos aleatérios assumiram-se mutuamente independentes.

Nos modelos com modelagdo espacial da matriz de variancias-covariancias do
erro (modelos RCB-SP e ARCB-SP) foram mantidos os efeitos associados aos factores

do delineamento experimental, de modo a respeitar o processo de casualizagdo. De
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salientar que os efeitos associados aos factores do delineamento experimental, #; (efeitos
dos blocos completos, para o RCB, e dos blocos completos aumentados, para 0 ARCB),
assumiram-se sempre como factores de efeitos aleatorios.

A analise dos dados foi feita recorrendo ao procedimento Proc Mixed (Littell et
al. 2006) do SAS, versao 9.1 (SAS Institute 2003), com adaptagdes do codigo do SAS
de Wolfinger et al. (1997) e Federer e Wolfinger (1998), no caso do delineamento ARCB.

Os parametros envolvidos nos modelos foram estimados pelo método da maxima
verosimilhanga restrita (REML) (Patterson e Thompson, 1971), usando o algoritmo dos
Scores de Fisher (Jennrich e Sampson, 1976). Modelos encaixados com estruturas de
variancias - covariancias do erro distintas foram comparados através de um teste de

razdo de verosimilhangas (testando-se, deste modo, a variabilidade espacial).
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Quanto a componente de variancia genotipica, o ajustamento de cada um dos sub-
modelos dos modelos RCB, RCB-SP, ARCB, ARCB-SP, sem efeitos genotipicos, foi
comparado com o dos respectivos modelos completos, também através de um teste de
razdo de verosimilhangas. A quantificagdo da variabilidade genética entre modelos foi

no caso dos

il o wrmasala®

comparada através do coeficiente de variagdo genotipico (¥ =
modelos RCB e RCB-SP, "~ ... ..., no caso dos modelos ARCB e

ARCB-SP, em que #, representa a estimativa da componente de varidncia genotipica).

A eficiéncia da seleccdo massal genotipica foi comparada através de uma medida
generalizada da heritabilidade em sentido lato, definida como o quadrado da correlacdo
entre os verdadeiros efeitos genotipicos ¢ os efeitos genotipicos previstos (Oakey et al.,
2006; Gongalves, 2008). O procedimento estatistico para testar a hipotese de heritabili-

dade nula foi idéntico ao descrito para a variancia genotipica.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois delineamentos estudados, o ajustamento dos modelos espaciais (RCB-
SP, no caso do RCB, ¢ modelo ARCB-SP, no caso do delineamento ARCB), conduziu
sempre a estimativas da heritabilidade mais elevadas e a estimativas da variancia geno-
tipica mais precisas (Quadro 2). O efeito positivo da modelagao espacial foi mais signi-
ficativo no caso do delineamento RCB, como evidenciado pelo maior valor da estatistica
de razdo de verosimilhangas, seguramente resultante da maior dimensao dos blocos com-
pletos neste ensaio. Concretamente, no caso do delineamento RCB os valores da esta-
tistica de razdo de verosimilhangas foram de 193,1, 95,0, e 221,4, para 2008, 2009 e
média de anos, respectivamente, ¢, no caso do delineamento ARCB, de 59,0, 59,6 ¢ 84,5.

De salientar que a maior eficiéncia no controlo da variagdo espacial poderia

11
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ter sido conseguida se, no caso do ensaio totalmente repetido, tivessem sido adoptados
delineamentos alfa ou linha-coluna e, no caso do ensaio parcialmente repetido, um deli-
neamento alfa-alfa (devido ao maior nimero de factores para controlo da varia¢ao espa-
cial associados a estes tipos de delineamentos experimentais).

Quanto a quantificacdo da variabilidade genética, no caso do delineamento RCB,
observou-se que a variabilidade genética detectada foi sempre significativa, em 2008,
em 2009 e relativamente a média dos dois anos. Na populacao experimental de clones
com delineamento ARCB verificou-se que estimar a variabilidade genética apenas com
um ano de avaliagdo ¢ muito problematico, tendo a mesma sido sobreestimada em 2008
e subestimada em 2009. Estes resultados, até certo ponto, eram previsiveis, uma vez que
os estudos de simulacdo ja realizados evidenciaram apenas boas estimativas da compo-
nente de variancia genotipica para ensaios contendo acima de 240-250 gendtipos teste.

Neste caso, estamos com um niimero inferior de genotipos e, além disso, estamos a tra-

12
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balhar com um casta que revela moderada variabilidade genética (evidenciada pelos
valores do CV;), o que contribuiu para estes resultados mais problematicos. Sendo
assim, observou-se que ¢ necessaria a utilizagdo de dados de varios anos para se atingir
alguma estabilizagdo e aproximacgdo a verdadeira varidncia genotipica. Isto ¢, com o
aumento do niimero de anos, a respectiva média das avaliagdes conduziu a menor viés
e maior precisdo associados a estimativa da variancia genotipica da casta. Neste estudo,
apenas com médias de dois anos tal foi razoavelmente conseguido, um vez que os resul-
tados obtidos para a variabilidade genética com os delineamentos RCB e ARCB tende-
ram a aproximar-se. Com o ajustamento do modelo ARCB-SP o valor obtido para a POP
com ARCB foi de 15,3%, muito proximo do obtido para a POP com RCB, 15,8%. No
entanto, convém prosseguir com as avaliagdes para confirmar estas conclusdes. Ainda
assim, a estimativa obtida para a componente de varidncia genotipica (i; ) merece alguns
comentarios. O erro padrao assintotico associado a essa = foi sempre maior no caso do
ARCB e, como consequéncia, essa componente de variancia foi estimada com menor
precisdo comparativamente a dos modelos RCB e RCB - SP. Apenas se conseguiu ter
variabilidade genética significativa com o modelo ARCB-SP (Quadro 2).

Quanto a heritabilidade, como esperado, obtiveram-se estimativas mais elevadas
para os dados provenientes da populag@o experimental com delineamento RCB, e mais
ainda com o ajustamento do modelo RCB-SP. Quanto a POP com ARCB, as maiores
estimativas de heritabilidade conseguiram-se também com o ajustamento do modelo
ARCB-SP. Concretamente, relativamente a média de anos, com o ajustamento do
modelo espacial a estimativa da heritabilidade aumentou de 40,2% para 48,4%, no caso
da POP com delineamento RCB, e de 17,4% para 20,8%, no caso da POP com ARCB,
acompanhada também do aumento da sua significancia estatistica.

Na POP com delineamento RCB os moderados valores obtidos para as estimativas
de heritabilidade, revelando moderada variabilidade genética, indicam que os ganhos
genéticos de seleccdo serdo igualmente limitados. Os valores ainda mais baixos obtidos
para a POP com ARCB acentuam a pouca viabilidade destes ensaios para efeito de selec-

¢do.
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4 - CONCLUSOES
Os resultados sustentam que o procedimento adequado para uma eficiente quantificagdo
da variabilidade genética tem que abranger ndo s6 os delineamentos experimentais como

também os modelos de analise.

Verifica-se ainda que, na auséncia de objectivos imediatos de selecgdo, a conservagdo e
quantificagdo da variabilidade genética de variedades antigas de videira de segunda linha
pouco cultivadas ¢ viavel através de ensaios com delineamentos nao repetidos. No
entanto, tal como previsto por estudos teoricos, a utilizagdo de delineamentos ARCB
com um numero inferior a 250 gendtipos teste exigira sempre maiores cuidados. Nestas
circunstancias, a quantifica¢@o da variabilidade genética devera repousar sempre sobre

varios anos de avaliagdes e no recurso a modelos de analise espacial.
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EFEITO DA APLICACAO DO REGULADOR DE
CRESCIMENTO ‘PROHEXADIONA DE CALCIO’
(REGALIS®) NA CASTA ALVARINHO (V. VINIFERA L.)
NA REGIAO DOS VINHOS VERDES

Teresa MOTA!; Joana MENEZES?; Jodo GARRIDO'; Mario CUNHA? e Jorge
QUEIROZ?*3

RESUMO

O equilibrio entre o rendimento e a qualidade viticola de cada ano de produgdo depende muito da
poda e do acompanhamento vegetativo ao longo da Primavera-Verdo. O cultivo do Alvarinho, uma
das castas mais nobres da regido dos Vinhos Verdes, revela a importancia da condugao desta casta.
Dada a exagerada dimensao dos seus entre-nds e consequentemente das suas varas, esta casta é
conduzida maioritariamente em formas que permitam a sua extensdo (ramadas; cruzeta; corddo
simples retombante). A recente opgao por formas de condugdo com maior indice de mecanizagao,
como o corddo simples ascendente (VSP - Vertical Shoot Positioning), determina nesta casta niveis
de producdo muito afastados do eixo da planta e a necessidade do recurso mais frequente a des-
pontas. Neste sentido, aplicou-se um regulador de crescimento, no caso a Prohexadiona de Calcio
(REGALIS®), com o objectivo de reduzir a dimensao dos entre-nds e o comprimento das varas. O
ensaio foi realizado em 2009, tendo-se feito um estudo preliminar no ano anterior, que revelou de
facto uma redug@o do comprimento médio dos langamentos, ¢ consequentemente da altura média
da sebe, evitando a realizagdo de uma desponta nas modalidades tratadas, sem que tenha havido
quebra de producdo ou perda da qualidade dos mostos; em 2009, introduziu-se uma modalidade
com a aplicagdo da dose maxima de 3 kg/ha realizada numa s6 data, que provocou uma perda sig-
nificativa de produgdo em relagdo a testemunha e a modalidade de aplicacdo faseada em duas datas.

Palavras-chave: Vinho Verde; Alvarinho; regulador de crescimento; intervengdes em verde.

' CVRVV. Estagdo Vitivinicola Améandio Galhano. Campos de Lima. 4970-249 PACO AVV.
Portugal. E-mail : evag@vinhoverde.pt

2 UP. Faculdade de Ciéncias. Secgdo Autonoma de Ciéncias Agrarias. Praga Gomes Teixeira, 4000
Porto. Portugal. E-mail: jqueiroz@fc.up.pt

3 Laboratério Associado REQUIMTE/SAECA, FCUP, Universidade do Porto.
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1. INTRODUCAO

O equilibrio entre o rendimento ¢ a qualidade viticola de cada ano de produgao
depende muito da poda e do acompanhamento vegetativo ao longo da Primavera-Verao.
O cultivo da casta nobre Alvarinho na regido dos Vinhos Verdes, revela a importancia
da sua condug¢do, dada a exagerada dimensdo dos seus entre-nds e consequentemente
das suas varas; esta ¢ a razdo principal por que esta casta ¢ conduzida maioritariamente
em formas que permitam a extensdo das varas (ramadas; cruzeta; cordao simples re-
tombante). Recentemente, a opgao por formas de condug@o mais mecanizaveis, como o
corddo simples ascendente, designado Vertical Shoot Positioning (VSP), determina que
nesta casta os cachos surjam a um nivel muito afastado do eixo da planta, havendo ne-

cessidade de despontas mais frequentes.

Ha muita experiéncia e resultados da aplicagdo da ProCa em pomoideas no con-
trolo do vigor e dimensdes da copa, que reduzem consideravelmente os custos em mao-
de-obra com as podas de Verao e Inverno, entre outras vantagens (SILVA, 2005). Em
Vitis vinifera L. ha trabalhos desenvolvidos por LO GIUDICE (2003) nos EUA, que
apontam para redugdes de crescimentos quando aplicados num periodo pré-floral, mas
que pode ter em simultdneo um efeito de quebra de produgdo; este problema nao se
coloca com as pomoideas pois o grande incremento do crescimento ocorre nos 30 dias
apos a plena floracao (BYERS & YODER, 1999, cit. SILVA, 2005), pelo que a 1?* apli-
cacdo ¢ normalmente feita sem problemas ‘a queda das pétalas’. Por outro lado, para se
obterem redugdes significativas nos crescimentos do ano com o regulador de cresci-
mento, ¢ necessario iniciar as aplicagdes muito cedo, pois como refere HUGLIN (1986),
os entre-nds estdo pré-formados nos gomos latentes das varas do ano anterior depen-
dendo depois das condi¢des naturais ou artificiais a defini¢do do tamanho final, pelo
alongamento das células imediatamente apos o abrolhamento. O objectivo deste estudo
¢ determinar a melhor combinago da dose e data de aplicagdo, para obtermos redugdes
de crescimento das varas do Alvarinho sem perdas de producdo, uma vez que esta casta,

apesar de muito fértil, € pouco produtiva, dada a pequena dimensao dos seus cachos.
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2. MATERIAIS E METODOS

O ensaio decorreu na Estacdo Vitivinicola Amandio Galhano (EVAG) situada no
concelho dos Arcos de Valdevez (41° 48°N e 8° 25’W) num Campo de Multiplicacdo
Policlonal da casta Alvarinho (Parcela D3.1) com um conjunto de clones enxertados em
196-17Cl, conduzidos em Cordao Simples Ascendente a 1,05m do solo e com um com-
passo de plantagdo de 2,75 x 2,50m.

O solo da parcela ¢ caracterizado por ARMADA (1990) como um Cambissolo
umbrico, moderadamente espesso, sem riscos de erosdo, de permeabilidade moderada-
mente lenta e de drenagem interna e externa regular. A capacidade de agua utilizavel é
moderada (174,3mm). O solo ¢ acido, com alto teor em azoto, mas baixo em fosforo e
potassio, com teor em bases de troca baixo e fortemente lexiviado.

A aplicag@o da Prohexadiona de Calcio (ProCa) foi feita sob a apresentagdo com-
ercial da BASF com a designacdo de Regalis®, que doseia 10% de ProCa, dose esta in-
ferior a do produto Apogee® comercializado nos EUA, que doseia 27,5% (LO GIUDICE
et al, 2003).

O ensaio decorreu nos anos de 2008 e 2009 tendo-se testado diferentes combi-
nagdes de doses e datas de aplicacdo de acordo com as modalidades referidas no Quadro
1. O ensaio foi delineado em blocos casualizados, com quatro repeti¢des. Para as re-
spostas aos factores cujas médias revelaram diferencas significativas na analise de var-
iancia, procedemos a avaliagdo dessas diferengas com a realizag@o do teste de Duncan,
com uma probabilidade de erro de 5 %.

Os crescimentos dos entre-nds foram observados semanalmente em quatro
videiras e em dois langamentos por videira.

A 1* aplicagdo, em 2008, foi condicionada pela grande irregularidade na reben-
tacdo do ano, tendo sido realizada com 80% dos olhos na Fase G (cachos separados, na
Escala de Baggiolini) e 20% na Fase H (botdes florais separados); a 2 aplicagdo foi
feita 21 dias apds, imediatamente antes da Floragdo (Fase I) e a 3" aplicagdo na Fase K

(bago de ervilha), so realizada na modalidade R3 (Regalis 3), conforme Quadro 1.
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Quadro 1- Modalidades de estudo (T: Testemunha; R1: Regalis 1_aplicagdo; R2:
Regalis 2_aplicagdes e R3: Regalis 3 aplicagdes)

1" aplicagio | 2° aplicacia 3 aplieagio
MODALIDALE IRO408 (TEEE: I8 TITAL
LRt E ] [ER R ] .

BRI (100M) [ 3omgma | i | 5 | =
- L] '=

[ { 0oy 20T 1.5 kg 'ha 1.5 kg iha -
R3 (200m) [ 15kg/ha | 10kgta | 05 kgha =

T (2008) (2009) | . l | '

Em 2009, a 1* aplicagdo foi efectuada quando as videiras estavam com 100% dos
cachos separados (Fase G), correspondendo a uma aplicacdo mais precoce que no ano
anterior. O periodo que decorreu entre o abrolhamento e a floragao foi muito frio, pelo
que o desenvolvimento vegetativo foi fraco, e quando se procedeu a 2* aplicag¢do, ime-
diatamente antes da floracao (Fase I), os langamentos estavam de um modo geral pouco

desenvolvidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s o primeiro ano de ensaio, verificou-se uma redugdo dos crescimentos nas
modalidades tratadas, a niveis muito elevados nos entre-nés 11° e 12°, apos a 1* apli-
cacdo, 13°e 14° apds a 2* aplicagdo, e sem efeito com a 3* aplicacdo (PEREIRA, 2008).
Na sequéncia destes resultados, e dado que o efeito da ProCa esta mais dependente da
dose de aplicag@o do que do niimero de aplicagdes, no ano seguinte ensaiou-se a moda -
lidade (R1) com a dose tida como maxima admissivel (3 kg/ha) numa s6 aplicagdo, razdo

pela qual os resultados aqui apresentados incidem essencialmente sobre o ano de 2009.

3.1. Regulag¢do do crescimento dos entre-no6s

Um dos objectivos da aplicacdo do regulador de crescimento na casta Alvarinho,
nao foi conseguido em 2008 dado que a épocaxdose da 1* aplicacdo foi insuficiente
enquanto que em 2009 se verificou uma redugdo evidente da dimensdo média dos pri-

meiros entre-nés nas modalidades tratadas (Figural).
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Figura 1- Dimensdo média dos primeiros 5 entre-nds nas trés modalidades em 2009
(R1: Regalis 1_aplicag@o; R2: Regalis 2_aplicagdes; T: Testemunha). As “caixas de
bigodes” representam a dispersdo dos valores em relagdo a mediana, e os valores maxi-
mos e minimos observados.

&1
- .
=

J J)' *IL

L 1-2- |

Dhmiensla dos éntre-nds (cml

A testemunha revela a dimensao tipica dos entre-nos da casta Alvarinho, sendo o
entre-no 2 (e2) ja de dimensao consideravel, isto ¢, o triplo do el, surgindo entre-nds
com dimensao maxima de 15cm ao nivel e4 e e5. A ProCa actuou ao nivel dos entre-
nods e2, €3, e4 e e5 comparando com a testemunha, e enquanto na modalidade R1 igualou
a dimensao média dos entre-nos €3, e4 e e5, na R2 manteve o progressivo aumento a
semelhanga da testemunha até ao e4 e reduziu o e5 para um tamanho de mediana pro-
xima da do e3.

Na Figura 2 pode observar-se a dimensao média de todos os entre-nos nas dife-
rentes modalidades, e que na testemunha revela o fendémeno de crescimento ritmico por
grupo de 3, referido por HUGLIN (1986).
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Figura 2- Dimensao média dos entre-nos nas trés modalidades em 2009. (R1: Regalis
1_aplicag@o; R2: Regalis 2_aplicagdes; T: Testemunha).

Até ao 8 verifica-se uma reducao em R2 ¢ R1 relativamente a testemunha, mais
acentuada no R1. Nesta modalidade, nota-se que a partir do €19 o efeito da Pro-Ca deixa
de se verificar, ultrapassando mesmo a dimensao dos entre-nos da testemunha. Na mo-
dalidade R2 mantém-se o efeito da ProCa dado que levou uma 2* aplicacdo a 15/05/09,
tendo terminado o crescimento ao entre-no6 e23.

Figura 3- Evolugio do crescimento médio dos langamentos nas trés modalidades de
2009. (R1: Regalis 1_aplicagdo; R2: Regalis 2_aplica¢des; T: Testemunha;). As setas
indicam o efeito da ProCa ap6s 3 semanas das 2 aplicagdes (8 Abril e 15 Maio).
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Na Figura 3 pode-se verificar a reducéo do crescimento cerca de 3 semanas apos
a 1* aplicacdo em R1 e R2, e apds a 2? aplicagdo para R2, havendo uma ligeira paragem
no crescimento a floragao.

Para ambas as modalidades testadas, procedeu-se ao ajustamento de modelos de
regressao a evolucdo temporal do comprimento do sarmento. Os modelos de regressdo

sdo estatisticamente significativos (R>>0,985; n=9; p<0,001), em todas as modalidades.

3.2. Area foliar total e dimenséo da sebe

O efeito da ProCa na area foliar ¢ indicado por SILVA (2005) sem repercussoes
negativas, dado que o numero de folhas principais ndo ¢ afectado, sendo mesmo superior
para a mesma altura da sebe ao admitir maior ntimero de entre-nds; todavia, neste ensaio
verificou-se uma diminui¢@o da area foliar total das modalidades tratadas em relacdo a
testemunha (Quadro 2 e Figura 4), que se deve a diminuigdo significativa do tamanho
médio das folhas principais das modalidades tratadas em relagdo a testemunha, embora

em maior nimero.

Quadro 2 — Comparacio das médias das componentes da Area Foliar nas trés modali-
dades em 2009. (R1: Regalis 1_aplicagdo; R2: Regalis 2_aplicagdes; T: Testemunha)

Fiolhas | ArcaFolisr | Folhas | AncaFoliar | Arca Folias
SR LEDALE e pais Principal el Peetas Tistad
in*i | {om’] (n"} fom’ ) {em’]
q [ 16a 43792a | 15 | 24839a | 72130a
Rl 17a 43354 a 25 IR a 4053 a
| 14 B 54501 b 25 EE R =Y ] UISTE B
Sig. (WM a4 ns s (2T

Sig.: Significancia do teste F (Fischer) obtido na ANOVA
Na mesma coluna médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o teste
de Duncan (p <0,05).
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Na evolugdo da dimensdo da sebe (Figura 4), a testemunha apresentou regular-

mente valores maiores de altura, ultrapassando os 140 cm no inicio de Julho.

Al

Al i R R

Figura 4 — Evolugdo da Area Foliar total (esquerda) e da Dimensdo da sebe (direita)
nas trés modalidades em 2009. (R1: Regalis 1 _aplicagdo; R2: Regalis 2_aplicagdes; T:
Testemunha).

Neste sistema de condugdo e com a casta Alvarinho, sebes muito acima do tltimo
arame (indicada com uma seta) correm elevados riscos de tombar, se ndo forem despon-
tadas. Verificou-se a necessidade de desponta a 07/07 para a testemunha. Quanto as
netas, ndo ha diferencas significativas no numero de folhas mas a correspondente area

foliar ¢ igualmente superior na testemunha.

3.3. Producio, vigor e qualidade dos mostos

A analise do comportamento vegetativo e produtivo da casta Alvarinho face a este
regulador de crescimento ¢ fundamental, dado o efeito de quebra de producédo induzido
pela ProCa. Neste ensaio (Quadro 3) tal quebra revelou-se significativa para a modali-
dade R1 (3 kg/ha), o que ¢ indesejavel para uma casta de fraca produtividade como o
Alvarinho; neste processo esteve envolvida uma diminui¢ao do peso médio dos bagos,
e consequentemente no peso médio do cacho, a semelhanga do que verificou FERNAN-
DEZ et al. (2009). A qualidade do mosto nao foi afectada, tendo tido um contributo
idéntico em termos de area foliar, da ordem dos 17 cm? g uva e em termos de superficie
foliar exposta de 0,59 m? SFE/kg uva (R1), 0,51 m?> SFE/kg uva (R2) e de 0,46 m? SFE/kg

24



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 25@

uva (T), o que pode de algum modo explicar a tendéncia de maior teor alcodlico nas

modalidades tratadas.

Quadro 3 — Comparagao das médias dos componentes da vindima nas trés modali-
dades de 2009, por videira. (R1: Regalis 1_aplicagdo; R2: Regalis 2_aplicagdes; T:

Testemunha)
Caches [ P madio Peso 106 Nkool Acider
BALL H in®i Cachos Cacha Ragos Preniivel Todal
kgl ikgh gl [l i et}
R Eii 5275 b L 1393 b 13,2 554
2 hil i+ 437 ah 0,10 a 1484 a 134 £hS
] 5,3 T804 5 [N ELLE 1505 n 13,1 5.74
Sig. A AT L] {1 4T i, LR it it

Sig.: Significancia do teste F (Fischer) obtido na ANOVA
Na mesma coluna médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o teste de
Duncan (p<0,005).

O vigor expresso em peso da lenha de poda (varas e netas) nio revelou difer-
engas significativas (Quadro 4), muito embora se tenha verificado uma tendéncia para
maior numero e peso de netas nas modalidades tratadas, a semelhanga do que verificou
LO GIUDICE et al. (2003).
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Quadro 4 — Componentes do vigor nas trés modalidades de 2009 por videira. (R1:
Regalis 1_aplicagdo; R2: Regalis 2_aplicagdes; T: Testemunha)

Waras Pitas Waras Bictas Pty Mgtk Peno Tostal et Metas
MCHY (Fiw] kg [find] gl TEgh Prestan sl
Rl | 306 | 29 | 425 | o5 | 354 | 16%
R H),2 2863 381 (388 3250 It%
| i25 5180 r} & 314 140 g5
b1t m e Ly " fEs e

Sig.: Significancia do teste F (Fischer) obtido na ANOVA; ns - ndo significtivo

A maior percentagem de netas no peso total do sarmento, pode explicar a maior

superficie foliar exposta das modalidades tratadas.

4. CONCLUSAO

O efeito do regulador de crescimento ProCa depende da época de realizagdo ¢ da
dose de aplicacdo. A aplicagdo inica da dose 3 kg/ha, originou uma diferenga mais evi-
dente na redugdo do crescimento, mas com quebra significativa de producao. A utilizagdo
da mesma dose, mas distribuida por duas aplica¢des (modalidade R2), revelou-se mais
interessante porque ndo provocou quebras de producdo nem de qualidade dos mostos.

Foram conseguidas redugdes significativas ao nivel dos primeiros entre-nos, o
que permite deixar varas de poda mais curtas ¢ portanto com o nivel de produgdo mais
proximo do eixo da videira, verificando-se melhor adaptacdo desta casta ao corddo sim-

ples ascendente.
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CASTAS PRESENTES NO OESTE DE CASTILLA E
LEON (ESPANHA) E NORTE DE PORTUGAL

C.ARRANZ®, J. YUSTE®, J. ORTIZ®, J.P. MARTIN®; J.A. RUBIO®

RESUMO

A diversidade de castas e solos marcou muitos tragos distintivos na vitivinicultura da bacia hi-
drografica do rio Douro. Tanto na parte espanhola como na parte portuguesa, 0 mosaico vitivinicola
do Douro atravessa diversas zonas com indicagdes geograficas de qualidade, de tal modo que permitiu
que ambas as regides desenvolvessem diversos aspectos de cultivo e do panorama varietal de forma
paralela e comum.

No ambito do interessante patriménio varietal existente foi realizada uma minuciosa prospecgao
em 2006, 2007 e 2008 em determinadas zonas vitivinicolas e foi identificado um numero apreciavel
de castas, mediante descri¢do ampelografica e analise molecular (SSR).

Existe um numero apreciavel de variedades presentes em ambos os paises, conhecidas por
nomes diferentes e que representam sinonimias correspondentes a castas cultivadas em Espanha e em
Portugal. Entre as castas tintas destaca-se a casta Tempranillo, com ampla difusdo em ambos os paises,
denominada Aragonés em Portugal e Mencia (maioritariamente na DO Bierzo) conhecida como Jaen
em Portugal (Denominagdo de Origem Controlada - Dao e Denominagdo de Origem Controlada -
Douro). Entre as castas brancas destaca-se a Godello (DO Bierzo), cultivada como Gouveio em dife-
rentes indicagdes geograficas de qualidade de Portugal e Dofia Blanca ou Malvasia Castellana, com
ampla difusdo nos dois paises e que se denomina Siria em Portugal.

Palabras- chave: analise molecular, descrigdo ampelografica, patrimonio vegetal, sinonimias.

INTRODUCAO

As coleccdes de germoplasma de diferentes variedades de videiras castas no mundo,
de acordo com diversas estimativas podem chegar a conter entre 5.000 ¢ 15.000 cultivares
(Lopes et al. 1999). Contudo, esse amplo nimero de variedades poderia ver-se reduzido
perante a existéncia de sindnimos ¢ homoénimos o que representa um dos maiores proble-

mas na gestdo de determinadas colecgdes de germoplasma (Martin ez al. 2003).
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4 Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Extremadura. Avda
Elvas s/n. Badajoz (Espana). E-mail: mramirez@unex.es
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Dois dos paises tradicionalmente vitivinicolas que acrescentam uma grande quan-
tidade de variedades ao patriménio genético mundial da castas sdo Espanha e Portugal.
A bacia hidrografica do Douro, partilhada pelos dois paises, destaca um grande espaco
geografico e cultural, onde se desenvolveram numerosas e diversificadas zonas vitivi-
nicolas, entre as quais as relagdes historicas foram mais ou menos intensas (Martin et
al. 2006), No entanto existe uma diferenca genética significativa entre as castas das di-

ferentes regides de Espanha e Portugal (Sefc ez al. 2000).

Nas ultimas décadas produziu-se uma grande actividade no sector vitivinicola em
algumas regides de Espanha e Portugal, que foi acompanhada por numerosas plantagdes
novas, como ¢ caso da Regido com Denominag¢ao de Origem Protegida (DOP) Bairrada,
no Norte de Portugal (Andrade et al. 2005). Geralmente, nestas plantagdes foi utilizado
um numero de variedades de videira inferior ao que existia previamente, sendo as va-
riedades escolhidas mais conhecidas e difundidas do que as que eram cultivadas nessas

regides ou nas mesmas parcelas que foram replantadas.

Figura 1. Mapa de Portugal e de Castilla e Leon com as diferentes regides vitivinicolas.
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Castilla e Leon ¢ a regido mais extensa de Espanha e alberga ambientes edafocli-
maticos muito diferentes. Este factor geografico, unido a antiga tradi¢do vitivinicola da
regido, provavelmente anterior a coloniza¢do romana, faz de Castilla e Leon um lugar
com potencial para conter uma grande diversidade varietal na vinha. (Santana et al.
2008).

No que respeita as variedades plantadas em Castilla e Leon, além de varios estudos
realizados pelo ITACyl (Arranz et al. 2008), outros investigadores realizaram diversos
trabalhos utilizando técnicas moleculares e ampelograficas (Rodriguez-Torres et al.
2000). Relativamente ao vasto patrimonio varietal das zonas vitivinicolas de Portugal,
também existem numerosos trabalhos que permitiram identificar com precisdo algumas
das numerosas variedades utilizando marcadores moleculares (Baleiras-Couto et al.

2007).

O estudo da ampelografia como método oficial abrange uma série de caracteres
determinados da casta (O.1.V. 1984), mas esta ferramenta utilizada para a caracterizagio
do germoplasma da casta, foi complementada nos tltimos anos com técnicas de marca-

dores de ADN (Ortiz et al. 2004).

Este estudo pretende identificar as castas presentes nas regides vitivinicolas quer
do Norte de Portugal, quer do Oeste de Castilla e Léon, mostrando as designagdo que
existem da mesma casta em cada pais, para evitar erros de denominagéo devido a ques-

toes idiomaticas ou a propria identificagao.

2. MATERIAL E METODOS

O processo de localizagao e identificagdo das diferentes variedades comegou em
2006 a partir de uma ampla prospecgdo na area, etiquetando numerosas castas de abun-
dantes variedades repartidas em diferentes municipios das zonas vitivinicolas do Oeste

de Castilla e Léon e do Norte de Portugal.

Uma vez identificadas as castas na area e realizados mapas da sua distribui¢do
em cada parcela, procedeu-se a descrigdo ampelografica, assim como a sua analise

genética mediante marcadores moleculares (microsatélites, SSR).
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A descrigdo ampelografica foi levada a cabo durante os anos 2006, 2007 ¢ 2008
utilizando 67 caracteres ampelograficos de acordo com os Cddigos de Caracteres das
variedades e espécies do tipo Vitis da O.1.V. (1984), ainda que dois deles tenham sido
retirados do GENRES (GENRES 2001).

A recolha de dados foi realizada por trés ampelografos, amostrando-se 10 pam-
pamos diferentes de cinco plantas de cada variedade, estando sempre as plantas em par-
celas diferentes, com o objectivo de absorver as possiveis diferencas entre plantas
cultivadas em diferentes parcelas. Foram obtidos 10 dados de cada descritor, escolhendo-
se a moda dos mesmos para obter o dado final. As observagdes foram efectuadas de
acordo com as especificagdes indicadas pela O.1.V. (1984) para cada 6rgdo na época

correspondente.

A analise genética realizou-se numa casta de cada variedade em cada parcela, com
um grupo de microsatélites que integram varios /oci e que foram os seguintes: VVS2,
caracterizado por Thomas e Scott (1993), VVMDS5 y VVMD?7, caracterizados por Bo-
wers et al (1996), ViZAG47, sstVIZAG62 e sstVIZAG79 caracterizados por Sefc et al.
(1999).

Analisaram-se os extractos de ADN de cada individuo de cada uma das varieda-
des.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 (castas tintas) e na tabela 4 (castas brancas) esta indicada a deno-
minagdo e as zonas de cultivo das variedades localizadas nas diversas zonas, tanto no
Oeste de Castilla e Léon como no Norte de Portugal (B6hm et al. 2007, www.ivv.min-
agricultura.pt).

Entre as castas tintas destacam-se algumas castas cuja extensao de cultivo é
muito ampla ndo s6 em Espanha, mas também em Portugal (tabela 1) e que s@o perfei-

tamente conhecidas nos dois paises.
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Tabela 1. Superficie de cultivo (ha) das castas tintas com maior expressdo no Oeste de Castilla e Leon
e Norte de Portugal (Chomé et al. 2003, Bohm et al. 2007).
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A variedade Tempranillo, presente em toda a regido de Castilla e Léon ¢é sindbnima
de Aragonés e Tinta Roriz presente também em todo o Norte de Portugal. Mencia ¢ a
variedade principal da “Denominacion de Origen (DO) Bierzo”, no Noroeste de Castilla
e Ledn também ¢é conhecida pelo nome de Jaen nas zonas portuguesas de Denominagao
de Origem Controlada (DOC) Dao, DOC Douro ¢ DOP Bairrada. Rufete, variedade
principal da Serra de Franga (Salamanca), ¢ Tinta Pinheira ou Rufete e esta reconhecida
em varias regides com denominagao de qualidade do Norte de Portugal. Garnacha Tin-
torera, admitida no regulamento da DO Bierzo, denomina-se Alicante Bouschet na DOP
de Tras-os Montes-Chaves, DOP Tras-os-Montes—Planalto Mirandés e DOC Douro.
Juan Garcia ¢ a casta principal da DO Arribes e esta admitida como Tinta Gorda na IPR
Planalto Mirandés.

Existe um segundo grupo de castas, presentes e conhecidas em diversas regides
vitivinicolas que nio estdo mencionadas nos regulamentos das zonas reconhecidas como
marca de qualidade em ambos os paises. Neste grupo encontram-se “Bastardillo
Chico/Bastardo”, “Bastardillo Serrano/Cinsaut”, “Brufal/Alfrocheiro Preto” e “Gajo
Arroba/Cornifesto”.

Estas castas sdo cultivadas principalmente no ambito da DO Arribes em Castilla
e Leodn sdo reconhecidas pelos viticultores e pelos técnicos sendo também apreciadas
num passado muito recente (Garrido 2002), mas actualmente nao estio abrangidas pela
denominag@o DO, ainda que alguma delas esteja em processo de certificagao.

Algumas variedades estdo reconhecidas em Portugal com o seu nome nas regides
com marca de qualidade correspondentes (tabela 2). A maioria delas ¢ cultivada ja desde
a antiguidade no Noroeste da Peninsula Ibérica, ja que por exemplo a casta Bruiial foi
localizada por Garcia dos Salmones (1914), em Salamanca, ainda que seja dificil ter a

certeza da origem e a direc¢do da propagacdo destas castas.
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Tabela 2. Designagao e identidade das variedades tintas em Espanha e Portugal e regides de cultivo.
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Algumas variedades tintas cultivadas de forma dispersa em regides de Portugal e
Espanha estdo indicadas nos Regulamentos de regides com denominagdo de qualidade
do Oeste de Castilla e Ledn, mas o seu cultivo tem uma certa importancia. S3o as varie-
dades Brujidera/Marufo e Tinta Amarela/Trincadeira Preta (tabela 2), sendo esta ultima
variedade apreciada em algumas regides de Portugal, mas nao chegou a expandir-se
pelas regides espanholas.

Por ultimo, hé uma variedade conhecida, em Espanha, como Verdejo Tinto ou
Puesto Mayor localizada de forma muito isolada na DO Rueda (Yuste ez al. 2006), que
corresponde a variedade portuguesa Saborinho, cujo cultivo serve como testemunho
(aproximadamente 0,9 ha em Portugal) de acordo com Béhm ez al. (2007).

Entre as variedades brancas destacam-se algumas cuja extensao ¢ muito ampla
tanto em Espanha como em Portugal (tabela 3), sendo perfeitamente conhecidas em

ambos os paises e constituindo sinonimias claras.
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Tabela 3. Superficie de cultivo (ha) das variedades brancas com mais extensdo no Oeste de Castilla e leon e no

Norte de Portugal (Chomé et al. 2003, B6hm et al. 2007).
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A variedade Dofla Branca ou Malvasia Castellana, conhecida em Portugal como
Siria, estd presente em ambas as regides. Godello admitida no regulamento das DDOO
Bierzo y Tierra del Vino de Zamora ¢ sinonimia de Gouveio presente em varias regioes
do Norte de Portugal. Moscatel de Grano Menudo admitida no regulamento da DO
Tierra del Vino de Zamora ¢ sinonimia de Moscatel Galego, presente em diversas regioes
do Norte de Portugal. Palomino admitida nas DDOO Bierzo e Rueda ¢ Malvasia Rei,

admitida nas regides DOC Beira Interior, Ddao e Douro.

Tabela 4. Designagao das variedades brancas em Castilla e Leon e Norte de Portugal e zonas de cultivo.
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Existe outro tipo de variedades brancas que se cultivam em diversas zonas da re-
gido demarcada do Douro, tanto em Castilla ¢ Ledon como no Norte de Portugal, mas

ndo estdo reconhecidas nos regulamentos das referidas zonas. Entre elas destaca-se a
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variedade Albillo Real, cultivada na regido de Cebreros (Avila) e muito dispersa em DO
Tierra del Vino de Zamora e DO Toro (Rubio et al. 2008), corresponde a variedade Ar-
vilho que tem um cultivo esporadico e isolado no Norte de Portugal. Puesta en Cruz, re-
ferida por “Garcia de los Salmones® (1914), em Zamora, coincide com a variedade
portuguesa Rabigato que ¢ reconhecida em varias regides com denominagio de quali-
dade do Norte de Portugal. A variedade Chasselas Doré, cultivada nas DDOO Bierzo e
Tierra de Leon com o nome de Malvasia (Arranz et al. 2009) ¢ na DO Toro com o nome
de Albillo Negro estd admitida na DOC Douro, em Portugal. A variedade Cagarrizo lo-
calizada esporadicamente em DO Bierzo (Gonzalez-Andrés et al. 2007), ¢ uma sinoni-
mia da variedade portuguesa Folgasdo que abrangida pela DOC Douro. Finalmente,
Albarifo, tipica da Galiza foi localizada de forma isolada na DO Bierzo ¢ cultivada com
o nome de Alvarinho na DOC Vinhos Verdes e a DOP Tras-os-Montes - Chaves.

A combinagdo das técnicas de marcadores moleculares com a descrigdo ampelo-
grafica permitiu a identificacdo das variedades localizadas ja que as diferentes formas
de cultivo e as condig¢des do solo e do clima induzem a mostrar que variedades aparen-
temente diferentes sdo semelhantes entre si. Diversos descritores morfolégicos de algu-

mas das variedades estdo reunidos na tabela 5.

Tabela 5. Diversos descritores das variedades Brunal/Alfrocheiro Preto Bastardillo Chico/Bastardo, Dofia Blanca

o Malvasia Castellana/Malvasia Rei e Puesta em Cruz/Rabigato.
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4. CONCLUSOES

Foi estudado e caracterizado o conjunto de variedades existentes em varias regides
vitivinicolas tanto do Oeste de Castilla e Ledn como do Norte de Portugal. Existe um
grupo destacado de 5 variedades tintas e 4 brancas que sdo cultivadas em regides com
denominag¢do de qualidade, que s@o apreciadas e reconhecidas em ambos os paises.

Existe outro grupo que se resume a 7 variedades tintas e 5 variedades brancas que
sdo cultivadas em inumeras regides, ja referidas, que sdo também semelhantes entre si,
estdo reconhecidas e protegidas em regides com denominagdo de qualidade em Portugal,
mas ndo em Espanha, sendo o seu cultivo disperso, o que pode indicar uma migracéo
de determinadas variedades de umas zonas vitivinicolas para outras no ambito geografico

do Noroeste da Peninsula Ibérica.
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A RIQUEZA DESCONHECIDA DAS POPULACOES DE
VINHA SELVAGEM (VITIS VINIFERA L. SUBSP. SYL-
VESTRIS) DO ALENTEJO

Jorge CUNHA!; Margarida TEIXEIRA-SANTOS?; Pedro FEVEREIRO?#; José
Eduardo EIRAS-DIAS!

RESUMO

No final do século XX e na 1* década do XXI, foram localizadas 12 populagdes de vinha selvagem
(Vitis vinifera subsp. sylvestris) no Sul de Portugal. Onze dessas populagdes estao circunscritas ao
Alentejo e vivem em habitats ripicolas das bacias hidrograficas do Tejo, Sado e Guadiana. Quatro
das populagdes localizadas tém sido objecto de intenso estudo, incluindo a caracterizagao fitosso-
ciologica do habitat, a caracterizagdo ampelografica com descritores morfologicos e genotipagem
com 6 microssatélites nucleares, determinagdo da linhagem materna com 4 microssatélites cloro-
plastidiais, observagdes do estado sanitario incluindo infec¢do com virus e relagdes com a origem
das castas portuguesas. Caracterizaram-se 53 genoétipos diferentes. As populagdes apresentam
grande diversidade genética e contém alelos raros. Os genotipos estudados pertencem a duas li-
nhagens maternas, uma ancestral da espécie (33%) e outra tipica da Peninsula Ibérica (66%). Esta
subespécie encontra-se na lista do ICUN, mas em Portugal ndo tem nenhuma protecgao especifica
pelo que a perda deste patrimonio tera graves consequéncias, visto que ¢ um importante repositorio
de variabilidade e como tal uma fonte de genes potencialmente uteis para a viticultura e enologia.

Palavras-chave: Vitis vinifera subsp sylvestris, microssatélites, genotipagem, alelos raros
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1. INTRODUCAO

No final do século XX e na primeira década do XXI foram localizadas 12 popu-
lagdes de videira selvagem (Vitis vinifera subsp. sylvestris), no Sul de Portugal, o que
constitui a localizagdo mais ocidental da area de distribuicdo desta subespécie. Onze
dessas populagdes estao circunscritas ao Alentejo e vivem em habitats ripicolas e colu-
viais de trés bacias hidrograficas Tejo, Sado e Guadiana. A subespécie cultivada ¢, maio-
ritariamente, mondica com flores hermafroditas, mas a sylvestris é por sua vez,
maioritariamente, didica, como outras espécies do género Vitis, existindo plantas com
flores femininas de pistilos desenvolvidos, mas com os filetes curtos, reflexos e anteras
com polen inviavel, e plantas com flores masculinas de pistilos rudimentares, mas com
filetes erectos e anteras com polén viavel. As duas subespécies de Vitis vinifera distin-
guem-se de outras espécies do género Vitis e de hibridos por terem a extremidade do
ramo jovem aberta. Quatro das populagdes localizadas, trés delas alentejanas, tém sido
objecto de intenso estudo. A caracterizacdo fitossociologica do habitat mostrou que as
populacdes estdo confinadas a estreitas faixas ribeirinhas e, sendo lianas, t¢ém como tu-
tores principais: salgueiros, amieiros, freixos, carvalhos e sobreiros. Cada populagao
tem entre cinco e cinquenta plantas com uma razao entre o nimero de plantas femininas
¢ masculinas muito variavel (CUNHA et al. 2004). A descri¢do ampelografica, basecada
nos descritores morfologicos da OIV, revelou caracteristicas especificas como cachos
muito pequenos (100g), bagos tintos com altos teores de acidez e grainhas com a razdo
largura /comprimento sempre superior a 0,75 (CUNHA et al. 2007). A composi¢do dos
mostos apresenta um teor variavel de aglicar e uma acidez elevada (CUNHA et al. 2007).
A determinagdo das linhagens maternas baseada em quatro microssatélites cloroplasti-
diais, revelou duas linhagens, uma ancestral da espécie e outra tipica da Peninsula Ibérica
(ARROYO-GARCIA et al. 2006), sendo 33% das plantas sylvestris analisadas perten-
centes ao grupo ancestral e 66% pertencentes ao grupo Ibérico (CUNHA et al. 2009).

O diagnéstico dos virus mais nefastos para as castas tradicionais, revelou quer a
sua auséncia nas plantas da populagdo de Alcacer do Sal, quer um baixo nivel de infecg¢do
nas plantas das outras populagdes (SANTOS et al. 2003). Sdo também de baixo nivel
os ataques observados de doencas criptogamicas, mesmo em condi¢des consideradas
favoraveis quer ao mildio, quer ao oidio. Esta situacdo mantém-se numa pequena co-

leccdo ex situ (35 entradas e 5 plantas por entrada, enxertadas em R110), na Quinta do
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Provedor pertencente ao INRB, IP/INIA, em Dois Portos, mesmo na auséncia de trata-
mentos.

Com este trabalho, pretende-se incrementar o conhecimento sobre as videiras sel-
vagens portuguesas, utilizando os seis microssatélites recomendados pela OIV, a seme-
lhanga dos trabalhos realizados com as castas, alertando assim para a necessidade da
sua preservacao nao s6 do ponto de vista historico como também genético. O niimero
consideravel de alelos raros (alelos presentes em menos de 5% das plantas) encontrados
nestas plantas pode estar associado a caracteristicas fenotipicas, como baixas incidéncias
virais ¢ de doencas criptogdmicas. A Vitis vinifera subsp. sylvestris encontra-se na lista
do ICUN (International Union for Conservation of Nature), mas em Portugal ndo tem
nenhuma protecgdo especifica. A perda deste patrimdnio genético, maioritariamente
alentejano, tera graves consequéncias, pois ¢ um importante repositorio de variabilidade
e como tal é uma fonte potencial de genes Uteis para a viticultura e enologia actuais e

vindouras.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal

Foram colhidas folhas jovens de sessenta plantas de Vitis vinifera subsp. sylvestris
(Gmelin) Hegi com base na dissemelhanga fenotipica em quatro populagdes. As popu-
lagdes em estudo encontram-se nos concelhos de Montemor-o-Novo (populagdo 01),
Castelo Branco (populagdo 02), Alcacer do Sal (populagdo 04) e Portel (populagio 05),
como descrito em CUNHA (2009). Na Figura 1 estdo marcadas todas as populagdes lo-

calizadas por este grupo de trabalho, estudadas ou nao.
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Figura 1 — Localiza¢do das populagdes de videira sylvestris em Portugal. Identifica¢do das plantas em estudo,

em cada uma das populagdes 01, 02, 04, 05.

2.2. Genotipagem com microssatélites nucleares

O DNA total foi extraido e isolado de folhas jovens, segundo ALMADANIM et
al. (2007), e amplificado, utilizando seis pares de iniciadores que flanqueiam as sequén-
cias dos SSR nucleares, VVMDS5, VVMD7, VVMD?27, VrZag62, ViZag79 e VVS2, su-
geridos pela OIV para a caracterizacdo do género Vitis. As condi¢des de reacgdes em
cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas segundo CUNHA (2009). O tamanho dos
fragmentos foi determinado através de electroforése capilar num CEQ 8000, Genetic

Analysis System (Beckman Coulter).

2.3. Anilise matematica

O programa MICROSAT (MINCH ez al. 1997) foi utilizado para excluir genotipos
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nucleares idénticos (BOWCOCK et al. 1994). Em todos os calculos, quando apenas um
unico alelo foi detectado por /ocus, as amostras foram consideradas homozigéticas em
vez de heterozigéticas com um alelo nulo quando apenas um unico alelo foi detectado
por locus. Para calcular o nimero médio de alelos por locus (Na), a heterozigocidade
observada (Ho), a heterozigocidade esperada (He) e o contetdo informativo do poli-
morfismo (PIC) para cada /ocus de microssatélites utilizou-se o programa PowerMarker
v3.23 (LIU 2002). Este programa foi também usado para determinar o nimero médio
de alelos e o coeficiente de endogamia (f) em cada populagdo e para todos os /loci. A ri-
queza alélica (Nar) foi calculada através do FSTAT v2.9.3.2 (GOUDET 1995). O Ge-
nAlex6 (PEAKALL e SMOUSE 2006) foi utilizado para avaliar o nimero de alelos
particulares (Npr), calcular a variancia molecular (AMOVA) e determinar a distribuicao
hierarquica da variancia genética dentro e entre as populagdes. A estatistica F foi testada
nao parametricamente com 1000 permutas. Utilizou-se ainda o programa GENEPOP
v3.4 (RAYMOND e ROUSSET 1995) para testar as frequéncias genotipicas segundo
as expectativas de Hardy-Weinberg (HW), para testar o desequilibrio de ligagao dos /oci
e para estimar a significancia da diferenca genotipica entre cada par de populacdes.
Todos os testes de probabilidade foram baseados no método em cadeia de Markov (GUO
¢ THOMPSON 1992, RAYMOND e ROUSSET 1995), utilizando 10000 passos de me-

morizagdo, 100 lotes e 5000 iteragdes por lote.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das sessenta plantas inicialmente escolhidas, atendendo apenas a diversidade en-
contrada no fenotipo, sete revelaram-se ser idénticas genotipicamente. Estas sete plantas
pertenciam na sua maioria a populagdo de Portel que tem como tutor principal plantas
do género Rubus (silvas), o que dificulta a observagao morfologica e, a0 mesmo tempo,
ao ser mais frequentemente sujeita a limpeza favorece a multiplicagdo por estaca de ge-
notipos pré-existentes.

As plantas estudadas apresentaram cinquenta e trés alelos nos seis /oci nucleares
analisados, o que corrobora a variabilidade morfologica encontrada em trabalhos ante-
riores (CUNHA et al. 2007). O niimero de alelos variou entre sete (VRZag 62) e onze

(VVS2) com um valor médio de 8,8 alelos por locus (Quadro 1). Para todos os loci a
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variagdo alélica ¢ superior a dois nucledtidos, apenas o locus VVS2 tem uma variagdo
nucleotidica de 2 bases. Os valores da heterozigocidade observada por locus variaram
entre Ho=0,509 ¢ Ho=0,736, com um valor médio de 0,601. A heterozigocidade esperada
apresentou valores semelhantes a heterozigocidade observada, variando entre He=0,588
e He=0,801, com um valor médio de 0,676. Todos os loci dos microssatélites nucleares

sdo polimorficos, como previsto, apresentando valores de PIC entre 0,569 e 0,778.

Quadro 1 - Loci, sequéncias nucleotidicas repetitivas, tamanhos dos fragmentos, nimero de amostras (#), na-
mero de alelos (Na), heterozigocidade observada (Ho), heterozigocidade esperada (He) e conteudo informativo

do polimorfismo (PIC) para os seis microssatélites nucleares analisados
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O ntmero total de alelos encontrado nos microssatélites nucleares por populagao
variou entre 24 para a populacdo 04 e 38 para a populagido 01 (Quadro 2). O numero
médio de alelos por locus e por populagao variou entre 4,0 para a populacao 04 e 6,3
para a populagao 01. A riqueza alélica (nimero de alelos por locus independente do ta-
manho da amostra) variou entre 3,5 para a populagdo 04 e 4,8 para a populagdo 01. O
numero de alelos raros (alelos presentes em menos de 5% das amostras de uma popula-
¢d0) apresenta uma situag@o divergente, variando de zero na populagdo 05 a 13 na po-
pulagdo 01.

Ha um pequeno nimero de alelos particulares em cada uma das populagdes syl-
vestris (um ou dois). A heterozigocidade observada por populagdo variou entre Ho =
0,545 (populagdo 02) e Ho = 0,729 (populagdo 05) e a heterozigocidade esperada por
populacdo variou entre He = 0,545 (populagdo 04) e He = 0,665 (populacédo 01).
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Um desvio significativo do equilibrio HW foi encontrado no locus VVMD27 nas
populacdes 02 e 04; nos loci VVMDS5 e VVS2 na populagdo 01, e no locus VVS2 na
populacdo 01 (Quadro 3 - a negrito). O equilibrio HW observado na maioria dos /oci e
na maioria das populag¢des indica que existe uma diversidade elevada no interior das po-
pulagdes sylvestris. Este elevado nivel de diversidade alélica nessas populagdes esta pro-
vavelmente relacionado com o sistema de reproducdo, maioritariamente, por semente ¢

resultante de polinizagdo cruzada.

Quadro 2 — Variabilidade genética estimada baseada em seis microssatélites nucleares de quatro populagdes

portuguesas de plantas sy/vestris

oy P o L o B 0 Naw Ne Wal  Npr Nar M He

[T P TP T Y 22 iR I3 L] T 4% 0,593 0AAS
32 Ceselo Baanco 11 2% [ 42 1 55 0.5 0S5%
o Abcdoer do Sal 12 4 5 4.1 2 i 0dss odad
i1 Porte] ] 28 L ] > 4.1 0,73 0AsD

n, n° de amostras por populagdo; Nat, n° total de alelos por populagao; Nr, n° de alelos raros (alelos presentes em
menos de 5% das amostras) por populagio; Nal, n°® de alelos por locus; Npr, n°® de alelos particulares por popu-
lagdo; Nar, n° de alelos por locus independentemente do tamanho da amostra (riqueza alélica); Ho, heterozigo-
cidade observada; He, heterozigocidade esperada.

A analise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que a maior parte da diver-
sidade genética ¢ atribuida as diferengas entre as plantas de uma mesma populagao
(93,0%), e apenas 7% da diversidade genética ¢ atribuida as diferengas entre populagdes,
revelando uma baixa diferenciagdo entre elas. Os valores positivos do coeficiente de en-
dogamia (f) em populagdes sylvestris podem ser devidos ao isolamento geografico, de
que resulta o aparecimento de genotipos homozigdticos para determinados alelos e a
perda de diversidade. Os loci VVMDS, VVMD27 e VVS2 revelam um elevado défice
de heterozigocidade nas populagdes 01, 02 e 04, possivelmente devido a perda de ale-

los.
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Quadro 3 — Heterozigocidade esperada (He) e coeficiente de endogamia (f) (WEIR ¢ COCKERHAM 1984)

entre os seis microssatélites nucleares de quatro populagdes portuguesas de plantas sylvestris

N Popelsthe VVMDS  YVMBT VWML "TE" i B
i
JRTY—— ¥ 0463 O T [%ra] na%8  D16;  GADl
Tt ] R L SRR [ A0 findd @aid =
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. D ] L) RE BAE  ss L0E i T EiTial|
M L i) aTE [ i ifkaly nLis [
e P 018%  A01 NI MBI B2S

Desvios significativos do equilibrio Hardy-Weinberg: ** - nivel de significancia a 1%; * - nivel de significancia

a 5%; os valores ndo marcados ndo sdo significativos.

Para optimizar a exploracao da diversidade natural das plantas sylvestris ¢ impor-
tante identificar os alelos raros, permitindo o estabelecimento de colecgdes nucleares e
estudar a evolugdo genética dessa subespécie, tal como sugerem LE CUNFF et al. (2008)
para as castas cultivadas. A baixa riqueza alélica observada nas populacdes de plantas
sylvestris 02 e 04 alerta para um potencial estrangulamento genético, presumivelmente
associado a pressao humana, assim como a catastrofica propagagdo de agentes patogé-
nicos oriundos da América do Norte durante os tltimos 150 anos (filoxera, mildio e
oidio). A riqueza alélica, sendo mais influenciada pelos alelos raros do que pela hetero-
zigocidade esperada, ¢ geralmente considerada um dos critérios mais relevantes para
medir a perda de diversidade devido a estrangulamentos genéticos (EL MOUSADIK e
PETIT 1996).

4. CONCLUSOES

As populagdes de plantas sylvestris portuguesas apresentam uma elevada diver-
sidade intra populacional, com grande parte da diversidade genética conservada dentro
de cada populacdo, e uma baixa, mas significativa, diversidade genética entre popula-
¢des. As populagdes de plantas sylvestris parecem formar um continuo e nao ha uma
clara divisdo entre populagdes. A variabilidade existente nas populagdes sylvestris ndo
levanta uma preocupacdo imediata sobre estrangulamentos demograficos, uma vez que

existem em numero razoavel alelos raros. O dominio privado das propriedades onde as
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populagdes vegetam ¢ a falta de leis especificas para as proteger em Portugal sdo uma
potencial ameaca a manutengao da variabilidade. Este estudo contribuiu para determinar
a variabilidade existente nas plantas sy/vestris. Forneceu, também, uma base para a mo-
nitorizagdo futura da perda de diversidade genética e contribuiu com dados para estabe-
lecer uma colecgdo nuclear com vista a preservar a variabilidade existente. A manuten¢do
da riqueza alélica deve ser prioritaria em programas de melhoramento, uma vez que ca-

racteristicas interessantes estdo ligadas a alelos raros (EL MOUSADIK e PETIT 1996).
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AROMAS ESPECIFICOS EM VINHOS DE VARIEDADES
DE VIDEIRAS ESPANHOLAS ANTIGAS CONSERVADAS
EM BANCOS DE GERMOPLASMA
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quel MENE, 2Javier ANDREU, 2Ramén NUNEZ, 3Vicente FERREIRA, 'Yo-
landa GOGORCENA

RESUMO

O objectivo deste estudo foi a caracterizagdo ampelografica e molecular de 57 castas antigas da
colecgdo de germoplasma de videira de Aragao (Espanha), para além da avalizagdo do seu potencial
enologico. Foram obtidos vinte e quatro perfis moleculares ou genotipos, o que constitui uma grande
fonte de variagao genética de interesse. Foram utilizadas algumas amostras representativas do ma-
terial vegetal para este estudo enoldgico, com o objectivo de encontrar propriedades relacionadas
com a cor, sabor e aroma dos vinhos obtidos. Foi feita uma caracteriza¢do sensorial e quimica e foi
levada a cabo uma quantificagdo dos aromas mais importantes encontrados através da olfatometria
e cromatografia de gases/massas. Alguns compostos encontrados tém especial importancia e podem
dar ao vinho aromas especificos e inovadores.

Palavras-chave: Vitis vinifera L., diversidade genética, marcadores SSR (Sequéncias Simples Re-
petidas), potencial enoldgico.

1-INTRODUCAO

A vinha ocupa o quinto lugar em comparagdo com as superficies ocupadas pelas
principais culturas em Aragdo, (Anuario Estatistico Agrario de Aragdo 2006-2007). 79%
desta superficie esta concentrada na provincia de Saragoga nas suas trés denominagdes

de origem (D. O.): Carifiena, Calatayud e Campo de Borja.
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2 Centro de Transferencia Agroalimentaria de la Diputacion General de Aragon, Barrio de Movera
s/n, 50194 Zaragoza.
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50009 Zaragoza.
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A politica de reestruturacao da vinha imposta pela Unido Europeia nos ultimos
anos trouxe como consequéncia a perda de importantes zonas de cultivo, com o subse-
quente risco de desaparecimento de grande parte do patrimoénio genético vitivinicola.
Este problema foi agravado pelo arranque de vinhas antigas para replanta¢do com algu-
mas castas de uva permitidas nas D.O. Estima-se que podem existir a volta de 15.000
castas de uva em todo o mundo, embora apenas um numero reduzido delas, tais como a
Cabernet Sauvignon, Syrah e Merlot ocupam superficies importantes devido a globali-
zagdo do mercado do vinho.

Em Espanha, as principais variedades sao cinco (Airén, Garnacha, Tempranillo,
Bobal e Monastrell) que ocupam 67% da superficie da vinha (HIDALGO, 2002). Ob-
serva-se uma tendéncia similar em Aragdo, onde as castas Garnacha e Tempranillo ocu-
pam 57% da superficie da vinha e, nos tltimos cinco anos, 55% das novas plantagdes
foi destinado para Cabernet, Sauvignon, Merlot e Syrah, segundo as informagdes reco-
lhidas no Registo Viticola da Comunidade Auténoma de Aragdo no ano 2009.

Actualmente, estdo a ser realizados trabalhos de localizagdo e identificagdo de
castas minoritérias e locais em todas as zonas com tradigdo viticola com o objectivo de
salvaguardar a biodiversidade genética em bancos de germoplasma. Em Espanha, exis-
tem 13 colecgdes de videiras (CHOME et al., 2003), de entre elas, o Banco de Germo-
plasma “El Encin” (Alcala de Henares) é o mais importante a nivel nacional.

O Banco de Germoplasma de Aragao, em Movera, que foi criado em 1990 com o
objectivo de conservar a diversidade viticola da regido, abriga 540 amostras, na sua
maioria variedades de Vitis vinifera. Actualmente, parte da coleccao foi duplicada em
duas vinhas com sistemas de condu¢@o em taga, situadas em Carifiena e La Alfranca,
onde as condig¢des de cultivo da vinha em sequeiro sdo mais apropriadas para o seu de-
senvolvimento e para a avaliagdo das caracteristicas morfologicas e enoldgicas.

As técnicas moleculares desenvolvidas na ultima década do século passado, ba-
seadas na amplificacao de sequéncias do ADN, como os micro-satélites (SSR), foram
amplamente empregues para a identificacdo varietal da videira. Em estudos de castas
europeias de videira foi recomendado um minimo de 6 micro-satélites (VVS2, VVMDS,
VVMD7, VVMD?27, sstVrZAG62 e sstVrZAG79) para a criagdo de bases de dados para
a identificag@o de castas de videira provenientes de colecc¢des internacionais (THIS et
al., 2004).
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Em Espanha, foram realizados diferentes trabalhos que contribuiram para a cria-

¢do de uma ampla base de dados (http:/www.sivvem.monbyte.com/sivvem.asp) para a

caracterizagio genética de castas autoctones de videira (IBANEZ et al., 2003; MARTIN
et al., 2003). O potencial dos SSR para a caracterizagao de diferentes colecc¢des de vi-
deiras, em Espanha, foi demonstrado em varias publicagdes nos ltimos anos (SAN-
TIAGO et al., 2005; FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2007; SANTANA et al., 2008).

A aplicagdo de diferentes técnicas quimico-sensoriais permitiu distinguir os com-
postos aromaticos com relevancia no aroma do vinho (FERREIRA et al., 2002; LOPEZ
et al., 2003). Este conhecimento demonstrou pela primeira vez que, inclusive no caso
das castas neutras como a Garnacha, a uva é a maior fonte de aromas responsaveis pela
qualidade e especificidade do vinho. De igual modo, o decurso da vinificagdo e estagio
do vinho geraram numerosos aromas, muitos dos quais procedem de uma forma relati-
vamente directa de precursores inodoros (glicosidicos ou ndo- glicosidicos) e mais re-
centemente foram descritos, além destes, precursores ligados a cisteina ou a glutationa
(TOMINAGA et al., 1998).

As castas antigas aragonesas (de cultivo abandonado), que apenas estdo presentes
no Banco de Germoplasma de Aragdo e na sua maioria ndo foram cultivadas nem vini-
ficadas utilizando a tecnologia actual, poderiam ter aromas desconhecidos e/ou carac-
teristicas nos seus vinhos que poderiam complementar os que existem actualmente.

O objectivo geral deste trabalho foi a caracterizagdo ampelografica e molecular e
a avaliacdo do potencial enoldgico de castas tintas antigas, resgatadas e conservadas no
banco do Centro de Transferencia Agroalimentaria del Gobierno de Aragén, com o ob-
jectivo de proporcionar ao sector viticola aragonés, ferramentas para aumentar a biodi-

versidade e tipicidade dos seus vinhos.

2 - MATERIAIS E METODOS

O estudo ampelografico e amperométrico foi realizado utilizando 39 fichas das
caracteristicas descritas pela O.1.V e a UPOV. (1997) e elaborando as fichas pertinentes.
Desta forma, foram recolhidos dados de algumas caracteristicas agronomicas como o

peso do cacho, o peso de 100 bagos, a produgao de videiras e o grau alcoolico provavel
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Tabela 1 — Lista das 57 amostras estudadas. E indicada a nomenclatura em Movera, Carifiena e La Alfranca.

Ne Nome Banco Movera Localizagao Perfil molecular Observagoes
de entrada Fila Bloco vinha* 2009
1 Desconhecido 1 7 G-18 21 Mal duplicada
2 Terrabajino 1 16 J-2 26
3 Garanegra 2 3 G-2 27
4 Cadrete 2 7 ND 24
5 Ambrosina 3 5 E-3 2
6 Ambrosina 10 2 E-4 2
7 Blasco 10 14 BL.6 Fila 7 6 Mesa (rosada)
8 11 9 J-16 12
9 11 12 J-17 12
10 Desconhecido 11 13 J-18 13
11 Monastrell 11 15 H-17 Monastrell Mal duplicada
12 Ambrosina 12 1 E-5 2
13 Ambrosina 12 2 Bl.18 Fila 8 1
14 Ambrosina 12 3 ND 2
15 Tempranillo 12 13 ND Tempranillo
16 Perrel 13 2 1-6 1
17 14 2 J-19 3
18 Mazuela 14 3 H-5 13 Mal duplicada
19 18 1 K-5 24
20 Mazuela 18 2 H-7 Mazuela
21 Moristel 18 11 I-2 23
22 18-16 18 16 K-7 10
23 Desconhecido 19 1 F-3 19
24 Graciano 19 2 G-8 5 Mal duplicada
25 Desconhecido 19 4 K-9 3 Mesa
26 Desconhecido 19 11 K-10 3
27 Blasco 19 14 E-16 9 MD- Mesa
28 Desconhecido 20 6 K-13 4 MD- Mesa
29 Cadrete 21 13 F-11 25
30 Desconhecido 21 14 K-14 1
31 Desconhecido 22 2 K-16 15 Mesa
32 22 3 BlL.11 Fila 3 13
33 Cadrete 22 10 F-12 1
34 Desconhecido 22 12 F-6 1
35 Mazuela 23 4 H-9 Mazuela
36 Desconhecido 24 1 M-12 1
37 25 2 G-15 26
38 25 3 BL.10 Fila 5 26
39 25 6 D-13 3
40 Graciano 25 13 BL7 Fila 3 28
41 Benedicto 27 1 E-11 17
42 Desconhecida 27 5 L-4 16
43 27 6 L-5 26
44 28 6 ND 13
45 Moristel 28 8 J-13 18
46 Desconhecido 28 13 L-10 1
47 | Desconhecido 29 6 L-12 Jacquez
48 29 9 L-14 21
49 Desconhecido 29 10 L-15 1
50 Desconhecido 29 11 L-16 1
51 29 12 BL.10 Fila 6 5
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Ne Nome Banco Movera Localizagdo Perfil molecular Observagoes
de entrada Fila Bloco vinha* 2009

52 |7.1Desconhecido 30 1 L-18 1

53 30 13 M-3 20

54 3.1 31 4 M-6 24

55 Parraleta? 31 5 M-7 5

56 Parraleta? 31 6 M-8 5

57 Macho 31 15 Bl.14 Fila 8 7

* Nome da parcela em Carifiena ou fila e bloco em La Alfranca. ND: Nao duplicado; MD: Mal duplicado.

Foram recolhidas folhas de 57 amostras de videiras desconhecidas da colec¢do
(Tabela 1), na sua maioria nas novas localizagdes da colec¢@o: 46 amostras de Carifiena,
7 amostras da colec¢do de La Alfranca e as 4 restantes de Movera. No ano seguinte,
foram recolhidas amostras da coleccio de Movera e apresentaram-se diferengas no perfil
molecular das duplicadas na vinha de Carifiena para descartar erros na duplica¢do nas
vinhas correspondentes. O ADN das folhas foi extraido com o kit de Qiagen seguindo
as recomendagdes do fabricante e foi determinada a concentragdo de ADN com Gene-
Quant.

O ADN foi ampliado com os 9 micro-satélites previamente caracterizados: VVS2,
VVMDS5, VVMD7, sstVrZAG21, sstViZAG47, sstViZAG62, ssrVrZAG64,
sstVIZAG79 e ssrViZAGS83. Foram realizados dois PCR multiplos, set A e set B, se-
guindo o protocolo descrito em MOUSSAOUI (2005) com ligeiras modificagdes. Os
marcadores sstVIZAG21, sstVrZAG64 e ssrVrZAG83 foram amplificados e analisados
em separado. Os resultados das amplificacdes foram separados por electroforese capilar
em sequenciador automatico ABI PRISM 310 (PE Applied Biosystems). A analise dos
fragmentos foi realizada com o programa GeneScan (PE Applied Biosystems) com Ge-
neScan-500 TAMRA como padrdo interno.

Para avaliacdo do potencial enolégico no ano 2007, foi feita a vindima de 2 amos-
tras do Banco de Germoplasma de Movera duplicados na vinha de Carifiena. Em 2008,
repetiu-se a vindima em Carifiena em 7 das amostras (E3, ES, F11, G8, H5, K14y L16),
foram vindimadas outras 3 novas (E4, F12, L15) ¢ as outras 23 amostras foram vindi-
mados na vinha do Banco de Germoplasma de Movera. Em 2009, foi feita a vindima
parcial com o objectivo de repetir principalmente as analises de aroma. Na vindima tam-

bém foram recolhidos dados da colheita, assim como o grau alcoo6lico do mosto.
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Foram feitos testes padrdo de micro-vinificagdo para encontrar as castas com
maior capacidade para produzir vinhos de caracteristicas sensoriais que se evidenciam
quanto as suas propriedades de cor, sabor e aroma. A caracterizagdo quimica e sensorial
completa dos vinhos das variedades seleccionadas, incluiu o estudo dos seus perfis aro-
maticos (aplicando técnicas de Cromatografia Gasosa-Olfatometria), a identificacao e
quantificagdo dos seus aromas mais relevantes (aplicando diversas técnicas qualitativas
e quantitativas de CG-EM — Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa), dos seus
componentes fendlicos e o estudo sensorial descritivo quantitativo dos mesmos. A ca-
racterizagdo do potencial aromatico das uvas das castas seleccionadas foi realizada me-

diante o estudo dos aromas procedentes dos seus precursores especificos.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As 57 amostras de videira foram genotipadas com 9 loci de micro-satélites, ob-
tendo-se um total de 24 gendtipos diferentes. As analises demonstraram que seis amos-
tras (1.7, 11.15, 14.3, 19.2, 19.14, e 20.6) tinham perfis diferentes em ambas as
localizagdes (Movera ou Carifiena) em mais de trés SSR, pelo que se conclui que ndo
se duplicaram correctamente enquanto estavam na vinha de Carifiena (Tabela 1). Por
outro lado, as buscas nas bases de dados moleculares foram repetidas para encontrar
novas correspondéncias dos novos perfis com variedades conhecidas e em 5 das 57
amostras iniciais (11.15, 12.13, 18.2, 23.4 y 29.6) descobriu-se que correspondiam as
variedades conhecidas Monastrell, Tempranillo, Mazuela e Jacquez (Tabela 1). No en-
tanto, ndo foi encontrada correspondéncia para o resto das amostras com os resultados
obtidos com os 6 SSR mais utilizados em estudos moleculares e incluidos geralmente
nas bases de dados (VVS2, VVMDS5, VVMD7, sstVrZAG47, sstViZAG62 e
ssrVrZAG79). Foram analisados os 3 novos marcadores (sstViZAG21, sstVIZAG64 ¢
ssrVrZAG83), mas, como era de esperar, o resultado foi o mesmo, ndo se encontrou ne-
nhuma correspondéncia com as castas conhecidas. Nao ¢ de excluir que algumas das
amostras nas quais ndo temos encontrado até ao momento correspondéncia com castas
conhecidas, conforme se vao ampliando as bases de dados nacionais e internacionais,
poderiam corresponder as castas minoritarias que até agora ndo estdo nas listas de co-

nhecidas ou podem ser hibridas de castas conhecidas.
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No geral, a analitica basica do vinho nas amostras estudadas foi correcta (Tabela 2). E
de salientar que a degradagdo malolactica em 2007 foi produzida na quase totalidade
dos vinhos, enquanto no ano 2008 foram na sua maioria problematicas como conse-
quéncia de uma vindima “dificil” pelo que nas conclusdes finais se d4 um peso superior
aos dados obtidos no ano de 2007.

Na classificagdo preliminar, salientam-se cinco amostras como interessantes com
base na sua analitica basica, E-11, F-11, J-13, K-10 e L-18 (Tabela 2). Destas cinco
amostras, as trés Gltimas sdo interessantes pelo seu grau alcodlico moderado. E impor-
tante salientar nesta seccdo que o cruzamento E-11 (Benedicto) e os F-12, K14, L16 ¢
L18 (com perfil molecular 1: Cadrete-Parrell), e o F11 (Cadrete) correspondem as castas
recolhidas nas vinhas antigas de Aragdo que provavelmente estdo muito bem adaptadas
as nossas condigdes de cultivo.

Estes resultados sdo complementados com as anotagdes feitas durante a degustagdo de
vinhos de 2007 (Tabela 3). O caracter bordelais que se observa em alguns vinhos ¢ in-
teressante. Os cruzamentos E-11 (Benedicto) e o K-10 (Desconhecido) apresentam para

além de uma analitica interessante também um caracter organoléptico interessante.

Tabela 2- Caracteristicas diferenciais da analitica basica das amostras estudadas em 2007. A nomenclatura cor-

responde ao nome da parcela localizada na vinha de Carifiena.
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Tabela 3 — Resumo da caracterizagdo organoléptica na degustagio de 2007.

CARACTER | TINTO | METALICD | ESPECIAHIAS O TR
BORDELAIS | | | |
-4 : 1 i
| B | [ E-} | E-I regalic
——— i
| Kel0l
K| [ : 1
s | L5 L3 | L5 borracha
L-K L-5 -5 l_ - |
L6 | e | s | | L-16 Nl
W7 | [T

Os dados de aromas para as amostras do ano de 2007 situam-se em todos os casos
dentro dos niveis de concentrac@o habituais nos vinhos de mesa. Ha, no entanto, alguns
componentes que vale a pena salientar por se encontrarem na parte mais alta da classi-
ficacdo de concentragdes esperada para um vinho tinto. O perfil aromatico da amostra
L5 do ano de 2007 destaca-se quer pelos altos contetidos terpénicos, de cinamato de
etilo, de o y f-iononas e de acetato de isoamilo, como também pelo baixo teor em etil-
fenois varietais e o alto teor em vinilfenol. Esta especialidade aromatica sugere um vinho
de aroma doce e balsamico e desde logo constitui um perfil aromatico de grande inte-
resse.

O resultado é coerente com as observagdes derivadas da analise sensorial. A amos-
tra LS pode considerar-se, portanto, um espécime muito especial, capaz de dar aromas
totalmente diferentes e ndo esperados num tinto. As amostras G2 e L18 apresentam como
particularidades elevados teores de isoésteres (isobutirato, 2-metilbutirato e isovalerato
de etilo) e de hidroximetilfurfural e siringaldehido, o que sugere uma alta intensidade
de aroma frutado e inclusive floral, também em concordancia com as observagdes deri-
vadas da analise sensorial.

A amostra J18 destaca-se pelos altos teores de guaiacol, t-isoeugenol, vanilato de
etilo, furfural e 5-hidroximetilfurfural, acetoina, 3-hidroxibutirato de etilo e g-butiro-
lactona. Assim, esta amostra evidencia-se pelos seus aromas a tostado.

Os resultados apresentados sobre a caracterizagdo analitica de aromas embora

sejam preliminares, sdo muito prometedores e ajudaram a conseguir o objectivo geral
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do estudo: proporcionar ao sector viticola aragonés aromas distintos, que possam incor-
porar-se na elaboragao dos nossos vinhos, usando ecotipos antigos e que possam acres-
centaro um elevado valor adicional ao produto. Para confirmar os resultados aromaticos
obtidos sugere-se a repeticao da vindima dos cruzamentos durante dois anos consecuti-

vos e nas mesmas condicdes.
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IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS DE INTERESSE
ENOLOGICO POR PERFIS DE RESTRICAO DE rDNA

Filomena L. DUARTE!"; Geni C. ZANOL!; M. Filomena ALEMAO!; Ana S.
GOMES!; Ricardo REIZINHO!; Andreia TEIXEIRA'; Ana C. COSTA!; Paulo
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RESUMO

Com o objectivo de detectar e identificar leveduras de interesse enologico, tém sido desenvolvidos
diversos métodos baseados em técnicas de biologia molecular. No laboratério de microbiologia do
INIA-Dois Portos desenvolveu-se um método baseado na amplificacdo de rDNA e digestao por
enzimas de restrigdo - Perfis de Restrigdo - para a identificacdo de espécies de leveduras envolvidas
no processo de produgao de vinho. A validade deste método na identificagdo de leveduras ao nivel
da espécie foi avaliada através do uso de estirpes certificadas provenientes de colec¢des de cultura,
incluindo 38 estirpes tipo e estirpes identificadas por outras metodologias de referéncia como a se-
quenciagdo de rDNA, num total de 54 espécies. Este método foi aplicado a cerca de 727 isolados
provenientes de uvas da casta Touriga Nacional, de ensaios de vinifica¢ao e de linhas de engarra-
famento em adegas, permitindo a detecc¢ao de respectivamente, 16, 17 e 18 espécies diferentes. A
sua facil aplicagdo permite que o nosso laboratdrio possa prestar este servigo, se solicitado.

Palavras-chave: leveduras, identificacdo, perfis de restri¢ao, vinho.

1- INTRODUCAO

A interacgdo de leveduras ndo-Saccharomyces e Saccharomyces cerevisiae du-
rante a fermentagao alcoolica pode interferir com o desenvolvimento da levedura de fer-
mentagdo inoculada e alterar as caracteristicas finais do vinho. Além disso, a presenca
de microrganismos contaminantes pode por em risco a qualidade e a seguranga alimentar
do vinho. Deste modo, o controlo microbioldgico de todo o processo de producao de

vinho — vinificagdo, estagio, enchimento e armazenamento — ¢ essencial para garantir a

"'INRB, LP. / INIA-Dois Portos, 2565-191 Dois Portos, Portugal.
* Autor para correspondéncia: filomena.duarte@inrb.pt.
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qualidade e a segurancga alimentar do produto final (FLEET, 2003; MALFEITO-FER-
REIRA ¢ LOUREIRO, 2003) .

Por outro lado, o conhecimento e preservagdo da biodiversidade de leveduras as-
sociadas a ambiente vinicos sdo primordiais para a manutencdo da especificidade dos
vinhos portugueses. A identificag@o deste biota, assume assim particular importancia.

A identificag@o de leveduras segundo métodos classicos baseia-se nas caracteris-
ticas fisioldgicas, designadamente a assimilagdo e fermentagdo de diversos substratos,
nas caracteristicas bioquimicas e nas caracteristicas morfoldgicas. A utilizacao destas
metodologias de identificagdo de leveduras pelas empresas do sector alimentar, ¢
impraticavel, dado serem muito trabalhosas, exigirem pessoal com alguma especializa-
¢éo e por serem bastante morosas. No sentido de permitir a sua aplicagdo a nivel indus-
trial, foram desenvolvidos sistemas miniaturizados, tendo por base o mesmo principio,
os quais utilizam kits com alvéolos com os diferentes meios, aos quais se adiciona apenas
a cultura pura da levedura a identificar. No entanto, a fragilidade da taxonomia de leve-
duras com base apenas em testes classicos tem sido posta em evidéncia, nomeadamente,
com o desenvolvimento dos métodos de biologia molecular. Diversas metodologias
foram desenvolvidas, algumas baseadas na totalidade do genoma, como por exemplo a
reassociagdo DNA-DNA e a andlise de cariotipo através da electroforese em campo pul-
sado. Com a invengdo da técnica de PCR (reaccdo em cadeia da polimerase), que veio
permitir a amplifica¢do de fragmentos do DNA, deu-se a grande revolugdo dos métodos
de biologia molecular. Muitas foram as abordagens que surgiram nomeadamente: a téc-
nica de RAPD (ou polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente); o MS-PCR ou
PCR fingerprinting, que usa como primers ou iniciadores sequéncias de bases nucleo-
tidicas repetidas; o nested PCR que pressupde duas reacgdes de PCR sequenciais, sendo
a segunda amplificacdo realizada sobre o primeiro fragmento amplificado; a analise de
restrigdo de fragmentos amplificados por PCR, ou RFLP, que consiste no corte dos frag-
mentos amplificados com enzimas de restricao, entre muitas outras. O DNA ribossémico
(rDNA) tem-se revelado muito adequado para estimar relagdes filogenéticas, conside-
radas pelas correntes mais actuais da taxonomia como estando na base da classificagdo
taxondmica, nomeadamente para leveduras. A sequencia¢do de genes do rDNA bem
como andlise de sequencia¢do multigénica, sdo tidas como metodologias de referéncia

na classificagdo de leveduras. No entanto, trata-se de uma técnica que exige equipamento
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e pessoal altamente especializado. A técnica de RFLP aplicada a regides do rDNA, tam-
bém designada por ARDRA, tem sido bastante utilizada na identifica¢@o de leveduras e
outros organismos, como por exemplo bactérias, e tem-se revelado uma boa alternativa
a sequenciagio (KURTZMAN e ROBNET, 1998; FERNANDEZ-ESPINAR et al.,
2006).

Com o objectivo de agilizar a identificagdo de leveduras de interesse enologico,
no laboratério de microbiologia do INIA-Dois Portos, desenvolveu-se um método
baseado na amplificacdo de rDNA e digestao por enzimas de restricdo — Perfis de Res-
tricdo — para a identificacdo de espécies de leveduras envolvidas no processo de produ-

¢30 de vinho.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Leveduras

Foram utilizadas 38 estirpes tipo de leveduras provenientes de colecgdes de cultura
e 43 estirpes isoladas de ambientes vinicos previamente identificadas por sequenciagao
de rDNA, num total de 54 espécies.

Foram ainda analisados 727 isolados de leveduras, provenientes de diversos es-
tudos realizados no nosso laboratério, nomeadamente em ensaios de vinificagdo, analises
de controlo microbiologico em linhas de engarrafamento de adegas e isolamento de le-

veduras presentes em castas nacionais.

2.2 - Métodos moleculares para a identificacio dos isolados

Os isolados foram cultivados em placas de meio solido YEPD e incubadas a tem-
peratura de 25 °C durante 48 a 72 horas. A extrac¢do de DNA foi obtida de acordo com
BALEIRAS-COUTO et al. (2005) ou através da lise das células por agitagdo com mi-
croesferas de vidro de acordo com SAMPAIO et al. (2001).

A obteng¢do dos Perfis de Restri¢do de uma regido do 26S rDNA seguiu a meto-
dologia descrita por BALEIRAS-COUTO et al. (2005). O produto da digestdo com as
enzimas de restricao Msel, Haelll, Cfol, Apal e Hinfl, foi separado por electroforese em

gel de agarose a 2,0 % utilizando-se o marcador de pesos moleculares 100 bp Ladder

65



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page e@@

(MBI Fermentas). As fotografias dos géis com os Perfis de Restri¢ao foram analisadas

utilizando o software Gelcompar II, versao 5.1 (Applied Maths).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A validade do método Perfis de Restri¢ao na identifica¢do de leveduras ao nivel
da espécie foi verificada através do uso de estirpes certificadas provenientes de colecgdes
de cultura, incluindo 38 estirpes tipo e 43 estirpes identificadas por outras metodologias
de referéncia como a sequenciacao de rDNA, num total de 54 espécies. A analise de res-
tricdo com a utiliza¢do das enzimas ensaiadas — Msel, Haelll, Cfol, Apal ¢ Hinfl — mos-
trou um grande poder discriminante na identificagdo de leveduras ao nivel da espécie.
Utilizando as ferramentas disponiveis no software GelCompar II foi possivel a criacdo
de uma base de dados de Perfis de Restri¢do de leveduras associadas a ambientes vini-
Cos.

O método desenvolvido tem sido aplicado em diferentes estudos realizados no
nosso laboratorio, nomeadamente em isolados provenientes de uvas da casta Touriga
Nacional, de ensaios de vinificag@o e de linhas de engarrafamento em adegas, num total
de mais de 770 identificagdes.

No Quadro 1 sdo apresentadas as espécies detectadas em mostos de uvas da casta
Touriga Nacional, provenientes de quatro vinhas localizadas em trés regides vitivinicolas
diferentes e durante trés anos experimentais. Foram identificadas 16 espécies entre 278
isolados. De referir a pequena diversidade encontrada nas uvas provenientes da vinha
em Montemor-o-Novo comparativamente as outras regides. Destacar ainda a grande di-

versidade encontrada no ano de 2007.

Quadro 1 - Espécies detectadas em mostos de uvas da casta Touriga Nacional, provenientes de diferentes locais

e durante trés anos experimentais.
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Em ensaios de fermentagdo conduzidos a escala piloto foram obtidos 121 isolados
de amostragens realizadas apds 36 e 84 horas de fermentagdo, tendo sido identificadas
17 espécies de leveduras (Quadro 2). Os resultados obtidos mostram a detecgdo de es-
pécies presentes nos dois tempos de amostragem correspondentes ao inicio e final da
fermentagdo, designadamente Candida zemplinina (espécie ndo-Saccharomyces predo-
minante), C. diversa, Issatchenkia hanoiensis, Pichia kluyveri, Torulaspora delbrueckii
e Zygoascus hellenicus, enquanto outras espécies como Hanseniaspora uvarum e Zy-
gosaccharomyces bailii foram detectadas apenas, respectivamente, no inicio e no final

da fermentag@o.
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Quadro 2 - Espécies de leveduras detectadas em estudos de fermentag@o de vinhos tintos

Espécics ientilicadas ao lango da fermentagio
i h Bl h

Cardide diversg . conarearedid

Carmaiokr sp. . aivere

. zeanplinina £ widveler

Hansemimepang uvarunT L cewpaliminar

Tusmichenkiv ammicmis H. vimieae

I terricala I, hanwicmsis

Ficlvia Muyverd var, Mmpverd L occidertolis

Tormlespors dethrueckir Klwpveramyce Mermoloderos

dygamrars hellemicns P bmyverd var, Mupvert
Sacohoromyoodes Tl
Schizasarcharanmyoes pombe
T, detbrueckii
2. hellenicms
Arposmocfaromyees hailil

* Espécies em negrito correspondem as leveduras presentes em ambos os tempos de fermentagao.

No Quadro 3 sdo apresentadas as espécies de leveduras detectadas em diversos
pontos de amostragem duma linha de engarrafamento de uma adega cooperativa, num
total de 150 isolados. Foram identificadas 18 espécies de leveduras, algumas associadas
a elevada perigosidade em termos de alteracdo de vinhos, como Z. bailii, D. bruxellensis
e T delbrueckii.

68



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 69@

Quadro 3 - Espécies de leveduras detectadas em diversos pontos de uma linha de engarrafamento.

Pomtos de Amostragem Espécies identificadas

Wiinhis o lango &0 prstessn Lol parramapnes, arafchenkin socidedfaliv, Mrobio
de engasrafamenio membranifrciony, Torulapore delbruecki
Avposaocharomyces benilil

Hens da enchadora L2 coataretli, O pararmgosa, O spancdvensl,
Debaryances hameemil, [ oocidenfalis, Khnveromyres
thermalalerans, P memrbronifoctens, Riodoloruia
mucilaginees, I delbraceki, 2 bailli

Maxilas da rolhadora . morvegice, Criptococcns oflidve, Cryplocacsin
cormescens, L3 harmrenil Filobasicinm madgutimlmtum,
Hhocktorwle muciloginosa, T. delbrwecki

Vinhos tintns apds o Deliera beuellensls, Sretfanomyess clareraianms, [
engnrrafamenio werkiemantis, P membemfaciens, T, delheeold, 7
Bailid

Vinhos tintos um ms apds T dilbrecdr, £ bailii
Lo engamafamenta

4 - CONCLUSOES

Analisando globalmente os resultados conclui-se que a analise dos Perfis de Res-
tri¢do, obtidos pela digestdo com as cinco enzimas estudadas, ¢ adequada para discri-
minar ao nivel da espécie as leveduras associadas ao processo de producdo de vinhos.

A analise dos perfis de restricdo, baseada na homologia de sequéncia de rDNA,
demonstrou ser uma técnica bastante robusta, de facil aplicabilidade e baixo custo de
execugao além de ndo requerer o uso de equipamentos sofisticados. O desenvolvimento
e implementacdo desta técnica de identificacdo de leveduras no nosso laboratorio permite

a prestagdo deste servigo ao sector, constituindo uma mais valia para a fileira vitivinicola.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
BALEIRAS-COUTO M. M.; REIZINHO R. G.; DUARTE F.L. 2005. Partial 26S rDNA estriction
analysis as a tool to characterise non-Saccharomyces yeasts present during red wine fermenta-

tions. Int. J. Food Microbiol. 102, 49-56.

FERNANDEZ-ESPINAR M.T.; MARTORELL P.; LLANOS R; QUEROL A. 2006. Molecular

69



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page zo@

Methods to Identify and Characterize Yeasts in Foods and Beverages. Cap. 3 In: Yeasts in Food

and Beverages. (A. Querol, G. Fleet eds), Springer-Verlag, Berlin.
FLEET G.H., 2003. Yeast interactions and wine flavour. Int. J. Food Microbiol. 86, 11-22.

KURTZMAN C.P.; ROBNETT C.J. 1998. Identification and phylogeny of ascomycetous yeasts
from analysis of nuclear large subunit (26S) ribosomal DNA partial sequences. Antonie van

Leeuwenhoek 73, 331-371.

LOUREIRO V.; MALFEITO-FERREIRA M. 2003. Spoilage yeasts in the wine industry. Int. J.
Food Microbiol. 86, 23-50.

SAMPAIO, J.P., GADANHO, M., SANTOS, S., DUARTE, F.L., PAIS, C., FONSECA, A., FELL,
J.W., 2001. Polyphasic taxonomy of the basidiomycetous yeast genus Rhodosporidium: Rho-
dosporidium kratochvilovae and related anamorphic species. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51,

687-697.

70



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 74—@—

A COLECCAO DE ESTIRPES AUTOCTONES DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE DAS PRINCIPAIS
REGIOES VITIVINICOLAS PORTUGUESAS

E. VIEIRA'S; J. DRUMONDE-NEVES!’; R. MACHADO'; P. SILVA'; A.C.
GOMES?; S. SOUSA?;, PT. RAMOS®; F. ALEMAO’; M.T. LIMAS, 1.
ARAUJOS; F.L. DUARTE?; M.A. SANTOS?* M. CASAL'; D. SCHULLER!

RESUMO

A levedura Saccharomyces cerevisiae é caracterizada por uma elevada variabilidade fenotipica,
que esta associada a ocorréncia de estirpes em habitats naturais diversificados. Em trabalhos ante-
riores, demonstramos a elevada diversidade de estirpes isoladas a partir de ambientes vitivinicolas
na Regido dos Vinhos Verdes, bem como a ocorréncia de estirpes caracteristicas para cada terroir.
A recolha de estirpes autdctones foi alargada a outras regides (Alentejo, Agores, Bairrada, Dao,
Douro, Estremadura e Ribatejo), incluindo as castas mais representativas (Alvarinho, Aragonés,
Arinto, Avesso, Baga, Bical, Casteldo, Loureiro, Maria Gomes, Terrantez, Touriga Nacional e Ver-
delho). Pelo uso de diferentes marcadores moleculares foram identificadas 662 estirpes a partir dos
4470 isolados recolhidos. A colecgdo de S. cerevisiae de ambientes vitivinicolas ¢ utilizada para a
seleccdo de estirpes mais apropriadas para vinificacdo e que realgam as propriedades sensoriais ca-
racteristicas. Adicionalmente, constitui um recurso para a conservagao da biodiversidade e partilha
de dados genéticos.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; Colec¢ao de leveduras; Leveduras autoctones.
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1-INTRODUCAO

As leveduras que conduzem a fermentacao alcodlica contribuem de forma decisiva
para a estrutura, complexidade e individualidade do perfil aromatico de vinhos. Estes
microrganismos fazem parte da microflora que se encontra na superficie da uva, do in-
terior da adega e de culturas starter, também designadas por estirpes industriais ou le-
veduras secas activas (LSA). Actualmente, existem cerca 200 LSAs ¢ a maioria dos
produtores de vinhos na Europa recorrem a sua utilizagdo, uma vez que sdo considerados
factor de garantia para uma fermentagdo rapida e consistente, ¢ mantém a homogenei-
dade de vinhos em anos consecutivos. No entanto, estas leveduras foram maioritaria-
mente obtidas a partir de castas e de regides vitivinicolas desconhecidas, que nao
possuem qualquer semelhanga com as tipicidades das castas Portuguesas. O uso de es-
pécies/estirpes autdctones é sempre preferivel devido a sua melhor adapta¢@o ao micro-
ecossistema e as condi¢des climaticas de cada regido, a capacidade de predominancia
sobre a flora microbiana ndo desejavel, bem como a manutengao das propriedades sen-
soriais e do perfil caracteristico dos vinhos de cada regido. Apesar da sua longa histdria
e tradicdo enraizada como pais produtor de vinhos, em Portugal foram seleccionadas
apenas 3 estirpes comerciais de S. cerevisiae das regides vitivinicolas do Vinho Verde,
Daio e Bairrada.

Estudos de gendomica comparativa, recentemente realizados, revelaram os factores
genéticos que moldam a capacidade de adaptacdo de S. cerevisiae a diferentes ambientes
e que definem as suas caracteristicas fenotipicas. A elevada diversidade gendomica entre
estirpes de S. cerevisiae afecta diferentes niveis genéticos, desde a frequéncia e locali-
zagdo de polimorfismos nucleotidicos até a variabilidade no nimero de copias de genes
(CARRETO et al., 2008; LITI et al., 2009; SCHACHERER et al, 2009). O grupo de
estirpes europeias de vinificagdo distingue-se das populagdes de outros continentes pela
capacidade de fermentar rapidamente os agucares do mosto e pela elevada variabilidade
fenotipica (LITI et al., 2009). A sequenciacdo completa do genoma de numerosas estirpes
de S. cerevisiae de vinificag@o vai possibilitar a determinagio dos factores genéticos en-
volvidos nas vias metabolicas dos principais compostos aromaticos.

No ambito de estudos anteriores (SCHULLER et al., 2005; VALERO et al., 2005;
VALERO et al, 2007; SCHULLER et al., 2007), foi demonstrada a elevada diversidade
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genética das estirpes de S. cerevisiae ¢ a ocorréncia de isolados caracteristicos para di-
ferentes sub-regides da Regido dos Vinhos Verdes. A colecgao de estirpes autdctones foi
alargada a outras regides (Alentejo, Agores, Bairrada, Ddo, Douro, Estremadura, Palmela
e Ribatejo), incluindo as castas mais representativas (Alvarinho, Aragonés, Arinto,
Avesso, Baga, Bical, Casteldao, Loureiro, Maria Gomes, Terrantez, Touriga Nacional e
Verdelho). Esta colecgdo de estirpes de S. cerevisiae constitui um recurso importante
tanto para estudos de avaliagdo e de conservagdo da biodiversidade, como também para

a produg¢do vinhos com aromas diferenciadores.

2 - OBTENCAO DOS ISOLADOS DE S. CEREVISIAE

A recolha das amostras de uvas foi efectuada ao longo de varios anos em 37 vinhas
de 9 regides vitivinicolas, conforme indicado na Figura 1. Foram colhidos 2kg de uvas
em cada um de 6 pontos de amostragem por vinha. Realizaram-se fermentagdes espon-
taneas a partir do mosto, a 22°C. Na fase final da fermentagao obtiveram-se 30 colonias
que foram armazenadas (glicerol, 30%, v/v; -80°C) para posterior extrac¢do de DNA e
identificagdo molecular pelos métodos abaixo mencionados.

Conforme resumido na Tabela 1, colheram-se 623 amostras das principais castas
Portuguesas (Alvarinho, Aragonés, Arinto, Avesso, Baga, Bical, Casteldo, Loureiro,
Maria Gomes, Terrantez, Touriga Nacional e Verdelho), sendo algumas amostragens
realizadas nos mesmos locais em anos consecutivos. De todas as amostras colhidas até
2009, 46% (284) realizaram fermentagdes espontaneas completas, o que permitiu obter
8520 isolados. Até a data foram analisados 4470 isolados, obtendo-se 662 estirpes dife-

rentes de S. cerevisiae. A identificagdo de mais 4050 isolados esta actualmente em curso.
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Figura 1 - Locais de amostragem nas diferentes Regides Vitivinicolas em Portugal continental e ilhas.
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Tabela 1 - Resumo das estirpes de S. cerevisiae obtidas a partir das amostras recolhidas nas diferentes regides,

para cada casta ¢ ao longo dos anos 2001 a 2009.
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3 - FERMENTACOES ESPONTANEAS

O progresso das fermentacdes espontaneas foi monitorizado pela determinagao
da diminuigdo da massa do mosto (libertagdo de CO,). As fermentagdes realizadas com
castas recolhidas na Regido dos Vinhos Verdes foram realizadas por S. cerevisiae. As
fermentagdes de mostos da Bairrada foram realizadas, em alguns casos, por espécies
nao-Saccharomyces (por exemplo Candida zemplinina). Esta tendéncia aumentou para
as regides da Estremadura, Palmela, e Alentejo (sub-regiio Evora), onde a maioria das
fermentagdes foram realizadas, por exemplo, pelas espécies C. zemplinina, Hansenias-
pora uvarum e Issatchenkia orientalis. Apenas em 17% das amostras recolhidas nestas
regides foram encontradas estirpes de S. cerevisiae. Exemplos de perfis fermentativos
estdo representados na figura 2. As fermentagdes realizadas por estirpes de S. cerevisiae
demoraram maioritariamente 10 a 15 dias. A velocidade da fermentacao nao foi depen-
dente do numero de estirpes intervenientes, que variava entre 1 a 22 (Figura 2 A e B).
As fermentagdes realizadas por espécies nao-Saccharomyces decorreram de forma se-

melhante (Figura 2 D) ou muito mais lentamente (Figura 2 C).
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Figura 2 — Exemplos de perfis de fermentagdes espontaneas realizadas por estirpes de S. cerevisiae (A: 1-2 es-
tirpes; B: 12-22 estirpes por fermentagéo) ou por espécies Nao-Saccharomyces (C: fermentagdes lentas; D: fer-

mentagdes rapidas), em mostos de diferentes castas.
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4 - METODOS MOLECULARES PARA A IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Diferentes métodos podem ser utilizados para a distingdo de estirpes de S. cere-
visiae (analise de microssatélites, sequéncias interdelta, perfis de restricdo de DNA mi-
tocondrial, electroforese em campo pulsado). A tipagem molecular de 23 estirpes
comerciais mostrou a equivaléncia destes métodos (SCHULLER et al., 2004). As se-
quéncias delta (300 bp) flanqueiam os retrotransposdes TY1 e TY2 ou encontram-se
dispersas no genoma de S. cerevisiae. Sdo marcadores muito polimorficos (Figura 3 A),
uma vez que o seu niimero e localizag@o apresentam variabilidade intra-especifica (LE-
GRAS e KARST, 2003; SCHULLER et al., 2004). A analise dos perfis de restri¢ao de
DNA mitocondrial (Figura 3 B) baseia-se no diferente teor de GC no genoma nuclear e
mitocondrial (40% e 20%, respectivamente). Locais de restrigdo, por exemplo da enzima
Hinfl, que sdo ricas em GC, encontram-se mais frequentemente no genoma nuclear.
Contrariamente, o0 DNA mitocondrial ¢ digerido em fragmentos maiores e que podem
ser visualizados por electroforese. Microssatélites sdo sequéncias repetitivas de DNA
de 2 a 5 nucledtidos. A amplifica¢@o de diferentes locis polimorficos e a sua deteccéo
por electroforese capilar (Figura 3 C) ¢ actualmente o método mais discriminatdrio para
a distingdo de estirpes de S. cerevisiae (PEREZ et al., 2001; LEGRAS et al., 2005).

fTnrnnnn
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Figura 3 — Exemplos de perfis de sequéncias interdelta (A); DNA mitocondrial (B) e electroferograma de mi-

crossatélites (C) de leveduras vinarias.

Todos os isolados foram caracterizados pela andlise de sequéncias interdelta ou
perfis de restricdo de DNA mitocondrial. Uma estirpe representativa de cada conjunto
de isolados que partilhavam o mesmo perfil, foi ainda analisada quanto a sua combinacao

alélica de 11 microssatélites polimorficos.
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4 - ABASE DE DADOS DE ESTIRPES VINICAS DE S. CEREVISIAE (SACCHA-
ROMYCES CEREVISIAE WINE STRAIN COLLECTION)

A compilag@o de todos os dados levou a constitui¢ao de uma colecgdo de estirpes
autoctones de S. cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae wine strain collection) que inte-
gram uma base de dados alojada no site (Figura 4), que permite fazer pesquisar as estir-
pes isoladas consoante a regido, casta, ano de isolamento e caracteristicas genéticas
(alelos de microssatélites). Adicionalmente, permite consultar mais informag@o sobre
as castas, regioes, detalhes experimentais ¢ métodos moleculares utilizados. Prevé-se
que o numero de estirpes aumente ainda com a conclusao das tipagens moleculares de
isolados obtidos nas regides das ilhas dos Agores, Dao, Douro e Ribatejo. Estes materiais
podem ser utilizados para a avaliagdo do seu potencial enologico. Adicionalmente, cons-

tituem um recurso importante para estudos de genomica evolutiva e ambiental.

ikt sewss bio, ummho, pf

Figura 4 — Homepage da base de dados de estirpes vinicas de S. cerevisiae.
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5- CONCLUSOES

A colecgdo de estirpes de S. cerevisiae € um contributo para a conservagio da bio-
diversidade de leveduras que ocorrem nas principais regides vitivinicolas Portuguesas.
Os trabalhos realizados pretendem contribuir também para a selec¢@o de estirpes mais
apropriadas para a vinificacdo e a manutencdo da tipicidade dos vinhos de um determi-
nado local. No futuro préximo, a integragdo de dados gendmicos, protedmicos ¢ meta-
bolomicos de multiplas estirpes de vinificagdo vai permitir modelar as interac¢des entre
a casta, a levedura fermentativa e as condigdes de vinificagdo no sentido de obter vinhos

com 0 maior potencial aromatico possivel.
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COMPARACAO DE DIFERENTES SISTEMAS DE
ENVELHECIMENTO DE AGUARDENTE VINICA

Sara CANAS!; Ilda CALDEIRA'; A. P. BELCHIOR!

RESUMO

A investigacdo sobre envelhecimento de aguardentes vinicas tem sido, desde ha muito, focada na
optimizagdo do sistema tradicional, no sentido da obtenc¢ao de aguardentes de elevada qualidade.
O presente trabalho tem como objectivo a avaliagdo do impacto de sistemas alternativos de enve-
lhecimento sobre as caracteristicas da aguardente. Para o efeito, procedeu-se a analise do extracto
seco, do indice de polifendis totais, dos compostos de massa molecular baixa (por HPLC), do teor
de oxigénio dissolvido e das caracteristicas cromaticas da mesma aguardente vinica Lourinha en-
velhecida em vasilhas de madeira de 650 L (sistema tradicional) e em depdsitos de ago inoxidavel
de 40 L com aduelas ou dominds de madeira (sistemas alternativos), durante o primeiro ano de en-
velhecimento. Os resultados obtidos revelam que as modifica¢des observadas na composi¢ao qui-
mica e na cor das aguardentes envelhecidas se encontram estreitamente relacionadas com o tipo de
sistema de envelhecimento, sugerindo o envolvimento de muitos constituintes e fendmenos, go-
vernados por diversos factores.

Palavras-chave: aguardente vinica envelhecida, sistemas alternativos, composi¢ao quimica, cor.

1-INTRODUCAO

No envelhecimento tradicional em vasilha de madeira a aguardente vinica sofre
consideraveis alteracdes quimicas e sensoriais, que determinam a sua qualidade. Tais
modificagdes sdo consequéncia de diversos fendmenos, designadamente a transferéncia
de compostos extraiveis da madeira para a aguardente (PUECH et al., 1985; CANAS et
al., 1999). De entre estes compostos destacam-se os de baixa massa molecular e os ta-
ninos hidrolisaveis, pela sua influéncia na cor, adstringéncia, amargo e aroma da aguar-
dente envelhecida (CANAS et al., 2000a; CALDEIRA et al., 2006a). A transferéncia

de compostos extraiveis da madeira para a aguardente ¢ principalmente condicionada

"' INRB — INIA/Dois Portos. Quinta d’Almoinha. 2565-191 DOIS PORTOS. PORTUGAL. E-mail:
evn.sara.canasmail.net4b.pt
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pela tecnologia de envelhecimento, em que se encontram implicadas as caracteristicas
da vasilha de madeira (VIRIOT et al., 1993; CANAS et al., 2000b; BELCHIOR et al.,
2001; CALDEIRA et al., 2002; CALDEIRA et al., 2006a,b; CANAS et al., 2008) ¢ da
cave de envelhecimento (CANTAGREL et al., 1991). Nas ultimas décadas estes factores
tém sido alvo de intensa pesquisa, no sentido de optimizar o processo de envelhecimento
tradicional. Contudo, este tipo de sistema de envelhecimento apresenta custos elevados,
resultantes sobretudo da imobilizagao de capital em aguardente e em vasilhas de madeira
por num periodo de tempo alargado, e das perdas de aguardente por evaporagdo (MOU-
TOUNET et al., 1998; CANAS et al., 2002).

No actual estado do conhecimento e do desenvolvimento tecnologico, os estudos
efectuados em vinho tém demonstrado que os sistemas alternativos, recorrendo a utili-
zacdo de pegas de madeira em depositos de aco inoxidavel, parecem ser a solugdo pos-
sivel para este problema, assegurando a qualidade do vinho (DEL ALAMO SANZA et
al., 2004; FRANGIPANE et al., 2007; DEL ALAMO et al., 2008). Relativamente ao
envelhecimento de aguardente vinica em sistemas alternativos, o primeiro trabalho foi
realizado na Esta¢@o Vitivinicola Nacional (BELCHIOR et al., 2003). Na sequéncia do
mesmo, foi concebido e executado o presente estudo, com o objectivo de comparar o
efeito do sistema tradicional com o de sistemas alternativos no extracto seco, indice de
polifenois totais, compostos de massa molecular baixa (determinados por HPLC), teor
de oxigénio dissolvido e caracteristicas cromaticas de uma aguardente vinica Lourinha,

durante o primeiro ano de envelhecimento.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Aguardentes

A mesma aguardente branca Lourinha (78,7 % v/v) foi sujeita a envelhecimento
em trés sistemas, em duplicado: vasilhas novas de madeira de 650 L (V); depdsitos de
aco inoxidavel de 40 L com aduelas de madeira (A); depdsitos de aco inoxidavel de 40
L com dominoés de madeira (D). Em cada sistema foram utilizados dois tipos de madeira:
castanheiro portugués (Castanea sativa Mill.) ou carvalho francés Limousin (Quercus
robur L.). As vasilhas e as pegas de madeira, com queima forte, foram produzidas na ta-

noaria JM Gongalves (Palagoulo, Portugal). A quantidade de aduelas (40 cm x 10 cm x

82



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page es@

3cm; 17 cm x 10 cm x 3 ¢cm) e de dominds (7 cm x 3 cm x 0,8 cm) foi calculada de
modo a reproduzir a relagdo superficie/volume de uma vasilha de 650 L. As vasilhas e
os depositos de aco inoxidavel foram colocados na Adega Cooperativa de Lourinha, nas
mesmas condi¢des de envelhecimento, sendo as aguardentes amostradas apos 6, 30, 90,

180 e 360 dias de envelhecimento (total de 60 amostras).

2.2 - Métodos
2.2.1 — Determinagao do extracto seco

O extracto seco foi analisado através do método usual da OIV (OIV, 1994).

2.2.2 — Determinacéo dos polifenéis totais
O indice de polifendis totais foi determinado com base na leitura da absorvéncia
a 280 nm (RIBEREAU-GAYON, 1970).

2.2.3 — Determinaciao das caracteristicas cromaticas
As caracteristicas cromaticas (CIELab) foram determinadas a partir da leitura da
transmitancia a intervalos de comprimento de onda de 5 nm ao longo do espectro visivel
(380 - 770 nm): luminosidade (L*); saturagdo (c*); coordenadas rectangulares (a* e b*).
A coordenada a* varia entre verde (-a*) e vermelho (+a*) e a coordenada b* varia entre

azul (-b*) e amarelo (+b*).

2.2.4 — Anadlise de compostos extraiveis de massa molecular baixa

As amostras de aguardente foram adicionadas de um padrao-interno, 4-hidroxi-
benzaldeido (20 mg/L), filtradas em filtro de seringa 0,45 um (Titan) e analisadas por
injecgdo directa de 20 ul. Na analise cromatografica foi aplicado o método desenvolvido
e validado por CANAS et al. (2003), recorrendo a um equipamento de cromatografia
liquida de alta resolucdo (HPLC) Lachrom Merck Hitachi. Como fase estacionaria foi
utilizada uma coluna Merck Lichrospher RP18, 250 mm x 4 mm (5 um). O controle,
aquisicdo e tratamento de dados cromatograficos foi efectuado através do software HSM
D-7000 (Merck).
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2.2.5 — Analise estatistica dos resultados

O tratamento estatistico dos resultados obtidos, realizado no programa Statistica
vs 98 edition (Statsoft Inc., Tulsa, E.U.A.), consistiu numa analise de variancia
(ANOVA). A comparagdo das médias foi baseada no teste da minima diferenga signifi-
cativa (LSD).

3 -RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicam que o sistema de envelhecimento origina diferengas
muito significativas na composi¢@o quimica e nas caracteristicas cromaticas das aguar-
dentes durante o primeiro ano de envelhecimento (Quadro 1). As aduelas induzem o
maior enriquecimento em extracto seco e em polifenois totais. Comparativamente, as
aguardentes envelhecidas com dominds ou em vasilhas de madeira apresentam extracto
seco intermédio e inferior, respectivamente, sendo semelhantes em termos de polifenois

totais.

Quadro 1 - Efeito do sistema de envelhecimento na composi¢do quimica e na cor das aguardentes envelhecidas

Efeito Vasilha (V) Aduelas (A) Dominés (D)
ES ** 0,59+0,31a 0,95+0,62 ¢ 0,73+0,36 b
Ipt wx 17,62 +7,50 a 21,63+ 15,11 b 14,80 £ 6,02 a
L* ** 90,91 + 4,36 ¢ 87,17+5.88 b 83,88+7,71 a
c* o 3229+ 14,16 a 42,55+ 18,21 b 48,85 +20,06 ¢
a® ** 1,21+1,08a 331+3295 6,13+491 ¢
b* o 32,23+ 14,18 a 42,37+ 18,04 b 48,39+ 19,64 ¢
oD ** 12,97 +443 a 19,73+ 1,47 ¢ 18,27 +2,78 b

x = SD (média + desvio padrao) de 20 valores; Médias seguidas de letras diferentes na linha indicam diferenca
muito significativa (** p < 0.01); ES — Extracto seco (g/L); Ipt — Indice de polifenois totais; L* - Luminosidade;
c* - Saturagdo; a*, b* - Coordenadas rectangulares; OD — Oxigénio dissolvido (mg/L).

No referente as caracteristicas cromaticas, as aguardentes envelhecidas com do-
minds exibem maior evolugdo do que as restantes, isto €, menor luminosidade (maior

intensidade da cor), maior saturagdo ¢ coordenadas a* ¢ b* mais elevadas (tonalidades
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vermelha e amarela mais acentuadas). As aguardentes envelhecidas com aduelas e em
vasilhas de madeira revelam uma evolugdo cromatica intermédia e inferior, respectiva-
mente. Os resultados da analise sensorial destas aguardentes, realizada ap6s 180 dias de
envelhecimento, traduzem ja esta mesma diferenciagdo (Caldeira et al., 2010). Contra-
riamente ao constatado nos trabalhos efectuados com aguardentes envelhecidas no sis-
tema tradicional (CANAS et al., 2000a; BELCHIOR et al., 2001), ndo ¢ observada
correlacdo positiva entre as caracteristicas cromaticas e a composigdo quimica (indice
de polifenois totais e extracto seco) das aguardentes em estudo. Este aspecto sugere que
outros compostos, ndo quantificados através do indice de polifendis totais ou do extracto
seco, podem determinar a cor das aguardentes vinicas envelhecidas, sendo o seu efeito
mais evidente com a utilizagao de dominds.

O facto do teor de oxigénio dissolvido (inversamente proporcional ao oxigénio
consumido) ser consonante com o extracto seco e o indice de polifendis totais destas
aguardentes, indicia que o oxigénio ¢ um factor determinante da composi¢ao quimica
das mesmas, estando implicado na alteragdo de compostos fendlicos e nao fenodlicos.
MOSEDALE e PUECH (1998) consideram as oxidagdes as reac¢des mais importantes
do processo de envelhecimento, envolvendo tanto os compostos do destilado como os
compostos extraidos da madeira. Contudo, se o oxigénio fosse o tnico factor-chave para
as alteragdes observadas, entdo as aguardentes envelhecidas com aduelas deveriam apre-
sentar a cor mais evoluida, o que ndo se verifica. Os resultados sugerem que muitos
constituintes e fendmenos governados por diversos factores se encontram implicados
em tais alteragdes, que sdo especificas de cada tipo de sistema de envelhecimento. As
diferengas podem estar relacionadas com a taxa de extrac¢@o dos compostos da madeira
¢ a sua subsequente transformag@o na aguardente. Efectivamente, analisando os com-
postos de massa molecular baixa extraidos da madeira pelas aguardentes durante o pri-
meiro ano de envelhecimento, verifica-se a existéncia de uma diferenciagdo muito
significativa associada ao sistema de envelhecimento (Quadro 2). As aguardentes enve-
lhecidas em vasilha apresentam os teores mais elevados de HMF, de furfural, de acido
vanilico, de coniferaldeido e de sinapaldeido e menores teores de acido elagico e de si-
ringaldeido. Ja as aguardentes envelhecidas com aduelas sdo as mais ricas em 5-metil-
furfural, 4cido galhico e vanilina, enquanto as aguardentes envelhecidas com dominos

possuem teores superiores de acido siringico.
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Quadro 2 - Efeito do sistema de envelhecimento nos teores de compostos de massa molecular baixa das aguar-
dentes envelhecidas (mg/L A.P.)

Efeito Vasilha (V) Aduelas (A) Dominoés (D)
HMF Hx 16,05+8,77 ¢ 6,36 +£2,26 b 2,61+0,66a
Furf ** 50,80 + 16,79 b 22,26 +2.82a 21,48 + 1,86 a
Smfurf Hx 0,11+0,09 a 0,64+0,19b 0,12+0,08 a
Gal ok 25,86+ 15,04 b 47,92 +27,46 ¢ 6,54 +4,09a
Van Hx 9,88+4,36 b 3,76 £ 1,52 a 3,19+ 1,02a
Sg *H 0,59 +0,47 b 0,39+0,34 a 1,L11£0,55¢
Elag wox 6,14+324a 8,88+4,99h 9,71 +538 b
Vanil * 2,49 +0,88 b 3,06+ 1,13 ¢ 2,26+0,47 a
Sgald o 6,69 5,59 a 9,32+825h 9,62 +8,42 b
Cfald * 4,66 +2,65 ¢ 3,83+ 1,54bH 1,19+ 0,40 a
Snald o 14,88 +£9,03 ¢ 13,11£5,70 b 509+2,15a

x = SD (média = desvio padrdo) de 20 valores; Médias seguidas de letras diferentes na linha indicam diferenca
muito significativa (** p <0.01); 5-hidroximetilfurfural (HMF), furfural (Furf), 5-metil-furfural (Smfurf), acido
galhico (Gal), acido vanilico (Van), acido siringico (Sg), acido elagico (Elag), vanilina (Vanil), siringaldeido
(Sgald), coniferaldeido (Cfald), sinapaldeido (Snald).

E de salientar a influéncia do tipo de sistema de envelhecimento nos teores de al-
deidos furanicos (HMF, furfural e 5-metilfurfural) e de vanilina — que sdo considerados
compostos odorante-chave da aguardente envelhecida (CALDEIRA et al., 2008).

As diferengas detectadas, sobretudo entre as aguardentes envelhecidas em vasilhas
de madeira e as envelhecidas com dominds, podem ser atribuidas a acgdo combinada
de diversos factores, designadamente a forma/dimensdo da madeira (ARAPITSAS et
al., 2004; DEL ALAMO et al., 2004; DE BEER et al., 2008), o seu tratamento térmico
especifico (BOZALONGO et al., 2007; CANAS et al., 2007; FRANGIPANE et al.,
2007) e o estado de oxidagao da aguardente (CALVO et al., 1992; CANAS et al., 2009a).

Importa referir que o efeito do sistema de envelhecimento no indice de polifendis
totais, na luminosidade, na coordenada a* e no teor de oxigénio dissolvido (CANAS et
al., 2009b), bem como nos teores de HMF, furfural, acido vanilico, acido siringico, va-

nilina, siringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido é condicionado pelo tempo de enve-
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lhecimento. Existe ainda interac¢do entre o sistema de envelhecimento ¢ o tipo de ma-
deira para HMF, furfural, 5-metilfurfural, acido galhico, acido siringico, vanilina, coni-

feraldeido e sinapaldeido.

4 - CONCLUSOES

Nas condigdes experimentais, os resultados obtidos demonstram que a composi-
¢do quimica e a cor das aguardentes vinicas estdo estreitamente dependentes do sistema
de envelhecimento, sugerindo o envolvimento de muitos constituintes e fenomenos, go-
vernados por factores como a forma/dimensdo da madeira, o seu tratamento térmico e

o estado de oxidagdo da aguardente.
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OPTIMIZACAO DO METODO PARA A
IDENTIFICACAO MOLECULAR DE CASTAS
PRESENTES EMMOSTOS ATRAVES DA ANALISE DE
MICROSSATELITES NUCLEARES

Geni C. ZANOL'; Jodo BRAZAOQ!; Pedro CLIMACO!; Paula MARTINS-LOPES?; M. Margarida
BALEIRAS-COUTO!; Henrique P. GUEDES-PINTO?; José E. EIRAS-DIAS!

RESUMO

O desenvolvimento de técnicas para a detecgdo e identificacao de castas em mostos e vinhos re-
veste-se da maior importancia para garantir a autenticidade do produto e detectar falsificagdes e
erros de rotulagem. O presente trabalho teve como objectivo a identificagdo molecular de seis castas
brancas e cinco tintas em mostos monovarietais através de seis e/ou nove /oci de microssatélites
(SSRs) nuclerares, tendo-se utilizado os seis recomendados pela OIV (VVMDS5, VVMD?7,
VVMD?27, ViZAG62, ViZAG79 e VVS2) e os trés recomendados pelo GRAPEGEN06 (VVMD?25,
VVMD28 ¢ VVMD32). Além da validagdo de um método eficaz para a extrac¢ao de ADN em mos-
tos, optimizaram-se as condi¢des de reac¢do de polimeriza¢ao em cadeia (PCR). Os resultados ob-
tidos demonstraram que é possivel obter a amplificagdo dos nove SSRs em mostos com apenas
duas reacgdes PCR Multiplex, bem como a separagdo destes mediante electroforese capilar. Para
cada SSR, o perfil do tamanho dos fragmentos amplificados nos mostos de cada casta pela PCR
Multiplex foi idéntico ao obtido por reacgdo PCR individual, quer dos mostos, quer das folhas das
respectivas castas.

Palavras-chaves: microssatélites, mostos, tragabilidade.

1-INTRODUCAO

Para os actuais padroes legislativos da Unido Europeia sobre a tragabilidade ali-
mentar, o desenvolvimento de técnicas para a deteccao e identificagdo de castas em vi-
nhos reveste-se da maior importancia para garantir a autenticidade do produto e detectar

falsificagdes e erros de rotulagem.
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tugal.
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Nos utltimos anos, analises realizadas a frac¢do proteica (HAYASAKA et al.,
2001), compostos fenolicos (REVILLA et al., 2001), minerais (MONACI et al., 2003)
e substancias aromaticas (RAPP, 1988) tém sido utilizadas para a identificagdo de castas
ou da origem geografica de vinhos. Para a videira, os microsssatélites ou ‘Simple
Sequence Repeat’(SSR) loci sdo marcadores moleculares amplamente utilizados e, por-
tanto, as actuais bases de dados de perfis de microsssatélites disponiveis para um grande
numero de castas s3o importantes ferramentas ja em uso para a identificagdo genética
de castas que poderdo, em breve, vir a ser utilizadas para a detec¢do dos respectivos
ADN de castas em mostos ¢ vinhos. Estudos visando a identificacdo qualitativa da com-
posicao varietal foram realizados através da analise de microssatélites (SSR), feita a par-
tir de ADN extraido de mostos e vinhos experimentais (SIRET et al., 2002;
BALEIRAS-COUTO e EIRAS-DIAS, 2006; SAVAZZINI e MARTINELLI, 2006; NA-
KAMURA et al., 2007). No entanto, a dificuldade de extraccdo de ADN a partir de mos-
tos e vinhos tem sido um problema comum referido por varios autores.

O presente trabalho teve como objectivo optimizar o método para a extracg¢do de
ADN a partir de mostos monovarietais, de castas brancas e tintas, bem como a identifi-

cacdo molecular através da analise de nove loci de SSR nucleares.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Obtenc¢iao de mostos

Foram colhidas uvas de seis castas brancas (Alvarinho, Ferndo Pires, Loureiro,
Malvasia Fina, Moscatel Galego e Viosinho) e cinco castas tintas (Aragonez, Tinto Cao,
Touriga Franca, Touriga Nacional e Cabernet Sauvigon), tendo-se determinado a data
da vindima em func@o do teor em alcool provavel (11,5 - 12% v/v). As microvinificagoes
foram realizadas em duplicado e aliquotas de 2,0 ml de mostos foram colhidas e ime-

diatamente guardadas a -80 °C até serem utilizadas para a extrac¢do do ADN.

2.2 - Extrac¢do de ADN partir de folhas

Folhas jovens foram colhidas de plantas da Coleccdo Ampelografica Nacional
(CAN) localizada no L-INIA Dois Portos. As folhas (100 mg) foram maceradas em azoto
liquido e utilizadas para a extrac¢do do ADN, recorrendo-se ao método de extraccdo
descrito por THOMAS et al. (1993).
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2.3 - Extrac¢do de quantificacdo ADN a partir de mostos

Para a extracgdo de ADN a partir de mostos de castas brancas e tintas foram ava-
liados dois métodos de extracgao. O primeiro método foi o descrito por THOMAS et
al. (1993), mas com algumas alteragdes, nomeadamente, no que diz respeito as quanti-
dades e concentragdes dos tampdes de extracgdo e lise dos nticleos. Aliquotas de 2,0 ml
de mosto foram descongeladas e centrifugadas a 10000 g durante 10 minutos. O preci-
pitado foi diluido em 0,4 mL do tampao de extrac¢ao (Sorbitol 350 mM, Tris-HC1 100
mM, pH 8, EDTA 5,0 mM, bissulfito de sédio 70 mM e polivinilpirrolidona a 2,0 %).
Ap0s agitacdo, adicionou-se 0,4 mL do tampao lise dos nucleos modificado (3,0 %
CTAB, Tris-HCI 200 mM, EDTA 5,0 mM, NaCl 2,5 M, pH=7,5) ¢ 0,18 mL de N-lauril
sarcosil a 5,0%. A solucdo foi entdo incubada a 65 °C durante 15 minutos. A partir de
entdo, procedeu-se a purificacdo e precipitacdo do ADN de acordo com o protocolo ori-
ginal.

O segundo método de extraccdo de ADN baseou-se no método CTAB descrito
por DOYLE e DOYLE (1987) seguido de algumas alteragdes. O precipitado foi diluido
em 0,75 mL do tampao de extrac¢do CTAB (CTAB a 3%, Tris-HCl a 0,1 M, pH 8,0;
EDTA a 25 mM e NaCl a 2,0 M). Como agente redutor utilizou-se o 2-mercaptoetanol
a 0,2 % e polivinilpirrolidona a 2 %. As condigdes de purificacdo, precipitagdo, lavagem
e diluicdo do ADN foram as mesmas utilizadas no método anterior.

O ADN extraido foi quantificado por comparagdo de intensidade de bandas ob-
servadas em gel de agarose a 0,8 % (p/v) com bandas produzidas por um marcador de
peso molecular conhecido (Lambda HindIlI, MBI Fermentas). A concentragio e a pureza
do ADN também foram determinadas em espectrofotometro (NanoDrop R ND-1000
UV-Vis). Neste caso, o ADN foi considerado de boa qualidade quando a relacdo da den-
sidade optica obtida (DO) no comprimento de onda de 260/280 nm foi maior que 1,6.

2.4 - Analise por microssatélites

Procedeu-se a amplificagdo por PCR individual dos seis /oci de microssatélites
(SSR) recomendados pela OIV: VVMDS5 e VVMD7 (BOWERS et al., 1996), VVMD27
(BOWERS et al., 1999), ViZAG62 ¢ VIZAG79 (SEFC et al., 1999) e VVS2 (THOMAS
e SCOTT, 1993). As condi¢des de amplificagdo para cada SSR foram efectuadas de
acordo com CUNHA ef al. (2009). As reacgdes PCR Multiplex foram realizadas utili-
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zando-se o Kit PCR Multiplex (Qiagen) seguindo as instru¢des do fabricante. A primeira
reac¢do Multiplex foi realizada utilizando-se cinco pares de primers: VVMD7 e
VrZAG62 (OIV) mais os trés referidos por BOWERS et al. (1999) e recomendados pelo
projecto GRAPEGENO06 (VVMD?25, VVMD28 e VVMD32). Os quatro restantes SSR
loci recomendados pelo OIV, foram incluidos na segunda reac¢do Multiplex PCR. Para
estimar a eficiéncia da amplificacdo, os produtos de PCR e Multiplex PCR foram sub-
metidos a electroforese em gel de agarose a 1,2 %. A detecgdo dos fragmentos amplifi-
cados por PCR foi realizada mediante sequenciador automatico CEQ™ 8000 Series

Genetic Analysis System (Beckman Coulter).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Extrac¢do de ADN

Recorrendo ao protocolo de extrac¢do de ADN a partir de folhas jovens, em que
compostos fendlicos e polissacaridos estdo ausentes ou apresentam-se em concentragoes
baixas (LODHI et al., 1994), obteve-se ADN em quantidades suficientes e sem mostrar
problemas de amplificagdo dos SSRs durante a reac¢ao da polimerase em cadeia (PCR).

Os contaminantes tais como fendis, terpenos e polissacaridos, libertados durante
a lise celular de tecidos vegetais maduros e altamente diferenciados como os bagos, ade-
rem irreversivelmente ao ADN, inibindo a amplificagdo por PCR (WEISING et al.,
2005). Por isso, foram testados dois métodos de extraccdo de ADN a partir de mostos
visando-se um protocolo de extracgdo eficaz, sem a presenga destes contaminantes.
Ambos os métodos mostraram-se eficientes por apresentarem uma boa repetitibilidade
e quantidade de ADN apos extracgdo (Figuras 1 e 2). A integridade do ADN extraido
foi inicialmente avaliada através de corrida em gel de agarose. Todas as amostras, em
duplicado, apresentaram uma banda tinica e de alto peso molecular indicando uma boa

qualidade do ADN extraido.
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Figura 1- ADN genomico extraido (método Thomas et al.) a partir de mostos das castas brancas: AL= Alvarinho,
FP= Fernéo Pires, LO= Loureiro, MF= Malvasia Fina, MG= Moscatel Galego ¢ VI=Viosinho. A esquerda, mar-
cador ADN Lambda HindIII (MBI Fermentas) nas concentragdes 25, 50 ¢ 100 ng/ul. Os numeros 1 e 2 corres-

pondem aos duplicados das microvinificagdes.

Figura 2 - ADN genomico extraido (método CTAB) a partir de mostos das castas tintas: AR= Aragonez, CS=Ca-
bernet Sauvignon, TC=Tinto Cao, TF=Touriga Franca, TN= Touriga Nacional. A esquerda, marcador ADN
Lambda HindIII (MBI Fermentas) nas concentragdes 25, 50 e 100 ng/pl. Os niimeros 1 e 2 correspondem aos
duplicados das microvinificagdes.

Entretanto, recorrendo-se a determinag@o da quantidade e pureza do ADN por
densidade optica (DO) em espectrofotometro (Nanodrop), verificou-se que o primeiro
método de extracgdo apresentou fortes restri¢des quanto a pureza do ADN ao exibir uma
razao entre as leituras das absorvancia 260/280 nm inferior a 1,4, principalmente para
as amostras de mostos de castas tintas (Quadro 1) os quais contém uma vasta gama de

metabolitos secundarios que dificultam a extracc¢do e purificagdo do ADN.
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Quadro 1 - Comparagdo dos métodos de extrac¢do de ADN a partir de mostos relativamente a concentragio e

pureza do ADN, determinados por densidade optica em espectrofotometro

Cultivar Método de extracao Concentragio A260/A280
(ng/ul)

Aragonez Thomas et al. 59,07 1,36
CTAB 136,78 1,69

Touriga Nacional Thomas et al. 58,31 1,28
CTAB 109,24 1,63

Fernao Pires Thomas et al. 78,31 1,63
CTAB 157,18 1,78

Utilizando-se o segundo método de extrac¢ao de ADN, com 3 % de CTAB no
tampao de extragdo, verificou-se um aumento da qualidade e pureza do ADN extraido
dos mostos de castas tintas (Quadro 1) melhorando, assim, a amplificac¢do por PCR
dos SSRs analisados. Segundo DOYLE e DOYLE (1990), o aumento da concentracao
de CTAB no tampao de extrac¢@o pode ser uma alternativa para a separagdo dos polis-

sacaridos e polifendis durante a extraccao de ADN.

3.2 - Microssatélites (SSR) Nucleares

Os resultados revelaram que foi possivel identificar todas as variedades estudadas
através do uso de ADN extraido a partir de mostos, uma vez que os tamanhos dos frag-
mentos dos alelos dos microssatélites, amplificados individualmente por PCR, foram
idénticos aos obtidos a partir de ADN de folhas das respectivas castas. Ao analisar o
perfil global dos SSRs das onze castas estudadas, verificou-se que o numero de alelos
correspondente a cada locus ndo variou significativamente, mostrando valores entre 6

(VIZAG79) e 8 (VVMDS5 e VVMD7).
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Quadro 2 - Tamanho de fragmentos amplificados para cada /ocus (em niimero de nucleotideos) a partir de ADN
extraido de folhas e mostos das castas brancas (B) e tintas (T)

Casta VVMDS5 VVMD7 VVMD27 VrZAG62 VrZAG79 VVSs2

Alvarinho (B) 222 232 239 239 189 189 186 204 249 251 137 153
Fernio Pires (B) 226 240 239 239 183 195 188 194 247 247 147 153
Loureiro (B) 232 232 249 261 181 181 186 196 247 253 145 153
Malvasia Fina (B) 226 240 239 257 179 195 188 188 249 253 145 147
Moscatel Galego (B) 228 236 233 249 179 195 186 196 253 255 135 135
Viosinho (B) 232 232 239 243 185 189 186 188 245247 135 153
Aragonez (T) 236 236 239 253 183 183 196 200 247 251 145 147
Tinto Cao (T) 232 234 239 263 181 185 186 194 247 251 135 135

Touriga Franca (T) 226 228 239 243 181 183 192 194 247 249 145 153
Touriga Nacional (T) 226 238 239 239 181 189 188 194 247 247 145 151
Cabernet Sauvigon(T) 232 240 239 239 175 189 188 194 249 249 141 153

No presente estudo, foi obtido elevado sucesso na amplificacdo dos nove SSR
utilizando-se apenas duas reacgdes PCR Multiplex. E possivel visualizar a amplificagio
obtida nas duas reac¢des PCR Multiplex (Figura 4) e o perfil, em tamanho, dos 5 SSR
utilizados na reac¢do Multiplex 1 (Figura 5) da casta Touriga Nacional. Para cada SSR,
o tamanho dos fragmentos amplificados nos mostos de cada casta pela PCR Multiplex
foi idéntico ao obtido por reaccdo PCR individual (realizada para os 6 SSR) quer dos
mostos, quer das folhas das respectivas castas. Estes nove SSR, sendo os seis recomen-
dados pela OLV e os trés pelo projecto GRAPEGENO6, sdo amplamente utilizados para
caracterizagdo molecular de castas de videiras por apresentarem um alto grau de poli-

morfismo.

4. CONCLUSOES

Em geral, espera-se que um marcador molecular possua um alto conteudo infor-
mativo, sendo capaz de discriminar diferentes alelos num mesmo /ocus e de amostrar o
genoma em varios /oci a0 mesmo tempo (capacidade multiplex) detectando o maior nu-
mero possivel de polimorfismos numa Unica reagdo. Portanto, o uso de reacdes PCR
Multiplex para identificacdo molecular de castas presentes em mostos monovarietais,
através da analise dos nove SSRs, podera ser uma alternativa viavel atendendo ao custo,

a rapidez e ao trabalho envolvido na obtencao de dados.
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Figura 4 - Gel de agarose (1,2 %) para a verificagdo da amplifica¢do das rec¢des PCR Multiplex 1 e 2. M= mar-
cador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas), AR= Aragonez, TN= Touriga Nacional, AL=

Alvarinho e FP= Ferndo Pires.
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Figura 5 — Perfil dos fragmentos de cinco SSR (VVMD25, VVMD27, VVMD?28, VVMD32 e VrZag62) ampli-
ficados pela reac¢do PCR Multiplex 1, a partir de ADN extraido de mosto da casta Touriga Nacional.
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ACIDOS FENOLICOS, ALDEIDOS FENOLICOS E
DERIVADOS FURANICOS EM APARAS DE MADEIRA
DE CARVALHO FRANCES E AMERICANO
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RESUMO

O presente trabalho teve como objectivo a caracteriza¢@o de aparas comerciais de carvalho francés
¢ americano do ponto de vista da sua composicao fenolica. Assim os acidos fendlicos (acido galico,
siringico e vanilico) os aldeidos fenolicos (vanilina, siringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido)
e os derivados furanicos (furfural, S-metilfurfural e 5-hidroximetilfurfural) foram quantificados
em amostras comerciais de aparas de carvalho francés e americano com diferentes tamanhos e
niveis de queima. Os compostos fenolicos foram extraidos directamente das amostras de madeira
e também de solugdes de vinho sintético, de forma a avaliarmos as diferengas entre tipos de madeira
e niveis de queima.

Os resultados mostram que as aparas de carvalho francés em estudo sdo mais ricas em compostos
fendlicos que as de carvalho americano e que em ambos 0s casos as aparas que nao foram sujeitas
a queima sao0 as mais pobres nestes compostos.

PALAVRAS CHAVE: compostos fenolicos, aparas de carvalho.

1- INTRODUCAO
A utilizagdo de aparas de carvalho em enologia € hoje pratica corrente, o que torna
pertinente o estudo da sua composi¢do. Os compostos fenolicos sdo um conjunto de

compostos com propriedades interessantes nomeadamente, propriedades anti-oxidantes
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atribuidas a flavonoides e acidos cinamicos (McDONALD et al., 1998) o que torna o
conhecimento da composi¢do das madeiras usadas em enologia um possivel beneficio
para industria. Por outro lado, sabemos que a composi¢ao das madeiras esta intimamente
relacionada com a espécie botanica e a sua origem, mas sobretudo com os processos de
maturagdo e de queima que a madeira sofre durante o seu processamento. A forma e o
tamanho das aparas vao por seu lado condicionar os processos de extrac¢do dos com-
postos extraiveis da madeira pelo vinho.

O objectivo deste trabalho foi estudar a composi¢do em acidos fendlicos (4cido
galico, siringico e vanilico), aldeidos fendlicos (vanilina, siringaldeido, coniferaldeido
e sinapaldeido) e derivados furanicos (furfural, 5-metilfurfural e 5-hidroximetilfurfural)
em amostras comerciais de aparas de carvalho francés ¢ americano com diferentes ta-

manhos e niveis de queima.

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 — Material
As aparas de madeira utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas por

VDS Enologia (tabela 1).

Tabela 1 — Codigo das amostras de aparas utilizadas

Aparas de carvalho americano Aparas de carvalho francés
Classic Oak Chips, untoasted — Al Classic Oak Chips, untoasted — F1
Toasted Oak Powder — A2 Toasted Oak Powder — F2

Classic Oak Chips, large size, medium toast - A3 Classic Oak Chips, large size, medium toast - F3

Classic Oak Chips, large size, heavy toast — A4 Classic Oak Chips, large size, heavy toast — F4

Um vinho sintético (13,8% etanol, 3,2 g/L acido tartarico) foi engarrafado com
6g/L de cada uma das aparas em estudo, colocado a 20°C durante um més e analisado.

O ensaio foi efectuado em triplicado.

2.2 — Analise por HPLC
2.2.1. Preparacdo das amostras

SLE - as aparas de madeira foram moidas para eliminar o efeito tamanho. Efec-
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tuou-se uma extraccdo solido-liquido (1,5g de cada apara, 10 mL de metanol, 3 horas).
Os extractos foram filtrados antes de serem injectados. As extracgdes foram feitas em
triplicado.

SS-LLE — as amostras de vinho sintético foram extraidas por extrac¢do liquida-
liquida em suporte solido, usando terra de diatomaceas como suporte (NAVE et al.,
2007). Foram feitos cartuchos de 4 g de terra de diatomaceas, nos quais foram adsorvidos
6 mL de amostra. Os compostos fendlicos foram eluidos com sob vacuo com 10 mL
acetato de etilo. As fases organicas foram secas com sulfato de sddio anidro, filtradas e
concentradas num evaporador rotativo (T = 30°C). O residuo obtido foi redissolvido em
1 mL de solugdo metanol/agua (1:1) e filtrado através de um filtro de 0,45 um antes de

serem analisados por HPLC-DAD. As amostras foram preparadas em triplicado.

2.2.2. Condicdes cromatograficas

Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizou-se um cromato-
grafo de fase liquida da Hewllet Packard série 1050 equipado com um loop de 20 pl,
uma bomba quaternaria e um detector de fotodiodos (DAD) da HP série 1100.

A coluna utilizada para a separag¢ao dos compostos fenolicos foi uma RP Superp-
her® 100, C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) (Merck, Alemanha) com précoluna do
mesmo material. Os eluentes utilizados foram: solvente A - dgua/acido acético (98:2
v/v) e solvente B dgua/metanol/acido acético (68:30:2 v/v), com um fluxo de 1 mL/min,
de acordo com o seguinte gradiente para o solvente A: de 95% a 70% (12 min); de 70%
a45% (15 min); de 45% a 23% (6 min); isocratico durante 9 minutos; de 23% a 5% (5
min); de 5% a 0% (3 min); isocratico durante 5 minutos. A detec¢ao dos compostos foi
feita a 280, 254 e 320 nm. Os compostos fenolicos foram identificados por comparagao
dos tempos de retengdo com solugdes padrao e quantificados utilizando rectas de cali-

bragdo. Os parametros de calibragdo estdo na tabela 2.
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Tabela 2 — Pardmetros de calibragido

Composto TR + DP A (nm) equacio r’
(min)

Acido galico 6,45+ 0,01 280 y=20,914x-19,951 0,999
Furfural 14,20 £ 0,27 280 y=151,19x-27,452 0,999
Acido vanilico 2529+0,21 254 y=28,333x-1,493 0,999
5-metilfurfural 28,16 = 1,31 280 y=61,76x-7,0062 1

Acido siringico+ vanilina 31,05+ 1,51 280 y=32,313x-3,5718 0,999
Seringaldeido 38,17+0,21 320 y=29,108x-0,8375 0,999
Coniferaldeido 47,97 + 0,39 320 y=49,119x-2,9552 0,999
Sinapaldeido 51,14 +0,39 320 y=35,772x-4,9892 0,999
Acido elagico 69,34 + 1,81 254 y=175,54x-251,73 0,998

2.3. Analise estatistica
Foi efectuada uma analise de varidncia com teste de comparagio de médias de
Tukey, a 95% de confianga, usando o SPSS 13.0.

3 - RESULTADOS E DISCUSAO

Nas tabelas 3 e 4 apresentam-se os resultados obtidos para as amostras das dife-
rentes aparas de carvalho em estudo. Da sua observacao ressalta que o total de compostos
fenolico € maior nas aparas de carvalho francés do que nas aparas de carvalho americano,
e em ambos 0s casos as aparas nio sujeitas a queima sao claramente mais pobres nestes
compostos fenolicos.

De entre os acidos fendlicos o acido galico e o acido elagico sdo muito abundantes.
O acido galico apresenta o valor mais elevado nas aparas sujeitas a tosta média, o que
pode significar que a temperaturas mais elevadas ele ¢ degradado, chegando a apresentar
valores inferiores aos das aparas nio sujeitas a queima (GIMENEZ-MARTINEZ et al.,
1996). O 4cido elagico provém da degradacdo dos elagitaninos durante o tratamento tér-
mico e da hidrodlise dos elagitaninos durante o processo de maturagao da madeira
(PUECH et al., 1989), o que ajuda a explicar os elevados teores encontrados nas aparas
ndo sujeitas a queima. As aparas de carvalho francés sdo mais ricas que as de carvalho

americano em acido elagico.
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A presenga de aldeidos furanicos esta relacionada com a termodegradagdo dos
acucares. Os nossos resultados mostram que as aparas de carvalho francés sdo mais ricas
que as de carvalho americano em aldeidos furanicos. Nas madeiras nao sujeitas a queima
os teores de furfural, 5-metilfurfural (NABETA et al., 1986) e 5-hidroximetilfurfural
(MASSON et al., 2000) sao geralmente baixos. O nivel de queima afecta o teor destes
compostos, verificando-se que o teor em furfural aumenta com a intensidade da tosta e
o 5-hidroximetilfurfural apresenta o valor mais elevado no nivel de tosta médio, quer
nas aparas de carvalho francés quer nas de carvalho americano.

As aparas de carvalho ndo sujeitas a tosta apresentam teores baixos de aldeidos
fenodlicos, o que esta de acordo com resultados ja publicados (MARCO et al., 1994,
CANAS, 2003). O processo de queima a que as aparas sao sujeitas origina um aumento
do teor destes compostos, mas os aldeidos fendlicos também podem ser termodegradados
em acidos fendlicos e fendis volateis (CHATONNET, 1995) o que pode explicar as flu-
tuagdes encontradas, nas nossas amostras. Alguns autores referem que os aldeidos fe-
nolicos apresentam teores maximos nos niveis médios de queima (CHATONNET et al.,
1989) enquanto outros autores afirmam que o seu teor aumenta com o nivel de queima
(ARTAJONA, 1991).

Table 3 — Compostos fendlicos (mg/100g) das aparas de Carvalho Americano

Composto Al A2 A3 A4
Acido galico 3591*+ 4,16 48,83+ 2,05 107,04+ 6,27 54,10°"+ 3,34
Acido vanilico 2,512 0,83 10,01+ 1,89 7,61°+ 0,33 11,03 1,59
Acido siringico+ vanilina 6,96+ 3,08 52,28 2,04 47,820+ 11,21 62,84+ 3,41
Acido elagico 90,66+ 15,94 17,515+ 2,98 172,384£12,85 126,83+ 3,90
5-OH-metilfurfural® 0,53+ 0,18 6,20+ 1,34 13,16% 2,55 6,09+ 0,25
S-metil-furfural 1,13+ 0,36 1,84+ 0,10 2,60°+ 0,43 7,35+ 0,42
Furfural 1,13+ 0,08 7,87+ 0,77 12,23£ 4,12 25,58+ 1,07
Seringaldeido 4,21+ 0,36 65,61+ 2,33 18,97+ 0,97 65,79+ 3,67
coniferaldeido 1,314+ 0,27 69,87+ 1,94 29,77+ 1,15 95,324+ 5,39
sinapaldeido 3,26 1,01 188,84+ 5,50 35,26+ 1,14 194,54+ 10,95
Total 147,62 568,85 446,84 647,46

Letras diferentes na linha significam diferengas significativas a p<0,05. * significa di-
ferengas significativas na comparagdo de médias entre aparas americanas e francesas

para 0 mesmo composto (p<0,05)

® quantificado como 5-metil-furfural
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Table 4 — Compostos fenodlicos (mg/100g) das aparas de Carvalho Francés

Composto F1 F2 F3 F4
Acido galico 69,68+ 2,19 62,020+ 13,06 195,96+ 2,48 19,16+ 1,50
Acido vanilico 4,97+ 0,60 10,62+ 1,91 6,72+ 2,06 15,24 1,02
Acido siringico+ vanilina 12,64+ 0,85 68,02+ 11,65 69,98+ 3,31 76,26+ 3,14
Acido elagico 126,16% 10,06 145,83% 19,90 212,52+ 4,85 319,674+20,67
5-OH-metilfurfural® 4,79+ 0,51 7,75+ 2,01 23,10% 1,10 8,41+ 0,71
5-metil-furfural 1,954 0,23 8,30+ 2,20 16,06+ 1,01 10,39+ 2,21
Furfural 3,82+ 0,40 8,69+ 1,04 25,95 1,55 32,30% 0,49
Seringaldeido 4,77+ 0,43 81,854 15,79 36,30+ 0,46 209,96+ 4,14
coniferaldeido 0,93 0,11 80,27+ 10,69 85,03 2,04 42,19°+ 4,03
sinapaldeido 2,03+ 0,18 222,03%427,74 148,19°+ 3,22 179,48+ 5,40
Total 231,75 695,37 819,77 913,06

Letras diferentes na linha significam diferencas significativas a p<0,05. * signi-
fica diferencgas significativas na comparagdo de médias entre aparas americanas e

francesas para o mesmo composto (p<0,05)

Tabela 5 — Compostos fendlicos (mg/L) na solugdo modelo com aparas de Carvalho Americano.

Composto Al A2 A3 A4
Acido galico 1.68+0.76 1.10+0.11 1.53*"+0.93 1.1840.24
Acido vanilico 0.12%+0.08 0.33*"+0.03 0.20%+ 0.09 0.33*"+ 0.49
Acido siringico+ vanilina  0.36%+ 0.04 1.64°+0.27 0.67'+ 0.06 1.57°"+0.16
Acido elagico nd 0.37 0.06 nd 0.324"+0.11
5-OH-metil-furfural® 0.05+0.01 0.25°+0.02 0.16""+ 0.04 0.22°"+0.01
Seringaldeido 0.19%+0.08 2.69°+0.43 0.65+0.19 2.23%"+0.15
coniferaldeido 0.09%+ 0.02 2.10°+0.35 0.61"+ 0.23 2.06"+0.16
sinapaldeido 0.19%+0.08 5.24*"+0.96 0.74%+ 0.37 4.14°+0.87
total 2,68 13,72 4,56 12,05

Letras diferentes na linha significam diferencas significativas a p<0,05. * signi-
fica diferencgas significativas na comparagdo de médias entre aparas americanas e

francesas para o mesmo composto (p<0,05)

® quantificado como 5-metil-furfural
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Tabela 6 — Compostos fendlicos (mg/L) na solugdo modelo com aparas de Carvalho Francés

Composto F1 F2 F3 F4
Acido galico 1.49%+ 0.35 1.57+0.35 3.63%+0.26 0.50°+ 0.87
Acido vanilico 0.19% 0.08 0.58% 0.05 0.29%+ 0.02 0.38%+ 0.04
Acido siringico+ vanilina ~ 0.41% 0.08 1.84°+0.13 0.99+0.18 2.32°+£0.13
Acido elagico nd 0.36+ 0.01 nd 0.72°+ 0.08
5-OH-metil-furfural® 0.05%+ 0.00 0.23*+0.01 0.44°+ 0.04 0.31°+0.01
Seringaldeido 0.18+0.01 3.19°+ 0.06 1.19+0.13 5.774 0.67
coniferaldeido 0.08% 0.01 2.76°+ 0.06 2.620+0.18 1.17%0.21
sinapaldeido 0.16% 0.06 7.06%+ 0.29 4.04°+ 0.22 4.49%+0.76
total 2,56 17,77 13,20 15,66

Letras diferentes na linha significam diferengas significativas a p<0,05. * signi-
fica diferencas significativas na comparacdo de médias entre aparas americanas e
francesas para o mesmo composto (p<0,05)

Nas tabelas 5 e 6 apresentam-se os valores obtidos para os diferentes compostos
fenolicos doseados nas diferentes amostras de vinhos sintético. As solugdes modelo con-
tendo aparas de carvalho francés apresentam um total de compostos fenolicos mais ele-
vado do que as solugdes modelo contendo aparas de carvalho americano. Em ambos os
casos os teores de compostos fenolicos extraidos das aparas para as solugdes modelo
aumentam com o nivel de tosta, de acordo com os resultados anteriormente apresentados.
O ensaio realizado com as aparas de carvalho americano tosta média apresenta os valores
mais baixos, ndo considerando os ensaios realizados com as aparas ndo sujeitas a tosta.
Os teores elevados de compostos fenodlicos obtidos no ensaio com as aparas A2 e F2
estdo provavelmente relacionados com a dimensao das mesmas, uma vez que eram as
Unicas que se apresentavam na forma de po.

O resultado mais saliente sdo os baixos teores de acido eldgico encontrados nas
solugdes modelo

4 - CONCLUSOES

As aparas de carvalho francés apresentam-se genericamente mais ricas em com-
postos fendlicos do que as aparas de carvalho americano, salientando-se os teores ele-
vados de acido elagico que as primeiras apresentam. De entre as amostras estudadas as
aparas mais pobres s30 as que ndo foram sujeitas a queima apresentando porém teores
consideravelmente elevados de acido galico e de acido elagico.

) quantificado como 5-metil-furfural

107



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page w@

Embora de forma genérica se possa afirmar que o aumento do nivel de queima
favorece a formagao de acidos e aldeidos fendlicos e de derivados furanicos, para alguns
compostos ¢ notdrio que quando o nivel de queima aumenta o seu teor diminui, o que
pode estar relacionado com processos de termodegradacao.

Os resultados obtidos com o ensaio efectuado com as solugdes modelo sao con-
sistentes, com os resultados obtidos para as aparas salientando-se o facto de que as amos-
tras em po A2 e F2 potenciarem a extrac¢ao dos compostos pela solugdo modelo. Estes
resultados demonstram a importancia de se conhecerem melhor a cinética de extrac¢do
dos compostos existentes nas madeiras de carvalho na forma de aparas, utilizadas em
enologia.
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ESTUDO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE
ALGUMAS CASTAS TINTAS DA REGIAO DO DAO E
SUA RELACAO COM A COMPOSICAO FENOLICA

Anténio M. JORDAO **; Sylvie SIMOES %, Fernando J. GONCALVES 2;
Ana C. CORREIA?2

RESUMO

O presente trabalho teve por objectivo estudar a actividade antioxidante nas diferentes frac¢des do
bago de uva (pelicula, polpa e grainha) de algumas castas tintas produzidas na regido do Dao (Jaen,
Touriga Nacional e Tinta Roriz). Para tal, procedeu-se inicialmente a um estudo comparativo de
diferentes metodologias de extracgdo para a obtengao de extractos. Nas diferentes fracgdes do bago
de uva, avaliou-se a actividade antioxidante total e estabeleceram-se correlagdes com a respectiva
composicao fenolica. Das varias combinagdes de solventes utilizados constatou-se a obtengdo de
valores mais elevados de actividade antioxidante nos extractos obtidos a partir de maceragdes su-
cessivas com metanol e acetona. Para todas as castas objecto de estudo, obtiveram-se valores mais
elevados de actividade antioxidante nas grainhas, seguindo-se as peliculas e por ultimo a polpa.
Ao mesmo tempo obtiveram-se valores de actividade antioxidante similares, nas peliculas em todas
as castas estudadas. Porem, considerando a globalidade do bago de uva, foi na casta Zinta Roriz
onde se obtiveram valores da actividade antioxidante mais elevados. Foram ainda obtidas correla-
¢oes elevadas entre a actividade antioxidante e os teores em taninos totais quantificados nas 3 castas
estudadas.

Palavras-chave: Actividade antioxidante, composicao fenolica, extrac¢ao, uvas.

1-INTRODUCAO
Aos compostos fenolicos estdo associados um conjunto de beneficios importantes
sobre a saude humana, nomeadamente, contribuindo para a reducdo dos riscos de arte-

riosclerose, de doengas coronarias, na prevengdo da oxidagdo das liproteinas de baixa

! Centro de Estudos em Educag@o, Tecnologias e Saude do Instituto Politécnico de Viseu, Campus
Politécnico, 3504-510 Viseu, Portugal.

@ Escola Superior Agraria de Viseu, Departamento das Industrias Alimentares, Estrada de Nelas,
Quinta da Alagoa, Ranhados, 3500-606 Viseu, Portugal. * E-mail: antoniojordao@esav.ipv.pt
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densidade, assim como para o decréscimo de patologicas de origem cancerigena (FRAN-
KEL et al. 1993; TAPIERO et al. 2002). Varios trabalhos tém evidenciado a existéncia
de uma elevada relagdo entre os varios compostos fenolicos e a capacidade antioxidante
presente nas uvas e nos vinhos (YILMAZ e TOLEDO 2004; ORAK 2007).

Os teores ¢ o tipo de compostos fendlicos, assim como a actividade antioxidante
associada, existente nos vinhos, ¢ influenciada por varios factores, como sejam: o tipo
de casta, as condigdes edafoclimaticas, as técnicas viticolas e 0s processos envolvidos
na elaboragdo dos vinhos, nomeadamente, ao nivel das técnicas de vinificagdo, de cla-
rificacdo e das condigdes e tipo de conservagdo utilizadas (FAITOVA et al. 2004;
PEREZ-MAGARINO e GONZALEZ-SAN-JOSE 2006; CORREIA et al. 2007; GON-
CALVES e JORDAO 2009 a; 2009 b).

Nos ultimos anos varios trabalhos tém sido efectuados com o objectivo de avaliar
a actividade antioxidante das uvas, ndo s6 em paises com grande actividade vitivinicola
(MUNOZ-ESPADA et al. 2004) como também, em paises com um menor impacto desta
actividade economica (POUDEL et al. 2008). No entanto, no caso de Portugal, o estudo
do potencial antioxidante existente nas nossas castas, tem até ao presente, sido ainda
bastante limitado. A avaliagdo da actividade antioxidante das uvas, podera ser mais uma
importante informacao, quando se pretende obter vinhos com elevada longevidade e ‘re-
sisténcia’ aos fenomenos oxidativos. Assim, enquadrado num trabalho mais amplo que
tem por objectivo avaliar a actividade antioxidante das uvas e dos vinhos elaborados a
partir das principais castas tintas utilizadas na regido do Dio, o presente trabalho teve
os seguintes 2 objectivos: efectuar um estudo comparativo de varias metodologias de
preparacdo das amostras com vista a obtencdo de extractos e ainda avaliar a actividade
antioxidante de 3 castas tintas e simultaneamente relaciona-la com a composi¢@o fend-

lica.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas uvas das castas, Touriga Nacional, Tinta Roriz e Jaen, prove-
nientes de uma vinha da regido do D3o, tendo sido colhidas amostras de 100 bagos (em
triplicado) a maturagao tecnologica no ano de 2008. Efectuou-se uma analise compara-

tiva de varios métodos de extracg¢do de compostos fendlicos, com vista a posterior de-
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terminagdo da actividade antioxidante para cada uma das fracgdes do bago de uva. Os
procedimentos resumidos de cada um dos métodos de extrac¢do sdo apresentados no

Quadro 1.

Quadro 1 — Métodos estudados (solventes e tempos de extracgdo) para a obtencdo de extractos para a determi-

nagdo da actividade antioxidante nas uvas.

BOURZEIX et al. (1986) SUN et al. (1996) FERREIRA et al. (2002) FERREIRA et al. (2002)

Método M1 Método M2 Método M3 Método M4
Metanol/Agua (80/20) Metanol/Agua (80/20) n-Hexano Acetona/Agua (60/40)
4 horas 3 horas 15 minutos 1 hora

Metanol/Agua (50/50) Acetona/Agua (75/25) Metanol/Ac. acético

4 horas 3 horas (98/2) -

15 minutos -

Agua — - —

4 horas - - -
Acetona/Agua (75/25) - _ _
1 hora — - _

Para a determinagdo da actividade antioxidante total dos extractos obtidos a partir
das uvas, recorreu-se a 2 métodos, DPPH e ABTS, seguindo as condigdes descritas por
BRAND-WILLIAMS et al. (1995) e RE et al. (1999), respectivamente. Efectuou-se
ainda uma analise de variancia, através da utilizagdo do teste LSD com o objectivo de
comparar os valores médios obtidos (nivel de significancia de 5%), tendo-se para tal re-

corrido o programa SPSS (versao 11.0).
3 - APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Na Figura 1, apresentam-se os valores da actividade antioxidante na pelicula,

polpa e grainha da casta Jaen, de acordo como os métodos de extracgdo estudados.
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Figura 1 — Valores da actividade antioxidante (métodos DPPH e ABTS) nas peliculas, polpa e grainhas da casta
Jaen, em fungio das varias metodologias de extracgdo estudadas (legenda ver quadro 1). * Valores médios (3 re-

peti¢des) com a mesma letra/tamanho ndo sdo significativamente diferentes.
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Verificou-se que para todas as frac¢des do bago de uva, e para os dois métodos de de-
terminagdo da actividade antioxidante utilizados, a metodologia de extrac¢do baseada
em maceragdes sucessivas com metanol e acetona (método M2), tendo por base as con-
dicdes descritas por SUN et al. (1996), foi a que permitiu a quantificacdo de valores da
actividade antioxidante significativamente mais elevados (Figura 1). Assim, tendo por
base estes resultados, podemos considerar que entre os métodos analisados, o método
M2 foi 0 que permitiu obter uma maior extrac¢do de compostos fendlicos e consequen-
temente a quantificagdo de valores mais elevados de actividade antioxidante.

Por outro lado, os valores mais elevados de actividade antioxidante foram obtidos
quando se recorreu ao método ABTS em detrimento do método DPPH. Esta concluséo
esta de acordo com resultados obtidos anteriormente em vinhos por OLIVEIRA et al.
(2008). De acordo com ARTS et al. (2003), os valores da actividade antioxidante variam
de acordo com o método utilizado, visto que cada método apresenta uma afinidade di-
ferente em funcdo dos compostos fendlicos presentes no meio. Ainda de acordo com
estes autores, existe uma maior afinidade por parte do método ABTS, na determinagio
da actividade antioxidante das uvas.

A figura 2 apresenta os valores de actividade antioxidante para diferentes frac¢des do
bago de uva das castas Touriga Nacional, Tinta Roriz e Jaen, & maturagdo tecnologica,
recorrendo ao método de extraccdo M2. Pela analise da figura, constata-se que nao foram
obtidos valores significativamente diferentes de actividade antioxidante no caso das pe-
liculas, entre as trés castas objecto de estudo. No caso da polpa, obtiveram-se valores
significativamente mais elevados nas castas Tinta Roriz e Jaen, enquanto que nas grai-
nhas foi a casta Tinta Roriz aquela que apresentou valores mais elevados, seguindo-se a
Touriga Nacional € o Jaen.

Relativamente a actividade antioxidante nas diferentes frac¢cdes do bago, foram nas grai-
nhas que se obtiveram os valores mais elevados (de 198.5 a 445.1 pmol trolox/g grainha,
método ABTS), seguindo-se a pelicula (72.0 a 80.7 umol trolox/g pelicula, método
ABTS) e por ultimo a polpa (1.6 a 3.1 umol trolox/g polpa, método ABTS). Esta ten-
déncia foi observada em todas as castas objecto de estudo e independentemente do mé-
todo de determinagdo da actividade antioxidante utilizado. Esta distribuigdo esta

associada ao facto de serem nas grainhas, onde se encontram os valores mais elevados
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de compostos fenolicos comparativamente as restantes fracgdes de bago de uva. Segundo
ESCRIBANO-BAILON et al. (1992), a presenca de valores mais elevados das formas
monoméricas e olgoméricas das procianidinas nas grainhas comparativamente aos va-
lores existentes nas peliculas, justifica a diferenca de valores da actividade antioxidante
nesta frac¢do do bago de uva. Saliente-se no entanto, o facto de alguns autores terem
encontrado em algumas castas, valores mais elevados de actividade antioxidante nas pe-
liculas, comparativamente aos valores doseados nas grainhas, sendo esta diferenga ex-
plicada talvez pelo facto de algumas das castas estudadas apresentarem elevados
contetidos em antocianas totais, fenois totais e flavonois totais nas peliculas (POUDEL
et al. 2008). Ainda segundo GUENDEZ et al. (2005), ¢ a procianidina B1 presente nas
grainhas, que ¢ atribuido um maior peso na actividade antioxidante quantificada geral-

mente nas grainhas.
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Figura 2 — Valores médios da actividade antioxidante total para as varias partes do bago de uva a maturagao tec-
nologica, nas 3 castas tintas estudadas utilizando dois métodos (ABTS e DPPH). * Valores médios (3 repeti¢des)

com a mesma letra/tamanho ndo sdo significativamente diferentes.
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Os valores da actividade antioxidante quantificada no total do bago de uva (Qua-
dro 2), apontam para a casta 7inta Roriz, como aquela que apresenta os valores signifi-
cativamente mais elevados, seguida da casta Touriga Nacional ¢ Jaen. Os estudos
publicados sobre a actividade antioxidante em varias castas de diversos paises, apresen-
tam no geral uma grande variabilidade de valores, sendo normalmente a casta, um dos
factores que mais influencia os valores da actividade antioxidante (BOZAN et al. 2008;
POUDEL et al. 2008).

Quadro 2 — Valores médios da actividade antioxidante total considerando o somatorio das 3 fracgdes do bago de

uva, nas 3 castas estudadas.

Antividade antioxidante

(umol trolox/g bago) Touriga Nacional Tinta Roriz Jaen
Meétodo ABTS 320.54" (£11,9) 520.18 (+20,7) 282.3€ (+26,3)
Meétodo DPPH 107.94 (£2,9) 196.5" (+6,0) 92.8€ (£5,9)

No Quadro 3, sdo apresentados os valores médios obtidos ao nivel da composi¢ao
fendlica geral das castas estudadas. No geral, os valores obtidos foram similares, tendo
no entanto a casta 7inta Roriz, apresentado os valores médios mais elevados em termos

dos teores em taninos totais (113.8 mg/L) e do indice de polifendis totais (60.7).

Quadro 3 — Valores médios da composigao fenolica geral a maturagao, nas 3 castas estudadas.

Touriga Nacional Tinta Roriz Jaen
Antocianas totais (mg/100g bagos) 112.54" (£2,7) 87.88 (+2,1) 120.7% (£6.1)
Taninos totais (mg/100g bagos) 73.6" (+£8,0) 113.88 (£3,1) 72.24 (£3,0)
Indice de Polifendis totais (d.0.x100) 4544 (£3,6) 60.7% (£2,1) 59.1B (+4,5)

A actividade antioxidante presente nas uvas e vinhos esta intimamente associada
aos teores em compostos fenolicos existentes. De uma forma geral, existem elevadas

correlagdes entre os teores em compostos fendlicos e a actividade antioxidante existente

* Valores médios (3 repetigdes) seguidos da mesma letra para a mesma linha nao sdo significati-
vamente diferentes.
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nas uvas. No entanto, as correlagdes nao sao independentes do tipo de compostos fend-
licos que se estejam a considerar. Assim, enquanto que alguns autores apresentam ele-
vadas correlagdes entre a actividade antioxidante e os teores em antocianas totais (KALT
et al. 1999), outros referem que a actividade antioxidante estd mais associada ao con-
tetido global dos teores em compostos fenolicos existentes, do que a um grupo de com-
postos fenolicos em particular, como ¢ o caso das antocianas (ARNOUS et al. 2002;
ORAK et al. 2007). Exemplo desta segunda situagao ¢ apresentado por exemplo na casta
Gewiirtztraiminer, por ORAK et al. (2007). Assim, embora esta casta apresente baixos
valores de antocianas, verifica-se uma elevada riqueza em outros compostos fendlicos,
o que se traduz consequentemente em valores elevados de actividade antioxidante. Pela
analise do Quadro 4, ¢ possivel verificar elevas correlagdes entre a actividade antioxi-
dante e os teores em taninos totais ¢ o indice de polifenois totais. Estes resultados, estao
de acordo com os valores obtidos por outros autores em uvas e vinhos (ARNOUS et al.
2002; KALLITHRAKA et al. 2005; ORAK et al. 2007).

Quadro 4 — Coeficientes de correlagdo total entre a actividade antioxidante nas diferentes frac¢des do bago de

uva e a composigao fenolica quantificada nas 3 castas estudadas.

Coeficientes de correlagio (R?)

Métodos
Parametros ABTS DPPH
Antocianas totais 0.34 0.40
Taninos totais 0.72 0.70
Indice Polifenois totais 0.61 0.62

4 - CONCLUSOES

Considerando as 3 castas tintas estudadas, verificou-se que no geral a excepgdo das grai-
nhas (onde se quantificaram os valores mais elevados), todas as castas objecto de estudo
evidenciaram valores proximos de actividade antioxidante total em particular nas peli-
culas. Porem, ao se considerar o total dos valores da actividade antioxidante quantificado
nas trés fac¢des do bago de uva, os resultados apontam para que seja a casta Tinta Roriz
a que apresenta valores finais mais elevados de actividade antioxidante relativamente

as restantes castas estudas.
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Os resultados contribuem para aprofundar o conhecimento do potencial antioxidante
das 3 castas estudadas, e como tal fornecer mais informagao que podera ser utilizada no
processo de vinificagdo destas castas, nomeadamente ao nivel das opgdes a tomar du-
rante o processo de macerag@o, com vista a produgdo de vinhos com maior capacidade

antioxidante.
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COMPOSTOS FENOLICOS OBTIDOS DE UVAS SECAS
EM CAMARA COM TEMPERATURA CONTROLADA
DA CASTA PEDRO XIMENEZ

Maria P. SERRATOSA'; Ana MARQUEZ'; Azahara LOPEZ-TOLEDANO!;
Julieta MERIDA'; Manuel MEDINA!

RESUMO

Foi estudada a secagem das uvas de cv. Pedro Ximenez numa camara com temperatura controlada
entre 40°C e 50°C. Comparada com a secagem tradicional ao sol, a 50° C a camara de secagem
reduz o tempo de secagem em cerca de 40%. As alteragdes nos compostos fenolicos também foram
estudadas durante o processo. Na auséncia de reacgdes a secagem deve aumentar a concentragao
de todos os compostos devido ao efeito de evaporagdo de dgua a partir das uvas. Contudo, alguns
fendis podem estar presentes em diferentes tipos de reac¢des incluindo as reacgdes de escurecimento
ndo enzimaticas e/ou autoxidagdo e reacgdes de oxidacdo enzimatica envolvendo polifenoloxidades
ou peroxidases e hidrolises. Por conseguinte, as concentragdes finais de alguns compostos fendlicos
representam um equilibrio entre ganhos e perdas. Geralmente, os compostos fenolicos aumentam
as suas concentragdes durante o processo de secagem, contudo estes aumentos foram inferiores ou
superiores ao esperado, como resultado do efeito da reacgdo particular de cada composto.

Palavras chave: compostos fendlicos, vinhos doces, secagem.

1-INTRODUCAO

Os vinhos doces de Pedro Ximenez produzidos no sul de Espanha tém esta de-
signacdo porque sao obtidos a partir de uvas com o mesmo nome. Para o processo de
producao, as uvas sao desidratadas ao sol para atingirem concentragdes de agticar pro-
ximas de 450 g/L, produzindo vinhos extremamente doces. A secagem tradicional por
exposi¢do ao sol ¢ um método que ndo requer muito equipamento, embora o custo de
producdo para a colocag@o das uvas e para a operacdo de viragem periddica destas seja
mais elevado. Contudo, este método depende muito das condigdes climatéricas de cada

ano, que também afectam a duracao especifica do processo. As uvas secas através deste

! Dpto. Quimica Agricola y Edafologia. Edificio Marie Curie. Campus de Rabanales. Crta. N-IVa,
Km 396. 14014 Cérdoba. e-mail: vitenol@uco.es
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processo estao sujeitas a riscos de deterioragdo, resultantes principalmente da contami-
nag¢do por insectos, danos fisicos provocados pela chuva, deterioragdo da cor devido a
radiacdo solar intensa e o desenvolvimento de fungos produtores de toxinas. Recente-
mente foram desenvolvidos varios sistemas mecanicos de secagem (Pangavhane et al.,
2002).

A substitui¢do tecnoldgica do processo tradicional de secagem das uvas Pedro Xi-
menez ao sol, pelo processo de secagem em camaras em condi¢des controladas reve-
lou-se vantajosa. O processo de secagem ndo estaria dependente das condigdes
climaticas de cada ano, sendo possivel escolher a temperatura e grau de humidade nas
camaras para minimizar a formag¢ao de OTA (ocratoxina). Além disso, este método ¢
mais rapido e reduz o tempo de secagem, porque mantém uma temperatura constante
ao longo de todo o processo. Contudo, a alteracdo no processo de secagem das uvas
deve considerar a grande aceitacdo dos vinhos doces de Pedro Ximenez obtidos a partir
de uvas desidratas ao sol, com uma produgdo anual completamente esgotada antes de
sair para o mercado.

Este trabalho estuda a influéncia da temperatura na percentagem de secagem das
uvas cv. Pedro Ximenez em camaras sob condi¢des controladas, assim como as altera-

¢des nos compostos fenolicos durante o processo de transformagido em passas das uvas.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Delineamento experimental de secagem

As uvas de Pedro Ximenez foram vindimadas na regido de Montilla-Moriles (Sul
de Espanha). Na investigagdo foram distribuidos uniformemente dois lotes de uvas com
6 kg cada (14 Kg/m?) numa tnica camada e secos numa cdmara a uma temperatura de
40 e 50°C respectivamente. A investigacao foi efectuada em triplicado para cada tem-
peratura. As amostras foram recolhidas periodicamente e foi medida a perda de peso
das uvas. A concentrag@o de agticares redutores (medido em °Brix) foi utilizada como
critério de monitorizagdo do processo. A secagem foi concluida quando a concentracdo

de acucar atingiu cerca de 450 g/L.
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No laboratorio, as uvas foram esmagadas e posteriormente prensadas numa prensa
vertical semelhante as utilizadas a nivel industrial. A pressdo méaxima atingida em cada
ciclo de prensagem foi de 300 bar, e cada lote de uvas foi prensado em trés ciclos. Os
mostos obtidos foram centrifugados a 3000 rpm e submetidos a determinagdes diferen-

tes.

2.2 — Extraccao de compostos fenolicos

Um volume de mosto de 25 mL foi ajustado ao pH 7 com 0.1M NaOH. A amostra
foi passada por um cartucho Sep-Pak C18, com 900 mg de enchimento (Long Body
Sep-Pak Plus; Waters Associates; Milford, Massachusetts) que foi previamente activado
com 8 mL de metanol e lavado com agua destilada, que foi ajustado ao pH 7 com NaOH
(Jaworski and Lee, 1987). O cartucho foi diluido em 8 mL de 4gua com pH 7. Este vo-
lume, além do volume obtido como resultado da passagem da amostra previamente a
dilui¢do, foi utilizado para determinag@o da frac¢do de acidos fenolicos. Apods o pré
acondicionamento do cartucho com 2 mL de agua com pH2, a fracgdo flavon-3-ol foi
diluida em 8 mL de 16% acetonitrilo em dgua com pH 2 (Oszmianski et al., 1988). A
fracg@o de flavonol foi diluida em 10 mL de metanol. Estas trés frac¢des recolhidas
foram concentradas e passadas por um filtro de 0.45 pm de tamanho dos poros para in-

jeccdo num instrumento Spectra-Physics (San Jose, CA) P4000 HPLC.

2.3 — Identificacio e analise por HPLC

A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada por comparagdo com os
tempos de retencdo dos padroes e espectros de UV obtidos por HPLC Dyode Array
(Spectra-Physics UV6000LP) e calculo dos indices de absor¢ao de UV apds coinjecgao
das amostras e dos padrdes (Lopez-Toledano et al., 2007). A identificagao dos compostos
foi confirmada pela analise HPLC/ESI-MS (TermoQuest Finnigan AQA espectrometro
de massa quadropular. As normas comerciais foram adquiridas em Sigma-Aldrich Chem.
Co. (Madrid, Espanha) e Extrasintese Co. (Genay, Franga). Os acidos caftarico e cutarico
foram isolados pelo método descrito por Singleton et al. (1998). Os valores de pureza
foram de 95-99%. Cada composto foi quantificado por comparagdo com a curva de ca-
libragdo obtida com o valor comercial correspondente, a excepgdo do acido caftarico e

do feftarico que foram quantificados como cafeico, p-cumarico e fertlico respectiva-
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mente ¢ as procianidinas que foram quantificadas como catequinas. As analises foram
efectuadas numa coluna LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4.6 mm, 5-um tamanho
das particulas) utilizando 2% de acido formico aquoso ¢ acetonitrila como fase movel
do fluxo volumétrico de 1mL/min e detec¢do a 280 nm (4cidos fenolicos e fracgdes de
flavon-3-ol), 315 nm (ésteres de acido hidrocindmico) e 360 nm (flavondis). As fases
de dilui¢do foram as seguintes: diluigdo gradiente entre 5 a 10% CH3CN em 25 min,
dilui¢do gradiente acima de 20% CH3CN em 10 min, diluigdo gradiente acima de 30%
CH3CN em 10 min, diluigdo gradiente acima de 100% CH3CN em 15 min e diluigdo

isocratica durante 10 min.

3 - RESULTADOS E DISCUSAO
As uvas de Pedro Ximenez utilizadas nesta investigacdo tinham uma concentragao
inicial de agucares redutores de 190 g/L. A figura 1 mostra as curvas de secagem das

uvas nas temperaturas estudadas. As curvas representam a concentragcdo de humidade
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Figure 1 - Dnang curves of grapes dned ot 40 and 30 °C
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(Kg HyO/Kg sélido, seco) versus tempo de secagem. Como esperado, a taxa de secagem
foi maior na temperatura mais elevada. A concentragdo de humidade final das uvas foi
de 0.73 Kg agua/Kg solido seco a 40 °C e 0.53 kg agua/Kg solido seco a 50° C. Neste
ponto, as concentragdes de agucares redutores foram de 420 g/L e 4353 g/La40°Ce
50 °C respectivamente, os valores aumentaram devido ao factor 2.1 na temperatura an-
terior e 2.3 nesta ultima. Este aumento da concentragdo de agticares pode ser utilizado
como referéncia do processo de concentracdo provocado pela perda de agua.

Durante o processo de secagem, na auséncia de reac¢des, as concentragdes de
compostos fendlicos podem aumentar por efeito da evaporacao de agua a partir das uvas.
Contudo, alguns fenois podem estar presentes em diferentes tipos de reacgdes incluindo
acastanhamento ndo enzimatico (reac¢des de Maillard e/ou autooxidagdo) e oxidacao
enzimatica envolvendo oxidases polifenolicas ou peroxidades (Macheix et al., 1991).
E também conhecido que alguns derivados flavan-3-ol com elevado peso molecular
podem ser hidrolizados em compostos fendlicos com baixo peso molecular (Timberlake
and Bridle, 1976; Haslam, 1980; Dallas ez al., 1995 y 2003). A figura 2 mostra as alte-
racdes em dcidos fendlicos (mg/L) durante o processo de secagem a 40 e 50°C. O 4cido
gdlico foi o tnico 4cido quantificado pois os outros dcidos fendlicos foram inferiores ao

limite de quantificacdo.
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Figure 2 - Changes in gallic acid dunng grape-drying at 40 and 30 *C
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A concentracio inicial de dcido gélico era de 2.33 mg/L, no final do processo a
40°C este valor aumentou para 7.24 mg/L, enquanto a 50°C atingiu 10.2 mg/L multipli-
cando a concentracdo deste dcido por 3.11 e 4.38 respectivamente. Em ambos os casos
o aumento da concentracdo foi superior ao correspondente ocorrido nos agticares, como
resultado da perda de dgua, o que sugere um aumento adicional deste composto como
resultado da hidrdlise dos compostos que o contenham.

A figura 3 mostra as alteragdes na concentracao de ésteres de acidos hidrocina-
micos durante o processo de secagem a 40 ¢ 50°C. Como se pode observar, a 40°C cis
isomeros de acidos cutarico e caftarico ndo foram detectados, enquanto a 50°C todos os
isomeros foram detectados. Em geral, os compostos encontrados em concentragdes ele-
vadas eram trans isomeros de acido caftarico, que atingiu valores de 2 mg/L em ambas
as temperaturas. Nenhum dos compostos acima mencionados aumentou a concentragao
em valores comparaveis aos do agucar. No final do processo a maioria dos compostos
foram encontrados em maiores concentragdes a 40° C do que a 50° C, mostrando que a

temperatura elevada favorece a sua degradagéo.
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A Figura 4 mostra as alteragdes nos derivados de flavan-3-ol durante o processo de se-
cagem a 40 e 50 °C. Como se pode ver pela concentragdo da (+)-catequina aumentou a
40°C, ao passo que a 50 °C diminui. Relativamente a (-)- epicatequina foram observados
aumentos em ambas as temperaturas com comportamento similar, mas sempre com va-
lores superiores a 40 °C.

Os aumentos foram observados em menores propor¢des nestes compostos do que nos
agucares correspondentes, devido a desidratagdo das uvas, o que sugere o seu envolvi-

mento em algumas reac¢des que conduzem a uma redugao das concentragdes.
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Em relagdo as procianidinas, a B1 foi encontrada em ambas as temperaturas numa
concentrag@o superior a de B3. A concentracdo de procianidina B1 aumentou a 40 °C
durante o processo de secagem, atingindo um valor de 6.56 mg/L. Este valor foi inferior
ao esperado devido ao efeito da concentragdo. A 50 °C a concentragio final foi ligeira-

mente maior do que a 40 °C, 6.67 mg/L.
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A concentragdo de procianidina B3 em ambas as temperaturas mostrou um au-
mento gradual durante o periodo de tempo em que foi estudada, sempre com concentra-
¢des superiores a 50 °C. A concentracdo inicial foi de 0.284 mg/L, atingindo no final do
processo valores de 0.698 e 1.3 mg/L (2.46 e 4.58 tempos), para 40 e 50 °C respectiva-
mente. Isto pode indicar que a 50 °C as reacgdes foram favorecidas, possivelmente hi-
drolises e oligdbmeros, o que resultou num aumento da concentragdo desse composto na
temperatura mais elevada. Assim, a 40 °C este aumento foi inferior ao dos agticares re-
dutores.

A figura 5 mostra as alteracdes dos flavonoéis durante o processo de secagem nas
duas temperaturas estudadas. Os derivados glicosilados foram encontrados em concen-
tragdes elevadas ao longo do processo. Quercetina-3-galactosida foi encontrada em con-
centragdes inferiores em ambos 0s processos, mesmo aumentando as concentragdes. Em
todo o caso ¢ arriscado retirar conclusdes a partir de valores pequenos. Nenhum dos res-
tantes compostos de 40 °C registou aumentos mais elevados do que o esperado como

resultado do efeito da evaporagdo da agua a partir das uvas.
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Contudo, a 50 °C os derivados glicosilados de quercetina e isorhamnetin regista-
ram aumento superior ao efeito da evaporacdo de agua, logo serdo produzidas reac¢des
para aumentar a sua concentragdo. Sobre isto Amiot ez al. (1992) mostraram que os fla-
vonois podem estar presentes nas reac¢des enzimaticas que envolvam biosintese. Amiot
et al. (1995) salientaram que estes compostos s2o muito menos susceptiveis a degradacao
enzimatica do que os acidos hidroxicinamicos e derivados flavan-3-ol.

Em suma, foi observado um aumento das concentragdes dos diferentes compostos
fendlicos durante o processo de secagem das uvas. Do ponto de vista fisioldgico estes
aumentos sdo benéficos, como resultado das suas propriedades antioxidantes e anti-in-

flamatorias (Monagas et al., 2005).
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RESUMO

Os vinhos doces Pedro Ximénez sob um envelhecimento bioldgico acelerado foram estudados em
termos de actividade antioxidante dos compostos volateis Maillard. O vinho foi envelhecido por
tratamento térmico durante 10, 20 e 30 dias na presenca e auséncia de aparas de carvalho. As frac-
¢oes fenolicas revelaram que a actividade antioxidante depois de 10 dias de tratamento térmico se
deveu a presenca de fenois e compostos polares, possivelmente compostos de reacgdo Maillard.
Contudo, depois de 30 dias, a actividade antioxidante teve origem também nas procianidinas de
elevado peso molecular. Os compostos volateis Maillard aumentaram ao longo do tratamento tér-
mico. A presenga de aparas de carvalho teve um efeito substancial durante o tratamento com os
compostos volateis Maillard. O vinho obtido depois de 10 dias de tratamento térmico foi classifi-
cado como o melhor em termos de propriedades sensoriais que apresentam o equilibrio adequado
entre os aromas varietais e os que se devem aos compostos Maillard.

Palavras-chave: envelhecimento acelerado, actividade antioxidante, frac¢des fendlicas, vinho
doce.

1. INTRODUCAO

Estudos recentes sugerem que alguns alimentos contém compostos fenolicos ca-
pazes de prevenir o envelhecimento, doengas tais como a arteriosclerose e a diabetes e
inflamag¢des (GHANTA et al. 2007). Isto é um resultado das propriedades antioxidantes
dos compostos fenolicos em geral e dos flavondides em particular. Os flavonoides pre-
sentes nos alimentos dietéticos sdo em grande parte flavonois (catequinas, maioritaria-

mente).
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As uvas, especialmente as tintas, contém, particularmente na pelicula, grandes
quantidades de compostos fenolicos que sdo extraidos em parte durante o processo de
vinificagio (RIBEREAU-GAYON e al. 2000). A secagem das uvas brancas Pedro Xi-
ménez, que ¢ um processo tipico na D.O. Montilla-Moriles, causa uma série de alteracdes
que criam uma actividade antioxidante no mosto (MORENO et al. 2007) a0 mesmo
nivel dos vinhos tintos (VILLANO et al. 2004). E também o caso do acastanhamento,
que ¢ o resultado da formagao de pigmentos castanhos como efeito da reac¢do Maillard
a presenca de grandes quantidades de aguUcar, as temperaturas elevadas atingidas pelos
cachos durante a secagem ou a polimerizagao dos compostos fendlicos (MORENO et
al., 2007).

O processo de secagem implica vindimar quando a concentragio de agucar das
uvas ¢ de aproximadamente 13-14 ‘Baumé. Os cachos sdo transferidos para paseras,
que sdo grandes areas arenosas em colinas viradas para sul; 14, as uvas sdo colocadas
numa malha de rede plastica ou em tapetes de esparto alinhados em filas. O tempo de
secagem das uvas alcanga geralmente 7 a 10 dias, dependendo das condig¢des climatéri-
cas desse ano em particular (FRANCO et al. 2004). O mosto obtido depois da prensagem
contém cerca de 450 g/L de agtcares, ¢é fortificado em aproximadamente 8% (v/v) de
alcool e utilizado para obter vinho Pedro Ximénez através do sistema tradicional “cria-
deras y solera” (BERLANGA et al. 2004). Depois de envelhecer durante um tempo
predeterminado, o vinho ¢ retirado e fortificado até15% (v/v) de etanol antes do engar-
rafamento.

A configuragdo e manutengao do sistema “criaderas y solera” sdo muito dispen-
diosas (BERLANGA et al., 2004). Neste sentido, a aceleragdo do processo seria dese-
javel, da mesma forma que outros métodos de aceleragdo propostos para os vinhos “fino”
(MUNOZ et al. 2007) exceptuando o facto de os vinhos serem eventualmente colocados
em barricas para finalizarem o envelhecimento e adquirirem em pleno as suas proprie-
dades sensoriais previstas.

Neste trabalho, estudamos o efeito dos fenois e dos compostos Maillard de um
tratamento térmico para acelerar o envelhecimento oxidativo nos vinhos doces; foi es-

tudado o seu efeito na presenca e auséncia de aparas de madeira de carvalho.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

A amostra inicial foi um vinho nao envelhecido Pedro Ximénez, da colheita de
2008 das Bodegas Moreno, S.A. (Cérdoba, Espanha). A amostra foi dividida em 30 sub-
amostras que foram armazenadas em frascos de vidro de 100mL vedados com rolha.
Todos os frascos foram levados ao forno a 65°C e retirados para amostragem depois de
10, 20 e 30 dias.

2.2. Extracciio de compostos fenolicos

Os compostos fenolicos foram isolados pela passagem através de uma coluna Sep-
Pack tC-18 como descreveu PEINADO et al. (2009). Neste sentido, foram obtidas trés
fracgdes; F1 contém acidos fendlicos e compostos polares; F2 contém catequinas e pro-
cianidinas de baixo peso molecular; F3 contém procianidinas de elevado peso molecu-

lar.

2.3. Actividade Antioxidante

A actividade antioxidante foi medida a partir da quantidade de croméforo azul es-
verdeado ABTS™ formado pela oxidagdo de 7 mM ABTS com 2.45 mM de persulfato
de potassio (RE et al. 1999).

2.4. Determinacio dos compostos aromaticos volateis

Os compostos volateis foram determinados numa coluna capilar, utilizando GC-
MS depois de uma extracc¢ao continua de 50 mL de vinho com 100 mL de fréon-11 du-
rante 24h. O detector de massa foi utilizado a 1850 V em modo scan e o intervalo de
massas estudado forneceu valores entre os 39 e os 300 amu. Os compostos aromaticos
volateis foram identificados através da comparagdo com as bibliotecas espectrais for-
necidas por Wiley. Sempre que possivel, foi feita a identificagdo adicional de compostos
através da utilizagdo de substancias quimicas puras fornecidas pela Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA).

135



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 13@

2.5. Processamento estatistico

O efeito do tratamento térmico na actividade antioxidante e nos compostos vola-
teis Maillard foi examinado através de um grupo de analise. Foram detectadas diferengas
significativas introduzidas pela utilizagdo de aparas de madeira através de uma analise
unidireccional de variancia, utilizando o software Statgraphics Plus v. 2 de STS, Inc.

(Rockville, MD). Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

2.6. Analise sensorial

Foi pedido a cinco provadores especializados, da adega colaboradora, para ava-
liarem o aroma dos vinhos seguindo o tratamento térmico na presenca e auséncia de
aparas de carvalho, em conformidade com os seus padrdes internos de qualidade para
os vinhos doces Pedro Ximénez comercializados. Todas as amostras foram testadas
numa sessdo. Os descritores de aroma especificos utilizados foram passas, mel, herbaceo,
tostado, caramelo e torrado. Os provadores deram uma classificagdo de 1 a 10 em ordem

crescente relativamente a percepcdo da intensidade para cada descritor de aroma.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Actividade antioxidante

A actividade antioxidante total (AAT) na frac¢@o fenolica 1 atingiu os seus niveis ma-
ximos depois de 10 dias de tratamento térmico, mantendo-se depois até ao dia 30 (Tabela
1). Visto que os acidos fendlicos ndo podem polimerizar ou aumentar em concentragcao
(ZAMORA, 2003), o aumento da AAT pode ser atribuido & formagao de compostos po-
lares (provavelmente, produtos Maillard) (MORENO et al., 2007). As fracgdes 2 e 3,
que incluiram procianidinas de baixo peso molecular (BPM), catequinas e procianidinas
de elevado peso molecular (EPM), apresentaram um aumento da AAT durante o trata-
mento devido ao efeito do calor aplicado que facilita a polimeriza¢ao dos compostos fe-
nolicos. Assim, a AAT nos vinhos aumentou a medida que o tratamento térmico
progrediu; ndo houve, contudo, nenhumas diferengas na AAT entre os dias 20 e 30 do

tratamento.
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Tabela 1. Actividade antioxidante (AAT) determinada pelo tratamento térmico dos vinhos (M) e das fracgdes
fenolicas isoladas (F1, F2, F3). Letras diferentes indicam diferengas significativas a um nivel de confianga de

95% devido ao tratamento térmico.

AAT M F1 F2 F3

0 Dias 7204 A 34402 A 0.8+0.1 A 1.5£0.1 A
10 Dias 13#1 B 72+0.4 B 14+0.1 B 33+0.2 B
20 Dias 161 C 6.0+04 C 32+02 C 48+03 C
30 Dias 181 C 58+03 C 32+02 C 6.0+0.3 D

No que diz respeito a importancia de cada frac¢@o fenodlica para a actividade an-
tioxidante do vinho (Tabela 2), a AAT na amostra ndo tratada deveu-se, no geral, aos
acidos fenodlicos, mas também, de forma substancial, as procianidinas de EPM. Depois
de 10 dias, as amostras tratadas termicamente apresentaram niveis de AAT semelhantes
aos das amostras nao tratadas. No dia 20, contudo, o contributo dos acidos fendlicos
para a AAT tinha diminuido nas amostras tratadas; por outro lado, os das procianidinas
de EPM e BPM e das catequinas tinha aumentado. Depois de 30 dias de tratamento, os
acidos fenolicos tinham contribuido de forma similar ao que ja tinham feito depois de
20 dias, enquanto as procianidinas de BPM e as catequinas contribuiram menos acen-

tuadamente do que na data anterior.

Tabela 2. Contributo de cada fracgdo isolada de compostos fenolicos (F1, F2, F3) para a actividade antioxidante
(AAT) dos vinhos tratados termicamente. Letras diferentes indicam diferengas significativas a um nivel de con-
fianga de 95%.

% Contributo das F1 F2 F3
fracgdes para o AAT
0 Dias 60.804+0.002 A 13.756+0.004 A 25.440+0.001 A
10 Dias 59.87+0.01 B 12.950+0.001 B 27.179+0.001 B
20 Dias 42.975+0.001 C 23.148+0.001 C 34.877+0.001 C
30 Dias 38.773+0.002 D 21.63240.001 D 39.595+0.001 D

3.2. Produtos Volateis Maillard
As figuras 1 e 2 mostram a concentragdo de produtos volateis na reacgdo Maillard. Todos
os furfurais detectados aumentaram significativamente em concentragio durante o tra-

tamento térmico. Isto foi o que aconteceu nomeadamente no caso do 5-hidroximetilfur-
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fural, que se forma com a conversdo de 5-hidroximetilfurfural (S-HMF) ou a sua con-

densacdo com o etanol (CUTZACH et al. 1999).
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Figura 1. Concentragdo (ug/L) de compostos volateis Maillard (* expressos no padrio interno pg/L)

A concentragiio de dihidromalto] aumentou também significativamente durante

o tratamento térmico. Por outro lado, a concentra¢do de 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-
metil-4H-piran-4-ona (DDMP), que recentemente provou ter um efeito anticarcinogé-

# nico contra o cancro do célon (BAN et al. 2007), aumentou significativamente nos

primeiros 10 dias e depois diminuiu ligeiramente no final do tratamento.
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Figura 2. Concentragéo (ug/L) de compostos volateis Maillard
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As concentragdes de 2-metiltetrahidrofuran-3-one, 2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-
furanona e dihidro-2-metil-3(2h)-furanona aumentaram durante o tratamento térmico.

O Corylon, que pode ser formado a partir de 2-hidroxipropanal (um produto da
clivagem de D-frutose) (BALTES, 1988) ou DDMP (KIM e BALTES, 1996), também

aumentou significativamente em concentragdo durante o tratamento.

3.3. Analise Sensorial informal

O objectivo do teste de analise sensorial informal foi avaliar se o tratamento tér-
mico melhorou as caracteristicas organolépticas do vinho nio envelhecido (que também
nao foi tratado).

A figura 3 mostra a intensidade do aroma no vinho inicial, os vinhos tratados ter-
micamente em comparagdo com os das amostras nio tratadas. Como se pode observar,
as notas varietais (uva passa, caramelo e vegetal) desapareceram gradualmente em todos
os vinhos. Simultaneamente, os vinhos tratados desenvolveram gradualmente notas a

tostado, café e madeira queimada, tipicas dos produtos de reac¢do Maillard.
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Figura 3. Intensidade de aroma determinado nos vinhos doces Pedro Ximénez sob tratamento térmico.
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Por ultimo, os provadores deram pontuagdes altas aos vinhos tratados durante 10
dias na presenca e auséncia de aparas, nomeadamente no que concerne ao equilibrio
entre os aromas primarios e terciarios. Todos os outros vinhos foram classificados com
pontuacdes demasiado altas nas notas a tostado e queimado, desviamdo-se do aroma
tipico dos vinhos doces Pedro Ximénez. Por outro lado, os vinhos tratados termicamente
durante 20 e 30 dias e com aparas de carvalho foram rejeitados devido ao excesso de

notas a carvalho.

4. CONCLUSAO

A utilizagdo de tratamento térmico para acelerar o envelhecimento oxidativo nos
vinhos doces Pedro Ximénez demonstrou aumentar a actividade antioxidante através de
um aumento nas concentragdes de acidos fendlicos, compostos polares e procianidinas
de EPM, sendo atingido o maior pico depois de 10 dias de tratamento. O tratamento tér-
mico aumentou as concentragdes de produtos volateis Maillard, que se reflectiram na
presenca de descritores de aroma tipicos para os vinhos envelhecidos oxidativamente.
Um painel de provadores declarou que os vinhos obtidos depois de 10 dias de tratamento
térmico possuem um equilibrio 6ptimo entre as notas varietais e as notas que se devem
aos produtos volateis Maillard. Este ¢ o perfil sensorial tipico para os vinhos doces Pedro
Ximénez e sdo consistentes com o facto de que a actividade antioxidante também atingiu

o seu pico apos 10 dias de tratamento térmico.
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RESUMO

O estudo teve como objectivo a comparagao do comportamento agronémico e enologico de duas
castas, a Touriga Nacional e a Syrah, em varias regides (6 locais) de Portugal: Vinhos Verdes (Lou-
sada), Dao (Carregal do Sal), Lisboa (Leiria e Lisboa) e Alentejo (Cabegao e Vidigueira), durante
o ciclo vegetativo de 2008. Ao longo do ciclo foi acompanhada a fenologia e, apds o pintor, foram
colhidas amostras semanais de bagos para a caracterizagao da cinética da maturagao, sendo prevista
a vindima quando o teor alcodlico provavel (TAP) atingisse os 13 /13,5°. Nos pardmetros do ren-
dimento verificaram-se valores distintos em ambas as castas e nos diferentes terroirs, tal como nos
parametros da qualidade de bagos e mostos. A analise sensorial revelou também, diferencas signi-
ficativas nos vinhos das varias parcelas, diferengas corroboradas pelos valores obtidos nalguns pa-
rametros da composi¢ao fendlica. Os resultados revelaram interacgdes entre locais e castas,
evidenciando assim a sua maior ou menor adequagio as diferentes regides.

Palavras-chave: Touriga Nacional, Syrah, regides vitivinicolas, rendimento, analise fisico-quimica
e analise sensorial.
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1. INTRODUCAO

A ‘Touriga Nacional’ é unanimemente considerada uma das mais nobres castas
portuguesas e também uma das mais antigas das regides do Dao e Douro, das quais sera
originaria. E uma casta que se comporta de maneira distinta e por vezes muito irregular,
em fung¢do dos solos e condigdes climaticas onde ¢ cultivada (Magalhaes, 1989). Hoje
em dia, esta casta ¢ usada praticamente em todas as regides portuguesas, estando também
em franca internacionalizagdo (Castro et al., 2007b).

Por sua vez a casta Syrah ¢ uma casta com fama internacional, com adaptabilidade
a muitas regides vitivinicolas a nivel mundial, sendo uma das principais castas utilizadas
pelos paises da “nova viticultura”.

Pretende-se com o presente trabalho obter um melhor conhecimento da influéncia
de alguns dos factores determinantes na quantidade e na qualidade da produgao viticola,
para as duas castas, Touriga Nacional e Syrah nas seis parcelas em estudo: Vinhos Verdes
(Lousada), Dao (Carregal do Sal), Lisboa (Leiria ¢ Lisboa) e Alentejo (Cabegao e Vidi-

gueira).

2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho decorreu simultaneamente em seis locais do pais durante o ano de
2008: Lousada - Vinhos Verdes (LOU); Carregal do Sal - Ddo (DAO); Leiria e Lisboa
-Estremadura (LEI e LIS); Cabegédo e Vidigueira - Alentejo (CAB e VID).

2.1. Vinhas/parcelas

Quadro 1 Caracteristicas gerais das parcelas em estudo (coordenadas: latitude-lat., longitude-long.; ano de plan-

tagdo; porta-enxerto; sistema de condugio)
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2.2. Delineamento Experimental

A evolugdo da fenologia ao longo do ciclo vegetativo foi feita com base na escala
de Baggiolini, registando-se a data do abrolhamento (B), a floragdo (I) e o pintor (M).
A maturacdo foi acompanhada através de amostragens semanais de 300 bagos colhidos
aleatoriamente ao longo das parcelas. As analises foram realizadas no laboratério Fer-
reira Lapa do Instituto Superior de Agronomia (ISA), tendo sido analisados os seguintes
parametros: peso e volume dos bagos, volume do sumo, °BRIX, acidez total e pH. Foi
previamente definido que a vindima seria realizada quando o TAP dos bagos atingisse
sensivelmente os 13,5° (% v/v), nessa data, foram também analisadas as antocianas to-
tais, indice de fenois totais e intensidade/tonalidade da cor dos bagos e, foi registado o
nimero de cachos e peso por cepa, numa amostra aleatoria de 30 videiras. As uvas de
todas as parcelas foram microvinificadas na adega do ISA, utilizando 50 quilos de uva,
as quais apenas se adicionou 50mg/Kg de sulfuroso e o tempo de maceragao foi de 15
dias a temperatura ambiente. As analises aos bagos, mostos e vinhos, realizaram-se se-
gundo os métodos de seguida apresentados: teor alcodlico; acidez total e volatil; pH;
SO, livre, combinado e total; massa volimica; aguicares redutores e extracto seco, foram
determinados segundo os métodos oficiais (OIV, 2010). As antocianas totais e coradas,
compostos fenolicos totais ¢ flavonoides, assim como a intensidade e tonalidade da cor,
foram determinados segundo Somers e Evans (1974,1977). Os pigmentos totais e poli-
méricos segundo Somers (1971). A cor devido a copigmentagdo foi determinada segundo
o método proposto por Boulton (2001) e por fim, o poder tanante foi determinado se-
gundo o método de Freitas e Mateus (2001). A prova organoléptica realizou-se no més
de Maio de 2009. A analise estatistica dos dados recolhidos foi realizada com um uni-
verso de 12 provadores (repetigdes), os resultados obtidos foram submetidos a uma ana-
lise de variancia, usando o teste Fisher LSD e expressos como, significativos para

p=<0,05(*), p<0,01(**) e p<0,001 (***).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacio climatica: Sistema de Classificacdo Climatica Multicri-
tério (CCM) Geoviticola

O Sistema CCM Geoviticola, definido por Tonietto e Carboneau (2004), tem como
base o calculo de 3 indices, o Indice Heliotérmico (calculado segundo Huglin, 1978), o
Indice de frescura das noites (IF) e o Indice de secura (IS) (Quadro 2).

Ao observar os dados do indice héliotérmico (IH), verifica-se que no ano de 2008,
¢ a parcela DAO a que apresenta menor valor (entre 1500 e 1800), sendo classificada
como tendo um clima viticola frio. As parcelas LOU e LEI encontram-se no intervalo
seguinte (entre 1800 ¢ 2100), sendo classificadas como de clima temperado. Com IH
entre 2100 e 2400, encontra-se a parcela LIS, classificada como temperada quente, e
por fim, um IH entre 2400 ¢ 3000, ¢ obtido nas parcelas CAB e VID, consideradas de

clima quente.

Quadro 2- indice Héliotermico (HI), indice de frescura das noites (IF), Indice de Secura (IS) e suas res-

pectivas classes, segundo Tonietto e Carboneau (2004), para as diferentes parcelas em estudo.

. [ FRTTY
Parecls IH IF ") IS i) = .
L1l IF %
Lkl 1E5% 1 1% L 15 1F=1 1IF#1 1540
[ LLTE] 1724 | 12.3 | a7l 1 1H-2 I IF+1 1 15+1
LE] | AFS 11,7 - 1H-1 IF#] 1Nl
i I . = i
LES 2124 178 133 IH=1 1F:1 1547
Al 24EE 0.2 ~1%8 1E+2 IF+2 15+2
i i . = M
] ke Fr [FT] T ¥l 1543

Relativamente ao IF, a parcela CAB, ¢ a unica classificada com tendo noites muito
frescas. A classificac@o de noites frescas, foi obtida nas parcelas LOU, DAO e LEI e
por fim, as parcelas LIS e VID sdo avaliadas como tendo noites temperadas. No que
respeita ao IS, as parcelas LOU, DAO e LEI, sdo classificadas como moderadas, en-

quanto as parcelas mais a Sul (LIS, CAB e VID), sdo consideradas como secas.

3.2. Resultados agronémicos e enologicos
3.2.1. Parimetros do rendimento
Através da analise do Quadro 3 verifica-se que na casta Touriga Nacional, LOU
foi a parcela onde se registou o maior nimero de cachos por cepa, que consequentemente

conduziu a cachos mais leves. O niimero de cachos foi inferior nas parcelas LEI e VID,
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porque aqui foi efectuada monda de cachos. Os cachos mais pesados obtiveram-se em
LEI e VID, devido ao seu baixo niimero ¢, no caso de CAB e VID, a existéncia de rega.
O rendimento mais elevado obteve-se em CAB devido ao grande nimero de cachos e
ao seu elevado peso. Em relagdo a casta Syrah, foi novamente a parcela CAB a que ob-
teve maior rendimento, o que consequentemente deu origem a uma elevada produgio
por cepa. A parcela LOU, obtém um rendimento médio, com uma elevada produgao por
cepa, devido a um elevado niimero de cachos, mas de baixo peso. Na parcela DAO, os
dados para estes pardmetros foram médios em comparagdo com as outras parcelas. A
parcela LEI ¢ que obtém o valor de rendimento e nimero de cachos mais baixo, devido
amonda de cachos realizada, no entanto, como consequéncia obtém o dobro do peso do
cacho em relacdo as restantes parcelas. Na parcela LIS obteve-se um valor médio do
numero de cachos, no entanto o valor do peso destes ¢ baixo, dando origem a uma baixa
producdo, possivelmente devido a algum stress hidrico. Por fim, a parcela VID tem re-
gistar um valor de produgdo por cepa médio, sendo o valor do niimero de cachos relati-
vamente baixo, devido a monda de cachos efectuada, o que tera contribuido para o

rendimento médio obtido na parcela.

Quadro 3 Parametros do rendimento das castas Touriga Nacional e Syrah para as 6 parcelas em estudo.
Média + epm (n=30)

Touitiga Nacional
Parccls | Mcacken lcepa ! Prosdusclio'copa kg | Pewvcachs (g ! Feraimenio {Lhay
| FITE R [ XL e [ sadaper | 4 4 4]
(AR 1] Kl j 1.7 & OLOT 1 S0 T LA L e ]
LEI 1} & @49 | I w L0 | Th &5 0 A0 4017
L= 5+ K7 FR&OIT ATE + &84 &, 3 il L
* L 1 ] -
cam | T LT L [ _beis a0l 16,1 & 0590
vin 170034 1.5 & 0= 1507 4 S fod 40850
Syrah
LK. 5+ 2011 | 4 5xil 26 134, 2+3 31 1241l 58
———— -
oacy_| [ 3 IEERTTNE R s
| Tol k0 T 0a0, 0 | ELIRIIIRL XTI
LIS T34 N Rt 01 k] [ ek 3,77 B ki K3
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Y10 15k RS R T 155 Bk 22 PR i 58
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3.2.2. Caracteristicas dos bagos a vindima

Da analise do Quadro 4, verificamos que a parcela LOU, possui o maior valor de
peso do bago, assim como o pH mais baixo, que também corresponde a uma acidez mais
elevada. As parcelas DAO e LOU sdo as que registam maiores valores em compostos
fendlicos (indice de fenois totais (IFT) e teor em antocianas totais e consequentemente
uma maior intensidade da cor. Por outro lado, as parcelas localizadas mais a Sul do pais
(CAB e VID) sdo as que possuem menores valores do peso do bago, menor acidez total,
assim como, menores teores de antocianas totais € IFT, observando-se também, uma

menor intensidade da cor.

Quadro 4 Dados para a casta Touriga Nacional, do peso por bago, Teor Alcoolico Provavel (T.A.P), pH, acidez
total, teor em antocianinas totais, indice de fendis totais (IFT) e a tonalidade/intensidade da cor (ua:unidades de

absorvéncia), a data da vindima

[— P AP pll A T Aoy Toamis 1F.T Tragvisajaaks
bagaigh | (%% v I 8 randnsna L lrﬁ:ll duak o3 oo
L) ) 1.7 23] I3 3377 21 i |
[0k Th j 0 3 AE . g 1 i 4 Y]
LF]| T [EN] 344 2 Tk 1511 [ FIIEH
LI% 1,301 [EN] 5 40 & i 1 7E7.7 K] 3 07
ANl 1,00 [F 3] X0 o] N K [ [(EX
Wil 124 135 ST 4,05 1315 4 51,6 15a%

Quadro 5. Dados para a casta Syrah, do peso por bago, Teor Alcodlico Provavel (T.A.P), pH, acidez total, teor
em antocianinas totais, indice de fenois totais (IFT) e a tonalidade/intensidade da cor (ua:unidades de absorvéncia),

a data da vindima.

Parcel P T.AF H TN A ritox. Tostais LFET | Imtcrmidade

S B gk | %% i) P [ i Aol ) (TN fud i i o {uid
LixLl LBE 111 RMA il il 158 11
[ALE 170 130 | 343 3. 71} 19769 w00 36,015
LEI el 116 14| 11} [TROE! ] | 5.2

B TS T K 20 T X

LAl 51 1300 385 3. 10 01 5 518 [
Vi 150 [FI] 138 5710 170N [T R AL

Na casta Syrah (Quadro5), verifica-se que ¢ na parcela VID que o pH ¢ mais baixo,
apesar de ndo ser a parcela com a maior acidez total. Quanto aos parametros da cor e do
Indice de Fenois Totais (LF.T), verifica-se que os valores mais baixos correspondem a
parcela LOU, sendo que os maiores valores sdo registados nas parcelas DAO, LIS e
VID, ndo se verificando nenhuma correspondéncia com as diferencas climaticas que ai
foram verificadas. O que pode evidenciar uma maior adaptabilidade desta casta a varios

terroirs.
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3.2.3. Caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos

O teor de antocianinas coradas, esta directamente relacionado com o pH do vinho
e em razdo inversa. Como se pode observar a partir do Quadro 6 essa relagdo verifica-
se, sendo nos vinhos das parcelas LOU e LIS, os locais com menor pH e maior teor de
antocianas coradas, que consequentemente origina maiores valores de ionizagdo. Em
relagdo aos pigmentos poliméricos, observam-se os maiores valores nas parcelas VID,
LOU e LIS. Verifica-se, também, que as parcelas com maior intensidade da cor se situam
nos extremos opostos do pais (LOU e VID), sendo a parcela CAB a registar o menor
valor. No que respeita aos valores da copigmentagao, estes nao possuem diferengas sig-
nificativas de parcela para parcela. Em relagdo ao IFT e ao teor em compostos ndo fla-
vonoides, observa-se que os maiores valores sdo registados na parcela DAO, sendo os
menores na parcela CAB. No que respeita ao poder tanante, em todas as parcelas se
obtém valores considerados elevados, mas ¢ na parcela LOU, local mais a Norte, que se
verifica o maior valor, enquanto o menor foi registado na parcela DAO, o que provavel-
mente indicard uma maior “macieza” deste vinho.

Ao comparar os valores de TAP obtidos nos bagos desta casta nas parcelas LOU
e DAO, com o teor alcodlico obtidos nos vinhos, verificam-se grandes diferengas que
poderdo estar relacionadas com uma pequena incidéncia de Botrytis cinerea, que tera
provocado desidratagdo dos bagos e a consequente concentragao de aguicares € compos-
tos fenodlicos (Donéche, 1992), por essa razdo nestas parcelas e, para a casta em questao
a vindima foi realizada antes dos 13/13,5° em TAP (% v/v), tendo em conta as previsdes
meteoroldgicas que apontavam para a ocorréncia de chuvas e o consequente agrava-

mento do estado sanitario

Quadro 6 Teor Alcodlico, Acidez total, pH e quantificagdo de alguns compostos fenolicos dos vinhos da casta

Touriga Nacional, apos a fermentagao alcodlica e malolactica. ua: unidades de absorvéncia.
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No caso da casta Syrah (Quadro 7), o maior valor da acidez total ¢ novamente registado
na parcela LOU, diminuindo a medida que nos deslocamos para as parcelas mais a Sul.
No que respeita aos valores de antocianinas totais, sdo registados valores médios, mas
o valor de ionizagdo destas € um valor muito baixo o que se repercute no valor da inten-
sidade da cor, sendo os valores mais elevados, nas parcelas LEI e LIS, seguindo-se as
parcelas mais a SUL, sendo que a parcela LOU, obteve o valor mais baixo. Regra geral,
ocorreu um decréscimo da copigmentagdo das parcelas mais a Norte para as parcelas

mais a Sul, e o inverso sucedeu com a polimerizagao. No que respeita aos valores do

poder tanante, sdo as parcelas no Alentejo que obtém os valores mais expressivos.

Quadro 7. Teor Alcodlico, Acidez total, pH e quantificagdo de alguns compostos fenélicos dos vinhos da casta

Syrah, apos a fermentagao alcodlica e malolactica ua: unidades de absorvéncia
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3.2.4 Caracteristicas sensoriais dos vinhos
Ao analisar o Quadro 8, verifica-se uma diferenga significativa na cor violacea

dos vinhos, com maiores valores em VID, LOU e LIS e, um baixo valor na CAB.

Quadro 8. Médias ¢ analise estatistica (ANOVA-teste Fisher LSD), dos varios atributos da analise sensorial para

a casta Touriga Nacional, nas seis parcelas em estudo. Significativos para p<0,05(*), p<0,01(**) e p<0,001
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Verificam-se também, diferencas significativas para a componente florar do aroma
e para as componentes corpo e adstringéncia. Quanto a apreciagdo global, a analise es-
tatistica evidéncia diferencas entre os vinhos das varias parcelas, alcangando melhores
resultados os vinhos das parcelas mais a Norte do pais, sendo CAB, a parcela com menor

valor.
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Quadro 9. Médias e analise estatistica (ANOVA-teste Fisher LSD), dos varios atributos da analise sensorial para

a casta Syrah, nas seis parcelas em estudo. Significativos para p<0,05(*), p<0,01(**) e p<0,001 (¥**).
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O Quadro 9, evidencia que para a casta Syrah, a parcela que obteve valores mais baixos,
para todas as variaveis e, significantemente distintos das outras regides, foi a parcela
LOU. Sendo que as diferengas mais significativas, sdo observadas na cor violacea e no
corpo. Nao existe nenhum parametro que possa distinguir as parcelas entre si (com ex-
cepcdo de LOU), no entanto, na apreciagdo global, os vinhos mais bem classificados
sao os das parcelas LIS, CAB e LEI, respectivamente, dados que corroboram os valores

da analise quimica (Quadro9).

CONCLUSOES

O trabalho realizado, embora de um Unico ano, parece indicar o elevado potencial da
casta Touriga Nacional e da casta Syrah em qualquer uma das parcelas em estudo.
Segundo o Sistema CCM Geoviticola, estamos perante parcelas com caracteristicas cli-
maticas distintas.

Verificou-se uma grande disparidade no rendimento obtido, nomeadamente ao nivel do
peso médio do cacho. O peso do bago decresceu de Norte para Sul do pais, mesmo com
rega nas duas parcelas do Alentejo. Em termos qualitativos, a acumula¢ao dos compostos
fenolicos nas peliculas foi muito marcada pelo rendimento, bem como pelas condi¢des
meteorologicas do ano, verificando-se valores mais baixos nas parcelas mais a Sul.
Existe um potencial muito distinto entre os bagos das diferentes parcelas e nas duas cas-
tas em analise, assim como dos vinhos originados, reflexo da influéncia que as caracte-
risticas edafo-climaticas e a propria tecnologia viticola tém sobre os compostos fendlicos
¢ estes sobre as caracteristicas organolépticas dos vinhos, diferengas essas comprovadas

pelos resultados fisico-quimicos e pela andlise sensorial dos vinhos.
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INFLUENCIA DO ENRELVAMENTO NO
COMPORTAMENTO AGRONOMICO E ENOLOGICO
DA CASTA ‘TRINCADEIRA’ NO ALENTEJO

Barroso!, Jodo M.; Vaz Freire, J.L.; Vaz Freire, M.

Na sequéncia de estudos anteriores, apresentam-se os resultados obtidos no ano de 2007, relativos
a pratica do enrelvamento em vinhas da regido do Alentejo, associado a utiliza¢do da rega defici-
taria, avaliando-se o seu impacto ao nivel da producdo e qualidade, bem como ao nivel do com-
portamento vegetativo da planta e alguns fenomenos fisiologicos associados, como a fertilidade
dos gomos por exemplo.

Parece confirmar-se a significativa influéncia desta pratica ao nivel da redug@o do vigor nas plantas,
o que pode ter um impacto significativo na produtividade em consequéncia do menor numero de
inflorescéncias diferenciadas. No entanto a utilizagdo da rega ainda que deficitaria, pode compensar
este impacto, tornando a pratica do enrelvamento uma técnica sustentavel nas vinhas do sul, per-
mitindo beneficiar de todos as outras vantagens deste sistema de manutengio do solo.

1-INTRODUCAO

A pratica do enrelvamento na cultura da vinha tem vindo a ganhar alguns aderen-
tes no Alentejo, ndo s6 pela obrigatoriedade das regras de producéo integrada do Minis-
terio da Agricultura, mas também pelas vantagens que pode proporcionar ao nivel da
transitibilidade e conservagdo do solo. No entanto a utiliza¢do desta modalidade de ma-
nutengdo do solo ndo ¢é isenta de alguns problemas, pelo que importa estudar a sua via-
bilidade em diversas situagdes quer de solos quer de sistemas de cultura.

Na maioria dos ensaios com enrelvamento realizados em varias regides, obser-
vou-se sempre uma reducdo do vigor das plantas, bem como da sua produtividade, em
consequéncia da competigdo radicular sofrida pela vinha, sobretudo nas camadas mais
superficiais do solo. Essa competig¢do revela-se mais ao nivel hidrico nos climas mais
secos, ¢ ao nivel do Azoto nos climas menos secos (Tesic, D. 2007). Autores como Gu-
lick et al (1994) referem ainda por exemplo para a California uma melhoria da estrutura
do solo e infiltracdo da agua, bem como do teor de matéria organica, e actividade bio-

l6gica no mesmo.

! Universidade de Evora — Dep. Fitotecnia jmmb@uevora.pt
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No entanto também existem referéncias que alertam para a insustentabilidade
desta pratica em regides mais secas, pelo consumo extra de agua que o enrelvamento
provoca. Shultz e Lohnertz (2002) referem o abandono desta pratica em algumas regides
da Alemanha e Van Huyssteen e Weber (1980) na Africa do Sul, o excessivo consumo
de agua que pode ser fatal em algumas castas. A existéncia de sistema de rega nas vinhas
objecto de enrelvamento parece assim ser uma exigéncia minima de viabilidade desta
técnica.

Ao nivel do impacto na qualidade dos vinhos as referéncias sdo geralmente posi-
tivas, o que esta de acordo com o melhor equilibrio fisiolégico conseguido ao nivel do
funcionamento da copa da videira, havendo ainda assim alguns alertas sobre o perigo
da caréncia de azoto em alguns mostos, provocado pela concorréncia do coberto vegetal
nas videiras.

A sustentabilidade da pratica do enrelvamento entre linhas na vinha e o impacto
que a mesma provoca na fisiologia da planta de videira e consequentemente no seu com-
portamento agronomico, esta muito dependente do tipo de espécies presente no enrel-
vamento, ¢ das condi¢cdes ambientais da regido. Em regides quentes e secas como o
Alentejo, onde as chuvas de Primavera sdo muito irregulares e terminam cedo, a escolha
de espécies que persistam no terreno e se adaptem as condigdes climaticas ¢ um elemento
importante desta pratica. As consociagdes de gramineas e leguminosas semeadas tendem
a perder o equilibrio em favor das primeiras, em virtude da dificuldade de compatibilizar
a ressementeira natural das leguminosas com os cortes a realizar no coberto. Uma alter-
nativa ¢ utilizar apenas a infestag@o natural da vinha, embora nestes casos nem sempre
se consiga uma boa cobertura do solo. Em algumas vinhas com muitos anos de aplicacdo
de herbicidas também ¢ por vezes dificil de encontrar um coberto natural equilibrado
que sirva como relva.

As condigdes climaticas do Alentejo, onde as elevadas temperaturas no periodo
de pos-floragdo em geral coincidem com uma ainda razoavel disponibilidade hidrica no
solo, determinam elevados crescimentos vegetativos, dificultando por vezes assim uma
boa gestao da copa e a orientacdo para uma viticultura de qualidade. Este fendmeno ¢
tanto mais evidente quanto maior for a capacidade utilizavel dos solos, tornando-se ne-
cessario recorrer a técnicas de controlo do vigor das plantas. Nestas condi¢des, a pratica

do enrelvamento, associada a rega durante o periodo inicial de maturaggo, pode constituir
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uma das formas mais eficiente de conseguir o equilibrio pretendido ao nivel da copa das

plantas.

2 - MATERIAL E METODOS

As observagdes foram efectuadas durante o ano de 2007 num ensaio na Herdade
de Pinheiros (Fundacdo Eugenio de Almeida). O talhdo da casta ‘Trincadeira’ foi plan-
tado em 1998, enxertado em R99, com um compasso de 2,5 x 1,2 m e conduzido em
corddo Royat bilateral. A vegetacdo ¢ conduzida em plano simples ascendente com re-
curso a dois arames moveis ¢ efectuada uma desponta a 1,70 do solo. O sistema de poda
contemplou dois niveis de carga, C1 com 6 taldes a dois gomos ¢ C2 com 8§ taldes a 2
gomos cada, tendo sido efectuada apds a floragdo uma regularizagdo do niimero de ca-
chos entre cargas. O ensaio com enrelvamento foi instalado em 2002.

O solo do ensaio ¢ do tipo Pmg de textura arenosa-franca com um perfil utilizavel
de 100 cm e 56 mm de armazenamento potencial de agua.

O sistema de rega ¢ do tipo gota a gota com gotejadores a superficie de 3,7 I/h
autocompensantes. A rega foi efectuada durante a noite de forma continua com dotagdes
de 18 mm uma vez por semana, desde 22 Junho (potencial de base de -0,4 MPa) até 6
de Agosto na modalidade R1, e de 10 de Julho (potencial de base de -0,6 MPa) até final
de Agosto, uma semana antes da vindima, na modalidade R2.

A observagdo efectuada sobre varias zonas do ensaio permitiu identificar a se-
guinte composicao floristica do enrelvamento natural obtido até a data: Juncus Sufonins
- 54%; Alface Brava Menor - 27%; Bromus Bordeaceus - 3%; Silene - 3%; Rumex
Obtubifolins - 2.5%; Trifolium Pratense - 1%; Trifolium Fragiterum L. —2%; Hordeum
Murinum L. — 1%; Medicago Sativa - 0.5%.

Na Primavera, durante os meses de Abril e Maio até 15 de Junho foram efectuados
apenas 3 cortes da relva natural, que permitiu controlar o seu crescimento. Nos trata-
mentos com mobilizagdo, esta foi efectuada apenas superficialmente com recurso a vi-
brocultor.

O ensaio era composto por um factorial split splot em 4 talhdes (quadro 1).
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Quadro 1 — Dispositivo experimental do ensaio na Herdade de Pinheiros (FEA — Evora)

A fertilidade potencial foi observada utilizando o método de contagem indirecta
do numero de flores, segundo Carbonneau e Casteran (1979), imediatamente antes da
floragdo. O vigor das cepas foi avaliado pelo peso da lenha de poda, e os restantes pa-
rametros relativos a produgdo foram avaliados a vindima num total de 15 plantas por

unidade experimental.
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Fig. 1 — Elementos climaticos relativos ao local do ensaio (Evora- 2007). Em cima valores médios mensais da

temperatura minima e maxima. Em baixo valores da precipitagdo e da rega aplicada no ensaio.
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O vigor anual ou seja a expressdo vegetativa do ano foi avaliado pelo peso da
lenha de poda, enquanto o vigor acumulado foi medido através do perimetro do tronco
acima do ponto de enxertia.

A vindima foi realizada no mesmo dia em todos os talhdes, e deu a origem a mi-
crovinificagdes apenas para os diferentes niveis dos factores enrelvamento e rega.

A analise estatistica dos dados incluiu para alem da analise de variancia dos dife-
rentes tratamentos dos ensaios e respectivas diferencas significativas, a utilizagao do

teste LSD para separacdo de médias com intervalos a 95%.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Quer em 2007 quer em 2008 o vigor das plantas avaliado pelo peso da madeira
de poda, foi significativamente inferior nas parcelas sujeitas a enrelvamento, cerca de
25 % inferior (Fig. 2). Estes resultados estdo de acordo com a maioria dos estudos efec-
tuados por outros autores em outras regides (Palliotti et al, 2007; Tesic et al, 2007). A
concorréncia provocada pela relva na entre-linha ao nivel da agua e também dos nu-
trientes ¢ a responsavel por esta redugdo continuada de vigor das plantas, embora a ca-
pacidade de armazenamento do solo ¢ as chuvas durante a Primavera, possam induzir
resultados muito diferentes entre locais e mesmo entre anos diferentes. No ano de 2007
as chuvas de Inverno foram abundantes e ainda frequentes durante a Primavera (Fig. 1),
no entanto a capacidade de armazenamento no perfil utilizavel no solo do ensaio ¢ rela-
tivamente reduzido, pelo que a concorréncia da relva fez-se mesmo assim sentir de forma
evidente. Quando observamos a interac¢@o deste factor com os diferentes tratamentos
de rega, podemos constatar que a reducao de vigor é de facto mais acentuada nos talhdes
de sequeiro, que nos de rega deficitaria R1 e R2, ndo deixando no entanto nunca de se
fazer sentir. Os tratamentos de rega utilizados neste ensaio que no ano anterior (lenha
2007) nao tinham sido suficientes para compensar a concorréncia provocada pela relva
no inicio do ciclo, revelaram-se neste ano (lenha 2008) responsaveis por um significativo
aumento de vigor das plantas, sendo a rega mais precoce (R1), iniciada no final de Junho
a que melhor compensou a perda de vigor observada no enrelvamento. Ja na lenha de
poda de 2007 (ciclo vegetativo de 2006) tinha sido a modalidade R1 a que mais fez subir

o0 vigor nos tratamentos com relva. O inicio da rega parece assim ser uma questo critica
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na gestao do vigor das plantas sujeitas a enrelvamento, ainda que muito dependente da
evolugao das precipitagcdes de Primavera. O mais rapido esgotamento da reserva de agua
no perfil do solo pode justificar alguma antecipagdo do inicio da rega em relagao ao que
¢ habitual nas situagdes de solo mobilizado. Contrariamente ao observado com a lenha
de poda, as observagoes efectuadas a evolugdo do perimetro do tronco das plantas em
2008 (ciclo vegetativo de 2007), ndo permitiram concluir diferencas entre os dois tipos
de manutengdo do solo. O enrelvamento exerce um efeito depressivo mais evidente na
expressao vegetativa das plantas e no respectivo crescimento dos ramos, porque se faz
sentir logo muito cedo no ciclo, enquanto que a rega ao ser aplicada ja proximo do pintor,
vai influenciar mais a capacidade fotossintética das plantas com o respectivo impacto
positivo ao nivel da disponibilidade de hidratos de carbono, quer para os bagos quer
para 0s ramos.

A fertilidade potencial observada (n° total de flores por gomo abrolhado) foi ne-
gativamente influenciada pelo enrelvamento, estando assim correlacionada com o res-
pectivo menor vigor dos ramos observado nestes tratamentos (Fig.3). Ja o mesmo ndo
acontece com o factor rega, em que o maior vigor observado ndo induziu um aumento
significativo da respectiva fertilidade potencial ao nivel dos gomos latentes. Este resul-
tado esta de acordo com observado em anos anteriores neste e em outros ensaios com a
casta ‘Trincadeira’, embora contrarie o observado em outras castas, onde a rega provoca
sempre um aumento da fertilidade dos gomos. A explicagdo pode estar na mais precoce
diferenciacio floral desta casta que a torna indiferente a este tipo de rega tardia, no seu
processo de diferenciagdo floral. A modalidade de rega R2 conseguiu ainda assim anular
as diferencas induzidas pelo enrelvamento, tornando assim esta interacc¢o significativa
(Fig. 3). A menor fertilidade potencial observada no enrelvamento, manifesta-se sobre-
tudo pela menor dimensdo das inflorescéncias (fig.4), o que indica uma inibi¢ao mais
evidente na duragdo do processo de diferenciagao floral, do que propriamente no estadio
inicial da mesma. Podemos de facto observar em 2007 que embora o numero de inflo-
rescéncias ndo tenha sofrido nenhum impacto quer com o enrelvamento, quer com a
rega, a fertilidade avaliada pelo numero de flores foi significativamente diferente, em
virtude das inflorescéncias de maior dimenséo (A e B) aparecerem em muito maior nu-
mero que as pequenas (tipo C e D). A fertilidade dos gomos latentes, um dos principais

factores da produtividade da videira, aparece pois como um dos aspectos criticos na pra-
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tica do enrelvamento, e estd de acordo com anteriores resultados deste ensaio. Em anos
anteriores no entanto, nunca a rega apos o pintor se tinha revelado suficiente para com-
pensar o efeito negativo do enrelvamento, precisamente pela aparente maior precocidade
desta casta no seu processo de diferenciagao floral.

O impacto do enrelvamento sobre a produtividade, ainda que significativo, foi
mais reduzido que o efeito observado ao nivel do vigor dos ramos e da respectiva ferti-
lidade dos gomos (Fig 6). Quando observamos a interacgdo com a rega, ¢ ainda mais
visivel o reduzido efeito do enrelvamento sobre a produgao e no tratamento R2 ele anula-
se por completo. A explicag@o para estes resultados estdo na componente fertilidade po-
tencial que também foi positivamente influenciada pela rega R2, e por alguma
contribuicdo ao nivel do engrossamento dos bagos proporcionada pela rega durante a
maturagdo. A producdo observada neste ensaio da casta ‘Trincadeira’ em 2007 s6 foi

pois negativamente influenciada pelo enrelvamento praticado em sequeiro.

| Dbsery, & vindima | Obssrvapbes no vinha .
Peis J00 | "rix kool Acides Polifencis | antocianas
) | Bagos | provavel | Aodal | btas i
sl | moblizado  s300 a [14a (129 a 432 a |7 a 10738 a
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Rz W3 @ | &nla 174 434 a B a 1115z a

BequEing S0 @ [FLTa 115 @ 430 a | MY a 1ore: @

Quadro 2 — Valores de alguns pardmetros qualitativos observados a vindima e no vinho

A utilizagdo da rega deficitaria durante os meses de Julho e Agosto teve um im-
pacto mais significativo sobre parte vegetativa da planta na versao R1 (rega mais pre-
coce), e maior sobre a parte produtiva na versdo R2 (rega durante a maturag@o). No
entanto a razdo para este facto esteve mais do lado da dimensao dos cachos (inflores-
céncias maiores) do que do lado do engrossamento dos bagos, o que pode ser mais dificil

de explicar. Ainda assim s6 as maiores disponibilidades fotossintéticas da modalidade
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R2 poderiam proporcionar um idéntico engrossamento do bago, com cachos de muito
maiores dimensdes. De facto como se pode observar no quadro n® 2 o peso a vindima
de uma amostra de 200 bagos, ndo sofreu influéncia significativa quer do lado do enrel-
vamento quer da rega, mas na verdade trata-se de situagdes com diferentes numero de
bagos em cada planta. Ou seja a ndo diferenga ¢ por si s6 ja de um grande significado.

Relativamente a qualidade obtida ndo se observaram diferencas significativas em
geral. Como se pode observar no quadro n° 2, apenas no ° Brix a vindima e respectivo
alcool observado apo6s vinificagdo, se pode observar um aumento significativo nos tra-

tamentos com enrelvamento, resultado evidente da menor produgdo obtida.

4 - CONCLUSOES

O enrelvamento natural utilizado na entre-linha mostrou um efeito evidente na
reducdo da expressdo vegetativa na casta ‘Trincadeira’ no Alentejo, bem como na fer-
tilidade dos gomos latentes. Quando conjugada com a pratica da rega, ainda que defici-
taria, este menor vigor dos ramos, ndo foi no entanto suficiente para reduzir
significativamente a producdo das plantas. A rega durante a maturag@o, sobretudo se uti-
lizada durante o més de Agosto, teve uma influencia positiva nas diferentes componentes
da produgdo, o que permitiu obter produtividades idénticas em plantas de expressdo ve-
getativa bem diferente. Estes resultados permitem antever a possibilidade de com recurso
a estas praticas culturais se poder obter copas mais equilibradas e eficientes, sem perdas
ao nivel do rendimento quer quantitativo quer qualitativo. O enrelvamento constitui um
importante travao ao excessivo crescimento vegetativo durante os meses de Maio e
Junho, e a rega deficitaria uma ajuda indispensavel para o funcionamento da copa du-
rante o Julho e Agosto. O tipo e profundidade do solo ¢ um outro factor que pode alterar
significativamente estes resultados e deve ser sempre ponderado em cada situagio con-

creta.
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Fig 2 — Vigor anual avaliado pela lenha de poda nos diversos tratamentos, e perimetro do tronco nos tratamen-
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PODA MECANICA NA VINHA
EFEITOS NO RENDIMENTO E NA QUALIDADE

Rogério de CASTRO(1); Aurélio CLARO(2); Ana RODRIGUES(2)Anténio
TEIXEIRA(3); Jos¢ MACHADO(3); Chiara PIOVENE(1,4); Amandio
CRUZ(1)

RESUMO
Nas campanhas de 2008 ¢ 2009 foram realizados ensaios comparando poda mecanica (MEC=poda
em sebe) com poda manual (MAN), na regido do Dao, em duas castas — Alfrocheiro e Touriga Na-
cional em Carregal do Sal e Touriga Nacional em Nelas. Os diferentes tipos de poda ja haviam sido
introduzidos na campanha de 2007.
Os resultados obtidos, revelaram o mesmo sentido em ambos os anos na casta Alfrocheiro. O rendi-
mento da MEC foi mais do dobro da MAN e muito similar ao nivel da qualidade (teor alcodlico e
componentes da cor). Na Touriga Nacional também em Carregal do Sal, a MEC originou rendi-
mento superior (ca. quatro vezes) sem diferenga apreciavel ao nivel da qualidade do mosto e do
vinho (grau alcodlico, antocianinas e intensidade da cor).
No caso da Touriga Nacional em Nelas, a MEC originou rendimento superior nas duas campanhas
(2008: 6,9 vs 2,4 t/ha; 2009: 16,6 vs 11,7 t/ha) e sem diferencas relevantes ao nivel da qualidade
em 2008 (grau alcodlico a rondar os 14 %V/V, acidez total, pH e intensidade corante). Ja em 2009,
na MEC verificou-se ligeira quebra do grau alcool (13,7 vs 15,2 %V/V), porém observou-se o con-
trario na intensidade da cor (eventualmente devido a menor dimenséao dos bagos na MEC).
O elevado rendimento na poda mecénica deve-se sobretudo ao maior niimero de cachos e a auséncia
de desavinho, fendmeno muito marcado na MAN, em especial na casta Touriga Nacional, sobretudo
em 2008.
Na poda mecanica, em todos os casos, verificou-se uma redugao significativa do vigor (peso médio
do sarmento ¢ area foliar).

Palavras chave: mecanizagao da poda, vigor, rendimento, qualidade da uva e do vinho.

LINSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA, (rcastro@isa.utl.pt)
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1-INTRODUCAO

1.1 - Poda mecanica

Tendo em conta a actual vulgarizagdo da vindima mecanica podemos considerar
a poda como a operagdo que mais tempo consome na actividade vitivinicola [6, 10, 13,
14, 16, 17, 19]. Em Espanha [10] foi verificado que a poda ocupa aproximadamente
30% das necessidades totais de mao-de-obra e em Italia [6] verificaram que a poda re-
quer cerca de 36% das necessidades totais de mao-de-obra.

A motivag@o conducente a pesquisa sobre sistemas de mecanizagao da poda foi
diversa mas a reducdo ou optimizagao de custos era um objectivo transversal [1, 2, 5,
14, 15, 16, 17], associado a escassez ¢ elevado custo da mao-de-obra especializada.

A adopgao de sistemas de poda mecanizada em diversas regides e condi¢des ndo
teve um impacto negativo na qualidade do vinho, excepto onde as produgdes excederam

a capacidade produtiva das videiras [3].

1.2 - Poda em Sebe

De uma forma geral as videiras podadas em sebe apresentam como caracteristicas
tipicas: uma maior carga a poda [5, 7, 10, 13, 18, 19], maior nimero de pampanos [4, 5,
10, 11, 15], desenvolvimento precoce da area foliar [10, 18], obtengdo de maior area
foliar total [10], maior nimero de cachos [5, 15] e maior produgdo [2, 5, 7, 10, 15] apesar
de apresentarem valores inferiores em alguns indicadores relevantes como por exemplo:
a taxa de abrolhamento [7, 13, 18], o indice de fertilidade [4, 7, 11] e o peso dos cachos
[5, 15].

2-MATERIAL E METODOS

2.1-Soc. dos Vinhos Borges, SA.

No ensaio realizado na Quinta da Aguieira (Aguieira, Nelas) comparou-se em
2008 e 2009, a poda manual com a poda mecanica em sebe no sistema de condugao LY'S
e na casta Touriga Nacional enxertada em 1103P em 1997. A parcela tem uma area de
2,8ha apresentando exposi¢do Sul, orientagdo das linhas Norte — Sul e um declive de
aproximadamente 6%. O compasso de plantagdo ¢ de 3 x 1 m (3333 cepas/ha).

Ao longo do ciclo vegetativo de 2008 foram registados os seguintes dados: carga

a poda, abrolhamento, fertilidade, area foliar, potencial hidrico foliar, bagos para carac-
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terizagdo da maturacdo e rendimento. Numa amostra de 36 sarmentos foi medida em
duas datas a area foliar (AF) pelo método proposto por [9] e o potencial hidrico foliar
foi avaliado ao longo do ciclo num amostra de 48 folhas adultas em cada data, durante
a madrugada (W1b) e ao meio dia solar (‘Yfm) com recurso a uma camara de pressao do
tipo “Scholander”.

A vindima foi realizada mecanicamente e as uvas vinificadas em separado por
tipo de poda

O desenho experimental ¢ do tipo blocos casualizados com duas repetigdes.

2.2-Dao Sul - Soc. Vitivinicola, SA.

Os dados apresentados dizem respeito as campanhas de 2008 e 2009, recolhidos
numa vinha com as castas Alfrocheiro e Touriga Nacional, em Carregal do Sal
(40°25°40”N; 7°59°40° W; 400m de altitude), situado na Regido Demarcada do Ddo. A
vinha foi enxertada sobre 1103P em 1991 e o compasso ¢ de 2,5mx1,2m (3.333
plantas/ha), sendo a orientacdo das linhas N-S. A vegetacdo ¢ conduzida em monoplano
ascendente (MA) assente num corddo Royat bilateral.

O delineamento experimental é do tipo blocos casualizados com trés repeti¢des.

Em ambos os locais, o clima ¢ segundo Thornthwaite, sub-humido seco, mesotér-
mico, com moderado excesso de agua no Inverno e nula ou pequena concentragdo da
eficiéncia térmica na estagdo quente, a que corresponde a formula climatica C1B'3sa’.
O solo enquadra-se no agrupamento principal dos Cambissolos (FAO/UNESCO), ¢é de
origem granitica, franco-arenoso, com reac¢ao 4cida e baixa reserva hidrica.

Em ambas as empresas (Vinhos Borges e Dao Sul), os ensaios haviam sido insta-
lados em 2007. A poda em sebe foi efectuada pela passagem de uma pré-podadora a al-
tura das unidades de frutificacdo, sendo posteriormente efectuada uma ligeira correccio

manual dos sarmentos que pela sua posi¢ao ndo eram cortados pela maquina.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1-Soc. dos Vinhos Borges, SA.
3.1.1-Rendimento e suas componentes
Em 2008, a carga a poda, a percentagem de abrolhamento (% Abrol.), o indice de
fertilidade potencial (IFpot) e o nlimero de cachos sdo significativamente diferentes entre
os dois tipos de poda (quadro 1). O peso por cacho é tendencialmente maior na MAN,

tal como a relagdo area foliar por grama de uva.

Quadro 1 - Componentes do rendimento, Touriga Nacional, Nelas, 2008. Significancia: * para p <0.05, ** para

p<0.01, *** para p < 0.001 e n.s. ndo significativo pelo teste F.
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O rendimento foi sempre superior na MEC, resultado de maior numero de cachos
(quadro 2). Resultados similares foram também verificados por outros autores [7, 10,
18]. Por sua, em 2009, o nimero de varas/cepa foi superior na MEC, mas observou-se

acentuada perda de vigor (peso médio da vara).

Quadro 2 — Componentes de rendimento e de vigor, Touriga Nacional, Nelas, 2008 e 2009. Significancia: * para

p <0.05, ** para p < 0.01, *** para p < 0.001 e n.s. ndo significativo pelo teste F.
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3.1.2-Regime Hidrico

Relativamente ao potencial hidrico foliar de base ndo se registaram diferengas
significativas entre as modalidades para qualquer medi¢ao ao longo do ciclo vegetativo
de 2008 (Fig. 1a). E ainda de referir que os valores verificados se encontram de acordo
com o descrito por outros autores [7, 8, 12]. O mesmo ndo se verificou com o potencial
hidrico foliar minimo (Fig. 1b), uma vez que nas duas ultimas medi¢des a MEC originou
valores significativamente inferiores a MAN, diferenga que pode ser explicada pela
maior area foliar nessa modalidade que contribuird para uma maior evapotranspiragao.
Ainda assim em nenhum dos casos sdo atingidos valores considerados de stress hidrico

severo referidos na bibliografia [12].
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Figura 1 — a) Potencial hidrico foliar de base (yfb). b) Potencial hidrico foliar minimo (yfm) ao longo do ciclo,
Touriga Nacional, Nelas, 2008. Média + epm (n = 32 MAN, n = 16 MEC). Significancia: * para p < 0.05, **

parap <0.01, *** para p < 0.001 e n.s. ndo significativo pelo teste F.

3.1.3-Area Foliar (AF)

Os diversos parametros da AF (2008) apresentaram diferencas significativas entre
modalidades (Fig. 2). A AF principal/sarmento ¢ significativamente superior na MAN,
resultado de folhas maiores. A AF secundaria (AFsec) ¢ também bastante superior na
MAN. Apesar da maior AFprinc/sarmento e AFsec/videira, ao nivel da area foliar total
por videira, verifica-se o inverso, sendo a area foliar total da MEC visivelmente superior
a da MAN, resultado do maior nimero de sarmentos observado nesta modalidade [7].
A area das folhas principais segue um padrdo analogo ao da area foliar principal por
pampano e ao da area foliar secunddria, sendo bastante maior na MAN relativamente a
MEC.
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Figura 2 — a) Area foliar total (m2)/videira. b) Area foliar (cm2)/folha principal. ¢) Area foliar secundaria

(m2)/videira d). Area foliar principal (m2)/sarmento. Touriga Nacional, Nelas, 2008. Média = epm (n =24 MAN,
n =12 MEC).

3.1.4-Vinho
O teor alcodlico foi tendencialmente menor na MEC, sobretudo em 2009, sendo
similares a acidez total, pH e intensidade corante (quadro 3). Pelo seu teor alcodlico
todos os vinhos poderao enquadrar qualquer das categorias de vinho de qualidade pro-
duzido em regido demarcada (VQPRD) do Dao.

Quadro 3 — Analise fisico-quimica do vinho. Touriga Nacional, Nelas, 2008 ¢ 2009.
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3.2-Dao Sul — Soc. Vitivinicola, SA.
3.2.1-Rendimento e suas componentes

Na Touriga Nacional a MEC originou rendimento cerca de 4 a 6 vezes superior a
MAN. Esta diferenga deve-se ao nimero de cachos por cepa (2008) e também ao peso
médio do cacho (2009). Em 2008, a inexisténcia de diferengas ao nivel do peso/cacho
deve-se essencialmente a elevada taxa de desavinho observada na MAN, fendémeno in-
existente na MEC (quadro 4). Na casta Alfrocheiro, a MEC apresentou rendimento cerca
do triplo da MAN (quadro 5). Esta diferenga deve-se ao maior nimero de cachos na
MEC, pois os cachos s@o unitariamente mais leves, resultado da auto-regulagdo da
planta, fenomeno também verificado por [5, 10] nas castas Cabernet Sauvignon e

Grenache respectivamente.

Quadro 4 — Componentes do rendimento e do vigor da casta Touriga Nacional, Carregal do Sal, 2008 e 2009.

Significancia: * para p < 0.05, ** para p < 0.01, *** para p < 0.001 e n.s. ndo significativo pelo teste F.
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Quadro 5 — Componentes do rendimento e do vigor da casta Alfrocheiro, Carregal do Sal, 2008 e 2009. Sig-

nificancia: * para p < 0.05, ** para p < 0.01, *** para p < 0.001 e n.s. ndo significativo pelo teste F.
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O ntimero de sarmentos por videira ¢ significativamente diferente entre os dois
tipos de poda e em ambas as castas, sendo superior na MEC, resultado da maior carga
a poda. Como resultado do maior numero de sarmentos, verificou-se uma acentuada

quebra de vigor, manifestado por sarmentos unitariamente mais leves.

3.2.2-Vinho
A pequena diferenga nos parametros fisico-quimicos da uva, reflectiu-se nos vin-
hos elaborados, que se revelaram semelhantes em termos analiticos. O teor alcodlico
foi genericamente elevado em ambas as castas e anos, sendo tendencialmente mais ele-
vado na MAN na casta Alfrocheiro, verificando-se o contrario na Touriga Nacional
(quadro 6).

Quadro 6 — Caracteristicas analiticas dos vinhos das castas Alfrocheiro e Touriga Nacional, Carregal do Sal,
2008 ¢ 2009.
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4-CONCLUSOES

A poda mecanica origina naturalmente uma maior carga a poda associada a um
maior nimero de unidades de frutificagdo. A percentagem de abrolhamento foi menor
na poda mecanica, tal como o indice de fertilidade. O potencial hidrico foliar de base
nao reflectiu em qualquer das medi¢des uma condicdo de stress hidrico severo.

A area foliar total ¢ significativamente maior na poda mecanica, enquanto que a
area foliar por sarmento e a area foliar secundaria, sdo significativamente superiores na

poda manual.
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O rendimento da poda mecanica foi significativamente superior, em todos os casos
(local, casta e ano).

De modo geral o peso unitario do cacho foi inferior na poda mecanica, tal como
arelagdo entre a area foliar e a produgao.

A poda mecanica originou redugdo acentuada do vigor nos dois locais e nas difer-
entes castas € anos.

Os resultados das duas campanhas (2008 ¢ 2009) sugerem a viabilidade da poda
mecanica, com reducio de mao-de-obra, ganhos de rendimento e com elevada qualidade,
mas recomendam cautela no controlo do vigor das plantas — tendéncia para excessiva

perda de vigor.
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CARACTERISTICAS AGRONOMICAS E ENOLOGICAS
DA CASTA BAGA, EM DIFERENTES SISTEMAS DE
CONDUCAO

Anabela ANDRADE'; Amandio CRUZ?; M. Antonio BATISTA%A. DIAS-
CARDOSO!; Rogério de CASTRO?

RESUMO

Na Regido Demarcada da Bairrada, compararam-se os efeitos do sistema de condug@o na resposta
agrondmica e enologica, da casta Baga, durante o ciclo vegetativo de 2007. As variaveis estudadas
foram dois tipos de arquitectura do coberto vegetal (Monoplano Ascendente (MA) vs LYS) e quatro
alternativas de monda (M1 — supressao dos ladrdes do tronco e brago (sem monda de cachos); M2
— supressao dos ladrdes do tronco e brago, com monda, ficando 1 cacho/sarmento ao bago de ervi-
lha; M3 — supressao dos ladroes do tronco e brago, com monda, ficando 1 cacho/sarmento ao pintor
e M4 — supressao dos ladrdes do tronco e brago, com monda qualitativa a culminar no pintor).

O sistema LY'S, com menores indices de fertilidade e de potencial hidrico foliar de base, indicadores
de uma menor disponibilidade hidrica, e menores valores de fotossintese liquida a maturagéo, ori-
ginou rendimento similar ao MA. Os vinhos obtidos no LY, apresentaram superior teor de TAP,
antocianinas e polifenois e foram organolepticamente mais apreciados. A monda de cachos induziu
redugdo no rendimento, aumento do peso do cacho, aumento de concentragdo de agucares, dimi-
nuicdo da acidez total dos bagos e vinhos sensorialmente melhor classificados.

Palavras — chave: Baga, sistema de condugao, monda de cachos, ecofisiologia, rendimento, qua-
lidade.

1-INTRODUCAO

Dominante no encepamento tinto da Regido da Demarcada da Bairrada, a casta
Baga ¢ caracterizada, de um modo geral, por um porte prostrado, elevada fertilidade,
um forte vigor, maturagao tardia e grande sensibilidade a podridao cinzenta. Porém sobre
esta casta escasseia a aplicagdo de conhecimentos ja disponiveis, assim como, a prosse-
cugdo de estudos de consolidacdo de potencialidades genéticas da casta, de gestdo da

vegetacdo e de alternativas de estrutura permanente, aliados a necessidade de uma maior

! DRAP Centro (anabela.andrade@drapc.min-agricultura.pt)
2 CAVES MESSIAS
3 INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA, rcastro@isa.utl.pt.

177



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page ﬂ@

sistematizacao das operagdes culturais. O presente trabalho teve por objectivo avaliar,
durante o ciclo vegetativo de 2007, o efeito de diferentes sistemas de condugdo, nomea-
damente a forma de base ou arquitectura da planta, sobre a ecofisiologia da planta, bem
como sobre parametros do rendimento e da qualidade. No presente trabalho foram es-

tudadas duas alternativas de condugdo (MA vs LYS) e 4 de monda de cachos.

2 - MATERIAL E METODOS

Incidindo sobre a cultivar Baga enxertada em 3309 C (Riparia fomentosa x Ru-
pestris Martin), o estudo foi instalado em Janeiro de 2007, em plena Regido Demarcada
da Bairrada, na “Quinta do Valdoeiro” pertencente a empresa Caves Messias, localizada
no concelho da Mealhada a 38° 82’ de Latitude Norte e a 9° 17° de Longitude Oeste. O
ensaio foi integrado numa vinha com de 2,1 ha, com orientagdo N — S e ligeiro declive,
situada a cerca de 50 m de altitude, instalada em 1998, ao compasso de 2,5 m x 1,25 m
(3200 plantas por hectare). O solo, argilo-calcario, caracteriza-se por uma textura pesada,
um pH (H,O) pouco alcalino, medianamente provido em potdssio assimilavel, pobre
em fosforo assimilavel, de elevada capacidade de troca cationica e de elevado grau de
satura¢@o em bases. O clima da regido onde se insere a vinha, segundo o balanco hidrico
de Thornthwaite, ¢ moderadamente hiimido, mesotérmico, de deficiéncia moderada de
agua no Verdo e medianamente temperado e chuvoso no Inverno (Cruz et al, 2001).

Sob um delineamento em “split-plot”, ensaiaram-se duas formas de condugdo —
Monoplano ascendente (MA) e LYS (LYS) e quatro niveis de monda: M1 — supressao
dos ladroes do tronco e brago (monda zero); M2 — supressdo dos ladrdes do tronco e
braco (monda zero) + monda, ficando 1 cacho/sarmento ao bago de ervilha; M3 — su-
pressdo dos ladrdes do tronco e brago (monda zero) + monda, ficando 1 cacho/sarmento
ao pintor e M4 — supressdo dos ladrdes do tronco e brago (monda zero) + monda quali-
tativa a culminar ao pintor. A analise dos dados foi efectuada através dos programas
Excel e Statistica 6.0: os parametros intrinsecos a evolugdo da maturagdo foram subme-
tidos a calculo de médias e respectivo erro padrao; os restantes resultados foram tratados
estatisticamente com recurso ao teste de F para a analise de variancia, e expressos como
ndo significativos (ns), significativos para p <0,05 (*), p <0,01 (**) e p <0,001 (**%*).
Sempre que a analise revelou diferengas significativas procedeu-se a comparagao de

médias com base no teste de Duncan ¢ um nivel de significancia de 0,05.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Potencial hidrico foliar (¥p)

Em ambas as formas de conducdo, LYS e MA, o potencial hidrico foliar (Wy) de
base foi naturalmente decrescente do pintor a colheita (Figura 1), traduzindo a reducdo
de disponibilidades hidricas do solo ao longo da maturagdo das uvas e tomando a vin-
dima valores baixos; em ambas as fases de avaliacdo, o LYS, evidenciou teores ligeira-
mente mais baixos que a forma MA. Considerando -0,4 MPa como o valor critico
considerado como uma limitag@o em termos hidricos a actividade metabdlica das plantas
(Deloire et al., 2003), constata-se que ao pintor, LYS ¢ MA, com valores de -0,30 e -
0,26 MPa, desfrutavam de uma boa disponibilidade hidrica no solo, o que é compreen-
sivel face a precipitacdo ocorrida nos meses anteriores. Tal comportamento ndo se
verificou a maturagdo em que, ndo obstante a ocorréncia de precipitagdo em meados de
Agosto e, também em Setembro, os valores do potencial hidrico foliar (Wy) de base do
LYS e do MA foram, respectivamente, -0,54 e - 0,46 MPa — valores estes que segundo

Ojeda (2001) sdo, a maturagdo, coadunaveis com vinhos de qualidade.
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Figura 1. — Potencial hidrico foliar (Y¢) de base, ao pintor e a vindima. Sistemas de condugdo: LYS e MA.
Média + erro padréo de 8 folhas por modalidade. Casta Baga, Bairrada 2007.
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3.2 - Evolucio da maturacio e qualidade a vindima
A evolugao do TAP (% v/v) por modalidade de condug@o/nivel de monda, consta
da Figura 2, dela ressaltando a detencdo da maior acumulacdo de actucares totais pela

forma LYS, independentemente do nivel de monda.
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Figura 2.— Evolugao, ao longo da maturagdo, do TAP, nas formas LYS e MA/nivel de monda. Casta Baga, Bair-
rada, 2007.

Igualmente evidente ¢ a influéncia do nivel de monda, nas duas formas de arqui-
tectura, pois que os valores correspondentes a M1 foram sempre inferiores aos dos res-
tantes niveis de monda, ndo obstante a sua proximidade com M3 no primeiro controlo,
facto compreensivel pois que M3 representa a pratica de monda exactamente ao pintor.
Das Figuras 3 e 4 sobressai o contributo da forma LY'S no aumento do teor de antocianas
e de polifendis totais na auséncia de monda, bem como o efeito favoravel da monda

sobre tais compostos determinantes na cor e sabor dos vinhos tintos.
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Figura 3. — Evolugio, ao longo da maturagdo, do teor de antocianas nas formas LYS e MA/nivel de monda.

Casta Baga, Bairrada, 2007.
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Figura 4. — Evolucao, ao longo da maturagio, dos polifenéis totais, nas formas LYS e MA/nivel de monda. Casta

Baga, Bairrada, 2007.

3.2.1 — Caracteristicas dos mostos e dos vinhos

Da anélise efectuada aos mostos e aos vinhos correspondentes as modalidades (8)
submetidas a vinifica¢ao (Quadros 1 ¢ 2), sobressai a diferenga entre sistemas de con-
dugdo (compare-se LYS M1 com MA M1), ¢ a tendéncia da monda para favorecer, em

ambos os sistemas, sobretudo no MA, parametros como o TAP e a acidez total. No Qua-
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dro 3, os resultados da prova organoléptica corroboram os dados laboratoriais de mostos

e vinhos.

Quadro 1. — Influéncia do sistema de condugdo e da supressdo de cachos nos pardmetros analiticos do mosto a

entrada da adega (28/09/2007). Valores médios por modalidade. Casta Baga, Bairrada, 2007.

i Lys  Lys | Lys | Lys | AA | BMA 0 AA | MA
Parimetras |Unidade | o0y | g | v | s | s | sz | a0 | mg
Acidesraesd lieny | 57 | ss | syl sa ) go | ss ) 55| 59
sl TR AR AENEE T AR THET A
Ackear saral lol. Laeg | 214 [ 200 | 2174 1724 | 0as | 007 | 2oee
Acide mdlicn |21 19 Lol so | om |33 ]33] 19 39
Acide lent, lag laz !l g6 Lgs ! ogn | as ! 49| 46

e iy
AP ik Lonalors 3ol g2a | og izl s | aze

Quadro 2 — Influéncia do sistema de condugdo e da supressdo de cachos nos parametros analiticos do vinho

(analise efectuada em Outubro de 2007). Valores médios por modalidade. Casta Baga, Bairrada, 2007.

. Lys Lys Lys | Lys | MA MA | MA MA
Parkmetres | Unid | 0y | pgy | wan | sas | s | Mz | mis | maa
Ylavea gl
volimica L0994 [ 0.9947 | 0.9944 [ D094 | 0995] |0994] | 19999 | 09938

W N

TAVa2"™ 1%vel | ox lpslazn | ioel oo | nam | wr ) azs
Akl AL
Ivaldnil acet o | 027 | 27 | gl | 0¥ | 937 | (1]

Ag tan
Ackies tetl |0y I 77 | ®% | %) E 77 1 77 | 78 | 79
P i 34 | 337 | 39 [ 399 | 390 | w44 | 335 | 34 |
Antocianas | mg/l
E-' a0 | 593 L Sd% | S | FE(___ddd 4251 453
AgCares L

¥ 23 | g4 |37 | a3 | 24 | 20 | 23 | 22
Exiracio secn 1
|zl B ' I | 13149 3237 - &9 - 297 ) B
WP Doy 280, I8 A5 | &0 4] i ¥ k| |
Aucido milico | g/l v | 33 | 39 | s | s | s [ 54 | 29
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Maodabidades’ Lys Lys Lys Lys MA Ma MAa MA
Apreciagio | MI b b L1 K hid M | M L Mg
global T4 Tz T8 Tk ]| T 67 |65

Quadro 3 — Apreciagdo organoléptica dos vinhos (prova realizada em Outubro de 2007).

3.3 - Rendimento e suas componentes

No tocante ao rendimento e suas componentes (Quadro 4), destaca-se que a forma
de condugdo influenciou significativamente o numero de cachos a vindima e o peso por

cacho.

Quadro 4. - Influéncia do sistema de condugdo e da supressdao de cachos no rendimento e suas componentes.

Valores médios por sistema de condug@o, modalidade de monda e interac¢do sistema de condugio

x monda. Casta Baga, Bairrada, 2007.

Futlorts | W™ chchouioepe :."'"“"!!“"I Pesalcacho (g) “"t:"l’:;'“
LYS 172 455 W06 14,6
MA s | am | wa 13.7
= - = o e
M 209a | s3a 2m9.5h 1573
M2 13Xh iXrh B Y 122B
Mi 14.2b 351 b 20,6 b 1225
M 120 | 420b 1500 134b
T . - -~ -
LYS MY N2a | S2ab | 26db 16.7 ab
LYS M2 1566 | 39dbe MEAD 12,6 be
LYS M1 169ab | 410b 441 b 13,0 be
LYS M4 150 e 4,96 ahe 3164 15,9 abe
MA MY HTe G4 m 12,7 ah Midba
MA M2 10,5 d 171 be IR 11,9 be
MA M3 A« | 353 17,1 ab TET
MA M 884 | 3Mc 783 a e
= i : - :

Nota: Sig. Nivel de significancia; ns — nao significativo ao nivel de 0,05 pelo teste de F; * - signi-
ficativo ao nivel de 0,05; ** - significativo ao nivel de 0,01; *** - significativo ao nivel de
0,001. Em cada coluna os valores seguidos da mesma letra nao diferem significativamente
ao nivel de 0,05 pelo teste de Duncan.
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De facto, o LYS, com menores indices de fertilidade, deteve o maior nimero de
cachos/planta, tendo diferido significativamente do MA: 17,2 vs 12,9 cachos/planta, res-
pectivamente. Contudo, o peso médio do cacho foi menor no LYS e significativamente
diferente do peso médio do cacho da forma MA; As produgdes por planta de ambas as
formas, LYS e MA, com valores médios de 4,55 ¢ 4,26 kg, respectivamente, nao reve-
laram diferencas significativas e o rendimento, manifestou igual comportamento, sendo
tendencialmente superior no LYS. A monda influenciou significativamente o niimero de
cachos, a produgao por planta e o peso por cacho: Concretamente, a M1 (supressdo dos
ladrdes do tronco e brago (sem monda)) com o maior nimero de cachos por planta (20,9)
¢ a maior producdo por planta (5,83 kg) diferiu significativamente das restantes moda-
lidades, sendo de destacar a M4 (supressao dos ladrdes do tronco e brago ¢ com monda
qualitativa a culminar no pintor) com 12,0 cachos e uma produgao de 4,20 kg/cepa. Esta
modalidade com um peso por cacho de 355,0 g, diferiu significativamente das restantes
as quais, com pesos de 279,5 (M1), 280,6 (M3) e 294,8 g (M2), ndo diferiram entre si.
O maior rendimento verificou-se em M1 que com 18,7 t/ha diferiu das restantes moda-
lidades de monda, sendo estas iguais entre si e com valores oscilando entre 13,4 (M4) e
12,2 (M2 e M3) t/ha. Os menores rendimentos foram obtidos pelas interac¢oes LY SxM2
(12,6 t/ha), MAXM2 (11,9 t/ha), MAXM3 (11,3 t/ha) e MAxM4 (11,0 t/ha). A modalidade
LYSxM4, com 15,9 t/ha, originou um rendimento superior a qualquer das interacgoes
MAXM (com monda).

4 - CONCLUSOES

Em ambas as formas de condugdo, o potencial hidrico foliar (W) de base teve um
comportamento decrescente do pintor a colheita, traduzindo a reducdo de disponibili-
dades hidricas do solo ao longo da maturagdo das uvas e tomando a vindima valores
conducentes a vinhos de qualidade. O Monoplano Ascendente produziu bagos menos
acucarados e mais acidos, menos ricos em antocianinas e polifendis totais, e observa-
ram-se diferengas entre sistemas de condugio no tocante aos valores de alcool provavel,
tendo o LYS originado os maiores valores de TAP (% v/v) e os vinhos sensorialmente
mais apreciados. A monda de cachos provocou um menor rendimento, um aumento do

peso do cacho, um aumento de concentragio de aglicares € uma diminuicdo da acidez
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total dos bagos, com reflexos mais evidentes nos vinhos do Monoplano Ascendente. As
interac¢do LYSxM2 e LY SxM4 originaram o maior valor de TAP, sendo de realgar que
o sistema LYS mesmo sem monda (M1) apresentou valores proximos de algumas mo-
dalidades mondadas no MA, mas com rendimento superior (ca. 50%).No terroir espe-
cifico do ensaio, o LYS, sistema que proporciona elevada SFE, revelou condigdes
ecofisioldgicas favoraveis para producdes elevadas aliadas a uma boa evolugdo dos
bagos do pintor & vindima, o que confirma o potencial deste sistema em condi¢des tem-
peradas ndo devendo ser negligenciada a sua divulgacdo como ferramenta na obtencéo
de melhores resultados viticolas numa casta que, sendo emblematica da Bairrada, ¢é so-

bejamente conhecida como problematica.
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ESTRATEGIAS DE GESTAO DO COBERTO VEGETAL E
DA PRODUCAO NA CASTA TOURIGA-NACIONAL NA
REGIAO DO DAO

Carlos COSTA-RODRIGUES ; Amandio CRUZ V; Manuel BOTELHO (¥
Carlos RODRIGUES @; Rogério de CASTRO®W

RESUMO

Entre 2004 e 2006, na regido do Dao, numa vinha plantada em 1990 com a casta Touriga-Nacional,
conduzida em MVA, avaliaram-se os efeitos de diferentes densidades de varas por metro de sebe
(D23; D17; D11), de realizar, ou nao, quer desfolha (F1; FO), quer monda ao pintor (M1; M0), no
microclima do coberto, no rendimento e na qualidade da uva e do vinho. Nenhuma das intervengdes
provocou alteragdes significativas na expressdo vegetativa, sendo possivel produzir vinhos de qua-
lidade para valores de lenha de poda até 1,0kg/m de sebe. A monda, a desfolha e a reduc@o de D23
para D11 ndo se traduziram na melhoria de qualquer dos parametros qualitativos avaliados nos
bagos a vindima, no mosto e no vinho. O rendimento foi elevado: 8,5 a 13,1t/ha em 2004; 10,2 a
16,4t/ha em 2005 ¢ 12,2 a 17,9t/ha em 2006. A grande desvantagem verificada em D23 foi o tempo
de poda, que aumentou de ~30hr/ha em D11 e D17 para cerca de 90hr/ha em D23. Os resultados
obtidos, sugerem, como melhor estratégia para obter um produto que maximize produtividade e
qualidade, efectuar a espoldra no tronco e bragos, deixando cerca de 17 varas/m de sebe, sem des-
folha e sem monda (D17FOMO).

Palavras-chave: Densidade de Varas, Desfolha, Monda Qualitativa de Cachos, Rendimento, Qua-
lidade.

1- INTRODUCAO

A questdo fundamental na viticultura ¢é a relagdo do rendimento com a qualidade.
Existe a convicgao mais ou menos generalizada de que uma produgao elevada se traduz
em vinhos de menor qualidade. Mas sera que a quantidade impede realmente a quali-
dade? E a ser verdade, relacionam-se proporcionalmente ou existe um patamar de qua-
lidade, s6 decrescendo esta a partir de certo limiar quantitativo?

Arelacdo causa/efeito entre rendimento e qualidade ndo esta cientificamente bem

sustentada, e as evidéncias de que a relagdo entre estes pardmetros ¢ proporcional sdo

t INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA, rcastro@isa.utl.pt.
2DAO SUL, SOC. VITIVINICOLA, SA, carlosrodrigues@daosul.com
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limitadas e inconsistentes (Bravdo et al., 1984) e principalmente baseadas em estudos
efectuados em climas frios (com dificuldade em completar a maturacdo) ou em vinhas

com producdes excessivas.

2- MATERIAL E METODOS

O ensaio foi instalado numa parcela de vinha da empresa Ddo Sul — Sociedade
Vitivinicola, S.A., Concelho de Carregal do Sal, inserida na Regido Demarcada do Dao.
De acordo com a classifica¢do climatica de Thornthwaite, o clima desta regido ¢ sub-
himido seco, mesotérmico, com moderado excesso de agua no Inverno e nula ou pe-
quena concentragdo da eficiéncia térmica na estacdo quente, a que corresponde a
formula climatica C{B’3sa’. O solo enquadra-se, segundo a classificacio da
FAO/UNESCO, no agrupamento principal dos Cambissolos. E um solo de origem gra-
nitica, franco-arenoso, com reacg¢do acida e baixa reserva hidrica.

A plantagdo do porta-enxerto 1103P foi efectuada em 1990, com compasso de
2,5m por 1,2m e com as linhas dispostas segundo a orientagdo NE-SW. As videiras da
casta Touriga-Nacional foram enxertadas no ano seguinte, sendo a vegetagdo conduzida
em Monoplano Vertical Ascendente (MVA) e assente num cordao Royat bilateral. A
carga média deixada a poda foi de 24 olhos por videira (4 unidades de frutificagdo por
cepa, cada uma com dois taldes, um a 4 e outro a 2 olhos), correspondendo a cerca de
80.000 olhos/ha. A vinha ndo dispde de qualquer sistema de rega.

O plano experimental foi delineado em split-split-plot com 3 repeticdes. Foram
ensaiadas 3 densidades de varas (definidas ao estado G da escala de Baggiolini): 23, 17
e 11 varas por metro linear de sebe, respectivamente, D23, D17 e D11. Ao pintor foram
introduzidas a desfolha e a monda qualitativa de cachos (excepto em 2004): F1, com
desfolha; FO, sem desfolha; M1, com monda; M0, sem monda.

A descrigdo pormenorizada das metodologias usadas e do delineamento experi-

mental pode ser consultada em Rodrigues (2009).

3- RESULTADOS
3.1 Caracterizacio da Estrutura do Coberto Vegetal
Ao nivel da estrutura da sebe (quadro 1), observamos que a reducdo da densidade

de varas ¢ a realizagdo da desfolha, levou ao decréscimo da densidade do coberto vegetal,

188



| | 001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 189%)—

pela redugdo do numero de camada de folhas (NCF) e da percentagem de folhas e cachos
interiores. A desfolha foi mais eficaz a melhorar o microclima do coberto. A area foliar
(AF) foi superior nos anos de maior disponibilidade hidrica (2004 e 2006), sendo igual-
mente nestes anos que a contribui¢do das netas para a AF total é superior, chegando a
atingir 75%. A tendéncia para o desenvolvimento de uma maior area foliar secundaria
nas densidades mais baixas encontra paralelismo no numero de netas por sarmento e re-
laciona-se com o vigor, avaliado pela massa unitaria de cada sarmento. Em face dos re-
sultados obtidos, julgamos que, nas nossas condi¢des edafoclimaticas, para evitar a perda
de radiagdo no solo e promover uma eficaz colonizag@o do espaco aéreo em sistemas
monoplano, o valor da SFE devera situar-se proximo dos 13.000m?/ha, com um NCF

entre 2 e 3.

Quadro 1- Efeito da densidade de varas, desfolha e monda na estrutura do coberto. NCF-ntimero de camadas de
folhas; F;,i- folhas interiores; Cj¢- cachos interiores; AFp- drea foliar total; AFg- drea foliar secundéria; SFE-
superficie foliar exposta. Medigdes efectuadas a maturagdo em 2004, 2005 ¢ 2006

Ll MCF F, G &Fy BF | AF; SFE
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i g e = rg — T ~
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AT 1.0 sb 3% at 52 ek 57 ES) Mda
{1ak] 1.7a fia 43 -1 -] 11.3a
Eig, = : =2 i ol -

E o 18 7 [T T af FEl
1 14 1} b, iz &) ]
g, —= — — il —
] a2 - ] e &} ]
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ET s 5 A . I -
m 18 = 41 [[F] (3] 128

E & 10 el 3 F 8 F
Big. o . i il o |
5 18 % 41 103 3] 127
M1 L] il 3 kAl 1] 5] 12
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Nota: ns, (*), (*¥*), (¥**) — respectivamente, ndo significativo ao nivel de (0,05); significativo ao
nivel de (0,05), (0,01) € (0,001), pelo teste de F. Dimensao da amostra: n=360 (NCF, Fj,+,
Cin)s 1=36 (AF); n=216 (SFE).
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3.2- Expressao Vegetativa e Vigor

A reducdo da densidade de varas levou a um acréscimo significativo do ntimero
de netas (quadro 2), especialmente em D11, o que se veio a reflectir no vigor, com va-
lores muito acima do considerado normal para videiras equilibradas (20g a 40g, segundo
Smart & Robinson, 1991). O numero de rebentos ladroes ¢ particularmente superior em
D23, o que se deve a forma como essa modalidade foi definida (sem qualquer espoldra
nos bragos). A lenha de poda tem sido largamente utilizada como um indicador de equi-
librio. Kliewer & Dokoozlian (2005), referem valores optimos entre 0,5kg/m e 1,0kg/m
para sebes monoplano. Dokoozilian & Kliewer (1995), Kliewer et al. (2000), com a
casta Cabernet-Sauvignon na California, demonstraram ser possivel produzir vinhos de
alta qualidade, sem perdas na produtividade devidas a excessivo ensombramento, com
valores de lenha de poda até 1,0kg/m. Em face dos resultados por nos obtidos, corrobo-
ramos a opinidio dos ultimos autores para o caso da Touriga-Nacional no Dao.

Em 2006 avaliou-se o tempo de poda. Em D23 foram contabilizadas 88h/ha. Esse
valor decresceu 59% em D17 (36h/ha) e 67% em D11 (29h/ha). Parece, assim, evidente
que, em ordem de conter custos, ¢ obrigatdrio realizar a espoldra nos bragos (e.g., ao
estado G de Baggiolini), quando a remogao dos ladrdes ¢ mais facil, mais rapida e mais

economica que no Inverno.

Quadro 2- Efeito da densidade de varas, desfolha e monda no vigor e expressdo vegetativa. Valores obtidos em
2004, 2005 e 2006.
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3.3- Caracterizac¢do da Producio
3.3.1- Composicao da uva a vindima

Pela andlise dos bagos a vindima, podemos afirmar que, regra geral, ndo houve
diferencas com relevancia enoldgica entre qualquer das modalidades em cada ano em
estudo. Em 2004, observou-se absoluta auséncia de diferengas, com particular relevo
para o facto de D23 e D11 apresentarem o mesmo ¢ elevado valor de TAP, embora como
iremos ver adiante, o rendimento tenha sido de 13,1t/ha em D23 ¢ 8,5t/ha em D11. Em
2005, apesar da geral auséncia de diferencas, D11 regista um valor de pH significativa-
mente inferior e uma tendéncia para valores mais elevados de polifenois totais e de in-
tensidade corante, e mais baixo de antocianinas totais. Registe-se o bom nivel do TAP
em todas as modalidades. Em 2006, as diferencas estatisticamente significativas encon-
tradas tém pouca ou nenhuma relevancia enologica, contrariamente aos valores de TAP

e de acidez total, globalmente mais baixos que o desejavel.

Nota: ns, (*), (**), (***) — respectivamente, nao significativo ao nivel de (0,05); significativo ao
nivel de (0,05), (0,01) e (0,001), pelo teste de F. na- ndo avaliado. Dimensdo da amostra:
n=216 (todos os pardmetros).
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Quadro 3- Efeito da densidade de varas, desfolha e monda na qualidade das uvas a vindima (TAP, acidez total,
pH, intensidade corante [IC=A4y+A570+Ago], antocianinas totais e indice de polifendis totais [[PT=A,g(])
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Podemos afirmar que a monda, a desfolha e a reducdo de 23 para 11 varas por
metro de sebe, em qualquer dos anos em estudo, ndo se traduziu na melhoria da quali-

dade dos bagos colhidos no dia da vindima.

3.3.2- Rendimento e relacdes vegetacio/produgiao

Como esperado, o niimero de cachos por cepa foi significativamente reduzido
com a diminui¢do do niimero de varas e com a monda, ndo tendo a desfolha qualquer
efeito nesta componente do rendimento (quadro 4). Quanto a massa média de um cacho,
enquanto em 2004 e 2006 nao foi afectada por qualquer dos tratamentos, em 2005 o tra-

tamento D11 conduziu a um aumento significativo, relativamente a D23 e D17 (iguais

Nota: ns, (*), (¥*), (¥**) — respectivamente, nao significativo ao nivel de (0,05); significativo ao
nivel de (0,05), (0,01) e (0,001), pelo teste de F. na- ndo avaliado; A- absorvéncia. Dimensao
da amostra: n=36.
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entre si). Podemos também observar que a massa unitaria do cacho aumentou de 2004
para 2006, enquanto o seu nimero por cepa foi semelhante em 2004 e 2005, e para va-
lores superiores aos verificados em 2006. A conjugagdo destes factores levou a que os
extremos quantitativos do rendimento se situassem em 2004 (inferior) e 2006 (superior).

A desfolha ndo afectou o rendimento em qualquer dos anos em estudo.

Quadro 4- Efeito da densidade de varas, desfolha e monda nas componentes do rendimento e relagdes
vegetagio/produgio
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A redug@o da densidade de varas s provocou alteragdes significativas no rendi-
mento em 2004 e 2005. No primeiro ano, com D11 a apresentar rendimento significati-
vamente inferior a D23 e D17 (iguais entre si) e em 2005 com rendimento superior em
D23, relativamente a D17 e D11 (iguais entre si). Nos dois anos em que a monda foi
introduzida a reducdo de rendimento foi altamente significativa. A redugdo do rendi-

mento (38% em 2005; 32% em 2006) foi aproximadamente proporcional ao nivel de

Nota: ns, (*), (¥*), (¥**) — respectivamente, nao significativo ao nivel de (0,05); significativo ao
nivel de (0,05), (0,01) e (0,001), pelo teste de F. na- ndo avaliado. Dimensao da amostra:
n=216 (todos os parametros).
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realizagdo da monda (=40% em 2005; ~30% em 2006). Também no Dao, Martins (2007),
com a mesma casta, estudou a monda ao pintor a 30% e 50%. No primeiro ano do ensaio
(2004) a quebra de producdo foi proporcional a monda na modalidade 50% e mais que
proporcional na modalidade 30%, com uma reduc@o de 35%. No segundo ano do ensaio
as quebras de produg¢ao tornaram-se menos acentuadas, por for¢a do aumento significa-
tivo da massa dos cachos nas modalidades mondadas, o que levou a diminui¢ao do ren-
dimento em 22% e 35%. Como vimos, no nosso ensaio nao se verificou aumento da
massa dos cachos nas modalidades mondadas, o que explica a proporcionalidade na
monda.

Registe-se o elevado rendimento obtido nos 3 anos do ensaio (mesmo nas moda-
lidades mondadas) com valores entre 8,5t/ha (D11 em 2004) ¢ 17,9t/ha (MO em 2006).
De facto, se atendermos aos estatutos da CRVDao, nomeadamente ao rendimento ma-
ximo por hectare das vinhas destinadas aos vinhos com direito a denominagéo de origem
Dao, somente D11 em 2004 cumpre o limite estabelecido. Também os valores do titulo
alcoométrico volimico foram, em qualquer dos anos e para qualquer das modalidades,
sempre superiores a 12,5% (V/V) (dados ndo mostrados), o que, segundo os estatutos
da CVRDao, permitiria a todos os vinhos (mesmo os oriundos de modalidades com um
rendimento superior ao dobro do permitido para vinhos DOC Dao) ostentar a mengao
“Nobre” ou as tradicionais designagdes “Garrafeira” ou “Reserva”, assim se cumprissem
0s outros requisitos necessarios.

A relacdo AF/Producdo (quadro 4) apresentou valores mais elevados em 2004 e
2006 o que esta de acordo com a maior area foliar registada nesse anos, especialmente
a contribui¢do das netas para a area foliar total, que com valores entre 60% e 75% pro-
vocaram o adensamento do coberto (ver quadro 1). Kliewer & Dokoozlian (2005), mos-
traram que em sebes com um Unico plano, sdo necessarios 0,8m*kg a 1,2m%kg. Pelos
resultados obtidos, julgamos que esse valor pode ser superior, sem que se registe um
desperdicio em termos de investimento da planta em folhagem, como sugerido por Wil-
liams et al. (1987), que colocam o limite superior em 1,7m?kg. A razdo SFE/produgéo
apresentou valores mais uniformes ao longo dos 3 anos, variando entre 0,7m?/kg e
1,3m?/kg. Muitos autores, entre os quais Murisier & Zufferey (1997) observaram uma
estabilizagdo do teor em aglcares para valores entre 1,1m*kg e 1,2m?%kg. Face aos nos-

sos resultados, pensamos que os valores obtidos sdo adequados, excepto nas modalidades
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nao mondadas, em que se poderia aumentar a altura da sebe para incrementar a SFE.
Smart & Robinson (1991), Kliewer & Dokoozlian (2005), entre outros, afirmam que o
indice de Ravaz ¢ um bom indicador do equilibrio da videira. Valores abaixo de 5 indi-
ciam vigor excessivo (Smart & Robinson, 1991). No nosso ensaio os valores situaram-
se entre 2,5 (D11 em 2004) ¢ 4,5 (M0 em 2005). A generalizag¢ao de considerar videiras
equilibradas somente quando apresentem um indice de Ravaz entre 4 e 10, requer cui-
dado e cautela na sua aplicac@o. Pelos nossos resultados, e conjugando os valores do in-
dice de Ravaz com a massa unitaria do sarmento ¢ restantes relacdes
frutificacdo/vegetacdo, julgamos poder encontrar videiras equilibradas cujo resultado
do indice de Ravaz se situe no intervalo de valores entre 3 e 4, indo de encontro ao que
Poni et al. (2007) defendem, s6 reconhecendo como indiscutivel a utilidade destes in-

dices como indicadores de desequilibrio severo da videira.

4- CONCLUSOES

As condi¢des meteorologicas de cada ciclo levaram o factor “ano” a influenciar
os resultados, de tal forma que em dois anos com rendimentos semelhantes (2005 e
2006), se obtiveram bagos qualitativamente superiores no ano mais seco.

A monda conduziu a uma redugao altamente significativa do rendimento, sem que
tal se traduzisse em qualquer incremento qualitativo nas uvas. Se a isso associar-mos os
seus elevados custos, s6 € uma pratica defensavel se o objectivo for colocar o rendimento
dentro dos limites impostos pelos regulamentos da CVRDao. A redugdo da densidade
de varas e a desfolha ndo afectaram a composi¢@o da uva, tendo a primeira intervengao
provocado o decréscimo do rendimento em dois dos anos em estudo (2004 e 2005).

Poderiamos ser entdo tentados a recomendar nada fazer. No entanto, conjugando
os resultados do tempo de poda com o facto de que, no conjunto dos 3 anos, a modali-
dade D17, com SFE/Produc¢do=0,9m?/kg, AF/Produg¢dao=1,9m%kg, indice de Ravaz de
3,9 e um sarmento médio a pesar 51g (com um niimero de netas, que, sendo idéntico ao
de D23, ¢ significativamente inferior ao de D11), ser a modalidade mais equilibrada,
julgamos que a melhor estratégia para obter um produto de qualidade e rentavel, serd
efectuar a espoldra no tronco e bragos, deixando cerca de 17 varas por metro linear de

sebe, sem desfolha e sem monda.
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RESUMO
PERGADO® F ¢ um dos membros da “familia” mandipropamida, a mais recente substancia activa
resultante da investigagdo Syngenta a ser homologada em Portugal. A mandipropamida caracter-
iza-se por possuir uma ac¢do especifica no controlo de “mildios”, mostrando uma elevada activi-
dade intrinseca contra este grupo de patogenos.
Pertencendo a um novo grupo quimico — mandelamidas — a mandipropamida apresenta caracteris-
ticas Uinicas, nomeadamente no seu comportamento na planta, que lhe conferem um forte poder
preventivo e uma resisténcia invulgar as diferentes condigdes atmosféricas. Esta substancia activa
liga-se fortemente as camadas cerosas dos tecidos e redistribui-se no interior dos mesmos, ofere-
cendo proteccdo interna e externa, quer das folhas quer dos frutos.
No PERGADO® F a mandipropamida apresenta-se numa combinagdo com folpete. O produto
esta indicado para o controlo do mildio da videira e sera, certamente, a nova referéncia no combate
a esta importante doenga no nosso pais.
PERGADO® F esta aconselhado em Produgdo / Protec¢do Integrada e, a mandipropamida, esta
registada ou em processo de registo em varios paises, ndo havendo qualquer entrave a comercial-
izacdo de produtos tratados com esta substancia activa nos potenciais destinos das exportagdes por-
tuguesas.

Palavras-Chave: Pergado, mandipropamida, poder preventivo, mildio da videira

8° Simposio de Vitivinicultura do Alentejo — 5, 6 ¢ 7 de Maio de 2010
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INFLUENCIA DA DOTACAO DE REGA NO TEOR DE
AGUA DO SOLO, NO ESTADO HIiDRICO E NA
PRODUTIVIDADE DE UMA VINHA DE TEMPRANILLO,
NO VALE DO RIO DOURO (ESPANHA)

M*V. ALBURQUERQUE; J. YUSTE!

RESUMO

A variagdo da dotagdo de rega pode acarretar consequéncias fisiologicas e vegetais decisivas para
a optimizagdo produtiva da vinha em cada situagdo edafoclimatica. No periodo entre 2005-2008
foi levado a cabo um estudo que analisa o teor de d4gua no solo, o estado hidrico (potencial hidrico
foliar) e o comportamento produtivo e vegetativo da variedade Tempranillo, através da aplicacdo
de uma dotagao de rega moderada e de outra mais reduzida numa situagao edafica concreta no vale
do rio Douro. Para isto, aplicaram-se os seguintes tratamentos experimentais de rega: 20% ETo
(A20) e 40% ETo (A40), desde a paragem de crescimento vegetativo até a vindima. As videiras,
plantadas em 1993, estdo enxertadas sobre 110R e conduzidas em corddo Royat bilateral, com uma
densidade de planta¢do de 2,20 m x 1,15 m. Os resultados revelaram que o aumento da dotag@o de
rega aumentou ligeiramente o teor de agua no solo, melhorando o estado hidrico da planta e pro-
vocando, consequentemente, um certo aumento do desenvolvimento vegetativo e da produtividade.
Assim, a reducdo da dotag@o de rega implicou uma limitagao hidrica que levou a uma diminui¢ao
da produtividade global das videiras.

Palavras-chave: Evapotranspiragdo, potencial hidrico, rendimento, superficie foliar.

1-INTRODUCAO

A rega da videira continua a ser um tema controverso devido ao seu efeito na pro-
dugdo e na qualidade da uva. Devido ao aquecimento global, a rega converteu-se num

elemento integral da produc@o de uva vinificavel nas regides tradicionalmente de se-

! Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Leon. Ctra. Burgos km 119.47071 Valladolid (Espana).
Email: albotema@jitacyl.es
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queiro (Balint y Reynolds 2009). Assim, a crescente competitividade pelos escassos re-
cursos hidricos disponiveis exige, a cada dia, um maior controlo da eficiéncia no uso da
agua (Intrigliolo et al. 2007) em lugares onde a pluviometria ¢ insuficiente durante o
ciclo vegetativo (Mullins et al. 1992), ja que quando a taxa de evaporag@o para a atmos-
fera ¢ maior que a quantidade de agua presente no solo ocorre stress hidrico (Wample
2000, en Sanchez-Llorente 2004). Os efeitos do stress hidrico no desenvolvimento e na
fisiologia das videiras dependera do estado de crescimento da cepa e do ritmo a que se
desenvolve o défice (Williams e Matthews 1990; Diiring et al. 1996; Wample 1999;
Hunter e Myburgh 2001). Além disso, um certo défice hidrico é considerado, em geral,
como benéfico para produzir vinho de qualidade, principalmente vinho tinto (Keller et
al. 2008). A forma mais comum de gestao da rega consiste em fazer uma estimativa das
necessidades de agua do cultivo e, posteriormente, comprovar que tal estimativa se ade-
qua, mediante alguma técnica de monitorizagao da rega. O potencial hidrico foliar de
base (W,,) € o de meio-dia (W',) sdo os indicadores de planta mais apropriados para
decidir a rega da vinha, sendo o primeiro proporcional ao potencial matricial da parte
do perfil ocupado pelo sistema radicular, que ¢ responsavel pela alimentagao hidrica da

videira (Alburquerque et al. 2007; Yuste et al. 2004).

O objectivo deste trabalho é estudar o efeito da dotagao de rega no teor de agua
do solo, no estado hidrico da vinha e no desenvolvimento vegetativo e produtivo da va-
riedade Tempranillo, a fim de encontrar uma aproximagao ao equilibrio da vinha entre

a moderagao na rega e os beneficios produtivos desta no vale do rio Douro.

2-MATERIAL E METODOS
2.1-Localizacao

O ensaio foi realizado em Valladolid (Espanha), no vale do rio Douro. As videiras,
plantadas em 1993, sdo da casta Tempranillo/R110, conduzidas em corddo Royat bila-
teral e podadas com 10 gomos/cepa. A orientacdo das filas é Norte-Sul (+25° para NE-
SO), com uma densidade de plantacdo de 2,2 m x 1,15 m. No solo em que se encontra
a vinha experimental distinguem-se trés horizontes, compostos por elementos grosseiros

em mais de 60%. Trata-se de um solo sem limitagdes fisicas nem quimicas em profun-
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didade, o que concede uma boa drenagem e uma velocidade elevada de infiltragdo. A

maior parte do sistema radicular da vinha situa-se nos 60 cm mais superficiais do solo.

2.2-Dispositivo experimental

O ensaio foi levado a cabo entre 2005 e 2008 com dotagdes moderadas de rega
distintas, aplicando os seguintes tratamentos experimentais: 20% ETo (A20) ¢ 40% ETo
(A40), desde a paragem de crescimento vegetativo até a vindima. O delineamento ex-
perimental foi feito em blocos de forma aleatoria com 4 repeticdes e uma parcela prin-
cipal de 11 cepas de controlo. A quantidade total de agua aplicada mediante rega gota a
gota em 2005, 2006, 2007 e 2008 respectivamente (entre Julho e Setembro) foi de: 77,8;
66,2; 63,5 e 78,3 mm no tratamento A20 ¢ de 155,6; 132,5; 127,0 e 156,6 mm no trata-
mento A40. A temperatura média dos meses de Junho, Julho, Agosto e Setembro do pe-
riodo 2005-2008 foi respectivamente de 19,2 °C, 21,9 °C, 20,6 °C ¢ 17,3 °C.

2.3-Determinacdes Experimentais

A humidade do solo foi calculada através do teor volumétrico da humidade me-
diante TDR (volumetria) com um equipamento “Trase System” modelo 6050X1 (Soi/
Moisture corp. Califérnia, EUA). As medi¢des de humidade do solo foram realizadas
deixando um dia de intervalo apos a rega semanal. O estado hidrico da vinha foi esti-
mado através do potencial hidrico foliar de base, utilizando uma camara de tipo Scho-
lander. O desenvolvimento vegetativo foi determinado através do peso da madeira de
poda, mediante contagem e peso individual dos sarmentos de cada cepa. O rendimento
da uva foi determinado no momento da vindima através da contagem e do peso dos ca-
chos de cada videira. A superficie foliar total (LAI) foi medida em Agosto, por volta da
¢época de maturagdo dos frutos, através da regressao linear entre a superficie e a longitude
do nervo central da folha, calculando a superficie foliar do pampano médio a partir da
medida de 4 pampanos por cepa e multiplicando pelo numero total de paAmpanos de cada

cepa, usando uma cepa de controlo por repetigao.
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3-RESULTADOS

3.1-Teor de agua no solo

Em 2005, o teor de dgua do solo nos tratamentos aplicados mostrou uma percen-
tagem proxima dos 15% (v/v) no inicio do ciclo vegetativo, mas na época de maior pro-
cura hidrica (de Junho a Setembro) este teor diminuiu até atingir valores abaixo dos 10%
(v/v) (figura 1). A limitagdo de disponibilidade hidrica foi maior em 2005 do que nos
anos anteriores, que tiveram mais precipitacdo, devido a escassa pluviometria desde o
inicio do ano, com recarga minima do perfil durante o inverno anterior. As diferengas
numéricas observadas a favor do tratamento A40 ndo resultaram estatisticamente signi-
ficativas. Em 2006, as diferengas entre tratamentos foram menos vincadas do que ao
longo do ano anterior, ndo sendo em nenhum caso estatisticamente significativas.

A pluviometria desde Janeiro até ao inicio do ciclo vegetativo fez com que o teor
de 4gua se situasse entre os 15% e os 20% (v/v). No entanto, entre Junho e Setembro
desceu abaixo dos 10%. Em 2007, o teor de agua permaneceu entre os 17 ¢ os 20% no
primeiro semestre, superando o teor dos dois anos anteriores. Contudo, a partir de Junho
desceu até aos 13% (v/v) até Setembro, com maior teor em A40 do que em A20. As
maiores diferengas numéricas entre A40 e A20 (aproximadamente 3% a favor do A40)
foram notadas entre finais de Julho e finais de Agosto, sem que chegassem a ser estatis-
ticamente significativas. Em 2008, o teor de agua situou-se entre os 18 e os 22% (v/v)
de Janeiro até Junho. A partir de Julho, quando a procura hidrica foi maior, o teor de
agua diminuiu até se situar entre os 10 e os 15% (v/v), coincidindo com um periodo sem
precipitagdo. A diferenca favoravel a A40 foi maxima em meados de Agosto, cerca de

4% (v/v), ainda que ndo tenha sido estatisticamente significativa.
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Figura 1. Teor de agua (% v/v) no solo (60 cm), pluviometria (mm) e rega aplicada (mm) para os tratamentos
A20 ¢ A40, em 2005, 2006, 2007 ¢ 2008. Diferengas sem significancia estatistica em nenhuma das datas de me-
digao.

3.2-Potencial hidrico foliar

Medido antes do amanhecer, o potencial hidrico foliar reflectiu uma tendéncia,
durante o verao, similar nos 4 anos de estudo, obtendo o tratamento A40, em geral, va-
lores menos negativos que o A20, o que reflecte um menor stress hidrico das videiras
mais regadas. Em 2005, as diferencas foram estatisticamente significativas em Agosto
e Setembro. As videiras do tratamento A40 mantiveram valores bastante estaveis ao
longo do ciclo, claramente menos negativos que os do tratamento A20 (figura 2).

Em 2006, a tendéncia foi muito similar a de 2005, apresentando o tratamento A40
valores superiores ao tratamento A20, distanciando-se progressivamente a partir de Julho
até a sua maior diferenga, estatisticamente significativa, em Setembro (-0,39 MPa para
A40 ¢ -0,68 MPa para A20). Em 2007, os valores de potencial hidrico foliar de A40
mantiveram-se apenas ligeiramente acima dos do tratamento A20, de Julho a Setembro,
aproximando-se bastante dos valores de ambos os tratamentos, mantendo-se a mesma
tendéncia durante todo o verdo e sem que as diferencas fossem estatisticamente signifi-

cativas.
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Figura 2. Potencial hidrico foliar (MPa) antes do amanhecer para os tratamentos A20 e A40, em 2005, 2006,
2007 e 2008. Significancia estatistica: - (ndo significativo), * (p<0.05), ** (P<0.01).
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Em 2008, os valores de A40 também se mantiveram acima dos de A20 em todas
as medigoOes realizadas, mas a diferenca entre ambos os tratamentos foi maior a partir
de Agosto, sobretudo em Setembro, mostrando uma tendéncia similar a de 2005 e 2006,
sem que as diferencas fossem estatisticamente significativas.

Resumidamente, o tratamento com maior consumo de d4gua mantém-se, ao
longo do verdo, com valores de potencial hidrico foliar superiores aos do tratamento
menos irrigado, o que favorece uma situacdo de menor stress hidrico, que poderia clas-

sificar-se como moderado.

3.3-Superficie foliar total

A aplicagdo de diferentes dotagdes de rega provocou algumas diferengas na su-
perficie foliar (LAI) desenvolvida pelas estirpes/videiras que nao chegaram a ser esta-
tisticamente significativas (tabela 1). No geral, a superficie foliar total de A40 foi
quantitativamente maior que a de A20. As diferengas observadas, sempre favoraveis a
A40, foram escassas em 2005, 2007 e 2008, e mais notaveis em 2006. Assim, em 2006,
o tratamento A40 superou em 0,55 m?*/m?a superficie foliar de A20. As diferencas favo-
raveis a A40 observadas em 2006 e 2007 deveram-se fundamentalmente ao maior con-
tributo foliar de netas, que representou em 2006 43% em A20 e 55% em A40 da
superficie foliar total, enquanto em 2007 a superficie foliar de netas aumentou para 51%
em A20 e 56% em A40 a superficie foliar total. Apesar de tudo, as diferencas numéricas
encontradas entre os tratamentos na superficie foliar de netas nao foram estatisticamente
significativas. Em 2008, a superficie foliar total de A40 superou a de A20 em 0,19 m*/m?,
devido a contribui¢cdo do pAmpano principal, sem diferencas estatisticamente significa-
tivas. Definitivamente, a aplicacdo de uma dotagdo de rega superior provocou uma certa
tendéncia para o aumento da superficie foliar, geralmente mais em relagdo as netas do

que ao pampano principal.
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Tabela 1. Superficie foliar (LAI) total do pAmpano principal e das netas(m?/m?) em 2005, 2006, 2007 e 2008,
para os tratamentos A20 e A40. Nivel de significancia estatistica (N.S.): - = ndo significativo; * = p < 5%; ** =
p<1%.
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3.5 - Desenvolvimento vegetativo e produtivo

As quantidades de rega aplicadas provocaram diferengas no desenvolvimento ve-
getativo das videiras, expressado através da madeira de poda, favorecendo o tratamento
A40, embora apenas tenham sido estatisticamente significativos em 2005. Assim, a ma-
deira de poda do tratamento A40 foi maior que a de A20 em quatro anos de estudo, com
um aumento médio de 18,5%. Particularmente em 2005 e 2006, o A40 produziu 20,9%
e 25,4% mais madeira de poda do que o A20. O aumento da dotac@o de rega provocou
maiores aumentos no rendimento em 2005 ¢ 2006 do que em 2007 ¢ 2008 (tabela 2).
Nomeadamente em 2005 e 2006, o rendimento alcangado pelo A40 superou aproxima-
damente em 3 t/ha o de A20, enquanto em 2007, quando o rendimento diminuiu consi-
deravelmente relativamente aos anos anteriores, os valores foram apenas de 5,2 t’/ha no
A20 e 6,6 t/ha no A40, devido aos problemas patologicos extraordinarios que se produ-
ziram ao longo do ciclo (mildio, botrytis, etc.). Em 2008, o rendimento de A40 foi de
apenas mais 1,2 t/ha do que o A20. Em suma, o aumento médio de A40 relativamente
ao A20 foi de 26,1%, com 31,2%, 33,6%, 26,9% ¢ 12,9% em 2005, 2006, 2007 ¢ 2008
respectivamente, embora as diferengas ndo tenham resultado estatisticamente significa-

tivas em nenhum ano de estudo. A diferenca de rendimento favoravel ao A40 relativa-
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mente ao A20 deveu-se, sobretudo, ao peso do cacho, ainda que o ntimero de cachos

tenha parcialmente ajudado, sobretudo em 2006.

Tabela 2. Madeira de poda (t/ha), rendimento (t/ha), nimero de cachos por videira, peso do cacho (g), peso do
bago (g) para os tratamentos A20 e A40, em 2005, 2006, 2007 ¢ 2008. Nivel de significancia estatistica (N.S.):

- = ndo significativo; * = p < 5%; ** =p < 1%.
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O peso do cacho, em média 20,8% maior no A40 do que no A20, mostrou dife-
rengas estatisticamente significativas em 2005 e 2007, embora ndo o tenha feito em 2006
ou 2008. O peso do bago mostrou a mesma tendéncia que o rendimento, ou seja, o ta-
manho do bago de A40 foi maior que os de A20 nos 4 anos, ainda que as diferengas ndo
tenham resultado estatisticamente significativas. Em suma, o aumento da dotagdo de
rega pressupos um aumento médio do rendimento de 26,2% através dos seus diversos

componentes em geral.
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CONCLUSOES

Um consumo de agua moderado mantém as videiras, ao longo do verdo, numa si-
tuacdo de menor stress do que quando o consumo de agua ¢ reduzido para metade, com
valores de potencial hidrico foliar superiores, relacionados com o teor de 4gua do solo
em cada tratamento. Para além disso, a aplicacdo de uma maior dotacgdo de rega, no tra-
tamento A40, favoreceu o desenvolvimento foliar relativamente ao tratamento A20 e
propiciou um maior desenvolvimento vegetal e frutifero. Definitivamente, as videiras
mais regadas foram beneficiadas fisiologicamente numa situagado de stress moderado,
embora a vista da distinta intensidade dos efeitos anuais se deva considerar que a gestao

da rega deve ser levada a cabo em fungdo das condigdes climatéricas anuais.
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VITICULTURA EM FORTE DECLIVE E CONDUCAO
DE VIDEIRAS EM PATAMARES ESTREITOS NA
REGIAO DO DOURO - 4 ANOS DE RESULTADOS
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RESUMO

A instalagdo da vinha em encostas de elevado declive apresenta especificidades que motivaram es-
tudos em diversos paises e regides. A recente classificacdo da Regido do Alto Douro Vinhateiro
como Patriménio Mundial da Humanidade pela UNESCO veio reforgar a importancia da sistema-
tizagdo em patamares estreitos como solugdo quer para encostas de acentuado declive, quer para a
reestruturagdo das vinhas tradicionais, com manutenc@o dos tradicionais muros de pedra de xisto.
Os resultados apresentados para os anos 2006 a 2009, referem-se a um ensaio instalado em 2002
na Quinta de Santo Antonio - The Fladgate Partnership Vinhos SA - Douro, numa encosta sistema-
tizada em patamares estreitos, com 2,3 m de largura e uma linha de plantagdo, com a casta Touriga
Nacional enxertada em 110R. Estudaram-se duas alternativas de condugdo (Monoplano Vertical
Ascendente (VSP) e Corddo Duplo (LYS 2/3) com uma sebe ascendente e outra retombante) e duas
distancias de planta¢@o na linha (0,80m e 1,20m) num delineamento experimental do tipo Split-
Split-Plot. Os resultados obtidos evidenciaram um aumento de producdo de 42% no cordao duplo
LYS 2/3, relativamente ao VSP e de 30% na distancia de plantacdo 0,80 m em relagdo a distancia
1,20 m sem que tenha havido alteragdes a nivel dos parametros da qualidade.

Palavras-chave: Douro, Vinho do Porto, Viticultura de Montanha, Sistemas de Condugao, Dis-
tancias de plantagdo.

! Faculdade de Ciéncias, Universidade do Porto — Engenharia Agrondémica, Rua Padre Armando
Quintas, 4485-661 Vairdo, E-mail: jqueiroz@fc.up.pt

2 GRESA, Laboratério Associado REQUIMTE, Universidade do Porto.

3 Centro de Investigagdo em Ciéncias Geo-espaciais, Universidade do Porto.

* Instituto Superior de Agronomia — U. T. L. -Tapada da Ajuda, 1399 Lisboa

> DRAPNorte, Centro de Estudos Vitivinicolas do Douro, 5050-071 Peso da Régua

5 The Fladgate Partnership Vinhos, S. A., R. Bardo de Forrester, 404, 4400 V.N. Gaia

209



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 24@

1-INTRODUCAO

Em viticultura de montanha, de forte declive, a instalagdo da vinha levanta difi-
culdades acrescidas.

Na Regido do Douro os trabalhos efectuados ao longo de séculos por varias ge-
ragdes traduziram-se na notavel obra que a UNESCO veio a reconhecer como Patrimoé-
nio Mundial em 14 de Dezembro de 2001. Tendo os sistemas de implantagdo da vinha
evoluido ao longo dos séculos, sdo de referir pela sua importancia historica e paisagistica
os geios pré-filoxéricos e os socalcos pos-filoxéricos, que ainda hoje representam cerca
de 50% da area de vinha da Regido (QUEIROZ et al., 2009).

A necessidade de mecanizagdo e de simplificagdo das tarefas viticolas mais pe-
nosas vieram introduzir nos anos 80 do Séc. XX as vinhas em patamares largos (com
duas linhas de plantago) e as vinhas plantadas segundo o maior declive (“ao alto”). Em
alternativa aos patamares largos surgem, de seguida, os patamares estreitos, com uma
largura de plataforma inferior a 2,5 m e uma s¢ linha de plantagdo, obrigatorios segundo
a legislacao abrangendo o Alto Douro Vinhateiro — Patriménio Mundial, em declives
entre os 30 e 0s 50%. Os cerca de 30 anos de experiéncia com estes diferentes sistemas
de implantagdo da vinha permitiram ja uma reflexdo fundamentada e a consolidagdo do
conhecimento acerca das vantagens e inconvenientes de cada um QUEIROZ et al.,
(2009), do seu modo de execugao, assim como de avangos tecnologicos sobre a forma
de construcdo de patamares estreitos. A este respeito destacam-se os trabalhos de MA-
GALHAES (2002) e GUIMARAENS ¢ MAGALHAES (2006), que consideram vital a
assisténcia do sistema laser na sua construcao, de modo a assegurar o rigor no seu declive
longitudinal (3%).

As especificidades dos sistemas de instalagdo da vinha e da condugio da videira,
em encostas de elevado declive motivou estudos como os realizados na Suiga por KO-
BLET e FAUST (1994) e MURISIER et al. (1995), na Italia por CARGNELLO (1995),
em Portugal na Regido do Douro por FELIX (1985) e na Regido dos Vinhos Verdes por
CASTRO et al. (1998) tendo sido alvo de estudos no ambito do Projecto Agro 739 —
Condugao de Videiras em Patamares Estreitos (de 1 linha) na Regido do Douro, cujos
resultados de progresso foram sendo publicados ao longo dos tltimos anos (QUEIROZ,
et. al,2008a, QUEIROZ, et al, 2008b, QUEIROZ, et al., 2009).
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2 - MATERIAL E METODOS

O ensaio decorreu entre 2006 ¢ 2008, na Quinta de Santo Antdnio, pertenga da
The Fladgate Partnership Vinhos, S.A., Freguesia de Vale de Mendiz, Alijo, Douro
(Cima Corgo - Latitude de 41° 14” Norte, Longitude de 7° 31° Oeste, altitude média de
275 metros), com um clima segundo a classificagdo de Thornthwaite do tipo C{B’3sb’y,
e valores médios de 658 mm de precipitagdo e 16,2°C de temperatura, (periodo 1931-
1960, Posto Meteorologico do Pinhdo, FERREIRA, 1965). A vinha foi implantada em
2002, numa encosta com declive inicial de 45-50%, sistematizada em patamares estreitos
de 1 bardo, com 2,3 m de largura, apresentando-se neste trabalho os resultados obtidos
com a casta Touriga Nacional, das castas mais nobres em cultura no Douro, enxertada
em 110R.

O delineamento experimental foi do tipo split-plot-plot, com 4 blocos, e os trata-
mentos divididos em dois niveis: Sistema de condugdo (nivel principal) e a Distancia
de plantagdo entre videiras na linha (nivel secundario), num total de 16 unidades expe-
rimentais. As modalidades em estudo consistiram em: Nivel I - dois Sistemas de Con-
dugdo: i) o tradicional monoplano vertical ascendente, podado em corddo Royat (Vertical
Shoot Positioning - VSP na terminologia anglo-saxonica), representando o controlo e
i) um corddo duplo com parte da sebe orientada de forma ascendente, em tudo seme-
lhante ao VSP, e outra parte orientada de forma retombante o LY'S 2/3, adaptacdo a en-
costa do LYS (CASTRO et al., 1998) (Imagens dos sistemas de condugio em QUEIROZ
et al., 2009) e Nivel II — duas distancias entre videiras na linha (0,80m e 1,20 m), (dados
disponiveis a partir de 2007). Os resultados foram recolhidos, sempre que possivel, em
20 videiras por unidade experimental. De modo a permitir a comparagao dos resultados,
quando adequado expressaram-se os valores por metro linear.

Para além dos dados agrondmicos (parametros do rendimento e da qualidade),
foram recolhidos dados acerca da area foliar (determinada de acordo com a metodologia
proposta por LOPES e PINTO, 2005), potencial hidrico foliar e trocas gasosas a nivel
dos estomas.

Os resultados da comparag@o das médias, através da ANOVA foram expressas

através do nivel de significancia.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento acumulado ao longo dos quatro anos de ensaio foi 42% superior
no corddo duplo LYS 2/3 relativamente ao tradicional monoplano vertical ascendente
VSP, com valores de 2,60 ¢ 1,55 kg por metro linear em 2006, 6,06 ¢ 4,92 kg em 2007,
2,78 e 1,84 kg em 2008 e 1,81 e 1,04 kg em 2009 (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito do sistema de condugéo cordao duplo (LYS 2/3) e monoplano vertical ascendente (VSP) no

rendimento (kg / metro linear). Touriga Nacional, Quinta de Santo Antonio, 2006 - 2009.

O maior rendimento do cordao duplo LYS 2/3 resultou de um numero de cachos
por metro linear significativamente superior (Tabela 1), motivado por uma maior carga
a poda (dados ndo apresentados) devido a divisao em duas sebes. O peso do cacho (Ta-
bela 1) apresentou valores mais elevados no sistema tradicional VSP, em trés dos quatro
anos, ainda que com significancia estatistica apenas em 2007 e 2009. Ja que no se refere
ao peso do bago apresentados na mesma tabela 1, ndo se verificou uma tendéncia defi-

nida ao longo dos quatro anos nos valores encontrados, que variaram de ano para ano.
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Tabela 1 — Efeito do sistema de condugdo no nimero de cachos por metro linear, peso do cacho (kg) e peso do
bago (g). Touriga Nacional, Quinta de Santo Anténio, 2006 - 2009.
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No que se refere aos parametros da qualidade (Tabela 2), os valores do alcool pro-
vavel foram satisfatorios ao longo dos quatro anos, apresentando em 2006 valores de
15,5% vol. no VSP e 13,7% vol. no cordao duplo LYS 2/3, um valor ainda assim elevado,
devido a ocorréncia de uma produgdo excessiva nesse ano neste sistema de condugéo.
Nos restantes anos os valores da produg@o foram semelhantes nos dois sistemas de con-
dugdo, sendo relativamente mais baixos no ano de 2007 devido a chuva ocorrida na se-
mana da vindima, pois no controlo de maturagao realizado na semana anterior os valores
encontrados foram superiores aos 13% vol. Quanto aos restantes pardmetros da quali-
dade apresentados, acidez total e pH, ndo se verificaram diferengas entre os dois sistemas

de condugio.

Tabela 2 — Efeito do sistema de condugdo no alcool provavel (% vol.), acidez total (gr. de ac. Tart/l) e pH.
Touriga Nacional, Quinta de Santo Antonio, 2006 - 2009.
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Nota (Tab. 1): a) dados ndo analisados estatisticamente. Significancia do Teste F: n.s — ndo signi-

ficativo, ** = significativo ao nivel de 0,01; *** = significativo ao nivel 0,001.
Nota: (Tab. 2): a) dados ndo analisados estatisticamente. Significancia do Teste F: n.s — ndo
significativo, *** = significativo ao nivel 0,001.
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De referir que os resultados encontrados ao longo destes quatro anos sdo concor-
dantes com os referidos por MURISIER et al. (2001), que do mesmo modo referem au-
mentos de rendimento, com manutengdo da qualidade, em modalidades conduzidas em
corddo duplo, um ascendente e outro retombante, implantadas em patamares estreitos.

No que se refere ao efeito da distancia de plantag@o, tnico factor de que o viticul-
tor dispde para poder actuar sobre o nimero de plantas por hectare em vinhas implan-
tadas em patamares estreitos, verificou-se nos dados referentes aos anos de 2007 a 2009,
um aumento de produga@o de 30% na distancia de plantacao 0,80 m em relagdo a distancia
1,20 m com valores que foram significativamente superiores ao longo dos trés anos do

ensaio (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito da distancia de plantacio na linha no rendimento (kg/metro linear), nimero de cachos

por metro linear, peso do cacho (kg). Touriga Nacional, Quinta de Santo Anténio, 2006 - 2009.
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Este resultado, que consideramos da maior importancia, pode minorar as descon-
fiangas dos viticultores em relacdo a este modo de implantagdo da vinha, muitas vezes
referido como tendo produgdes inferiores aos patamares largos (QUEIROZ et al., 2009),
sistema de implantag@o inaceitavel na Viticultura actual, que se pretende sustentavel
(MAGALHAES e GUIMARAENS, 2009). Também neste caso a maior produgdo advém
de um maior nimero de cachos por metro linear, ja que quanto ao peso do cacho os re-
sultados encontrados ao longo dos trés anos nao apresentam uma tendéncia definida (Ta-
bela 3).

! Significancia do Teste F: n.s — ndo significativo, ** = significativo ao nivel de 0,01; *** = signi-
ficativo ao nivel 0,001.
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Quanto aos parametros qualitativos a distancia de plantagdo 0,80 m apresentou
valores superiores de alcool provavel (Tabela 4), com significancia do ponto de vista
estatistico em 2007, ndo existindo diferencas significativas entre modalidades nos res-
tantes dois anos (Tabela 4). No que se refere aos valores da acidez total e pH, apenas
em 2007 existiram diferengas a nivel deste Gltimo parametro, em que a uvas mais ma-

duras correspondeu um pH mais elevado.

Tabela 4 — Efeito da distancia de plantagdo na linha no alcool provavel (% vol.), acidez total (gr. de ac. Tart/l)
e pH. Touriga Nacional, Quinta de Santo Anténio, 2006 - 2009.
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Localizando-se o ensaio no Cima Corgo, caracterizado por uma baixa precipitagdo, numa
vinha ndo regada, a sustentabilidade a prazo do sistema podera ser comprovada através
da evolucdo do peso da lenha da poda.

No que se refere ao vigor, avaliado através do peso da lenha da poda, e para o qual se
apresentam os resultados dos trés ultimos anos, verifica-se nao ter existido diferengas
entre o sistema de condugao cordao duplo (LYS 2/3) e o tradicional VSP (Tabela 5). Ja
no que se refere ao peso da vara verificam-se valores significativamente mais baixos no
corddo duplo (LYS 2/3), do que no VSP. Estes valores situam-se, no entanto, ou no in-
tervalo ou ligeiramente acima dos considerados optimos por SMART & ROBINSON
(1991).

! Significancia do Teste F: n.s — ndo significativo, * = significativo ao nivel de 0,05.
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Tabela 5 — Efeito do sistema de condug@o no peso da lenha da poda (kg/metro linear) e peso da vara (kg).
Touriga Nacional, Quinta de Santo Antonio, 2006 - 2009.
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No que se refere ao efeito da distancia de plantagdo (Tabela 6) verifica-se um
maior peso da lenha da poda nas modalidades plantadas a 0,80 m, significativamente

superior ao da distancia 1,20m.

Tabela 5 — Efeito da distancia de planta¢do na linha no peso da lenha da poda (kg/metro linear) e peso da vara
(kg). Touriga Nacional, Quinta de Santo Antonio, 2006 - 2009.
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No que se refere ao peso da vara os valores foram superiores na modalidade 0,80m
nos anos de 2007 e 2008 (neste ano com significancia estatistica), sendo semelhantes
em 2009. Verifica-se deste modo a existéncia de uma tendéncia para um maior vigor na
modalidade 0,80m quando comparada com a modalidade 1,20m.

Os valores mais elevados de produgao verificados no cordao duplo (LYS 2/3) e
na distancia 0,80m sem que se tenham verificado alteracdes significativas de qualidade
(excepgdo ao ano de 2006 com sobreproduc@o no Corddo duplo) dever-se-do & manu-
tencdo da relagdo Superficie Foliar Exposta (SFE) / peso das uvas, gracas ao maior valor

desta superficie nestas duas modalidades, quando comparadas com o VSP e a distancia

! Significancia do Teste F: n.s — ndo significativo, *** = significativo ao nivel 0,001. a) dados ndo
analisados estatisticamente.
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1,20m (na figura 2 apresentam-se os valores referentes ao ano de 2008, com padrio se-
melhante ao verificado nos anos anteriores. Os dados de 2009 nao sdo apresentados de-
vido a perturbagdes associadas ao fenomeno denominado Crescimento Restrito na
Primavera referido por MAGALHAES, 2010).

No que se refere aos parametros ecofisio-

logicos os resultados obtidos ao longo do es-

iy
tudo ndo mostraram diferengas com significado i =
agrondmico, apesar da existéncia de diferengas 1 ol
significativas a nivel de areas foliares, podendo | = = - T

os valores do potencial de base (dados referen-

Figura 2 — Efeito do sistema de conduc@o e da
tes ao ano de 2007 na figura 3) ser considerados distancia de plantagdo na érea fo-
liar (m? / metro linear).

moderados e adequados a produgdo de uvas de

qualidade.

Quanto a taxa de fotossintese ao longo I }
dos anos em estudo, ligeiras diferengas entre I | =
| T iy

modalidades ndo foram relevantes do ponto de

vista agrondmico, pelo que devido a falta de es- Figura 3 — Efeito do sistema de condugdo ¢ da

. distancia de plantagio no potencial
paco ndo sdo apresentados resultados. hidrico foliar MPa

4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos ao longo dos quatro anos permitiram concluir que em termos
de rendimento o corddo duplo LY'S 2/3 ¢ um sistema de condugdo com maior potencial
de rendimento do que o tradicional monoplano vertical ascendente VSP (42% superior
na média dos 4 anos) o que o pode tornar interessante para patamares estreitos. No en-
tanto dadas as especificidades edafo-climaticas do Douro, os resultados, mesmo sendo
de quatro anos deverdo ser encarados com precaugdo e confirmados ao longo dos pro-
Ximos anos.

No que se refere a distancia de plantacdo na linha, a consisténcia dos resultados
registados permitiram concluir que a distancia 0,80m apresenta melhores resultados a
nivel de rendimento (mais 30% nos trés anos estudados) e vigor, do que a distancia

1,20m, eventualmente com ligeiros ganhos de qualidade ou pelo menos a sua manuten-
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¢do, gracas a uma relacdo folhas/frutos equilibrada. Consequentemente esta sera uma
distancia de planta¢do que numa viticultura de encosta, sistematizada em patamares es-
treitos e ndo regada traz vantagens competitivas, para além de permitir o cumprimento

da legislagdo prevista em termos de densidades de plantagdo, para o Douro.

REFERENCIAS BIBIOGRAFICAS:
CARGNELLO, G. (1995). Recherches sur le modélisme pour une production viti-vinicole globa-
lement intégrée dans des terrains a fortes et tres fortes pentes. 8* Jornadas GESCO, Vairdo,

Portugal, 344-350.

CASTRO, R., MOTA, T., GARRIDO, J. e CAMPELO, J. (1998). Alternatives de conduite pour
les vignes en forte pente dans la région des “Vinhos Verdes”. 10 émes Journées GESCO, Chan-

gins, 224 - 227.
FELIX, R. (1985). Restructuration du vignoble en pente du Douro. Bull. de I'OIV. 656/7.

GUIMARAENS, D. and MAGALHAES, A. (2006). Soil erosion protection using three different
planting models on the slopes of the Douro Valley. Primo Congresso Internazionale Sulla Viti-

coltura di Montagna e in Forte Pendenza, CERVIM, Saint-Vicent (Vallée d’Aoste).

KOBLET, W. & FAUST, H. (1994). Culture de la vigne en petites terrasses. 7émes Journées
GESCO, Valladolid, 286-289.

LOPES, C. and PINTO, P. (2005). Easy and accurate estimation of grapevine leaf area with simple
mathematical models, VITIS 44 (2), 55-61.

MAGALHAES, A. (2002). A construcio de patamares de uma linha em encostas com mais de 40%

de declive. Boletim Informativo da CIRDD. II Trimestre, n°10, Régua.
MAGALHAAES, A. (2010). Comunicagdo pessoal.

MAGALHAES, A e GUIMARAENS, D. (2009). Um Novo Modelo de Vinha na Regiio do Douro.

Candidatura ao Prémio BES Biodiversidade.

MURISIER, F.; FERRETTI, M. and ZUFFEREY, V. (2001). Nouveaux systemes de conduite pour
les vignes en forte pente cultivées en banquettes. Essais sur Merlot au Tessin. 12émes Journées

GESCO, Montpellier, 421-428.

218



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 24@

QUEIROZ, J.; CUNHA, M.; MAGALHAES, A.; GUIMARAENS, D.; SOUSA, M.; BORGES, L.
& CASTRO, R. (2009). “Mountain viticulture and new training systems in narrow terraces -
Douro region”. 16th International GIESCO Symposium, 2009, 487-492 — University of Cali-
fornia, Davis, USA.

QUEIROZ, J.; CUNHA, M.; MAGALHAES, A; GUIMARAENS, D; SOUSA, M. e CASTRO, R.
(2008a). “Narrow terraces and alternative training systems for steep sloop viticulture - Douro
region”. VIIth International Terroir Congress, 258-265 , Nyon (Switzerland), 19-23 May.

QUEIROZ, J.; CUNHA, M.; MAGALHAES, A.; GUIMARAENS, D.; SOUSA, M.; CAVADAS,
P. and CASTRO, R. (2008b). Training systems in narrow terraces, Touriga National, Douro Re-

gion. CERVIM, Monforte de Lemos.

SMART & ROBINSON (1991). Sunlight Into Wine; A Handbook for Wine Grape Canopy Arrange-

ment. Winetitles. Auatralia.

219



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page zz@

¢



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page zz@

O ENXOFRE E O PESTICIDA COM MAIOR CONSUMO
EM PORTUGAL E NA VINHA

Pedro AMARO®™

RESUMO

Nas caracteristicas toxicologicas e ecotoxicologicas do enxofre, analisam-se a classificacio toxi-
coldgica e as frases de risco e de seguranca adoptadas em Portugal nos 36 produtos formulados
de 19 empresas, destacando a surpreendente diversidade e insuficiéncia de informagao disponivel,
perante a decisdo da UE, em 16/1/09, de adop¢ao da classificagdo Xi e R38 ¢ os novos conheci-
mentos sobre a toxidade do enxofre para as abelhas, divulgados, em 19/12/08, pela EFSA. O au-
mento do consumo de pesticidas em Portugal, entre a média de 1991 e 1992 e 2008, foi de 120%,
valor maximo e destacado dos paises da UE e da OCDE. O consumo de enxofre correspondeu,
em média, a 53% do total de pesticidas e frequentemente foi superior a 10 000 t. Na vinha, o con-
sumo de enxofre, entre 1992 e 2003, variou entre 63% ¢ 85%, com a média anual de 76%. Esta
muito significativa quantidade de enxofre na vinha, exige particular atenc¢io a sua problematica
toxicologica e ecotoxicolégica.

Palavras — chave: enxofre, consumo pesticidas, ecotoxicologia, toxicologia, informagao

1-AS CARACTERISTICAS TOXICOLOGICAS E ECOTOXICOLOGICAS DO
ENXOFRE E AS CLASSIFICACOES E INFORMACAO EM PORTUGAL

1.1 - As caracteristicas toxicologicas e ecotoxicologicas

A classificacdo toxicologica do perigo do produto técnico de enxofre, pela Or-
ganizagdo Mundial de Saude, ¢ de IRRITANTE para a pele e membranas mucosas,
com LD50>3000 mg/kg (20). O International Programme on Chemical Safety (IPCS)
refere que: a substancia activa (s.a.) enxofre irrita os olhos, a pele e as vias respiratorias;
a inalag@o do p6 de enxofre pode causar inflamagdo do nariz e das vias respiratorias; ¢
o repetido ou prolongado contacto com a pele pode causar dermatite e nas vias respira-

torias bronquite cronica, recomendando periodico exame médico consoante o grau de

! Instituto Superior de Agronomia, Univ. Técnica de Lisboa, Tapada da Ajuda, 1349-017 Lisboa.
pedroamaro@netcabo.pt
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exposicao. Como medidas de seguranca, recomenda-se como Equipamento de Protec-
¢do Individual (EPI): luvas e equipamentos protectores dos olhos e das vias respiratdrias
(19). A avaliag@o pela European Food Safety Authority (EFSA) (14) e pela Unido Eu-
ropeia (UE) (15) justificou a inclusdo do enxofre no Anexo I da Directiva 91/914/CEE
e classificou de baixo risco, com baixa toxidade aguda, oral, dermal e por inalagao, mas
com a classificacdo toxicologica: Xi, R38“Irritante para a pele”.

Quanto a ecotoxicologia, a s.a. enxofre ¢ considerada de baixa toxidade para
aves, mamiferos, organismos aquaticos, abelhas, outros artropodes ¢ minhocas. Con-
tudo, recomenda-se aos Estados Membros atencdo particular para os riscos para
aves, mamiferos, artropodes e organismos dos sedimentos, devendo ser adoptadas me-
didas de seguranga quando apropriado (8,9). Quanto as abelhas, para doses de enxofre
entre 2,56 ¢ 29,5kg s.a./ha em vinha, foram registados quocientes de risco oral ¢ de
contacto superiores a 50: p6 molhavel <80 e p6 <197 - <295,5. Como ndo foram referi-
das mortalidades de abelhas, admitiu-se ser o risco baixo e foi deixada aos Estados
Membros a ponderacio do risco do uso do enxofre e de adop¢do de medidas de se-
guranca para defesa das abelhas (10,11,14).

Na Base de Dados Footprint PPD, da Univ. de Hertfordshire, UK, a toxidade
aguda do enxofre para o Homem ¢ Irritante para: vias respiratérias, olhos ¢ pele e,
ainda: HIGH para peixes e invertebrados aquaticos; MODERADA para aves, mami-
feros, algas, abelhas e outros artropodes (Aphidius rhopalosiphi); e BAIXA para mi-
nhocas (17).

Na Base de Dados Agritox, da Agence Francaise de Sécurité Sanitaire (AFSSA),
a classificacdo do enxofre é: Xi, R38, S2, S46, segundo a decisio da UE de 16/1/09 (1).

E evidente alguma diversidade de critérios dos especialistas sobre a toxidade do
enxofre, entre Irritante para a pele, as vias respiratorias, os olhos ou as membranas
mucosas, com a preferéncia da EFSA e da UE por R38 — Irritante para a pele. Somente
o IPCS (19) alerta para os riscos de inflamac@o do nariz e das vias respiratorias, de der-
matite e de bronquite cronica e recomenda apoio médico ¢ adequado EPI como medida

de seguranca.

222



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 22@

1.2 - As classificacoes da Autoridade Fitossanitaria Nacional, a DGADR e a
informacao disponivel
O niimero de pesticidas simples a base de enxofre, referidos em publica¢des da
DGADR, divulgadas em 2009, ¢ de 36 mas varia entre 32 (16,22) ¢ 33 (12) (Quadros 1
e2).

Quadro 1 — Numero de fungicidas ou acaricidas, a base de enxofre, com diversos tipos de formulagao e classi-
ficagdo toxicologica, em 3 publicagdes divulgadas, em 2009, pela DGADR (12,16,22).
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F - fungicida; A - acaricida; DP — po polvilhavel; SC — suspensdo concentrada; WG — granulo dispersivel na
agua; WP— p6 molhavel; Xi — Irritante, Xn — Nocivo; Is - Isento

Quadro 2 - Numero de produtos fitofarmacéuticos, a base de enxofre, com diversos tipos de formu-

lagdo, classificagdo toxicologica e frases de risco (12,16,22)
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Xi — Irritante, Xn — Nocivo; Is - Isento

No conjunto de 36 pesticidas a base de enxofre, s6 3 sdo referidos como acaricidas
para combate a 4caros e erinose (16), mas no Guia “Amarelo” de 2009 sao incluidos 7
insecticidas e acaricidas (22). Quanto a doencas, ha 32 fungicidas para o oidio e 12 para
a escoriose (16).

As empresas responsaveis pelos 36 pesticidas sdo 19, mas a AZUFRERA e os

seus 2 fungicidas ndo sdo citados no Guia “Amarelo” e a AGRO-PERMU s6 ocorre
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neste Guia (22). Enquanto cada uma de 12 empresas s6 comercializa 1 pesticida, veri-
fica-se maior numero de pesticidas para 7 empresas: 5 (AGROQUISA e SAPEC); 4
(NUFARM P e SELECTIS); ¢ 2 (AZUFRERA, BAYER ¢ CEREXAGRI F) (Quadro
3).

Nos tipos de formulagio, apos os granulos, WG (33%), ocorrem: suspensao
concentrada, SC (25%), po6 polvilhavel, DP (22%) e p6 molhavel, WP (20%) (Quadro
2).

A classificacdo toxicolégica adoptada pela DGADR (e a CATPF?)
(3,4,5,6,7,9,10,11) privilegia o Isento, Is que predomina (53%), a par de Irritante, Xi
(44%) e de Nocivo, Xn (3%) (Quadro 2).

Arelacdo entre classificagdo toxicologica e tipo de formulaciio evidencia: pre-
dominio de Xi (78%) na suspensao concentrada (SC); maior frequéncia de Is no pé pol-
vilhavel (DP) (75%) e no p6 molhavel (WP) (71 %) e Xi=Is=50% nos granulos (WG)
(Quadro 2).

A par da frase de risco R100 num fungicida Isento da HEADLAND (Headland
Sulphur) e de 2 pesticidas da AZUFRERA, classificados de Xi e Xn sem outra frase de
risco, verifica-se a ocorréncia de 6 frases de risco, em 15 pesticidas, com a frequéncia
em 36 pesticidas: R36 e R41 (3%); R38 (6%); R100 (14%); R37 (19%); e R43 (22%)
(Quadro 2) (22).

Os efeito secundarios dos acaricidas e fungicidas de enxoftre, referidos no Manual
de Protecgdo Integrada da Vinha (16), sdo considerados Nao Perigosos para: ambiente,
abelhas, organismos aquaticos, aves e fauna selvagem. Para alguns auxiliares (coccine-
lideos, antocorideos, himendpteros e fitoseideos) foram classificados de Medianamente
Téxicos.

S6 5 empresas, ou seja 26% das 19 com pesticidas de enxofre, NAO apresenta-
vam, na Internet, em 4/1/10, fichas de dados de seguranca. Tal acontecia com: Agri-
génese (1 Is); Agro-Permut (1 Xi); Azufrera (1 Xi, 1 Xn); Nufarm P (2 Is, 2 Xi) (Em
manutencdo); e Syngenta (1 Xi). A Epagro (1 Is) e a Selectis (2 Is e 2 Xi) condicionavam
o acesso as Fichas a prévio Username e Password, ndo concedidos apds solicitagdo
(Quadro 3).

As fichas de dados de seguranca sio incluidas por 12 empresas (63%). No con-
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junto de 4 empresas ndo havia fichas em 7 pesticidas: Agroquisa (3 Is: Enxofre Micro-
nizado Agroquisa @ Enxofre Molhavel CC e Enxofre Plus); Sapec (2: Stulln FL (Xi) @
Bago de Ouro- 4015 (Is) ); Bayer (1 Is: Enxofre Bayer WG); e Cerexagri F (1 Xi: Super
Six). No conjunto dos 36 produtos fitofarmacéuticos, a informagao de fichas de dados
de seguranga s6 ocorria com 42% dos pesticidas (Quadro  3).
Em Portugal, nio se conhecem dados de INQUERITOS dos efeitos do enxofre na
SAUDE DOS TRABALHADORES AGRICOLAS. Ha alguma informacio sobre der-
matites e ligeiras irritagdes da pele e, por vezes, dos olhos e das vias respiratdrias, mas,
afirma-se: “sem gravidade”. Aconselham-se os tratamentos ao fim do dia ou de noite e

o uso de EPI adequado, mas ndo héa dados rigorosos sobre a frequéncia do seu uso.

Quadro 3 — Disponibilidade Sim ou Nao, na Internet em 4/1/10, de Fichas de Dados de Seguranca dos 36 pes-

ticidas a base de enxofre de 19 empresas
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Tf - Tipo de formulagao; Ct — Classificagio toxicologica; Xi — Irritante; Xn — Nocivo; Is - Isento ; DP
— p6 polvilhavel; SC — suspensdo concentrada; WG — granulo dispersivel na agua; WP— p6 molhavel;
(*) —acesso as fichas de dados de seguranga ndo permitido por auséncia de Username e Password; (**)
— Em manutengao; (***) — Classificado em Espanha (Sipcam) de Xi, R36737/38
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2 - A GRANDE IMPORTANCIA DO ENXOFRE NO CONSUMO DOS PESTI-
CIDAS EM PORTUGAL E EM ESPECIAL NA VINHA

2.1 - O aumento do consumo de pesticidas, em 1990-2002, e a situacio impar

de Portugal na UE e na OCDE

O consumo de pesticidas em Portugal, em 1991-1992, foi de 7736 t
(9355+6117:2), aumentando até 17 451 t em 2002, ou seja >126%, e depois com redu-
¢do até 15 703 t, em 2006, e posterior aumento, atingindo, em 2008, 17 060 t, isto é
>121% (Fig. 1).

No conjunto de 27 paises da OCDE, entre 1990-92 ¢ 2000-02, Portugal destaca-
se isolado com o aumento de 100%, no consumo de pesticidas, apos Turquia, Polonia
¢ Grécia, proximos de 40% ¢ Italia, Espanha, México e EUA com 1-12%. A reducio
de consumo de 10-60% foi registada em 12 paises (ex: 10% - Alemanha; 20% -Austria,

Japao; 30% - Suica; 40-60% - Dinamarca, Holanda, Hungria) (Fig. 2).
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2.2 - O consumo de enxofre e de outros pesticidas, desde 1991, em Portugal

Enquanto o consumo da s.a. enxofre, em 1992, foi s6 de 2017 t, as 10 000 t foram
ultrapassadas em: 2002 (10 609); 2003 (10 233); e 2005 (10 291 t). Os totais de produtos
formulados de enxofre atingiram 20 000 t em 1953 ¢ 15 306 t em 1969 (2,8,13).

Dados da DGADR (8) do consumo de enxofre em relagdo ao consumo total de

pesticidas, em todas as culturas em Portugal, entre 1991 e 2008, revelam a média anual
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de 53%, com 33% em 1992 ¢ 63% em 2005, e valores >50% em 1995 ¢ 1996 ¢ 2001-
2008 (Fig. 3).

O consumo de enxofre em relagéo ao total de pesticidas, na vinha, de 1992 a
2003, atingiu a média anual de 76%, com 63% em 1998 e 85% em 2002 e 2003 (dados
do Eurostat (21)). A influéncia do enxofre no aumento do consumo dos pesticidas € bem

evidente na Fig.4.
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O TOTAL DE PESTICIDAS, com tendéncia crescente desde 1992, atinge o ma-
ximo (226) em 2002, e o aumento de 126%. Depois, verificou-se reducao até 203 em
2006 ¢ novo aumento em 2007 (216) ¢ 2008 (221), perto do maximo, ou seja 121%,
(Fig. 1,4).

A grande predominancia do ENXOFRE, no conjunto dos pesticidas, ¢ eviden-
ciada pelos valores mais elevados do aumento do seu consumo em comparagao com o
referido para o total dos pesticidas. A evidéncia da tendéncia crescente do consumo do
enxofre ocorre entre 1992 ¢ 2002, ja com 119% (219) em 1995 e 0 maximo 265% (365)
em 2002. Depois, ha redugdo até¢ 2007, com 308, e aumento em 2008, com 242% (342)
(Fig. 4).

Para 0 CONJUNTO DE PESTICIDAS, mas néo incluindo o enxofre (OU-
TROS), mantém-se, de forma mais moderada, a tendéncia crescente do seu consumo,
desde 1994 (109) até ao maximo (161), ou seja 61%, em 2000. Depois, ocorre a redugdo
até 2005 com 126 e aumento até 60% (160) em 2007 e reducdo em 2008 a 48% (148)
(Fig. 4).
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A importancia do consumo de enxofre, na cultura da vinha, na regido Mediterra-
nica, ¢ evidenciada por dados de 5 paises, entre 1992 e 2003, do EUROSTAT. A Grécia
surge em 1° lugar com valores >60% (63-83%), a excepgdo de 2003 (48%). Espanha
(32-76%), Italia (31-67%) e Portugal (43-72%) ocupam posicdo intermédia. A Franca
evidencia a maior uniformidade (30-43%) e os valores mais reduzidos (Fig.5).

Verificam-se diferengas, por vezes muito significativas (ex. 28% em 1992 e 10-
14% em 5 anos), entre os dados, de 1992 a 2003, do Eurostat e¢ de
CNPPA/DGPC/DGADR relativos a Portugal e, a excepgao de 1998 e 1999, os do Eu-

rostat sdo mais elevados (Fig. 3 ¢ 5).
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3 -0 RISCO DA TOXIDADE DE ELEVADAS QUANTIDADES DE ENXOFRE
NA VINHA PARA A SAUDE HUMANA E AS ABELHAS

A vinha ¢ a cultura com o mais elevado consumo de pesticidas em Portugal. Entre
1992 ¢ 2003, a média anual foi de 77,4 %. Noutras 6 culturas ocorreu: 5,1 % (fruticul-
tura); 4,3% (batateira); 3,9% (horticolas e milho); 3,8% (cereais); e 1,1% (citrinos)
(Fig. 6) (11,21).

Perante o facto de Portugal se destacar isolado, entre 1990-92 e 2000~02, com o
maior aumento (100%) de consumo de pesticidas em 27 paises da OCDE (Fig.2) e
de esse aumento ser claramente influenciado pelo muito elevado consumo de enxofre,
em especial na VINHA (Fig.4) e em paises Mediterranicos (Fig, 5), e que atingiu 265%
em 2002 e 242% em 2008 (10 000t) (Fig.4), sera de admitir: particular atengdo, urgéncia
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e rigor a informacéo ¢ as decisdées da DGADR (e da Comissao de Avaliagdo Toxicolo-
gica dos Produtos Fitofarmacéuticos, a CATPF?) e das Empresas de Pesticidas sobre
classificagdes toxicolégica e ecotoxicoldgica do enxofre ¢ medidas de seguranga; ¢
aos Servicos de SAUDE iniciativas para melhor esclarecimento dos efeitos do enxofre

na satde dos trabalhadores agricolas.

Em CONCLUSAO, é oportuno considerar algumas questdes:

Perante a classifica¢io pela UE (15) de Xi R38, referida em 16/1/09 pela AFSSA
em Franga (1), baseada na Peer review of the pesticide risk assessement of the active
substance sulfur, de 19/12/08, da EFSA (14), como justifica a DGADR a CLASSIFI-
CACAO deIs (ISENTO) a 17-18 enxoftes, a par de 16 Xi, em trés publicacdes de 2009
(Quadros 1 ¢ 2)?

A DGADR ignora a elevada auséncia de divulgagdo de FICHAS DE DADOS
DE SEGURANCA pelas empresas de pesticidas (Quadro 3)?

A DGADR (e a CATPF?) vai manter o siléncio, em Portugal, perante os quo-
cientes de risco, base da proposta dos Estados Membros da UE procederem, para a de-
fesa das abelhas, “4 PONDERACAO do risco do uso do enxofre e de adopcio de
medidas de seguran¢a”(14)?

4. E evidente que a sistematica auséncia ou precariedade de INFORMACAO
relativa as classificacdes toxicologica e ecotoxicoldgica e as medidas de seguranca
dos pesticidas, ja anteriormente evidenciada (3,4,5), aumenta os riscos do uso do en-
xofre para a satide humana e para o ambiente, em particular as abelhas, riscos poten-
ciados pelas elevadas quantidades, em especial na vinha em Portugal. E nada alterara
esta lamentavel realidade?

5. Tao elevadas quantidades de enxofre (cerca de 10 000 t em 2000 — 2005 e 2008)
e a sua accao IRRITANTE PARA A PELE (R38), consagrada pela EFSA em Dezem-
bro de 2008, nao serdo suficientes para justificar uma iniciativa dos Servigos de Satde

para melhor esclarecimento das consequéncias na satide dos trabalhadores agricolas?
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PROFILER®: UM NOVO E INOVADOR FUNGICIDA
SISTEMICO CONTRA MILDIO DA VIDEIRA (PLASMO-
PARA VITICOLA) (Berk.et Curt.) Berl. et De Toni

Jodo VILA-MAIOR(); Jorge VICOSO®); Anténio VILLALOBOS ()

RESUMO:

PROFILER® é um novo fungicida sistémico contra o mildio da videira (Plasmopara viticola)
(Berk.et Curt.)Berl.et De Toni. A sua formulagdo combina duas substéncias activas, fluopicolida
e fosetil-Al. A fluopicolida, pertencente a familia quimica das Benzamidas, ¢ uma nova e inovadora
substancia activa com um modo de ac¢@o Unico que, por isso, ndo apresenta qualquer tipo de resis-
téncias cruzadas, pelo que, ¢ ideal para ser utilizado em alternancia com outras familias quimicas.
PROFILER? aliando a fluopicolida ao fosetil-Al, é primeiro fungicida anti-mildio a associar
uma substancia sistémica a uma nio de contacto. Tem grande eficacia preventiva, actuando desde
a fase dos conidios a germinacdo dos zodsporos e uma eficacia, ndo negligenciavel, embora que
menor, curativa e anti-esporulante, actuando apos a germinagao dos zodsporos e a esporulagdo. A
nivel bioquimico, a fluopicolida actua sobre as proteinas tipo espectrina que fazem “a ponte” entra
a membrana celular e o cito-esqueleto, produzindo a sua deslocalizago da periferia para dentro do
citoplasma e, desta forma, provocando o colapso das células do fungo. Para além da ac¢@o preven-
tiva € de realgar, ainda, o efeito indutor de resisténcias naturais da planta. PROF ILER® ¢ bem to-
lerado por todas as castas de videira e ndo tem ac¢do negativa nas caracteristicas organdlepticas da
uva, nem nos seus processos de vinificagdo. Um perfil toxicologico e ecotoxicologico favoravel,
tornam este produto enquadravel em proteccdo integrada.

Palavras chave: fluopicolida, benzamida, sistémico, mildio, Plasmopara viticola, anti-resisténcia,
alternancia, protec¢do integrada.

1-INTRODUCAO
O mildio da videira ¢ oriundo da América do Norte e foi assinalado pela primeira

vez na Europa, em Franga, mais concretamente na regido da Gironda em 1879. Depois

! joao.vilamaior@bayercropscience.com

Bayer CropScience — R.Quinta do Pinheiro,5 - 2794-003 CARNAXIDE Portugal
2 jorge.vicoso@bayercropscience.com

Bayer CropScience — R.Quinta do Pinheiro,5 - 2794-003 CARNAXIDE Portugal
3 antonio.villalobos@bayercropscience.com

Bayer CropScience — R.Quinta do Pinheiro,5 - 2794-003 CARNAXIDE Portugal
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de 1880 esta doenga expandiu-se por toda a Europa e, posteriormente, praticamente pelo
mundo inteiro. (Dubos, 1999).

As doengas causadas por fungos da classe Oomiceta (mildios) tém gradualmente
aumentado de importancia devido aos severos efeitos que provocam nas culturas, quan-
titativos e qualitativos, e a sua rapida capacidade de desenvolverem resisténcias contra
os fungicidas especificos (BAYER AG, 1999).

Com as altera¢des climaticas, doengas que, actualmente, ja se controlam com al-
guma dificuldade, como ¢ o caso do mildio, poderdo vir a ter um desenvolvimento ex-
plosivo e destruidor, fruto do aumento da temperatura média e da precipitagdo no periodo
invernal (BUGARET, 2009).

Em Portugal, s6 os antimildios da vinha representam 21% do mercado da protec-
¢do das plantas (Antunes at al, 2007).

PROFILERO, um novo fungicida resultado da investigagio da Bayer CropS-
cience, constitui uma inovadora solug@o anti-mildio que retine o ja conhecido fosetil-
Al, de eficacia comprovada, com uma nova substancia activa, a fluopicolida, com
caracteristicas muito proprias que permitem posicionar esta solu¢ao fungicida na altura

de maior sensibilidade a doenga, isto ¢, ao redor da floragéo.

2 - CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS
Nome comum: fluopicolida

Familia quimica: Benzamida

Formula molecular: C4HgCI3F3N>O

Férmula estrutural:

” a o
F e e T
H
L L M. A
M . oy -3
0 =]

Nome quimico (IUPAC): 2,6 dicloro-N-{[3-cloro-5-(trifluorometil)-2-

-piridinil]-metill} benzamida
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Estado fisico: Po

Cor: Bege

Odor: Sem odor caracteristico
Ponto de fusdo: 150 °C

Pressao de vapor: 8,03 x 10-7 Pa a 25°C

Peso molecular: 383,59 g/mole

Solubilidade em agua: 2,80 mg/litro a pH 7 (20°C)
Coeficiente n-octanol-dgua: log Pow=2,9 (25°C)

Densidade relativa: 1,73 g/cm3
(Latorse, M..P. et ta, 2006)

3 - CARACTERISTICAS TOXICOLOGICAS
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A fluopicolida, por apresentar um perfil ecotoxicolégico muito favoravel, reve-
lando-se indcuo para os principais organismos auxiliares, com especial destaque para
os 4caros fitoseidieos, enquadra-se num programa de Protec¢do Integrada. PROFILERO
, em Portugal, ja foi incluido nas listas de Protec¢ao integrada da vinha (DGADR, 2009)
(Quadros 1, 2 ¢ 3).

4 -MODO DE ACCAO

4.1 - Modo de ac¢ao biolégico

A fluopicolida, sob o ponto de vista bioldgico, possui uma actividade preventiva,
curativa e anti-esporulante, sendo, contudo, a actividade prevalente a preventiva (figura
1).

A fluopicolida provoca a inibi¢do da mobilidade dos zoosporos a concentragdes
muito baixas (LC90 = 2,5 ppm). Observagdes microscopicas demonstram que 0 movi-
mento dos zodsporos cessa em menos de um minuto, sucedendo-se a sua destrui¢ao
(Tafforeau et al 2005).

Estudos laboratoriais demonstraram também que a fluopicolida ¢é activa nos teci-
dos da planta inibindo a esporulag@o e crescimento miceliar. A lise do micélio é efectiva

em P, infestans e Phythium ultimum apos o tratamento (Tafforeau et al 2005).

Figura 1 - Modo de ac¢do Biologico (Adaptado de BAYER CROPSCIENCE, 2009)
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4.2 - Modo de accao bioquimico

A fluopicolida apresenta um modo de acgdo absolutamente inovador e unico.
Estudos bioquimicos, conduzidos de acordo com métodos padrdo, mostraram que o
modo de acgdo da fluopicolida ¢ claramente distinto do fluaziname (fosforilagdo oxida-
tiva), do metalaxil (sintese do rRNA) e estrobilurinas ou outros inibidores do complexo
II da respiragdo celular, como a fenamidona. Também se verificou que a fluopicolida
ndo tem efeito in vitro na polimerizagdo da tubulina (zoxamida) .(Tafforeau et al 2005).

Pelo modo de acgdo impar caracteristico da fluopicolida, a FRAC (Fungicide
Resistance Action Committee), entidade que zela pela monitorizagdo da eficacia dos
fungicidas bem como pelas boas praticas conducentes a sua maior efectividade, criou
um novo grupo (FRAC 43) para tipificar este modo de ac¢do, no qual a fluopicolida ¢ a
unica substancia activa presente (FRAC, 2009).

A acgdo da fluopicolida faz-se sentir na membrana celular, mais concretamente
ao nivel das Proteinas tipo Spectrina, promovendo a sua deslocalizagdo da periferia da
célula para o citoplasma. Estas proteinas fazem a ponte entre a membrana plasmatica e
a componente actina do cito-esqueleto e, fungdo da referida deslocaliza¢do, promovem
uma desorganizagdo interna da célula do fungo e o seu consequente colapso. Esta accdo

verifica-se ao nivel dos zodsporos ¢ das hifas do micélio (Toquin et al, 2006).

4.3 - Sistemia e translocac¢ao

Estudos efectuados em estufa e com marcadores radio demonstraram, em varias
espécies de plantas, que a fluopicolida tem uma sistemia acropeta, via xilema, ao nivel
do 6rgdo tratado. Quando aplicado na base do peciolo da folha a fluopicolida ¢ rapida-
mente transportada pelo limbo até a extremidade da folha. A fluopicolida tem, ainda,
uma boa accdo translaminar. A aplica¢@o na pagina superior da folha protege a pagina
inferior e vice-versa. Quando aplicada na base ou no peciolo da folha, a fluopicolida ra-
pidamente se move para o topo da folha. Da mesma forma, o tratamento de rebentos e
langamentos jovens protege as folhas que se desenvolvem posteriormente. A fluopicolida
ndo tem sistemia basipeta, ndo ¢ volatil nem se redistribui por vapor (Tafforeau et al
2005).

O fosetil-Al, a substancia activa que coexiste com a fluopicolida no PROFILERO,

tem sistemia acropeta e basipeta pelo que, PROFILERO, tem uma grande mobilidade
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na planta: sistemia acropeta por via da Fluopicolida ¢ do fosetil-Al; sistemia basipeta

por via do fosetil-Al e ac¢@o translaminar por via da fluopicolida.

5 - CARACTERISTICAS GERAIS

5.1 - Formulacao

O PROFILERO apresenta-se na formulagdo de granulos dispersiveis em agua
(WG). Com 4,4% (p/p) de fluopicolida e 66,6 % de Fosetil-Al. Toxicologicamente tem
a classificagdo Xi e N. Tem a APV n° 4012 concedida pela DGADR.

5.2 - Condic¢des de aplicaciio e posicionamento

O PROFILER? deve ser aplicado numa dose de 2,5 Kg/ha. No caso dum volume
de calda de 1000 por hectare representaria uma concentragdo 250 g/100 litros de agua.
Relativamente a compatibilidades, ndo devera ser misturado com fungicidas cupricos
nem com adubos azotados.

Embora possa ser posicionado em todo o ciclo vegetativo da videira, entende-se
que a fase em que PROFILER® pode demarcar-se da generalidade dos fungicidas, é o
periodo que vai desde os cachos visiveis ao bago de ervilha. Neste periodo, que com-
preende a floragdo, periodo de grande sensibilidade ao mildio, ¢ em que a vinha apre-
senta uma grande dindmica de crescimento, PROFILER?: fruto da grande sistemia e
acg¢do translaminar que apresenta, tem uma eficécia e capacidade notavel de acompanhar
o crescimento da planta.

Por ndo conter substancias de contacto, PROFILER? diferencia-se relativamente
aos residuos associados. Esta caracteristica assume uma importancia especial quando
se fala em uvas de mesa dadas as regras actualmente vigentes, ainda mais rigorosas que

as inerentes as uvas para a produgao de vinho.

238



‘ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Pagezs@ ‘ ‘

6 - EXPERIMENTACAO EM PORTUGAL

PROFILER? foi testado em Portugal pela primeira vez no ano de 2003. Durante
seis anos foram realizados ensaios de eficacia e selectividade, em varias regides do pais,
com especial prevaléncia na regido de maior incidéncia da doenga, o Minho (figura 2).

Todos os ensaios de eficacia biologica do PROFILER®O efectuados em Portugal
foram conduzidos pela Bayer CropScience Portugal e pela empresa Unipessoal BM (or-
ganizagdes oficialmente reconhecidas para realizagdo de ensaios de eficacia — OOR,
certificados n* 11 e 15, respectivamente).

PROFILER? revelou uma clevada eficacia, tanto ao nivel da protecgdo dos ca-
chos como das folhas, mesmo em anos de grande severidade. No decorrer dos ensaios
realizados ndo se registou qualquer tipo de fitotoxicidade nem a ocorréncia de fendmenos
de resisténcias. (Villalobos, 2010)

o e
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Figura 2 - Resultado de 6 anos de ensaios: valores médios (Villalobos, 2010)
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7 -CONCLUSOES

O PROFILER?® ¢ um fungicida antimildio da videira, que alia duas substancias
activas sistémicas: a fluopicolida (benzamida) e o fosetil-Al (fosfonato).

Tem grande mobilidade na planta, acropeta via fluopicolida e fosetil-Al e basipeta
via fosetil-Al e, ainda, ac¢ao translaminar por via da fluopicolida.

Tem essencialmente uma acg@o preventiva, e deve ser utilizado como preventivo.
Contudo, tem ainda uma ac¢ao curativa e anti-esporulante.

Tem um modo de acgdo novo e inovador. Actua sobre as proteinas tipo espectrina,
provocando a sua deslocalizagdo e consequente desorganizagdo e morte do fungo. Fruto
do modo de acgédo unico e distinto das demais familias de substancias activas, ndo apre-
senta resisténcias cruzadas e assume-se como muito interessante numa estratégia anti-
resisténcias.

Deve ser utilizado em alternancia com fungicidas pertencentes a outras familias
quimicas e ndo devem ser excedidas trés aplicagdes por campanha.

Tem um bom perfil ecotoxicoldgico e esta recomendado para programas de pro-

teccdo integrada.
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INTERNACIONALIZACAO DAS EMPRESAS DO
SECTOR VITIVINICOLA PORTUGUES: UMA
METODOLOGIA DE ABORDAGEM ESTRATEGICA

Carla VIVAS!; Antonio SOUSA?

RESUMO:

O surgimento de novos paises produtores no sector vitivinicola, com manchas de plantag¢ao de
vinha e produg¢do de vinho muito significativas, crescentes e concorrentes com os maiores produ-
tores tradicionais do mundo e com forte orientagéo para o mercado externo, a queda das barreiras
alfandegarias (Organizagdo Mundial do Comércio) e das especificidades da Uniao Europeia (Or-
ganizagdo Comum do Mercado do Vinho) levaram a uma intensificagdo da competi¢ao a nivel glo-
bal. Tal contexto conduz as empresas do sector em Portugal a encetar processos de transformagao
profundos assentes em novas orientagoes estratégicas. Com o objectivo de compreender as estru-
turas e estratégias desenvolvidas por essas empresas, no ambito internacional, propde-se uma me-
todologia centrada num modelo de abordagem constituido especificamente para o efeito: a GIRE(i)
— Grelha Integrada de Reflexdo Estratégica, que engloba uma caracterizagdo em termos de recursos
e explora a vertente estratégica articulando factores contingentes, internos e externos, tipos de re-
flexdo/acgdo estratégica e performance econdmica.

PALAVRAS-CHAVE: Gestao Estratégica, Internacionalizagdo, Sector Vitivinicola, Vinho.

1. INTRODUCAO

Embora ainda com um papel dominante, a Europa (em geral e a Unido Europeia
em particular) apresentou, nos Gltimos anos, algum decréscimo em termos de importan-
cia no sector, dado terem surgido paises como os da América do Sul, EUA, Africa do
Sul, Australia e recentemente alguns paises da Asia, que tém conquistado posi¢des a di-

versos niveis — area de vinha, produgao, exportagdo/mercado internacional.

* Escola Superior de Gestdo e Tecnologia - Instituto Politécnico de Santarém Complexo Andaluz,
Apartado 295 | 2001-904 Santarém | Portugal | E-mail: carla.vivas@esg.ipsantarem.pt

2 Universidade de Evora - Departamento de Gestio - CEFAGE  Largo dos Colegiais 2 | 7004-
516 Evora | Portugal | E-mail: ajcs @uevora.pt
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Todas estas transformagdes terdo consequéncias para o sector em Portugal, onde
a cultura da vinha e o vinho tém uma grande importancia para o sector agricola, e con-
sequentemente, para a economia portuguesa. O mercado externo, que tradicionalmente
servia para escoar os excedentes, passou a ser visto como um mercado alternativo, e até
mesmo preferencial. As empresas nacionais do sector vém-se, desta forma, obrigadas a
encetar processos de transformag@o profundos assentes em novas orientagdes estratégi-
cas.

Perante este cendrio, justifica-se uma analise/reflexdo sobre a orientac@o estraté-
gica e a transformagao de estruturas nas empresas do sector, na sua abordagem ao pro-
cesso de internacionalizagdo. Propde-se para tal, neste trabalho tal como no estudo de
investigacao actualmente em curso, a aplicacdo do referencial metodologico desenvol-
vido por Sousa (2000) e designado de Grelha Integrada de Reflexao Estratégica (GIRE),
adaptada a um contexto de internacionalizagao.

Na seccdo seguinte pretende-se ilustrar de uma forma breve o cendrio actual do
sector vitivinicola mundial, nomeadamente no que diz respeito aos principais actores e
magnitude das trocas comerciais internacionais, seguindo-se, na terceira sec¢ao, a ca-
racterizagdo da GIRE e a sua adaptacdo proposta - GIRE (i). Termina-se com breves

consideragoes finais.

2. 0 SECTOR VITIVINICOLA MUNDIAL: BATALHA “GLOBAL” E REDEFI-
NICAO DE ACTORES

Actualmente o sector vitivinicola pode caracterizar-se como uma “batalha global”.
Apesar dos Paises Tradicionalmente Produtores (PTP) ainda ocuparem uma posigéo de
topo na lista dos produtores mundiais, existe a grande preocupagdo de resolver o gap
entre a produg@o e o consumo doméstico, que na maior parte das empresas, passa por
prestar maior aten¢do ao mercado de exportagdo (Campbell & Guibert, 2006).

A par da crescente globalizagdo dos mercados verifica-se uma redefini¢ao dos ac-
tores (ver Figura 1) num mercado em maturidade, caracterizado por uma sofisticacdo
dos produtos (grandes exigéncias dos consumidores em termos de segmentagio da oferta
e qualidade de servigo) e por uma intensificagdo da concorréncia e concentragiao da

oferta (Porter, 1990).
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Figura 1 — Distribuigéo regional do comércio mundial do vinho
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Fonte: Elaboragdo propria a partir de dados da OIV

Coexistem dois modelos “contraditorios” - a tradi¢do de uma regido versus o li-
beralismo industrial (Martin, 2007) - destacando-se um importante paradoxo: de um
lado, a importancia do ferroir (com referéncia a origem) e de outro, as castas, reconhe-

cidas internacionalmente (ver Quadro 1).

Quadro 1 — Dois modelos diferentes no mercado

Panes Trede borudmanis Peawea Feswrs Pradutore
Preadwiosr |FTR [rarey SO ]
Lemasassbiy Ll } S, Rale B & AR 0 Sl
Lo | o b gl e s e el nchryinagl powrrare
Dl s e ot Ay Fely: prge (T Fely mprp p v adade
W o e Moborgusldedy ) Repdule e avin L
— ks e il e i 1= LT PE - P RPE s S
Pt W, 10 [ s i e T e
Gt Fels prigmes © e polpisg Frly e gl e
L 1 o, e L, Bty B s
Bl o oAl T Forie 0 o i Preco g om (reHsTanig
Do o ety iy s i Eladoy L

Fonte: Adaptado de Barco et a/ (2006, p.7)

O sector fortemente regulado na Unido Europeia, através da OCM?, e levemente
regulado nos NPP, ¢ também um factor gerador de importantes distor¢des concorrenciais

no plano internacional (Rastoin et al, 2006).

3 A OCM do vinho ¢é das mais completas e complexas, regulamentando o sector desde a plantagdo
até ao consumidor. E uma organizagio comum de mercado (COM), que tem uma forte componente
de regulamentagdo: regulagdo das plantagdes, classificacdo dos vinhos, praticas enologicas, eti-
quetagem, etc.
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Os produtores do Velho Mundo encontram, assim, severos desafios em todos os
mercados dos NPP que implementaram sofisticadas e agressivas estratégias de marketing
internacional e que continuam a aumentar o seu output médio de vinhos de qualidade
(Campbell & Guibert, 2006).

Nos dois grandes grupos de paises, a par das alteragdes na oferta e na procura,
verificou-se igualmente o aumento do comércio externo (Figura 2) e a intensificagao de
estratégias de internacionalizago, na tentativa de exportar em o excedente da produgao

que nao ¢ absorvido pelo mercado interno (Barco et al, 2006).

Figura 2 — Evolugdo do comércio internacional de vinho (1 000 000 hl)
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Fonte: Elaboragdo propria a partir de dados da OIV

Perante este contexto, torna-se relevante analisar o comportamento das empresas vitivi-
nicolas de Portugal, em termos de estruturas organizacionais e de orientagdo estratégica.
Para isso propde-se uma nova metodologia, direccionada especialmente a abordagem

do mercado internacional.

A GRELHA DE ABORDAGEM ESTRATEGICA - GIRE (i)

A GIRE foi especificamente construida para a abordagem estratégica de empresas
do sector vitivinicola em duas regides especificas — Alentejo e Extremadura espanhola
— por Anténio Sousa (2000). Esta assumiu o papel de “pivot” da estrutura metodologica
subjacente ao trabalho de investigagdo desenvolvido pelo autor. Na Figura 3, apresenta-

-se a adequagdo da GIRE ao presente trabalho.
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Figura 3 — GIRE (i) — Estrutura Metodologica
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Fonte: Adaptado de Sousa (2000)

A GIRE (i) passa pela definigdo das variaveis que, a partir de uma revisdo bibliogréafica
aprofundada sobre o tema, mostram relevancia para a compreensao da actividade viti-
vinicola, numa perspectiva de gestdo estratégica da internacionalizagéo.

Os suportes de informagao, conforme ¢ salientado por Sousa (2000), baseiam-se numa
pesquisa bibliografica da literatura da especialidade (gestdo e vitivinicultura) e numa
pesquisa no terreno, propondo combinar a recolha e sintese bibliografica, a observagio

directa, o diagndstico da realidade empresarial e a reflexdo criativa, tendente a delimitar
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e compreender a problematica em estudo, para sugerir linhas de actuagdo estratégica ca-
pazes de melhorar a competitividade das empresas do sector. A Grelha orienta, assim, o
trabalho de investigagdo para que os objectivos previamente estabelecidos sejam atin-

gidos, estruturando-o em dois niveis de desenvolvimento: um preliminar e outro central

(idem).
Figura 4 — GIRE (i): agregacdo de componentes e concretizagdo de objectivos
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Fonte: Adaptado de Sousa (2000)
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Assim, num nivel preliminar de analise caracterizam-se genericamente as empre-
sas em termos de recursos organizacionais, de informagao, tecnoldgicos e comerciais.
Num nivel central de analise explora-se a vertente estratégica, articulando os trés ele-
mentos que consubstanciam o denominado estudo sistémico C-R-P: factores contingen-
tes externos e internos (C), tipo de reflexdo estratégica (R) e performance economica
P).

A caracterizag@o da dindmica da envolvente competitiva do sector — factor con-
tingente externo — ¢ feita com recurso ao modelo estrutural das cinco for¢as competitivas
de Porter (envolvente transaccional) e a analise PEST* (envolvente contextual).

Na construgdo da GIRE, Sousa (2000) identificou quatro factores contingentes
internos a partir da revisdo de varios estudos de autores de referéncia no dominio da
gestdo estratégica: a logica do empresario, caracteristicas da actividade, extensdo da em-
presa e qualidade e caracteristicas dos SI/TI.

No que concerne a Performance, foi identificada como variavel a rendibilidade
econdmica, traduzida no indicador ROI.

Na Figura 5, ¢ possivel identificar as varidveis que foram consideradas em cada
um dos quatro factores contingentes internos referidos, assim como as variaveis ¢ indi-
cadores correspondentes (que figuram igualmente num questiondrio desenhado especi-
ficamente para este fim). Na adaptag¢@o da GIRE, incluiu-se, com base nas perspectivas
de diversos autores®, um factor contingente interno adicional: o «perfil de internaciona-
lizagdo», que engloba a caracterizacdo da forma de entrada e a evolug@o da actuagdo da
empresa no mercado internacional. Adequou-se igualmente o factor «ldgica do empre-
sario» (na tentativa de identificar qual a postura face ao mercado internacional) e o factor
«extensao e qualidade» (com o objectivo de caracterizar os produtos exportados).

No que respeita ao «tipo de reflexdo estratégican, identificaram-se duas dimensdes
com base numa revisao da literatura: o «crescimento de internacionalizagdo» e o «grau

de internacionaliza¢do», resultando quatro tipos de reflexdo tipicos®: «exportagdo inata»

* Analise das dimensdes Politica, Econémica, Social e Tecnologica.

3 Czinkota et al (2009), Johanson & Mattsson (1988), Johanson & Vahlne (1977), Johanson &
Wiedersheim-Paul (1975), Root (1994) e Sharma & Erramilli (2004).

¢ De acordo com Oviatt & McDougall (1997).
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(crescimento de internacionalizagdo elevado / grau de internacionalizacdo baixo), «ex-
portagdo adoptivay (baixo/baixo), «presenca global» (elevado/elevado) e «investimento
focalizado» (baixo/elevado).

Relativamente a operacionalizagdo deste estudo, a recolha de dados primarios sera feita
pessoalmente, através de implementagdo de um questionario (previamente testado). O
questionario serd dirigido aos empresarios e/ou gestores/directores gerais das empresas
identificadas na amostra (cf. Figura 3). A recolha de dados secundarios realiza-se junto
de organismos publicos, nomeadamente IVV (Instituto da Vinha e do Vinho), OIV (Or-
ganizagao Internacional da Vinha e do Vinho), INE (Instituto Nacional de Estatistica) e

CVR’s (Comissdes Vitivinicolas Regionais), entre outros.

Figura 5 — Articulagdo sistémica C-R-P
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Fonte: Adaptado de Sousa (2000)
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta reflexdo decorre de um projecto de investigagao que esta em curso, no ambito
de um doutoramento em gestdo, pelo que o modelo especifico apresentado ainda nao
foi operacionalizado. No entanto, a base de partida — GIRE - mostra-se um instrumento
bastante consistente ¢ fidvel (ja testado) para poder ser aplicado a um espago geografico
distinto (Portugal Continental) daquele a que foi ja aplicado (Alentejo e Extremadura

espanhola) e numa perspectiva diferente: a internacionalizagdo empresarial.
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“GREAT CHAIN”: “GREAT QUALITY” - “GREAT
ETHICA” OR “META-ETHICAL GREAT” - “META-ETHI-
CAL VITICULTURE GREAT” OR “META-ETHICAL
VITICULTURE” OR “GREAT VITICULTURE”.

URGENT NECESSITY TO GO FURTHER TO OR
BEYOND THE TECHNICAL, ECONOMICAL AND
LANDSCAPE QUALITY PROFIT FOCUSING ON THE
“META-ETHICAL VITICULTURE (GREAT)” OR
“GREAT VITICULTURE”.

RESEARCH AND VARIOUS CONSIDERATIONS.

GIOVANNI CARGNELLO

RESUMO
(tradugdo adaptada a partir do original)

Utilizando os modelos de producéo de Bellussi, Sylvoz, Guyot e o corddo com taldes Royat na
“Vini del Piave” DOC (Denominagdo de Origem Controlada) e apoiando-nos ainda noutras pes-
quisas foi demonstrado que: 1- a possibilidade de aumentar ao margem de lucro apesar do aumento
dos custos de produgdo total, através do aumento da utilizagdo e aplicagdo de recursos, incluindo
a forca de trabalho. 2- a necessidade urgente de distinguir entre os meios ¢ os objectivos e de as-
sociar sempre 0s meios aos objectivos (“Grandes Objectivos”), para além de considerar sempre os
beneficios ambientais e sociais em vez de considerar meramente os beneficios técnicos, econdmicos
e a qualidade paisagistica ou lucro, criando condi¢des ao longo de toda a cadeia de produgdo até
a0 consumidor, de producio sustentavel, equitativamente solidaria, ou seja “MetaEtica”.

Palavras-chave: viticultura, grande cadeia, metaética, igualdade, sustentabilidade, solidariedade

Nota do tradutor: optou-se por apresentar a versdo original deste artigo, ndo o traduzindo para a
lingua portuguesa
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Director - National Research Centre for Viticulture; Viale 28 Aprile, 26 - 31015 Conegliano (Tre-
viso) (I). Office: Phone: +39 0438 456747 — 46 — 45; Mob. +39 349 6614876; Fax: +39 0438
64779; E-mail: giovanni.cargnello@entecra.it; Personal: Phone: +39 0438 62128, Mob. +39
347 7191342 ; E-mail:cargnellogiovanni@libero.it
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ABSTRACT

Using the Bellussi, Sylvoz, Guyot, and the Royat spur cordon production models
in the “Vini del Piave” DOC (denomination of controlled origin) and other researches
it has been demonstrated that: 1- the possibility of increasing the firm profit despite the
increase in the total production costs through the increase in resources utilization and
employment, including the labor force. 2- the urgent necessity of distinguishing between
the means and the objectives and to associated always the means to the objectives
(“Great Objectives”), furthermore to absolutely consider the environmental and social
profit other than considering merely the technical, economical, and landscape quality
or profit, existential in the sustainable manner, solidarity equality and furthermore
“MetaEthical” following the great supply consumption chain.

Key words: viticulture, great chain, metaethical, equal, sustainable, solidarity

INTRODUCTION

A — A long time ago, in the last century, I passed through a “forma mentis”
to sectorial scientific activity, with the only aim to solve technical problems
(“SMALL CHAIN?), thus I was using only tools [(such as: quality, mechanization,
zonation, training forms, planting distances, cutting systems, manipulation of: terroir
and base units of terroir and of terroir (territory): viticultural, enological, economical,
socio-environmental, existential, “MetaEthycal”, management of: landscape, vineyard,
plant (roots, stem, limbs, shoot, canopy), production, products stress, “‘consumption”
and “investment” of soil, territory, world, universe, costs, prices, manual work, eno-
chemical quality, sensorial and other 90 qualities, comprising “Economical Quality”” and
”Economy of Quality”, environmental study, “zonation”, zone delimitation, use of
human and non human resources, alcohol and health, wine and health, water, wine and
health, grape maturity (components related to health, sugars, “acids”, polyfenolics, aro-
matics), etc.], - to an indispensable “forma mentis” and more interdisciplinary ac-
tivity, more innovative, “more valid”, guided (as always, at the end should be guided
s0), to relative objectives of our activity, and not only of it, following on “GREAT”
OBJECTIVES the “Great” Chain which from lower to upper are represented of “qual-

ity” or “profit”: economical, environmental, social, existential, ethical, in sustainable
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solidarity and equal for everything and everyone: “quality” or “profit” “MetaEthical”
following the so called methodology of “GREAT” CHAIN” (Cargnello G. 1986, 1999,
2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009; Cargnello G. et Carbonneau A., 2007). Since from
the beginning, esteemed persons, not only Italian, relative to ethical, moral, philosoph-
ical, political, administrative, social, economical, entrepreneurial, scientific, technical
worlds, from always involved in this “researches” have admitted and collaborated to
this model of working, performing scientific work, doing viticulture, didactics etc. In
such sense our contribution is widely recognized, historically and intensified in time
(Cargnello G. l.c.; Carbonneau A. et Cargnello G., 2003; Cargnello G. et Carbonneau
A., L.c.) For this, I make use of this important meeting (important because organized in
the USA, in Davis, in the University where I have made my first steps in professional
formation), for honor the insistent invitation from esteemed colleagues to present the
following, already presented in a simplified form on the GESCO in Geisenhaim (Ger-
many) in 2005 and in Porec (Istria-Croazia) in 2007, but also to underline what I’'m writ-
ing for a long time: Cargnello G., 1986, 1992, 1994, 1996, 1999, 2003, 2004, 2005,
2006a, 2006b, 2007, 2008 a, 2008 b, 2008 c; Cargnello G., Ferrari A., Forno S.,1988;
Cargnello G. et Carbonneau A., 2007). All of it can also be shortened in a wider title of
this paper presenting the state of the art of this argument: QUALITY”, “ETHICS”,
“ETHICAL VITICULTURE”, “METAETHICAL”, “SMALL CHAINS” (short, super
short, medium, mixed, etc.), “GREAT” CHAIN from which comes all before written.
“Great” in quotations for example: “GREAT” QUALITY, “GREAT” ZONATION,
“GREAT” ETHICS or “GREAT” METAETHICS due to “Great” Chain or
METAETHICS “GREAT”, VITICULTURE METAETHICS “GREAT” or VITICUL-
TURE “METAETHICS” or “GREAT” VITICULTURE, “GREAT” MODE,

“GREAT”...: urgent necessity: 1- of semantic intensification and to modernize terms
significance (“Great” Semantics), (Cargnello G. 1986, 1999, 2003, 2005, 2006, 2007,
2008, 2009; Cargnello G. et Carbonneau A., 2007).2- to distinguish the real objectives,
(“Great Objectives” according to “Great” Chain), from means used to reach the objec-
tives of our activity, and not only of those, moreover on roles, priorities and “heaviness”
of means and objectives priorities (Cargnello G. 1986, 1999, 2003, 2005, 2006, 2007,
2008, 2009; Cargnello G. et Carbonneau A., 2007). 3- to link “always” the means to

above mentioned objectives, or at least to the economical one, according to “Great”
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Chain, (Cargnello G. 1986, 1999, 2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009; Cargnello G. et
Carbonneau A., 2007). 4- to go finally and innovatively above the technical “quality or
profit”, above the classical economic and landscape not starting from the low, or even
worst staying on enterprise means and/or profit and starting directly from above and
from the maximum, from the higher half and thus from “METAETHICS” according to
“Great” Chain, from “METAETHICAL VITICOLTURE” or “GREAT” VITICUL-
TURE always according to “Great” Chain. In our activity we must point directly and
immediately to a viticulture, to innovative activity “MetaEthics” according to “Great”
Chain, thus to a sustainable activity, solider and equal for everything and everyone on
technical, economical, environmental, social, existential, ethical level. We must therefore
point to an activity above and out of sectorial situation and corporative “ethics” joining
technical, landscape, economical, environmental, social, existential and ones relative to
believes, moral, ethos, different philosophies, politics, fashion etc., because nobody, in-
cluding men have the right to overpass the other “universe” components, of “Great”
Chain: “technical, economical, landscape, environmental, social, existential”, (Cargnello
G. 1986, 1999, 2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009; Cargnello G. et Carbonneau A.,
2007). 5- to point on real values (“Great” Values according to “Great” Chain mentioned
before and therefore point directly to quality or profit “MetaEthical” according to
“Great” Chain) and not point to “Small” Values or means represented of usual technical
qualities and/or of classical limited and limiting enterprise profits, (Cargnello G. 1986,
1999, 2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009; Cargnello G. et Carbonneau A., 2007).6- to
postulate and conduct the activity, giving the adequate, large and uniform answers on
360° with interdisciplinary contribution, technical, economical, socio-environmental,
existential, ethical, “Metaethical” interrogatives according to “GREAT” CHAIN given
from the research and from research results users (Cargnello G. 1976,
1986,1999,2003,2004,2005,2006, 2007, 2008,2009). It is fundamental to underline again
that from the “Great” Chain comes out the most appropriate measure “unit” to apply,
which can not be represented for example from mechanization, quantitative and quali-
tative production (sugars, acids, pH, sensorial grape and wine analyses, etc.), from equip-
ment cost, cost production, gross sell production, singular profits: technical, economical,
social, existential, ethical, from “Metaethical” Profit or “GREAT” PROFIT according
to “Great” Chain, as demonstrated by us in the previous paper (Cargnello G. 2005), 7-
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to obtain that our viticultural reality together with similar ones (comprising those vi-
tivinicoltures where polverisation and fragmentation of singular estates, of enterprises
and of production is present and where other resources like history, culture, monumental
etc. internationally estimated are present, as in our circumstances), becomes the motive
of richness, of added qualities and answer to all of this, « EX VITE VITA », therefore
from vine to life, the real (“Great”) life for men and for universe. As above mentioned,
in order to concretize this, measure unit or “GREAT” MEASURE UNIT is represented
of “PROFIT OR QUALITY METAETHICS” or “GREAT” PROFIT OR “GREAT”
QUALITY, according to “Great” Chain (Cargnello G. 1986, 1999, 2003, 2005, 2006,
2007, 2008, 2009; Cargnello G. et Carbonneau A., 2007).

8- to link the research to real activity objectives (“Great Objectives) in this case,
viticultural. (Cargnello G. 1986, 1999, 2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009; Cargnello
G. et Carbonneau A., 2007). This researches follow in the chain the former ones, written
by myself from the first steps in this activity (more than 500 publications). These activ-
ities result as indispensable, also for researches presented in this paper about above men-
tioned arguments such as: 1- results relative to sectorial researches on technical,
economical, environmental, social, existential, ethical, “MetaEthical arguments relative
to the choice of: environment, vineyard model, managing of: soil, climate, plant, pro-
duction and product, 2- numerous technical, economical, socio-environmental, existen-
tial, ethical aspects (more than 10000), which have been analyzed in order to extrapolate
54 descriptors of “Great” Chain. Those can be grouped as technical, economical, socio-
environmental, existential, ethical, in order to design, realize, conduct and estimate an
activity, comprised those viticultural in a “MetaEthical” and innovative way (Cargnello
G., 2005, 2006, 2007). 3 — also, and underlined, the specific and fundamental problem-
atic relative to the choice of proper measure unite for the right viticultural model, chosen
in an overall of “Metaethical” and not only of this descriptors (Cargnello G. 1976,
1986,1999,2003,2004,2005,2006, 2007, 2008,2009).

This is the required introduction, representing the state of the art. Together with
the rest of the paper is fundamental and determining for a future of an innovative solider
activity, equal for everything and everybody, thus for an “METAETHICAL” activity,
according to “Great” Chain indispensable for the present and for the future of our ac-

tivity, for humanity and for universe.
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This, and I underline, does not mean to lessen the importance of technical-envi-
ronmental aspects of the present and other events. I wish only to use this occasion to
express my point of view, already accepted on international level, and to present “new”
visions and priorities: maybe also to honor the insistent invitation from my respectable
colleagues.

B — Given those, in this paper | want to present research results from non suspects
periods, long before predicted from the methodology of “Great” Chain, which demon-
strate facts of which unfortunately only recently everyone became aware, comprising
famous economists and politicians, with dramatic notes and economical, social and ex-
istential dramatic repercussions. In fact, in the present paper it is demonstrated the pos-
sibility to conduct an activity, for example the viticultural one, achieving the increase
of “enterprise profit” despite the increase of total production costs through increased re-
sources use, including human labor.

While, because of space limits, we remain only with introduction regarding the
necessary need of: a- not mistake for means with objectives b- to join always means
and objectives (“Great Objectives”), c- to consider always above “quality or profit” tech-
nical economical landscape environmental social existential in a sustainable manner,
solidar ed equal and therefore “MethaEtical” according to “Great Chain”, d- to correlate
research to real objectives (“Great” Objectives) of activity, in this case viticultural, e- to
start from “MetaEthical”, existential, socio-environmental, economical and technical
considerations in order to design, realize, manage and estimate a vineyard, viticultural

activity, some other our activity etc. and not vice versa.

MATERIALS AND METHODS

These researches have been conducted from 2001 to 2008 on Raboso Piave, (zone
DOC “Vini del Piave” — Treviso - I), trained on productive models Bellussi, Sylvoz,
Guyot and Royat spur cordon. These researches are referred to normal, medium models
and situations, as reported data, which have been supplemented in 2008. Methodology,
for space limits is referred to author’s references, in particular to: Cargnello G., 1986,
1996, 1999, 2003, 2004, 2005, 2007, 2008 a, 2008 b; Cargnello G., Ferrari A., Forno
S., 1988; Cargnello G. et Carbonneau A., 2007.

258



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 25@

RESULTS AND DISCUSSIONS

Results respectively on productive models: Bellussi, Sylvoz, Guyot and Royat
spur cordon: grape production (t/hectare) 24.5a (1), 16.0b, 10.5¢, 8.0d; grape sugar
(Brix): 18.0d, 19.1c, 19.9b, 21.2a; sugar production (t/hectare): 4.410a, 3.056b, 2.090c,
1.696d; grape sensorial analyses (max. 100 points): 73d, 77c, 83b, 92a; human labor
(hours/years/hectare): 530,220, 212, 171; total production grape costs (€/hectare): 8629,
7607, 8597, 8263 e €/t produced grape: 352.2, 475.4, 818.8, 1045.4; grape price (€/t):
450, 495, 590, 649; gross sell price (PLV) (€/hectare): 10329, 7920, 6195, 5192; enter-
prise profit (€/hectare): +2396, +313, -2402, -3071; enterprise profit (€/t of produced
grape): +97.79, +19.56, -228.76, -383.87; “Great Chain™: “quality or profit (max. 100
points): entrepreneurial 79a, 63b, 41c, 34d; landscape: 67d, 76¢, 89a, 84b; environmen-
tal: 31d, 73c, 89b, 95a; social: 52d, 59c, 67b, 72a; existential: 60d, 89a, 80b,
71c¢;”MetaEthical”: 58¢, 79a, 67b, 49d.

From the research emerges: 1- productive model Bellussi is the one determining
higher enterprise profit per hectare and per tons of produced grape despite higher use of
resources and human labor 2- productive model Royat Cordon is the one with lo west
(very negative) profit (objective) per hectare and per tons of produced grape with higher
must sugar quality and the best sensorial grape quality (means), 3- according to “Great
Chain” productive model Bellussi is the one determining minor environmental, social,
existential, complex, landscape and particularly “MetaEthical”.

Obviously for trasformal viticultural enterprise, economic results, and not only
those, could be different and even opposite in function of operative reality and in par-
ticular relatively, correspondent to, for example, creation level and creation and val-
orization of peculiar additional qualities from those traditional characteristic for the
enterprise.

Therefore, in order to design, realize, conduct, judge, chose, valorize a productive
model, and not only a productive model but also any kind of thing or activity, including
the ours, and to skirt non satisfying and/or even wrong research postulation and/or in-

terpretation and/or results communication, with applicative repercussions even cata-
strophic, it is necessary to go above technical “quality” or “profit”, also to those

economical and relative to landscape. Moreover, we must consider urgently environ-

mental, social, existential “quality or profit”, and all of this must be “MetaEthical”, thus
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sustainable, solidar and equal according to “Great Chain” for everything and everyone,
because as used to say, nobody not even men or any universe component have the right
to dominate the others chain components of universe: technical, economical, social, en-
vironmental, existential. Consequently, in order to do Viticulture, (with V in capital and
bold), we must point immediately and without unacceptable and excuses, at least on
mental and basic setting, on “MetaEthics”, on “Metaethical Viticulture” or “Great” Viti-
culture according to “Great Chain”.

Therefore it has be underlined that we should not stop on quality or technical
profit (mean) or at those of enterprise, landscape, biological etc., while we must neces-
sary and urgently go further pointing to “METAETHICAL VITICULTURE” or
“GREAT” VITICULTURE according to “GREAT CHAIN". (Lc: Cargnello G., 1986,
1992, 1994, 1996, 1999, 2003, 2004, 2005, 2006a, 2006b, 2007, 2008 a, 2008 b, 2008
c; Cargnello G. et Carbonneau A., 2007).

Hence, in order to present viticultural models capable to collect all advantages
without deficiencies of Bellussi, Sylvoz, Guyot, Royat spur cordon and other “tradi-
tional” and thus globally better that other productive models and trying to approach to
“MetaEthical Viticulture” or “Great” Viticulture, interesting research are going on “new”
global productive models such as VIMP (Vertical Tridimensional Minimal Pruning),

Sylvoz Moderno, Albese, NiofCasarsa and Conegliano Spur Cordon.

Date signed with the same letter are not different between them, while those

signed with different letters are different at p < 0,05 with test of Duncan.
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CONCLUSIONS

From this paper started mote than 20 years ago and performed on Raboso Piave
(zone DOC “Vini del Piave”) from 2001 to 2008 utilizing productive models Bellussi,
Sylvoz, Guyot and Royat spur cordon, in accordance to what predicted by “Great” Chain
emerged: 1- the possibility to increase enterprise profit in spite of increasing total pro-
duction costs through the increase of resources including human labor, 2- productivity
model with highest must “quality” (sugar quality and sensorial (means) gave minor (very
negative) enterprise profit (objective), 3 — productive model with the most positive en-
terprise profit (very high), have registered the most negative and/or unacceptable profit:
“environmental”, social, existential, complex and “MetaEthical” according to “Great
Chain”, 4- undeferrable necessity to: a) deepen actual knowledge about semantic and
actual significance of terms ex. relative to means and objectives (“Great” Objectives ac-
cording to “Great” Chain illustrated in the text, b) necessarily and urgently link objec-
tives and means utilize to obtain those objectives, 5 — point the interest of researches to
“new-old” productive models which better than Bellussi, Sylvoz, Guyot and than Royat
spur cordon can get closer to ideal model represented to one denominated: “Great” Viti-
culture according to “Great” Chain. With this aim, researches on promising “new” global
productive models such as VTMP (Vertical Tridimensional Minimal Pruning), Sylvoz
Moderno, Albese, il NiofCasarsa and Conegliano Spur Cordon are in final research
faze, 6- urgent necessity to go further technical, economical, landscape “quality or profit”
considering also those “environmental”, social, existential and all of it must be sustain-
able, solidar, harmonic and equal for everything and everyone, and thus “MetaEthical”
according to “Great” Chain. Therefore in real time and in that sense it is suitable and
undefferable to operate, conduct researches and explain its results in a world, with all
reasons every day more global.

Therefore we hope strongly that this paper could contribute to realize better and
on time, this ambitious but realistic objective, thus to realize better a new “GREAT”
RESEARCH indispensable for realization of “GREAT”ACTIVITY or “METAETHI-
CAL ACTIVITY?™, to realize better in this specific case the so called “METAETHICAL
VITICULTURE” or “GREAT” VITICULTURE according to “Great” Chain, and not
only this !

Acknowledgments: Thanks to dr. Barbara Sladonja for precious help.
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A IMPORTANCIA DA MARCA PORTUGAL E DA
MARCA REGIAO DE VINHOS NA
INTERNACIONALIZACAO DE UM PRODUTOR

Mario CRAVIDAO; Duarte XARA BRASIL!

RESUMO

A Gestao da Marca aplicada ao vinho deve tomar em consideracdo ndo s6 a Marca Produto mas
também a Marca Regido e a Marca Nag#o. Para criarem valor, estas duas ltimas devem ser geridas
a nivel internacional com tanto rigor como a propria Marca do vinho. Num momento em que se
discute a importancia da Marca Portugal no sector do vinho e perante as oportunidades criadas pela
reforma comunitaria com a Organiza¢do Comum do Mercado, Portugal precisa de se afirmar em
relagdo a outros paises do “Velho Mundo” e do “Novo Mundo” que so particularmente agressivos
na criagdo de Marcas Regido e Nagdo. Analisando o que tem vindo a ser feito na Gestdo da Marca
em duas regides lideres de mercado nos seus paises e em franco crescimento internacional, casos
da Rioja em Espanha e da Califoérnia nos EUA, retiram-se um conjunto de ensinamentos que podem
fazer sentido a fileira de vinho nacional.

Palavras-Chave: Marca Nagdo, Marca Regido, Marketing, Internacionalizagdo, Vinho

1. AS MARCAS NACAO E REGIAO

1.1. Enquadramento a Marca Nacio, Pais de Origem e Marca Regido

A Marca ¢ um elemento fundamental para criar ndo s6 uma identificacdo que se
quer Uinica mas simultaneamente uma diferenciacdo conforme defende AAKER (1994)
perante aquilo que ¢ a sua concorréncia. Em particular na internacionalizacdo, além da
Marca Produto (e Produtor) devem ser simultaneamente tomadas em consideragio a
Marca Regido e a propria Marca Nagao pois qualquer uma delas podera ser uma fonte
de maior ou menor valor para a propria Marca Produto. Um dos fendmenos recentes a
que temos vindo a assistir ¢ o desenvolvimento da imagem de Marca que se prolonga

para além do Produto para entidades Supra-Regionais (como exemplo a Europa), Paises,

T ESCE, Campus do Instituto Politécnico de Setubal, Estefanilha, 2914-503 Setibal Portugal;
mario.cravidao@esce.ips.pt ; duarte.brasil@esce.ips.pt
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Regides e Inter-regionais e Cidades. Segundo VALLS (1992) este fendmeno ¢ uma con-
sequéncia da internacionalizacao das economias, mas também de uma comunicagao de
Produtos, Servicos e Ideias, assente numa “audio-visualizagdo universal” com capaci-
dade de impressionar a distancia para a promogao das economias. Os Paises e Regides
competem internacionalmente pela captagdo de investimento externo, desenvolvimento
do Turismo e da Moda, captag@o de talentos, mas em particular pelo fomento das Ex-
portagdes. Existe assim uma preocupagio no desenvolvimento de uma Imagem de Marca
de uma Regido para uma identificagdo mundial e subsequentemente criagdo de vantagens
competitivas. A terminologia associada a esta nova problematica que se cruza com a
Marca Nagao ou Marca Pais, Pais de Origem (Country of Origin), Marca Regido, Marca
Cidade, Marca Local — (Place Branding), tem um ambito que se aplica as Nagoes, Re-
gides e Cidades como um “continuum’ (DINNIE, 2008) da Marca do Produto, Servigo
e Organizagdo. No entanto, a teoria da Marca do Produto deve ser adaptada a Marca
Nagao. Existem maiores dificuldades nesta adaptacdo pois a sua imagem pode ser afec-
tada por esteredtipos dificeis de mudar e a sua gestdo é sempre um processo de constru-
¢do a longo prazo. Tém em comum o facto de terem uma natureza multidimensional e
de se dirigirem a multiplos grupos (stakeholders) que poderdo ser turistas, potenciais
investidores, empregados, estudantes ou consumidores nacionais e internacionais.
Entende-se por Marca Nagdo a “combinago unica e multi-dimensional de ele-
mentos que providenciam a Nagdo uma diferenciagdo enraizada culturalmente e rele-
vante para todas as suas audiéncias alvo” DINNIE (2008: 15). ANHOLT (2007) fala
mesmo da necessidade de se ir mais além do que a consideragdo comercial da Marca
colocando-a ao nivel da Politica Nacional. A Marca Local deve ser relacionada com a
Identidade Nacional, Politica e Competitividade num caminho para se criar uma Iden-

tidade Competitiva.

1.2. Identidade e Imagem da Marca Nacio

O desenvolvimento da Identidade da Marca Nagao de acordo MARTIN ROLE
citado por DINNIE (2008) passa, a semelhanga das Marcas Produto/Organizagdes pela
definigdo da Visdo da Marca (Brand Vision- o que espera alcangar), do Alcance da Marca
(Brand Scope — segmentos de mercado e categorias de produtos da Marca Nagao), do

Posicionamento da Marca (Brand Positioning- o lugar que pretende ocupar na mente
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dos consumidores), da Personalidade da Marca (Brand Personality- caracter pessoal da
Marca que pode ajudar o consumidor a ligar-se emocionalmente com a mesma) e da Es-
séncia da Marca (Brand Essence - o que a representa e torna realmente tnica). Ao con-
trario das Marcas de Produtos e Servigo e em fung¢do da “infinita riqueza cultural” nas
Marcas Nagdes, para DINNIE (2008: 43), ¢ dificil definir uma Esséncia em poucas pa-
lavras correndo-se o “dilema da encapsulagao”. A Identidade das Marcas Nacao deve
ser inspirada na Identidade Nacional. Desta devem ser seleccionados elementos chave
que possam ser comunicados com base na historia, cultura, ideologia e codigos de ex-
pressdo como a linguagem, icones e bandeira nacional. A Imagem da Marca Nagao, se-
gundo JAFFE e NEBEN ZAHL citado por DINNIE (2008: 47), deve ser entendida como
“o impacto que generaliza¢des e a percepcdo sobre um pais pode ter na avaliagdo dos

produtos e/ou marcas do pais.”

1.3. O Capital da Marca Nacio

Numa perspectiva do consumidor e a semelhanca das Marcas Produto, devem ser
entendidas como fontes do Capital da Marca Nagdo: a notoriedade, as suas associagdes
Unicas, a qualidade percebida e a fidelizacdo. O Capital da Marca Nacao pode também
estar associado aos elementos descritivos da Marca (inspirados na sua Identidade Na-
cional) e imaginarios, mas também as associagdes e percepgdes dos consumidores.

Numa perspectiva financeira, ANHOLT (2007) desenvolveu um Index das Marcas
nacionais mais valiosas como forma de medir a sua contribui¢do para a economia. A
Marca Portugal aparecia apenas no 20° lugar e com um valor de 189 bilides de USD. O
mesmo conceito foi depois desenvolvido para as Marcas Cidade. Lisboa nem outra ci-
dade portuguesa apareciam evidenciadas nas primeiras 30 cidades do estudo.

Sao considerados para SIMON (2007) fontes e dimensdes de valor da Marca
Nagao, Activos Internos (a Iconografia, Paisagem, Cultura, Adesao nacional, Apoio as
Artes, Niveis de Fidelizagdo) ou Activos Externos (“Embaixadores” da Marca, a Dias-
pora, as Marcas exportadas, as percepc¢des da Imagem do Pais, o retrato externo da cul-

tura popular).

271



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page zz@

1.4. A Construc¢ao da Marca Nacao

Para AAKER (1994) um projecto Construcdo de Marca - Brand Building ¢ um
processo fundamental que envolve elementos estratégicos, pesquisa, design e que passa
pela criagao do nome, identificagdo de uma identidade visual, defini¢do de posiciona-
mento e a gestdo do Capital da Marca. Nao existe, quer para OLLINS (2003) como para
DINNIE (2008) um modelo estratégico a replicar para a cria¢do de uma Marca Nagao.
Mas todo o processo deve comegar com a analise estratégica interna, analise estratégica
externa, planeamento estratégico e implementag@o estratégica.

Sao considerados elementos fundamentais da operacionalizagdo da Marca Nagao
a Publicidade da Marca Nacdo, a Gestdo de Relacionamento com Clientes das varias
audiéncias, a mobiliza¢do da Diaspora, a criagdo de Dias da Nagao (criando orgulho
fora e dentro do pais), uma boa Arquitectura da Marca Nagdo que evite confusdes, a
avaliac@o do desempenho através de estudos de tracking. A propria musica pode ser uti-
lizada no sentido de se criar uma atitude positiva para a compra de um vinho de um de-

terminado pais.

1.5. As especificidades da Marca Nacdo, Pais de Origem e Marca Regido no
Vinho

A aplicacdo do Pais de Origem ao vinho foi estudada no Reino Unido e na Nova
Zelandia concluindo-se da sua influéncia nas avaliagdes do consumidor ¢ no facto de
despertar um processo de avaliagdo bastante complexo — HAMLIN (2006). Do mesmo
modo, JONHSON et al. (2007) estudou a importancia da Regido de Origem do Vinho
nos EUA tendo concluido que 85% dos compradores indicaram a regido como sendo
analisada quando avaliam um rétulo de vinho, sendo assim, um elemento muito impor-
tante na decisdo de compra e mais relevante que a Marca e Ano. Resultados que salien-
tam a importancia da Regido de Origem na avaliagdo do vinho foram igualmente
conduzidos em Portugal com RIBEIRO et al. (2008) e YON (2003). Existe no entanto
uma grande diferenca entre o “Velho Mundo” e o “Novo Mundo” com o terroir (com-
binagdo tripartida de casta, clima e solo) sendo muito mais utilizada e valorizada nos
paises europeus (“Velho Mundo”) como argumento de venda. Uma Marca Regiao tende
a superar a avaliagdo cognitiva pois adiciona um lado emocional inerente a origem do

produto. As percepgdes, as atitudes e também o sabor sdo afectados pelas Marcas e o
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nome anglofono e francéfono que possam adoptar (LECLERC citado por ORTH ef al.
2005).

Na competi¢do internacional do vinho, em que a mensagem da qualidade enquanto
argumento de venda se encontra saturada, o capital que se possa acrescentar a Marca
pela Regido de origem de vinho, vai possibilitar que se evite a mudanga entre vinhos e
que a competicao ndo se faga exclusivamente com base no prego. As imagens das Re-
gides sdo poderosos esteredtipos que influenciam comportamentos de compra.

De acordo com ORTH et al. (2005) as regides de vinho enquanto Marca Umbrella
devem ser criadas em fungdo de cinco dimensdes: beneficios funcionais e uma qualidade
consistente no vinho, boa relagdo prego / qualidade, beneficios sociais e de bem-estar
como o prazer ¢ felicidade, beneficios ambientais (sem poluigdo) ou humanos (por pe-
ritos) e beneficios emocionais. Estas dimensdes t€ém impacto ao nivel da constru¢ao da
Marca, selec¢do de audiéncias alvo e na defini¢do das mensagens chave de Marketing.

A Marca Regido sera também um factor determinante na compra do vinho, tanto
quanto mais recente for o projecto de um determinado produtor, que ainda necessita de
tempo para consolidar a sua notoriedade e imagem enquanto Marca Produtor e Marca

Vinho.

2. BENCHMARKETING NO VINHO - MARCAS REGIAO

2.1. A Regido da Rioja e o Vinho

La Rioja ¢ uma regido de vinho de Espanha localizada a sul das montanhas do
Cantabrico que produz um vinho DOC Rioja. O caracter distintivo dos vinhos da Rioja
advém do envelhecimento do vinho em cascos de carvalho, que se traduz num sabor a
baunilha nos vinhos. Segundo o CONSEJO REGULADOR (2008), no espago de uma
década as vendas totais subiram de 2.222 mil hectolitros para 2.519 mil hectolitros, nos
quais o mercado interno subiu para os 1.719,9 mil hectolitros (de 1.506,8 em 1998),
onde lidera com uma Quota de Mercado proxima dos 40%, ¢ o exterior para 799 mil
hectolitros (de 715,5 em 1998). Em 2008 o principal mercado de exportagdo foi o do
Reino Unido com 36% do total, seguido da Alemanha 17%, EUA 8,7% e Suica 7,8%.
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2.1.1 A Estratégia, a Gestdo da Marca e o Plano de Comunicacio

Num Plano Estratégico até 2020 criado pelo CONSEJO REGULADOR (2007)
estabeleceu-se como prioridade o aumento dos investimentos promocionais em merca-
dos chave, a flexibilizag¢@o da produgdo com a introdug@o de novas castas que possibi-
litem a adaptac@o de vinhos aos mercados, o desenvolvimento da qualidade (contendo
rendimentos de produgdo por hectare) e o desenvolvimento do enoturismo. Os objectivos
da comunicacdo e estratégias seguidas visam ndo s6 passar uma imagem de qualidade,
diversifica¢@o e inovagdo mas também por aumentar a reputagdo da Rioja nos consu-
midores, expressando as suas caracteristicas singulares, bem como uma imagem mo-
derna e atractiva junto dos consumidores mais jovens. Existiu também uma preocupacao
em avaliar o Brand Equity da Rioja, chegando-se a conclusdo que o seu principal desafio
passava pela consolidagdo da notoriedade da Marca ¢ da imagem de Marca da Rioja
para consumidores e prescritores, demonstrando a evolu¢do dos novos estilos de vinhos
que variam dos mais tradicionais aos mais modernos.

A Rioja tem um Plano de Comunicagao ajustado por pais, construido em conjunto
com agéncias de Rela¢des Publicas desses mercados ¢ com uma Brand Identity que se
quer diferenciada (por exemplo para os EUA, desenvolveu-se uma campanha denomi-
nada “Rioja Vibrante” com o objectivo de transmitir aos consumidores uma posiciona-
mento da Marca Rioja associada a paixao que deriva da experiéncia dos vinhos da regido
e da sua evolugdo). Tem grupos alvo profissionais e de consumidores bem definidos e
concentra os seus recursos para fazer Planos de Comunicacdo que abrangem um mix
bastante integrado, passando por relagdes publicas, patrocinios (como exemplo do New
York Fashion Week, o maior festival de moda nos EUA), promogdes e ac¢des no ponto
de venda (por exemplo as acgdes concertadas de descontos promocionais nos retalhistas
de Nova lorque, com os quais fizeram degusta¢des e acompanhadas de patrocinios a
eventos de Marcas de cosméticos e da American Express). Pretende-se criar um Brand
Equity alicergado a uma nova Rioja, estando dispostos a apresentar, para além do caracter
diferenciador dos seus vinhos, uma capacidade de adapta-los aos mercados. Ira reforcar
o orgamento (aproveitando a OCM), concentrando o investimento por questdes de efi-
cacia e investir 11 milhdes de euros para a internacionalizagdo em apenas trés paises:
EUA, México e Suiga. Independentemente das iniciativas agregadas com o ICEX e com

a gestdo que faz da Marca Nagdo Vinhos de Espanha, as suas iniciativas individuais sdo
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assim determinantes para criar um capital e identidade propria em torno da Marca Rioja.
O esforco de comunicagdo foi reconhecido nos EUA pela prestigiada revista de vinhos
americana Wine Enthusiast em 2007, que a elegeu como a melhor regido de vinhos do
ano pela sua revolugao de estilo (reconhecendo também a sua capacidade para adaptar

os vinhos ao gosto americano).

2.2. A Marca “Nac¢ao” Califérnia

As vinhas na California representam aproximadamente 230 mil hectares dos quais
Napa Valley (“terra da fartura” na original terminologia india nativa) é a mais famosa.
De acordo com o Wine Institute as exportagdes de vinho dos EUA em 2008, atingiram
0s 4.910 mil hl (+8% que em 2007) e um valor de mais de 1 bilido de USD (+6% que
em 2007). A Califérnia representa so de per si aproximadamente 90% desse valor. Me-
tade deste valor destina-se a Europa (496 milhdes USD), que ¢ o principal mercado de
destino, seguido do Canada, Japao, Hong-Kong e México. O vinho tem um grande papel
no desenvolvimento econémico ja que é o segundo produto em valor em termos de ex-

portacdo na California.

2.2.1. A Estratégia e o Plano de Comunicac¢io da Califérnia

A California ¢ um Estado que representa a bem sucedida internacionalizagdo dos
vinhos dos EUA. Tem uma dimensao e recursos sem igual na Europa, gerindo inclusive
um programa de internacionaliza¢do (Market Access Program) que pode custear total-
mente as despesas das suas Adegas. E evidente a preocupacio em alargar a internacio-
nalizagdo para o maior numero de mercados (28 paises). O Wine Institute, associagdo
que agrega as adegas da regido definiu como grupos alvo do Plano de Comunicagao os
media e os distribuidores internacionais, os quais se pretendem formar sobre a qualidade
e variedade do vinho da Califérnia. A Imagem da Marca Califérnia segundo CRAVI-
DAO (2009) quer estar associada: a gastronomia (“Califérnia Terra de Comida e de

Vinho™) e que é exemplarmente comunicado nas maiores feiras internacionais’, ao
q p >

2 No Stand da Califérnia na Prowein de 2009, Chefes de cozinha confeccionavam num espago
devidamente equipado, pequenos pratos para degustagdo com os vinhos
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turismo ¢ a apreciagdo das boas coisas da vida (como a Revista “California Find Yourself
Here” - editada pelo Turismo da Califérnia e distribuida nas feiras internacionais), a um
certo estilo de vida pelo que explora a imagem de personalidades como a do seu Gover-
nador Arnold Schwarzenegger, ao sol que se traduz em vinhos singulares e que esta pre-
sente no logdtipo dos vinhos da California e no slogan “Inspirado pela Vida”.
Aproveita-se sustentadamente de uma série de sinergias entre os sectores politico, de
turismo e vinho numa tentativa de criar um Brand Identity Ginico e diferenciador. Existe
também uma preocupagdo evidente em analisar a posi¢do competitiva perante outros
concorrentes e em particular o Capital da Marca ao nivel da notoriedade, imagem e a
taxa de experimentagdo / consumo em varios mercados chave. A GFK (2007) no mer-
cado da Alemanha, concluiu que a Califérnia ¢ uma marca forte comparativamente ao
nivel da notoriedade espontanea dos paises produtores de vinho (5! Marca mais forte
com 18% de notoriedade espontanea, aparecendo a frente de paises mais proximos geo-

graficamente como Portugal com 12%).

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Quer o Instituto do Vinho e da Vinha, a Viniportugal como as Comissdes Vitivi-
nicolas Regionais das varias regides que fazem a promocdo da nova Marca Portugal
(Wines of Portugal) e das Marcas Regido respectivamente, tém que procurar estar ali-
nhadas na estratégia (por exemplo evitando a dispersdo de mercados alvo), bem como,
nos seus Planos de Promogdo / Comunicagao para diminuirem o impacto da sua pequena
dimensao em termos de or¢amentos de Marketing. A necessidade de procurar sinergias
tem que ir para além do vinho e ser politicamente mais ambiciosa. A alianga com o Tu-
rismo é fundamental para que o or¢amento ganhe uma outra dimensio, mas também
para que a arquitectura da Marca Portugal, a sua identidade e imagem sejam devidamente
estruturadas. E determinante igualmente criar uma rede propria de representantes inter-
nacionais do vinho como tém a Rioja ou a Califérnia. A valorizagdo da didspora como
primeira porta de entrada em mercados como os EUA / Canada ou das ligagdes historicas
e culturais com Angola e Brasil sdo também fundamentais para se ser bem sucedido na

construcdo e gestdo da Marca. A Marca Portugal (como a nova Wines of Portugal) e a
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Marca Regido devem acrescentar valor para os agentes economicos ¢ ajuda-los na in-
ternacionalizagdo, possibilitando a exportagdo de vinhos mais caros. Isso obriga a pro-
fissionalizagdo do Marketing em toda a fileira do vinho, reconhecendo a importancia
da gestdo da Marca como fonte de valor em complemento ao valor do proprio vinho e
aum rigoroso esfor¢o na procura de instrumentos de controlo da sua eficacia através de

estudos de mercado.
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EFECTO DE LA CANTIDAD DE INOCULO DE
LEVADURAS SOBRE LAS CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS Y ORGANOLEPTICAS DEL VINO

José A. REGODON!; Emile BELTRAND?; Emiliano ZAMORA3; M* Luz AL-
VAREZ? y Manuel RAMIREZ*

RESUMEN

Se ha analizado la influencia del tamafio de la poblacion inicial de levaduras (10°6 107 células/mL)
sobre la cinética de fermentacion, parametros enologicos, aromas y calidad del vino. Se observa
que a mayor concentracion de inoculo, mayor velocidad de fermentacion y namero de células/mL
durante la fermentacion. La adicion de extracto de levadura favorece el aumento de la poblacion
de levaduras, mas en las fermentaciones con indculo mayor. Las levaduras empezaron a morir muy
pronto en las fermentaciones inoculadas con 10° células/mL, mientras que en las inoculadas con
107 células/mL comenzaron a morir al final de fermentacion. Los vinos elaborados sin extracto de
levadura resultaron inacabados y dulces, en tanto que entre los obtenidos con extracto de levadura,
los mejor evaluados en el analisis organoléptico fueron los inoculados con la menor concentracion
de levaduras, destacando por sus mejores aromas. En la fermentacion de estos vinos se detectd
mayor presencia de actividad exo-B(1,3)-glucosidasica en la fase tumultuosa.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, inoculo, aromas, B-glucosidada.

INTRODUCCION

Durante la fermentacién del mosto las levaduras sintetizan enzimas que juegan
un papel muy importante en la vinificacion (AREVALO ef al., 2007). Las enzimas mas
abundantes son las oxidorreductasas, pectinasas, proteasas y p-glucosidadas. Estas tlti-

mas rompen glucosidos precursores de aromas presentes en el mosto, liberando terpenos
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que influyen positivamente en la calidad organoléptica del vino. La 3-glucosidadas estan
presentes en las uvas, si bien su tipo y concentracion varia con la variedad; por otra
parte, varios microorganismos presentes en las fermentaciones pueden producirlas, e in-
cluso se pueden afiadir durante el proceso fermentativo para obtener mejores aromas
(HUMBERT-GOFFARD et al., 2004).

Una alternativa al empleo de enzimas comerciales podria ser el uso de levaduras
seleccionadas productoras de B-glucosidadas, estas enzimas podrian liberar los terpenos
sin afectar a otros componentes del mosto y abaratando la produccion del vino (HUM-
BERT-GOFFARD et al., 2004).

Saccharomyces cerevisae, principal levadura utilizada como iné6culo, secreta al
medio externo enzimas necesarias para su crecimiento y el de sus yemas hijas, siendo
algunas de estas enzimas [-glucosidasas. La secrecion estd ligada al crecimiento de la
poblacion de levaduras. Tedricamente, si la poblacion de levaduras al principio de la
fermentacion es muy pequeila, tendra que desarrollarse mas que si fuera una poblacion
mayor, producir mas yemas, mas f3-glucosidasas, y liberar mas compuestos aromaticos
de los precursores de la uvas.

El objetivo de este trabajo fue analizar la influencia del tamafo de la poblacion
inicial de levaduras inoculadas y la adicién de extracto de levadura a mostos estériles,
sobre la cinética de fermentacion, los parametros enologicos, aromas y calidad del vino.
Los experimentos se realizaron con mosto de uva blanca esterilizado con Velcorin® para
eliminar el efecto colateral de los microorganismos silvestres y controlar con precision

la cantidad de levaduras presentes en el mosto.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron 9 vinificaciones segin el esquema mostrado en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de la experiencia realizada.

1) Cepas de levaduras: Se utilizaron dos cepas de Saccharomyces cerevisiae per-
tenecientes a la coleccion de nuestro grupo de investigacion: E7ARI1, resistente a ciclo-
heximida (PEREZ et al., 2000; RAMIREZ et al., 1998) y Rod23, resistente a rodamina
(AMBRONA et al., 2006).

2) Mosto: Variedad Cigiiente (autoctona de Extremadura), 23,2 °Brix y pH 3,3.
El mosto fue esterilizado con Velcorin® (150 uL/L) e inoculado con dos concentraciones
distintas de cada levadura (10° y 107 células/mL). Estas fermentaciones se realizaron por
duplicado, una con extracto de levadura (0,2 %) como activador de fermentacion y otra
sin él. Un matraz de mosto no fue inoculado ni esterilizado, realizando la fermentacion
espontaneamente (control).

3) Seguimiento de la fermentacién: Se midi6 periddicamente la densidad y °Brix
y se contd el nimero de células viables por dilucién del mosto/vino e inoculacion en
YEPD-agar. El porcentaje de células muertas se determind mediante tincién con azul
de metileno, y el de levaduras en gemacion mediante observacion en microscopio.

4) Parametros fisico-quimicos: Las determinaciones de grado alcohdlico, den-
sidad, pH, acidez total, acidez volatil, azicares reductores y acido malico se realizaron
seglin los métodos oficiales de la CEE (E.E.C., 1999). El acido lactico se determind
segun método oficial de la CEE (E.E.C., 1990).
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5) Analisis organoléptico: Los vinos obtenidos fueron catados por un panel de
expertos pertenecientes a las Estacion Enologica de Almendralejo (Badajoz, Espaiia).

6) Analisis de la actividad exo-p(1,3)-glucosidasica: Sobre una placa de YEPD-
agar (pH 5,8) se afladen 60 pL de mosto-vino centrifugado tomado en la fase tumultuosa
de la fermentacion. Una vez seco, se anaden varias gotas de MUG (4-metil-
umbeliferil-B-D-glucésido) (0,1% en acético-acetato 50 mM, pH 5,2), se incub6 30 mi-

nutos a 25°C y se observo la actividad en la placa con transiluminador UV de 312 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION
Comparacion de la fermentacion espontinea del mosto con fermentaciones
del mosto estéril inoculado con levaduras seleccionadas y sin extracto de levadura.
En la Figura 2 se observa como la fermentacion espontanea (control) resulté muy
lenta y no termind correctamente transcurridos 20 dias. Las fermentaciones del mosto
inoculado con levaduras y sin extracto de levadura son mas rapidas, y especialmente las
inoculadas con 107 células/mL. No obstante, en todos los casos las fermentaciones no

finalizaron adecuadamente, denotando la falta de nutrientes del medio.
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Figura 2. Cinética de fermentacion (°Brix y densidad) de los vinos obtenidos sin adicion de extracto de levadura
al mosto.
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Comparacion de las fermentaciones de mosto estéril inoculado con distintas
concentraciones de levaduras seleccionadas.

En las fermentaciones inoculadas con 107 células/mL la poblacion de levaduras
alcanzo el maximo habitual en las fermentaciones de mosto, es decir, 108-10°
células/mL. Mientras que en las inoculadas con 10° células/mL la poblacion dejé de cre-
cer sin alcanzar este maximo, ocasionando un final dificil de fermentacion (Figura 3).
El problema se corrigié cuando se afiadi6 al mosto extracto de levadura, indicando que
una poblacion inicial pequefia requiere mas nutrientes para llegar al nimero necesario

de células que permita el desarrollo correcto de la fermentacion.
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Figura 3. Numero de células en las fermentaciones sin y con extracto de levadura.

Como era de esperar, la cantidad de levaduras con yemas durante la fermentacion
fue superior en las fermentaciones inoculadas con 103 células/mL que en las inoculadas
con 107 células/mL (Figura 4). Sin embargo, curiosamente, las levaduras empiezan a
morir mu; las fi i i lad 10° células/mL, mi

y pronto en las fermentaciones inoculadas con 10° células/mL, mientras que
en las inoculadas con 107 células/mL empiezan a morir al final de fermentacion, dada la

ausencia de nutrientes y la alta concentracion de etanol en esta fase del proceso.
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Figura 4. Evolucion del porcentaje de células muertas y vivas durante las fermentaciones con extracto de leva-
duras.

Actividad exo-p(1,3)-glucosidasica.

Parte de estas enzimas liberadas en el vino son inactivadas por su pH bajo (por
debajo de pH 4,8 se produce inactivacion), por lo que cabe espera poca actividad de las
mismas en general (Ramirez et al., 1987). No obstante, se observo que la actividad exo-
B(1,3)-glucosidasica en el vino de Rod23 (Figura 5) fue mayor cuando se inocul6 con
10° células/mL que con 107, lo que puede haber contribuido a aumentar la percepcion
frutal del vino elaborado con menor cantidad de levaduras iniciales (como se indicara
mas adelante). Para los vinos elaborados con E7ARI1, la diferencia de actividad no fue

tan evidente.

Figura 5. Actividad exo-B(1,3)-glucosidasica en placas de YEPD (fotografia frontal y posterior de la placa).
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Analisis fisico-quimico.

Los vinos elaborados se esterilizaron con Velcorin® y se almacenaron a 4°C hasta
el momento del analisis organoléptico para evitar la actividad microbiana incontrolada

durante su almacenamiento. En la Figura 6 se observa la efectividad del tratamiento.

EFaRI [10* Rod23 (10"

Figura 6. Ensayo en placa de la efectividad del tratamiento con Velcorin® del vino.

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos en el analisis de los vinos inoculados.

El vino control no se analiz6 dado que no finalizé adecuadamente la fermentacion.

# ETAKRI Hodi 23

Sim extracie  Con extracis Sim extracto de Con extracto
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 Cétulssiml 1 1 w* o’ w o' ot 1’
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Tabla 1. Analisis de los vinos inoculados.
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Se observa que el mayor grado alcohoélico se consigue al adicionar extracto de le-
vadura al mosto, ya que con éste se permite que las levadura consuman mas azicares y
por tanto produzcan mas alcohol. Sin embargo, el tamafio del indculo no parece influir,
mostrando resultados variables.

El contenido de azucares reductores en los vinos elaborados sin adicion de ex-
tracto de levadura y con el menor indculo mostrd niveles muy elevados, los cuales dis-
minuyen al afladir extracto de levadura y aumentar el indculo. Por tanto, la adicion de
extracto de levadura y mayor indculo de levaduras favorecieron el desarrollo de la fer-
mentacion. En el primer caso porque se afiaden nutrientes al medio, y en el segundo
porque se necesitan menos nutrientes para aumentar la poblacion de levadura.

Como consecuencia de las altas concentraciones de azlicares reductores en algu-
nos vinos, sus densidades fueron muy altas, incluso de 1000 g/L en el caso del vino de
Rod23 (10° células/mL, sin adicion de extracto de levaduras).

Los valores mas altos de acidez total (y los menores de pH) se obtuvieron con los
mayores inoculos y con extracto de levadura. Lo que conduce a pensar que el menor
crecimiento de las levaduras favorece el aumento de acidez total del medio.

Las mayores concentraciones de acidez volatil correspondieron a los vinos ela-
borados con extracto de levadura, al igual que ocurrié con el acido malico. Finalmente,
la concentracion de acido lactico fue muy baja en todos los vinos, indicando la ausencia

de fermentacion malolactica en estos vinos.

Analisis organoléptico.

El vino control y los elaborados sin extracto de levadura presentaron caracteris-
ticas organolépticas rechazables por resultar inacabados y dulces, y no fue necesario ca-
tarlos.

El analisis organoléptico de los vinos elaborados con extracto de levadura muestra
que los vinos inoculados con 107 células/mL presentaron un ligero aroma a lias, en tanto
que los elaborados con la menor concentracion de indculo tenian aromas mas afrutados,
lo cual puede estar relacionado con la mayor produccion de exo-B(1,3)-glucosidasa ob-
servada claramente en la fermentacion de Rod23.

Los mejores vinos fueron los elaborados con menor indculo (10° células/mL) de

la levadura E7AR1, con mejores aromas y mas intensos que el resto. Tanto el gusto
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como el aroma de los vinos de E7ARI resultaron mas agradables, confirmando que
dicha levadura presenta mejores actitudes enoldgicas que Rod23 como ya habiamos ob-

servado en otras ocasiones.
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OCORRENCIA DE FLORES ATIPICAS NA CV.
ARAGONEZ (Vitis vinifera L.)

Ilda ABREU'?; Ricardo PINTO!; Paulo COSTA?; Geni C. ZANOL* & José
EIRAS-DIAS*

RESUMO
As flores de Vitis vinifera L., no momento da antese, destacam a caliptra, ficando visiveis os estames
e os carpelos. Em algumas plantas da cv. Aragonez (Tinta Roriz), a flor ¢ atipica dado que ndo
liberta a caliptra, abrindo em estrela e as pétalas permanecem agarradas ao receptaculo floral. Tam-
bém, os filetes sdo curtos, o estigma séssil e os nectarios pouco desenvolvidos. As flores atipicas e
as flores normais podem ocorrer na mesma planta e até na mesma inflorescéncia.
Nas plantas de flores atipicas, comparativamente as de flores normais, verificou-se baixa produti-
vidade, com uma menor dimenséo dos frutos e auséncia ou reduzido niimero de sementes. Também
a analise de parametros quimicos dos bagos revelou diferencas.
A analise de DNA, utilizando marcadores de microssatélites, ndo revelou diferengas entre as plantas
de flores normais e as plantas de flores atipicas.
Estudos posteriores serdo necessarios no sentido de comparar a fertilidade polinica (viabilidade e
germinacdo do grao de polen) entre os dois tipos de flores, bem como verificar se as plantas con-
servam as mesmas caracteristicas florais em anos consecutivos.

Palavras-chave: Vitis vinifera, cv Aragonez, caliptra, flores atipicas, pdlen, microssatélites

1- INTRODUCAO

A videira (Vitis vinifera L.) ¢ uma das culturas de grande tradi¢do nas regides tem-
peradas, quer para a produg@o de uva de mesa quer pela sua utilizagdo vinicola. As in-
florescéncias de Vitis vinifera no momento da deiscéncia possuem uma caliptra resultante
da adesdo de células marginais das pétalas (SRINIVASAN e MULLINS, 1976). Na fase
da antese, as pétalas inicialmente soltam-se na regido basal, enrolando-se. A ruptura das
paredes celulares de pétalas adjacentes ocorre através de um processo semelhante a abs-

cisdo.
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A cv. Aragonez produz uva tinta, sendo conhecida na regido do Douro por Tinta
Roriz, e ¢ originaria de Valdepefias (Espanha) com o nome de Tempranillo (femprano,
que significa cedo), por possuir precoce amadurecimento dos frutos. Contudo, pode as-
sumir outras designagdes de acordo com o pais e regido de cultivo.

Esta cultivar ¢ de facil adaptag@o a diferentes climas ou solos e, por isso, o seu cul-
tivo tem aumentado, para além da regido do Douro, nas regides do Dao, Tejo, Estremadura
e Alentejo. As condigdes ideais de cultivo sdo os climas quentes e secos, para a obtengao
de cachos de bagos mais concentrados, levando a uma diminui¢@o da produgao.

Na regido do Douro, verificou-se que algumas videiras da cv. Aragonez apresen-
tavam diferencgas no processo de abertura da flor, ndo formando caliptra, ocorrendo a
abertura da flor na parte superior, de modo que as pétalas ficavam agarradas pela parte
inferior do receptaculo.

Dada a importancia da vinha e do vinho em Portugal e no Mundo, a ocorréncia
de flores atipicas, que implicam uma diminui¢do da produtividade, ¢ um fenémeno cujo
estudo se revela de elevado interesse. Em Portugal ndo ha conhecimento de trabalhos
publicados com o registo de observagdes daquela diferenga morfolégica em qualquer
cultivar, no entanto foi descrita em outras cultivares noutros paises, nomeadamente no
Brasil (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1998), na Australia (LONGBOTTOM et al., 2004;
LONGBOTTOM et al., 2008) e na Turquia (GOKBAYRAK et al., 2009).

Uma vez que assumimos que a ocorréncia de flores atipicas tem implicagdes a
nivel do rendimento de producdo, os objectivos deste trabalho foram comparar a nivel
morfoldgico, bioquimico e molecular as plantas da cv. Aragonez que apresentam flores

com caliptra e flores sem caliptra.

2 - MATERIAL E METODOS

Na Quinta do Bom Retiro, Freguesia de Valenga do Douro, Concelho de Tabuago,
Distrito de Viseu (41°09°25,65”’N, 7°32°49,78”W, 370 m) e na Quinta da Carvalhosa,
Freguesia de Santo Adrido, Concelho de Armamar, Distrito de Viseu (41°08°36,33°N,
7°38°29,93”W, 100 m) foram observadas, em cepas da cv. Aragonez, inflorescéncias
cujas flores, no momento da antese, ndo formavam caliptra. Foram marcadas cepas de
flores normais e de flores atipicas e recolhido material como anteras, pdlen e estruturas

foliares jovens para trabalhos laboratoriais subsequentes.
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As anteras foram removidas de ambas as flores no estado fenologico I (BAGGIO-
LINI, 1952) e, em laboratdrio, foram observadas e fotografadas a lupa. Das anteras re-
tiraram-se os graos de polen, que foram observados e quantificados ao microscopio
optico Leica a 400X. Os parametros morfologicos como didmetro equatorial e polar e
area de polen deiscente foram directamente determinados ao microscopio optico.

Procedeu-se a observacao ao microscopio electronico de varrimento dos dois tipos
de flores e do polen. Para tal, todo o material vegetal foi fixado em glutaraldeido e te-
troxido de 6smio seguido de desidratacdo em etanol. Apos secagem em estufa a 50°C,
as anteras e polen foram colocados em suportes previamente revestidos com pelicula de
carbono. Posteriormente, procedeu-se ao revestimento das amostras com ouro, no im-
pregnador JEOL FC 1100, e a observacgdo ao microscopio electronico de varrimento FEI
QUANTA 400 FEG ESEM/EDAX PEGASUS X4.

Das amostras foliares conservadas a -80°C, foi extraido o DNA segundo THO-
MAS et al. (1993) com ligeiras modificagdes. Na amplificacdo de microssatélites (PCR)
foram utilizados iniciadores (primers) para 9 loci, sendo 6 reconhecidos pela “Organi-
sation Internationale de la Vigne et du Vin” (OIV) na descriminagdo de cultivares de
Vitis vinifera L., nomeadamente, VVMDS5 e VVMD7 (BOWERS et al., 1996), VVMD27
(BOWERS et al., 1999), ViZag62 ¢ ViZag79 (SEFC et al., 1999), VVS2 (THOMAS ¢
SCOTT, 1993), e os trés recomendados pelo projecto GRAPEGEN06, VVMD25,
VVMD28 e VVMD32 (BOWERS et al., 1999). Os primers foram marcados com fluo-
rocromos especificos para o sequenciador utilizado (Sequenciador SEQ8000 da Beck-
man Coulter). Os tamanhos dos fragmentos amplificados relativos a cada /ocus foram
obtidos para as duas amostras.

No momento da vindima, foram recolhidos 400 bagos (200 provenientes de flores
normais e 200 de flores atipicas) para posterior estudo laboratorial dos frutos e das se-
mentes. A partir dos frutos foram determinados o peso (balanga electréonica de precisdo
KERN EW 600-2M), o volume, grau alcodlico provavel (refractometro manual Leica
OE200), acidez total e pH (titulador automatico CRISON PH-BURETTE 24 18S). O in-
dice de polifendis totais foi determinado por espectofotometria UV/VIS (Perkin Elmer
LAMBDA 25) a 280 nm em cuvetes de quartzo de 10 mm de percurso optico apos di-
luigdo da solugdo de extrac¢ao a pH 3,2 (NAGEL e GLORIES, 1991). As determinagdes

das antocianinas soluveis (ApH 3,2) e totais (ApH 1) foram realizadas segundo o método
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descrito por NAGEL e GLORIES (1991) e medidas por espectofotometria UV/VIS a
520 nm em cuvetes de vidro de 10 mm de percurso 6ptico, apds maceragdo das amostras
apH 3,2 (ApH 3,2) e pH 1 (ApH 1). O niimero total de sementes foi registado e, com o
auxilio de uma craveira digital (Digital Caliper - resolucdo: 0,01 mm) e de uma balanga
analitica (KERN EW 150-3M), as sementes foram medidas e pesadas.

O tratamento estatistico consistiu na aplica¢do do Teste Mann-Whitney U, recor-
rendo ao software STATISTICA, apo6s a avaliagdo da normalidade e da homogeneidade

da variancia dos dados.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na cv. Aragonez, observaram-se flores atipicas e flores normais nao s6 em cepas
distintas, mas também na mesma planta e até na mesma inflorescéncia. Ao contrario das
flores normais, as flores atipicas possuem filetes curtos, estigma séssil, nectarios pouco
desenvolvidos e pétalas que permanecem agarradas ao receptaculo floral, ndo ocorrendo

libertacdo da caliptra (Figura 1).

Figura 1 — Flores normais (A e C) e atipicas (B e D) de Vitis vinifera L. cv. Aragonez. Imagens de microscopia

optica (A e B, barra = lcm) e electronica de varrimento (C e D, barra = 0,5cm).
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As nossas observacgdes assemelham-se aos resultados apresentados por outros au-
tores no Brasil com a cv. Itdlia (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1998), na Australia com as
cv. Canada Muscat (V. vinifera x V. labrusca), Gamay, Pinot Meunier, Chardonnay e
Shiraz (LONGBOTTOM et al., 2004; LONGBOTTOM et al., 2008) e na Turquia com
a cv. Cardinal (GOKBAYRAK et al., 2009). Na Peninsula Ibérica, ndo conhecemos re-
feréncias a esta ocorréncia em Vitis vinifera L..

Das observagoes efectuadas, verificamos que o polen de ambas as flores apresenta
forma semelhante sendo radialmente simétrico, isopolar, tricolporado, exina de tecto re-
ticulado e a sexina mais espessa que a nexina. O polen deste cultivar, quando desidratado,

¢ alongado mas, quando hidratado, apresenta forma esférica (Figura 2).

Figura 2 — Polen hidratado de Vitis vinifera L. cv. Aragonez. Imagens de microscopia optica (A) e electronica

de varrimento (B) (barra = 5um).

Graos de pdlen (162) directamente retirados da antera (polen desidratado) foram
observados ao microscopio Optico Leica (400x) e determinaram-se os principais para-
metros morfoldgicos, como didmetro equatorial (E) e polar (P), area de polen e a relagdo
P/E (Quadro 1).

Quadro 1 - Diametro equatorial (E) e polar (P), area de pdlen e razdo P/E

Sledadei
Ilerive polar dami SR i LEF
T e W gl il 0 [ES oW K|
[ B ELTAL
Aresiam | Sy B0 308
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No Quadro 2 esta representado o tamanho dos fragmentos amplificados dos /oci
de microssatélites (em niimero de nucle6tidos), para as duas amostras foliares conside-
radas. A analise dos resultados permite-nos garantir que, embora a flor apresente uma

morfologia diferente, estamos perante individuos da mesma cultivar.

Quadro 2 — Tamanho dos fragmentos amplificados para os loci dos microssatélites (em nimero de nucleétidos),

em amostras foliares retiradas de plantas com flores normais e plantas com flores atipicas

wRE VWEIDE | VDT | DS | SsInET | VVRIBEE | VST | vatadal | veraa® | vwss

LE S LT :"-'\-l.'lr\- :"HI!‘" .'-Illl"\-' I:ll L] :"\‘lll‘“ :"\-II."“ '\-l'hl"'"\l'\l :'-I'I:"'\-I :-I'\-lll'

Durante a vindima, verificou-se que tinha havido diferencas no vingamento dos
frutos conforme se tratavam de flores normais (Fig. 3A) ou de flores atipicas (Fig. 3B).
Como se pode ver pelas figuras, os cachos das flores atipicas possuem menor numero
de bagos que predominantemente sdo de menor tamanho. Por este facto, podemos asso-
ciar as flores atipicas a um baixo vingamento e, consequentemente, a uma menor pro-

dutividade.

Figura 3 — Exemplos extremos de cachos formados em videiras com flores normais (A) e com flores atipicas

(B).

As analises fisico-quimicas efectuadas aos frutos colhidos durante a vindima (09 de Se-

tembro de 2009) mostram que o peso e o volume sdo inferiores na amostra proveniente
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de plantas com flores atipicas, tal como o indice de matura¢do das grainhas (Mp)', en-
quanto que o indice de polifendis totais (IPT), os valores de antocianinas soluveis (ApH
3,2) e totais (ApH 1) e a maturagéo celular (EA)? sdo mais elevados (Quadro 3).

Estes resultados reflectem a producdo de frutos de composi¢do diferente e anormal
quando provenientes de flores atipicas, pois os valores obtidos para os frutos provenien-
tes de flores normais assemelham-se aos obtidos por outros investigadores para esta cul-
tivar (QUINTAS et al., 2004).

Quadro 3 — Anélises fisico-quimicas dos frutos

Rrcilea de rein Sk dhos pommpoaess Fovadaos
Aol

A P Pos | Wokams Leader Toasl Lplll | Apdinz L& Lp

Froswmdl pi | 1F
PR DR NN g ol | §L A Tandrios imgh | rmgnn ] e i

Yo il vl
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bapea ([ 48 13,2 &9 1A | MRE | RIS | 1MEAA LR ) (Ll

(No Quadro 4 estdo registados os valores biométricos obtidos das sementes reti-
radas dos 400 bagos recolhidos. Destacam-se valores mais elevados nas sementes pro-
venientes de frutos de flores normais. A analise estatistica, pelo Teste de
Mann-Whitney U, mostrou que comprimento (C), largura (L) e C/L sdo significativa-

mente diferentes nas duas amostras, ao nivel de p<0,01.

! fndice de maturacdo das grainhas: . *;-,—' L
2 [ndice de maturacdo celular: P, '._:" v
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Quadro 4 — Analises biométricas realizadas as sementes extraidas de amostras de 200 bagos
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A ocorréncia de flores atipicas tem necessariamente que ser acompanhada em
anos consecutivos nas mesmas videiras, dado que ha investigadores que admitiram que
este fendmeno ndo se repete em geragdes sucessivas (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1998;
LONGBOTTOM et al., 2004).

Este trabalho teve o apoio financeiro do Programa de Financiamento Plurianual

de Institui¢@o de Investigagao da FCT.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAGGIOLOLINI M. (1952). Les stades reperes dans le dévelopment annuel de la vigne et leur
utilisation pratique. Revue d’Agriculture et d’Arboriculture 8:4-6.

BOWERS J.E., DANGL G.S. & MEREDITH C.P. (1999). Development and characterization of
additional microsatellite DNA markers for grape. Am. J. Enol. Vitic. 50:243-246.

BOWERS J.E., DANGL G.S., VIGNANI R. & MEREDITH C.P. (1996). DNA isolation and char-
acterization of new polymorphic simple sequence repeat loci in grape (Vitis vinifera L.) Genome
39:628-633.

GOKBAYRAK Z., DARDENIZ A., SOYLEMEZOGLU G. & KIZILCIK S. (2009). Occurrence
of star flowers in Cardinal (Vitis vinifera L.) cv. African Journal of Agricultural Research
4(8):713-717.

LONGBOTTOM M.L., DRY P.R. & SEDGLEY M. (2004). A research note on the occurrence of
‘star’ flowers in grapevines: Observations during the 2003-2004 growing season. Australian

Journal of Grape and Wine Research 10(3):199-202.

296



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 29@

LONGBOTTOM M.L., DRY P.R. & SEDGLEY M. (2008). Observations on the morphology and
development of star flowers of Vitis vinifera L. cvs Chardonnay and Shiraz. Australian Journal
of Grape and Wine Research 14(3):203-210.

NAGEL C.W. & GLORIES Y. (1991). Use of a modified dimethylaminocinnamaldehyde reagent
for analysis of flavanols, Am. J. Enol. Vitic. 42:364-366.

QUEIROZ-VOLTAN R.B., JUNG-MENDACOLLI S.L. & POMMER C.V. (1998). Ocorréncia de
inflorescéncias anormais em videira ‘Italia’. Sci. Agric. 55(1):153-157.

QUINTAS A., CORREIA M.J., BRAGA F., OLIVEIRA A. & MAGALHAES N. (2004). Anélise
da evolugdo da maturagdo da casta Tinta Roriz a diferentes altitudes. In: 6° Simpdsio de Vitivi-
nicultura do Alentejo 1:30-37 Evora 2004.

SEFC K.M., REGNER F., TURETSCHEK E., GLOSSL J. & STEINKELLNER H. (1999). Iden-
tification of microsatellite sequences in Vitis riparia and their applicability for genotyping of
different Vitis species. Genome 42:367-373.

SRINIVASAN C. & MULLINS M.G. (1976). Reproductive anatomy of the grapevine (Vitis vinifera
L.): origin and development of the anlage and its derivatives. Annals of Botany 40(169):1079-
1084.

THOMAS M.R., MATSUMOTO S., CAIN P. & SCOTT P. (1993). Repititive DNA of grapevine:
classes present and sequences suitable for cultivar identification. Theor. Appl. Genet. 86:173-
180.

THOMAS M.R. & SCOTT N.S. (1993). Microsatellite repeats in grapevine reveal DNA polymor-
phisms when analysed as sequence-tagged sites (STSs). Theor. Appl. Genet. 86:985-990.

297



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page 29@

¢



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:24 Page zg@

AVALIACAO DO COMPORTAMENTO AGRONOMICO
DE CLONES DA CASTA ARAGONEZ E SUA
CARACTERIZACAO AMPELOMETRICA

Ricardo ANDRADE!, Luis C. CARNEIRO? Amandio CRUZ3, Pedro CLI-
MACO*, Rogério de CASTRO?

RESUMO

Com o objectivo de caracterizar alguns clones ja admitidos a certificagdo, num contexto ambiental
diferente dos ensaios que estiveram na base das respectivas homologagdes, foram instalados, em
2003, numa parcela experimental localizada na Estremadura (39°01°46”N e 9°01°35”W; altitude
99m), 12 clones admitidos a certificagdo (13, 24, 51, 78, 56, 59, 117, 106, 110, 111, 114 ¢ 776) ¢
ainda uma seleccdo candidata aquele estatuto, que recebeu do proponente o n.° 230. Os dados foram
colhidos no ano de 2009, tendo os parametros rendimento, n.° de cachos por cepa, peso médio do
cacho, grau alcoolico provavel e acidez total revelado diferencas significativas entre os clones es-
tudados. Com base nas medig¢des da folha e da grainha, foi possivel classificar os clones em dife-
rentes grupos, tendo um dos clones apresentado caracteristicas que o isolou dos demais, no
respectivo fenograma.

Palavras-chave: Aragonez, casta, clone, rendimento, qualidade, ampelometria

1. INTRODUCAO

A casta Aragonez € uma casta aloctone, mas de introdugdo muito antiga no ence-
pamento nacional (Climaco, 1997). Segundo os dados oficiais (IVV, 2006), ¢ a terceira
casta tinta com maior representatividade em Portugal Continental, sendo a sua presenga

tradicional em algumas das denominacdes de origem com maior prestigio (Banza et al.

! Associagdo Nacional de Viveiristas Viticolas Produtores de Material Certificado, email: geral@vi-
ticert.mail.pt

2 Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos/INIA-Oeiras, email: luis.c.carneiro@gmail.com

3 Instituto Superior de Agronomia, Viticultura, email: rcastro@isa.utl.pt

4 Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos/INIA-Dois Portos, email: evn.pclimaco@mail.net4b.pt

* Instituto Superior de Agronomia, Viticultura, email: rcastro@isa.utl.pt
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2001; Salvador, 2005). Na Estremadura, onde a sua introdugao ¢ recente, tem originado
vinhos elementares que tém encontrado boa receptividade por parte do consumidor
(Ghira, 2004). Face ao desenvolvimento da casta, a necessidade em material de multi-
plicagdo e o interesse por clones seleccionados tem aumentado (Andrade, 2009). Ac-
tualmente, encontram-se em multiplicagdo no territorio nacional 21 clones de Aragonez
com diversas origens geograficas.

O comportamento produtivo e qualitativo de um clone pode ser avaliado com base
em numerosos parametros agronomicos e enoldgicos, no entanto, a influéncia ambiental
(solo, clima, praticas culturais...), que assume frequentemente um peso elevado, faz
com que o potencial de cada clone esteja estreitamente ligado ao local onde se realizou
a sua avaliagdo, ndo sendo necessariamente reprodutivel noutra situagdo (Magalhaes,
2008; Martins et al., 2004a).

Por estas razdes foi decidido avaliar o comportamento de alguns clones admitidos
a certificagdo, com diferentes origens geograficas, num ambiente diferente dos locais

onde foram conduzidos os ensaios que estiveram na base das respectivas homologagoes.

2. MATERIAL E METODOS

O ensaio foi instalado na Quinta da Torre (39°01°46°N e 9°01°35”W; altitude
99m), concelho de Torres Vedras, em plena regido IGP Lisboa, segundo um delinea-
mento experimental em blocos casualizados, constituido por 4 blocos (repeticdes) em
que as parcelas (clones) foram distribuidas aleatoriamente. No total, o ensaio comporta
52 unidades experimentais, cada uma constituida por um conjunto de seis videiras con-
tiguas. O solo pertence a classe dos Fluvissolos Calcarios — FLc (FAO/UNESCO, 1990).
O clima da regido, segundo a classifica¢ao de Thornthwaite-Mather, ¢ do tipo sub-hu-
mido chuvoso, com moderada deficiéncia de agua no Verdo, mesotérmico, e nula ou pe-
quena concentra¢do de eficiéncia térmica na estagdo quente - Cy s By’ a’- (Magalhdes,
2008).

O estudo incidiu sobre clones da casta Aragonez provenientes de trabalhos de se-
leccdo realizados em diferentes paises. Os clones 13, 24, 51 e 78 foram seleccionados
em Espanha; os clones 56, 59, 106, 110, 111, 114, 117 e 230 (este ultimo com o estatuto
de seleccdo candidata), em Portugal; o clone 776, de origem espanhola, foi admitido a

certificagdo em Franga.
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Os clones foram enxertados no porta-enxerto 1103P e plantados em 2003 com um
compasso de 2,80 x 1,20 m, correspondente a uma densidade de 2 976 cepas por hectare,
a orientagdo das linhas ¢ N-S. Na vinha, conduzida em monoplano vertical ascendente,
e podada em cordao Royat bilateral, a carga média deixada a poda, por cepa, foi de 28
olhos (aproximadamente 83 300 olhos/ha).

A superficie foliar exposta (SFE) foi estimada com base no modelo proposto por
Murisier e Zufferey (1997), que considera a sebe como um paralelepipedo iluminado
na face superior e nas faces laterais. Em cada unidade experimental, a 20 de Agosto,
foram realizadas 5 medigdes.

Para o estudo filométrico utilizaram-se 20 folhas adultas de cada clone, colhidas
entre o vingamento e o pintor, do 9° né de varas normais, produtivas, com médio desen-
volvimento e sem anomalias (Coelho et al., 2004). Cada folha foi caracterizada pelas
11 variaveis indicadas na figura 1, que segundo Rocha (2003) sdo aquelas que apresen-
tam maior poder discriminante. As distancias, medidas em folhas herborizadas, foram
transformadas através de uma regra de trés simples, a um comprimento da nervura prin-
cipal mediana de 100 mm (Carneiro, 1987).

A avaliagao carpométrica incidiu sobre 30 grainhas obtidas a partir de bagos ma-
duros e seleccionadas conforme o proposto por Pégo et al. (1998). O comprimento e a
largura (Cunha et al., 2007) foram determinados com o auxilio de uma craveira digital
(Figura 1).

Figura 1 — Esquema da folha e grainha com indicagéo das distancias medidas: N, comprimento das nervuras; S,
profundidade dos seios laterais; L, largura; C, comprimento (adaptado de OIV, 2007; Cunha et al.,
2007).
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A vindima, realizada a 22 de Setembro, em cada unidade experimental foram
colhidos 100 bagos e determinado o grau alcoolico provavel (por refractometria), a aci-
dez total (titulagdo colorimétrica) e o pH (potenciometria) do respectivo mosto. Foi ainda
pesada a producio de uvas e contado o niimero de cachos. A poda, foi registado o
nimero de sarmentos, com um comprimento superior a 20 cm e pesada a lenha de poda
por unidade experimental.

No estudo ampelométrico, a analise de dados foi efectuada com recurso a métodos
de taxonomia numérica, utilizando-se o programa NTSYS — PC, versdo 2.1, desenvol-
vido por Rohlf (2000). Para calcular as semelhangas ou diferencgas entre os clones utili-
zou-se como coeficiente a “distancia euclidiana média”, sendo os resultados agregados
pelo método UPGMAS e apresentados sob a forma de fenograma. Para medir a distor¢do
do fenograma foi calculado o coeficiente de correlag@o cofenética. Nos restantes casos,
a analise estatistica dos dados colhidos foi realizada recorrendo ao programa STATIS-
TICA, versdo 6.0, efectuando o teste F para a andlise de variancia, sendo os resultados
expressos como: 7.s., ndo significativo, significativos para p<0,05 (*), p<0,01 (**) e
p<0,001 (***). Sempre que a andlise revelou diferencas significativas procedeu-se a
comparagdo de médias com base no teste de Duncan, com um nivel de significancia de
0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Comportamento agronémico

De uma maneira geral, os clones de Aragonez em estudo evidenciaram possuir
um elevado potencial produtivo, o qual se baseia ndo s6 num elevado peso médio do
cacho (> 200 g) mas ainda num consideravel numero de cachos /cepa (> 24).

A observacdo do Quadro 1 permite-nos conhecer o potencial produtivo de cada
clone, nas condi¢des de ensaio. Assim, os clones 24, 59 e 78 distinguem-se muito signi-
ficativamente dos clones 13, 106 ¢ 230 por induzirem maior rendimento. Os restantes
clones apresentam, naturalmente, valores intermédios. De salientar que o clone 59, o

mais produtivo, se distingue ainda, muito significativamente, dos clones 110 e 776.

® Unweighted Pair-Group Method using aritmethic Averages’
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Quadro 1 — Pardmetros do rendimento e caracteristicas dos bagos a vindima’
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Quando se analisa os componentes do rendimento, verifica-se que os clones 24,
59, 78 e 110 sobressaem por possuirem um nimero de cachos/cepa significativamente
superior aos clones 106 e 230, e que os clones 111, 114 e 230 se distinguem por apre-
sentarem um peso médio do cacho significativamente superior ao dos clones 13, 106,
110 e 776. O peso médio do bago ¢ genericamente elevado, variando entre 2,41 e 2,87
gramas.

Quanto as caracteristicas qualitativas do mosto, o destaque vai para o teor em
alcool provavel (TAP), o qual ¢ significativamente muito superior nos clones 13 ¢ 110
relativamente aos clones 24, 51, 59 e 78. Quanto a este pardmetro, salienta-se ainda que
o clone 106 também se distingue dos clones 51 e 59. No que respeita a acidez total, o
clone 110 sobressai por apresentar simultaneamente o mais elevado teor em alcool pro-
vavel e em acidez total. Nos valores de pH, todos eles inferiores a 3,24, ndo se registam

diferencas significativas.

7 Nota: Sig. - nivel de significincia: n.s. - ndo significativo ao nivel de 0,05 pelo teste de F; * - sig-
nificativo ao nivel de 0,05; ** - significativo ao nivel de 0,01; *** - significativo ao nivel de
0,001. Em cada coluna os valores seguidos de uma mesma letra ndo diferem significativamente
ao nivel de 0,05 pelo teste de Duncan.
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A analise conjunta dos dados obtidos neste ensaio permite-nos estudar a influéncia
do rendimento e da razdo SFE/rendimento no teor em élcool provéavel do mosto (Figura
2). Verifica-se, assim, que os clones com rendimento mais baixo sdo, também, aqueles
cujo mosto apresenta maior TAP (R*= 0,577). Esta correlagdo esta de acordo com as
observagoes referidas na bibliografia (Huglin e Schneider, 1998; Sousa ef al. 1998; Cas-
tro et al., 2006). Inversamente, uma razao SFE/rendimento mais elevada est4 associada
a um aumento daquele pardmetro qualitativo (R?= 0,418). Os valores obtidos sdo, con-
tudo, muito afastados do valor de referéncia, | m>SFE/ 1 kg de uvas, tido como dptimo

para a acumulacdo de aglicares no bago (Murisier e Zufferey, 2007).

A...

Figura 2 — A relagio TAP (%v/v) / rendimento (t/ha) (A e B) e a variagio do TAP (%v/v) em fungdo da razdo
SFE/rendimento (m*/kg) (C e D).}

8 Nota: Sig. - nivel de significancia: n.s. - ndo significativo ao nivel de 0,05 pelo teste de F; * - sig-
nificativo ao nivel de 0,05; ** - significativo ao nivel de 0,01; *** - significativo ao nivel de
0,001. Em cada coluna os valores seguidos de uma mesma letra ndo diferem significativamente
ao nivel de 0,05 pelo teste de Duncan.
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A analise dos parametros relativos ao vigor e a expressdo vegetativa (Quadro 2),
mostra que o clone 13 apresenta um peso médio por vara significativamente superior
aos clones 24, 51, 56, 59, 78 e 776. O clone 24 distingue-se, negativamente, dos restantes
clones por apresentar menor peso por vara. Ainda assim, a gama de valores encontra-se
nos niveis de equilibrio (40 a 60 g por vara) referidos por Magalhées (2008).

O peso da lenha de poda reflecte essencialmente as diferengas observadas no peso

médio da vara, ja que o n.° de varas/cepa nao registou diferencas significativas.

Quadro 2 — Pardmetros relativos ao vigor e a expressdo vegetativa’

Clone | N médio de | Peso médio da | Peso da lenha de | indice de
S ArI e vara (gh s kg ioepa) Havar
13 32 574 a L 3 500 ef
b 24 EEETE il 4 008 a
b | 0.7 47,7 ke 14 ab 732 od
& 75 48,7 b 1.3 he T.28 cde
£ ETT] T 1.4 ak 797 abs
T .y i 41,7 ed 1,2 ed 4635 ab
([ 11,4 0,2 abe 1 ak 4 T
1T 30,3 41,8 ab 1,6 ab 483 edel
(1] LN 1% abc 1.5 ab 6,07 cdel
14 218 400 abc 14 aks 7467 ke
n7 273 534 ab 1,5 ab 6,44 cdel
FET) ETTN] 51,5 ab 1,6 ab 510 def
e 102 47,1 b 14 abe .61 edel
Rig. i, T [ T T

° Nota: Sig. - nivel de significancia: n.s. - ndo significativo ao nivel de 0,05 pelo teste de F; * - sig-
nificativo ao nivel de 0,05; ** - significativo ao nivel de 0,01; *** - significativo ao nivel de
0,001. Em cada coluna os valores seguidos de uma mesma letra ndo diferem significativamente
ao nivel de 0,05 pelo teste de Duncan.
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No que respeita ao indice de Ravaz ¢ interessante verificar que os clones 24, 59
e 78, os mais produtivos, se distinguem muito significativamente dos clones 13, 106 ¢
230, os menos produtivos. Por outro lado, verifica-se uma tendéncia para os clones com
indice de Ravaz inferior a 6 (clones 13, 106, 110 e 230) apresentarem um TAP mais ele-
vado. Com excep¢ao do clone 106, os restantes clones estudados apresentam valores

apropriados daquele indice (entre 5 e 10, segundo Smart e Robinson, 1991).

3.2 Caracterizacio ampelométrica

O fenograma das distancias (Figura 3) evidencia uma nitida separagdo entre os
clones estudados, sendo possivel relacionar os clones portugueses com os clones espa-
nhois, mediante a sua zona de origem. O clone 78, originario da regido espanhola da
Rioja, aparece destacado dos restantes e constitui o primeiro grupo. Também Rubio e
Yuste (2004) concluiram que este clone se afastava dos restantes clones seleccionados

naquela regido, mas muito préximo de um clone originario da regido de Toro.
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Figura 3 — Fenograma construido pelo método de agregagdo UMGPA (coeficiente de correlagdo cofenética de

0,871).
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O segundo grupo ¢ formado por 8 clones, organizados em trés subgrupos: o II.1
¢ constituido por trés clones portugueses (110, 111 e 114) e pelo clone 776 (Rioja), o
grupo I1.2 por dois clones portugueses (106 ¢ 117) e o clone 51 (Rioja), o I1.3 é formado
pelo clone 24 (Rioja). Finalmente, o tltimo grupo compreende trés clones de origem
portuguesa e um clone originario da zona da Mancha. Estes resultados, obtidos com
base em caracteristicas ampelométricas, apontam para a existéncia de diversidade mor-
fologica da casta nos dois paises, embora Martins et al. (2004b) tenham encontrado

maior variabilidade genética na sub-populagdo desta casta na regido de Valdepeiias.
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ESTUDO DA EFICACIA DE UM BIOFERTILIZANTE A
BASE DE QUITOSANA NO CONTROLO DE DOENCAS
DO LENHO DA VIDEIRA

Joao CASTRO PINTO!

Um biofertilizante a base de quitosana, comercializado com a denominagao Tecnifol Defender, re-
velou-se eficaz no combate as doengas do lenho da vinha, nomeadamente as escorioses. Estudos
realizados in vitro e in vivo com videiras envasadas, bem como numerosos ensaios de campo, com-
provaram que o Tecnifol Defender inibe o crescimento micelial dos mais importantes fungos do
lenho da videira, e ¢ tdo ou mais eficaz do que diversos fungicidas utilizados habitualmente no
combate a estas doengas. Como vantagem adicional pode-se referir a diminuig¢ao da quantidade de
tratamentos fungicidas realizados e dos correspondentes residuos deixados na cultura.

A quitosana, matéria-prima do Tecnifol Defender, ¢ uma fibra biopolimérica natural, retirada da
quitina existente no hexoesqueleto de diversos crustaceos. E um produto de rapida absorgao, total-
mente biodegradavel e pouco toxico. Os mecanismos de ac¢do da quitosana ndo estdo totalmente
esclarecidos. Pensa-se que as plantas ao serem pulverizadas com quitosana, produzem fitoalexinas,
compostos fendlicos e enzimas (quitinases e glucanases) com actividade anti-fungica. Simultanea-
mente, a quitosana induz a sintese de materiais parecidos com lenhina, fortalecendo as paredes ce-
lulares das plantas e criando barreiras estruturais aos ataques dos fungos.

Os estudos para a avaliagdo do efeito biopesticida da quitosana foram coordenados pelo Instituto
Superior de Agronomia. Nos ensaios in vitro a quitosana do Tecnifol Defender foi testada contra
os Botryosphaeria sp., Neonectria liriodendri, Eutypa lata, Fomitiporia sp., Phaeomoniella chla-
mydospora, Phomopsis viticola. e Truncatella sp. Comprovou-se a sua eficacia biologica in vitro,
isto €, inibicdo do desenvolvimento do micélio dos fungos Phomopsis sp. (escoriose americana) e
Fomitiporia sp. (um dos fungos responsaveis por esca). Para os restantes fungos, em particular
para Eutypa (eutipiose) e para N. liriodendri (pé negro), a quitosana mostrou também alguma ac-
tividade biologica, inibindo o crescimento dos micélios. Nos ensaios in vivo videiras da casta Cas-
telao (Periquita) foram postas a vegetar em substratos infestados de Neonectria liriodendri e Pa.
chlamydospora, agentes do pé negro e da esca da videira. Os tratamentos foliares com Tecnifol
Defender tiveram como testemunhas um ensaio em branco com agua e 3 fungicidas de referéncia:
tebuconazole, carbendazim+flusilasol e ciprodinil+fludioxonil. O Tecnifol Defender aumentou sig-
nificativamente a altura das plantas e o n° de raizes das plantas, e reduziu o desenvolvimento dos
fungos, tendo tido um efeito melhor ou comparavel aos fungicidas. Nos 3 anos de ensaios de campo
instalados em Reguengos de Monsaraz, a vinha enxertada com as castas Castelao e Aragonés, tinha
sido sujeita a severos ataques de escoriose. Efectuaram-se 2 tratamentos nos estados fenologicos
B/C (gomo de algodao /ponta verde) e C/D (ponta verde /saida das folhas), de acordo com as se-
guintes modalidades: controlo em branco com agua, piraclostrobina+metirame, azoxistrobina, e

! ADP - Fertilizantes. Apartado 88. 2616-907 Alverca do Ribatejo. Portugal.
castropinto@adp-fertilizantes.pt.
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quitosana (Tecnifol Defender). Comprovou-se que a quitosana proporciona uma diminui¢io da in-
cidéncia de escoriose (percentagem total de sarmentos infectados) e da severidade do ataque (area
necrosada nos entrenés infectados), comparativamente com a auséncia de tratamento; por outro
lado, a quitosana tem um efeito semelhante aos fungicidas utilizados como testemunhas neste en-
saio.

Com o objectivo de avaliar a eficacia do Tecnifol Defender no controlo dos sintomas de escoriose,
efectuaram-se 18 demonstragdes nas principais regides viticolas do pais — Vinhos Verdes, Douro,
Daio, Bairrada, Ribatejo e Alentejo — nas castas Touriga Nacional, Trincadeira, Loureiro, Fernao
Pires, Rabo de Ovelha, Cabernet Sauvignon e Pinot Noire. Os tratamentos foram efectuados na
época mais apropriada, tendo como testemunhas a pratica habitual do agricultor, nomeadamente a
aplicacao dos fungicidas Cabrio Top, Rhodax, Quadris, Quadris Max, Maestro M, mancozebe, en-
xofre, e o produto fosfanato de potassio. Verificou-se que a quitosana teve um comportamento bas-
tante superior as testemunhas em 11 parcelas (critério: diferengas iguais ou superiores a 10%), e
um comportamento semelhante aos produtos testemunhas nos restantes casos (critério: diferengas
inferiores a 10%), podendo-se concluir que o Tecnifol Defender pode substituir os fungicidas clas-
sicos no controlo dos fungos das escorioses.

Palavras chave: Quitosana, doengas do lenho, escorioses.

1. INTRODUCAO

A quitosana, matéria-prima do Tecnifol Defender, ¢ uma fibra biopolimérica na-
tural, produzida através da desacetilagdo da quitina existente no hexoesqueleto de di-
versos crustaceos, como o camardo, lagosta e caranguejo. Em agricultura ¢ utilizada
para melhorar as propriedades dos solos, revestir sementes, activar o desenvolvimento
radicular e estimular o crescimento das plantas, melhorar a sua sanidade geral, conferir
resisténcia a virus e bactérias, ¢ controlar doengas causadas por fungos. A quitosana ¢
um produto de rapida absor¢do, totalmente biodegradavel e pouco toxico. Os seus me-
canismos de ac¢do ndo estdo totalmente esclarecidos. Pensa-se que as plantas ao serem
pulverizadas com quitosana, tém como resposta fisiologica a producdo de substancias
antibidticas, nomeadamente fitoalexinas, compostos fenolicos e enzimas (quitinases e
glucanases) com actividade anti-fingica. Simultaneamente, a quitosana induz a sintese
de materiais parecidos com lenhina, fortalecendo as paredes celulares das plantas e
criando barreiras estruturais aos ataques dos fungos e outros organismos, enquanto ataca
e destroi os tecidos e células dos agentes patogénicos. Assim, a quitosana controla os

microrganismos patogénicos e por outro lado, activa as diversas respostas de defesa das
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plantas, induzindo ou inibindo diferentes actividades bioquimicas durante a interac¢io
patogénio-hospedeiro. Adicionalmente a acgdo com agente preventivo da ocorréncia de
diversas ataques fitossanitarios, a quitosana do Tecnifol Defender tem uma comprovada
ac¢ao bioestimulante do metabolismo vegetal, tendo as plantas tratadas uma maior taxa
de abrolhamento, maior taxa fotossintética, capacidade superior de absorgao e utilizacao
dos nutrientes do solo, um maior desenvolvimento radicular e da parte aérea, e um mais
rapido amadurecimento dos frutos. Por tlltimo, a quitosana apresenta como vantagem
suplementar o facto de a sua utilizagdo em substitui¢do de produtos agroquimicos pro-

porcionar uma diminuig¢do da quantidade de residuos deixados sobre as culturas.

2. ENSAIOS IN VITRO

Os ensaios in vitro realizados pelo DPPF do Instituto Superior de Agronomia, ti-
veram como objectivo testar a eficacia da quitosana em relagdo a um conjunto de fungos,
para muitos dos quais ndo existem solugdes para o seu controlo, através da luta quimica
tradicional. O Tecnifol Defender foi testado contra os fungos Botrytis cinerea, Botryos-
phaeria sp., Neonectria liriodendri, Eutypa lata, Fomitiporia sp., Phaecomoniella chla-
mydospora, Phomopsis viticola. e Truncatella sp. Estes fungos foram postos a crescer
em placas de Petri contendo um meio de cultura adequado (potato dextrose agar) adi-
cionado de varias concentragdes de Tecnifol Defender. Realizaram-se seis repeticdes
por concentragdo e por espécie de fungo estudado. Como testemunha usou-se 0 mesmo
meio de cultura, sem adi¢do de Tecnifol Defender.

Comprovou-se que a quitosana do Tecnifol Defender tem eficacia biologica in
vitro, isto €, inibiu o desenvolvimento do micélio dos seguintes fungos: Botrytis cinerea
(podridao cinzenta), Phomopsis sp. (escoriose americana), Fomitiporia sp. (um dos fun-
gos responsaveis por esca), Eutypa lata (eutipiose) e Phaeomoniella (doenga de Petri e
esca). Para os restantes fungos, em particular para o N. liriodendri (pé negro), o Tecnifol
Defender mostrou também alguma actividade bioldgica, essencialmente fungistatica,

inibindo o crescimento dos micélios.
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3. ENSAIOS EM VASO

Nos ensaios in vivo em vaso efectuados pelo ISA, videiras da casta Casteldo (Pe-
riquita) foram postas a vegetar em substratos infestados de Neonectria liriodendri e
Phaemoniella chlamydospora, agentes do pé negro e da esca da videira. Os tratamentos
foliares com a quitosana do Tecnifol Defender tiveram como testemunhas um ensaio
em branco com agua e 3 fungicidas de referéncia: tebuconazole, carbendazim+flusilasol
e ciprodinil+fludioxonil. No final do ensaio, as plantas foram analisadas quanto aos se-
guintes parametros: altura das plantas, numero total de raizes e percentagem de reisola-
mento do fungo. Os dados foram sujeitos a ANOVA e as médias comparadas segundo o
teste de Tukey HSD, com um nivel de significancia de 0,05. Conforme se pode observar
no Quadro n°l, o Tecnifol Defender aumentou significativamente a altura das plantas,
tendo sido o produto que proporcionou resultados mais homogéneos, aumentando tam-
bém o niimero total de raizes, e reduziu a percentagem de reisolamento dos fungos, i.¢,
o seu desenvolvimento, tendo tido um efeito melhor ou comparavel aos fungicidas em

ensaio.

Quadro n°1 — Efeito de diferentes tratamentos em plantas de videira envasadas, crescendo em substratos infes-

tados com Neonectria liriodendri ¢ Phaemoniella chlamydospora

| Tratamento | Alvara da plamta [ ®=uotal de raizes | Foisslamonii
i mim ipropagagiog (V)

L QN Lwichouin | F ciesydop | M Liiodondr | IF.chissdesy, | N Lisedmds | F. chiseydog. |
| hEiid | | s & ] 153 ak ] e ] il a ] Kl m 1 18 a
| Tebuconazole | 106 ab | 11X & | 45 ah | i n | 435 nh 7 nh

e | 1130 176k Sihe Ha 0 ab 12 ah
[ Crprodinil + | 1 £ [ : [ s [ ey [
. il | 141 als | 185 b | (2 P . o | 2 h | a4k

T Dk lemader 137 h 156 ab 46 b 47a Ik Ik

4. ENSAIOS DE CAMPO

Os ensaios de campo decorreram durante 3 anos em Reguengos de Monsaraz,
numa vinha enxertada com as castas Casteldo (Periquita) e Aragonés, sujeita a severos
ataques de escorioses. O objectivo deste ensaios foi avaliar a eficacia da quitosana do
Tecnifol Defender e de dois fungicidas de referéncia, no controlo de fungos do lenho da

videira e responsaveis por “black dead arm” (“Botryosphaeria” spp.) e escoriose ame-
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ricana (Phomopsis spp.). Efectuaram-se 2 tratamentos nos estados fenologicos B/C
(gomo de algodao /ponta verde) e C/D (ponta verde /saida das folhas), de acordo com
as seguintes modalidades: controlo em branco com agua, piraclostrobina+metirame (Ca-
brio Top) a concentragdo de 150 g/hl, azoxistrobina (Quadris Max) a concentragdo de
150 ml/hl e quitosana (Tecnifol Defender) a concentragio de 175 ml/hl. O delineamento
experimental usado foi o descrito na norma OEPP Standard PP 1/55(2), casualizagao
global, com algumas alteragdes. A percentagem de sarmentos infectados (incidéncia da
doenga) e a percentagem de superficie necrosada nos sarmentos infectados (severidade
da doenga) foram avaliadas numa populagao total de 120 videiras (4 modalidades x 10
repeti¢des x 3 videiras = 120 videiras) e 1440 sarmentos ja que, cada videira tinha em
média 12 sarmentos. Para efeitos de analise, considerou-se o valor médio da percentagem
de sarmentos infectados em trés videiras de cada unidade experimental, (incidéncia -
%) e o valor médio da percentagem de infecgio nos sarmentos infectados em cada uni-
dade experimental (severidade - %). Os resultados foram submetidos a analise da va-
ridncia (ANOVA) com efeitos fixos e distribui¢do normal, utilizando um delineamento
totalmente casualizado e um nivel de significancia de 0,05, com recurso ao programa
STATISTICA 6.0. Os valores expressos em percentagens sofreram transformagao an-
gular (arcsen[]x), antes de se proceder a ANOVA. A comparagio dos valores médios dos
resultados obtidos foi realizada através dos testes de Tukey HSD (com nivel de signifi-
cancia de 0,05). No Quadro n°2 podem-se observar os principais resultados ao longo

dos 3 anos, e respectiva analise estatistica.

Quadro n°2 — Efeito de diferentes tratamentos em videiras com sintomas de “black dead arm” (“Botryosphaeria

spp. ") e escoriose americana (Phomopsis spp.)

[hdedaki- | Waricdads © aalln | “Warkdads Aragonts
| I . 1 . {
il |7 il i e Severidads (M) I oo | ™5 ) Severaliade (M)
| M7 | M0 | haRk | BT | S0E | A | T MoE | MeE | NET | HeE | WEE
} ' ' 1 ' - - 1 1 ' ' ' ' {
ek Shh | 42h i Mk s i b Bk Lh g 5K Hig I&hb Hi b
s L L L H H 4 4 4 4 ] L |
Cabiio T bha | Ma &4 Aa fa T Ila b ha Hak Ea Aa
+ . . . . - - . . . . . . {
by e | e | Whb | %a | 136 | 153 | iSab | Bb [ b | 178 | s | 32
} - \ + \ \ - - 4 + 4 4 + \ {
55 | IPa | 17ab 4a bab | 1&a LY 1 & 19k 5a Ea | IED
| Dhefersder | | | | |
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Comprovou-se que a quitosana proporcionou uma diminuigdo da incidéncia de
escorioses (percentagem total de sarmentos infectados) e da severidade do ataque (area
necrosada nos entrenos infectados), comparativamente com a auséncia de tratamento;
por outro lado, a quitosana teve um efeito semelhante aos fungicidas utilizados como

testemunhas neste ensaio.

5. PARCELAS DEMONSTRATIVAS

Com o objectivo de avaliar a eficacia do Tecnifol Defender no controlo dos sin-
tomas de escoriose, efectuaram-se 18 demonstragdes nas principais regides viticolas do
pais — Vinhos Verdes, Douro, Dao, Bairrada, Ribatejo e Alentejo. Os tratamentos foram
efectuados na época mais apropriada, tendo como testemunhas a pratica habitual do
agricultor, nomeadamente os fungicidas Cabrio Top (s.a. metirame-+piraclostrobina),
Rhodax Flash (s.a. folpete+fosetil aluminio), Quadris (s.a. azoxistrobina), Quadris Max
(s.a. azoxistrobina+folepe), Maestro M (s.a. fosetil aluminio+mancozebe), mancozebe,
enxofre, e fosfanato de potassio. Em todos os casos, aplicou-se num minimo de 1 hectare
175 ml/hl de Tecnifol Defender, tendo a restante folha da mesma casta servido de teste-
munha, e recebido o tratamento habitual na propriedade. Os volumes de calda oscilaram
entre os 150 e 0s 300 1/ha, sendo iguais em ambos os tratamentos. As observagdes foram
efectuadas, na maioria dos casos, em micro-parcelas de 3 cepas, casualmente seleccio-
nadas por toda a folha tratada com cada uma das modalidades, e com 6 a 12 repeticdes.
No que respeita as castas, efectuaram-se 10 demonstragdes em Touriga Nacional, 3 em
Trincadeira, e uma em cada uma das seguintes: Loureiro, Ferndo Pires, Rabo de Ovelha,
Cabernet Sauvignon e Pinot Noire. Avaliou-se o efeito agrondmico dos produtos em en-
saio de duas formas: nos casos mais simples, por contagem de pAdmpanos com e sem
sintomas de escorioses; nos casos mais completos, por contagem dos pampanos afecta-
dos pela doenca e, numa data posterior, uma estimativa da intensidade do ataque.

Em 3 das demonstragdes efectuadas ndo se registaram resultados, por auséncia
de sintomas ou, pelo contrario, por um ataque intenso e generalizado por toda a parcela,
que impossibilitou o apuramento de diferencas. Nas restantes vinhas, conclui-se que o
Tecnifol Defender teve um comportamento bastante superior as testemunhas em 11 par-
celas demonstrativas (critério: diferengas iguais ou superiores a 10%, empiricamente

consideradas significativas), concretamente em Lamego, Pinhdo, V. N. Foz Coa, Nelas,
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Baleizao (T. Nacional), Tramagal, Pegdes (Trincadeira), Braga (Loureiro), Anadia (Fer-
nao Pires), Periquita (Borba) e Pinot Noire (Baleizdo), e teve um comportamento seme-
lhante aos produtos testemunhas em 5 casos (critério: diferencas inferiores a 10%,
consideradas nao significativas). Em nenhuma situacdo o Tecnifol Defender teve um

comportamento agronémico inferior aos tratamentos tradicionais.

CONCLUSOES

O biofertilizante a base de quitosana comercializado com a denominagao Tecnifol
Defender, revelou-se eficaz no combate as doengas do lenho da vinha, nomeadamente
as escorioses. Estudos realizados in vitro e in vivo com videiras envasadas, bem como
numerosos ensaios ¢ demonstra¢cdes de campo, comprovaram que o Tecnifol Defender
inibe o crescimento micelial dos mais importantes fungos do lenho da videira, e ¢ tao
ou mais eficaz do que diversos fungicidas utilizados habitualmente no combate a estas
doengas. Como vantagem adicional pode-se referir a diminuicdo da quantidade de tra-
tamentos fungicidas realizados e dos correspondentes residuos deixados na cultura.

Pelos resultados dos estudos in vitro prova-se que o Tecnifol Defender ¢ eficaz
no tratamento de um conjunto de fungos que provocam o declinio das videiras jovens
(Phaeomoniella), escorioses da videira (Phomopsis, Botryosphaeria), eutipiose (Eutypa)
e esca da videira (Fomitiporia, Phaeomoniella, Eutypa). Por outro lado, o produto ¢
também eficaz no combate ao pé negro da videira (Cylindrocarpon) e a esca (Phaeo-
moniella), quando aplicado foliarmente, conforme se comprovou no ensaio em vasos,
in vivo, em que se obtiveram resultados comparaveis aos fungicidas em estudo. Nos 3
anos de ensaios de campo em duas castas fortemente infectadas de escorioses (black
dead arm” e escoriose americana), o Tecnifol Defender, a concentragdo de 175 ml/hl,
foi tdo eficaz como os fungicidas de referéncia no combate a estes fungos, diminuindo
a incidéncia de sintomas (percentagem total de sarmentos infectados) e a severidade do
ataque (area necrosada dos sarmentos infectados). Por ultimo, a grande maioria das par-
celas demonstrativas efectuadas em vinhas de todo o pais, evidenciaram que o Tecnifol
Defender aplicado em baixo volume a concentragdo adequada, ¢ tdo ou mais eficaz do

que os tratamentos aqroquimicos tradicionais.
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EFICACIA DE DIFERENTES DESINFECTANTES EM
CONDICOES DE ADEGA

Filomena L. DUARTE!'*, Alberto LOPEZ!, M. Filomena ALEMAO!, Ro-
drigo SANTOS?, Sara CANAS!

RESUMO

A higienizacdo em adega ¢ um dos factores primordiais para a qualidade do vinho. A eficacia da
higienizac¢do depende em muito da natureza da sujidade a remover, bem como dos processos e pro-
dutos a utilizar na limpeza e/ou desinfec¢do das superficies. O objectivo do presente trabalho foi
avaliar a eficacia de alguns produtos comerciais na desinfecgao de depdsitos em adega. Este trabalho
foi solicitado por uma empresa de produtos comerciais de higienizagdo, usados, designadamente,
na industria alimentar. Para a realizagdo do ensaio foi colocado 0 mesmo vinho, com uma carga
microbiana elevada, em depositos de ago inoxidavel. Apds um tempo de contacto de 70 dias, pro-
cedeu-se a higienizacao dos depdsitos com os quatro produtos em estudo (em triplicado). Foi efec-
tuada a monitorizagdo do processo por métodos de bioluminescéncia e de cultura em placa com
meio apropriado a diferentes grupos de microrganismos.

Palavras-chave: higienizagdo, desinfectantes, adega, avaliagdo microbiologica

1-INTRODUCAO

A higienizagao faz parte das Boas Praticas de Fabrico e tem como objectivos pri-
marios a remogao das fontes de contaminagao e o controlo das contaminagdes cruzadas,
evitando assim a propagacao dos agentes que podem pdr em causa a seguranga alimentar
e a qualidade do vinho. A higieniza¢do compreende, em geral, duas etapas: a limpeza e
a desinfecgdo. A limpeza consiste na remogao completa de residuos e sujidades das su-
perficies e equipamentos, mantendo a integridade dos mesmos. Com a desinfec¢ao pre-
tende-se eliminar os microrganismos, até uma quantidade que ndo comprometa a

qualidade e a seguranca alimentar do produto. A eficacia da higieniza¢do depende em

"'INRB — L-INIA/Dois Portos, 2565-191 Dois Portos, Portugal
2 JohnsonDiversey Portugal, S.A., Sintra, Portugal
* Autor para correspondéncia: e-mail: filomena.duarte@inrb.pt
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muito da natureza da sujidade a remover, bem como dos processos e produtos a utilizar
na limpeza e/ou desinfecgdo das superficies. E necessario que sejam utilizados os pro-
dutos mais adequados ao tipo de sujidades e materiais a que se destinam e que sejam
cumpridas as concentragdes, tempo de contacto e modo de aplicagao estabelecidos. Deste
modo evita-se também a selec¢do de microrganismos resistentes a determinado produto.
Em adega, existem residuos minerais, principalmente bitartarato de potassio, e residuos
organicos, procedentes de restos de mosto, de vinho, do filme bioldgico que se possa
ter formado, e que s@o constituidos ainda por matéria corante, taninos, proteinas, acidos
organicos, agucares ¢ microrganismos (FUSTER, 2006; FUGELSANG ¢ EDWARDS,
2007).

A avaliagdo da eficécia da higienizacdo deve ser realizada pela verificagdo da su-
perficie, devendo esta encontrar-se isenta de residuos, isenta de quimicos e aceitavel do
ponto de vista microbiologico. Em relagdo a verificagdo microbiologica, esta pode ser
efectuada por métodos de andlise microbioldgica cléssicos, que apresentam como grande
inconveniente o prolongado tempo de resposta (o minimo de 48 h). O mais comum con-
siste na contagem de microrganismos por cultura em placa. Podem-se ainda utilizar mé-
todos rapidos que sdo, em geral, métodos indirectos de avaliagdo da carga microbiana,
como por exemplo a medi¢do do ATP por bioluminescéncia. Atendendo a que o ATP se
encontra presente em todos os organismos vivos, a determina¢do do ATP por biolumi-
nescéncia da uma boa indicagdo das células vivas presentes na amostra em analise (LON-
VAUD-FUNEL e JOYEUX, 1982; FUGELSANG ¢ EDWARDS, 2007).

O objectivo do presente trabalho foi avaliar a eficacia de quatro produtos comer-
ciais na desinfecc¢ao de depositos de ago inoxidavel em adega, recorrendo ao método de
contagem de microrganismos por cultura em placa e a medi¢ao de ATP por biolumines-

céncia.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

O mesmo vinho tinto, com carga microbiana muito elevada, designadamente de
leveduras (incluindo do género Dekkera), bactérias lacticas e bactérias acéticas (> 3000
UFC/mL) foi distribuido por 36 depdsitos de aco inoxidavel devidamente higienizados,

onde permaneceu durante 70 dias.
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2.2 - Higienizacio dos depdsitos

Apds esse periodo de tempo os depositos foram esvaziados e efectuou-se a sua
limpeza e desinfeccdo. A limpeza consistiu num enxaguamento com agua, seguido da
pulverizagdo com detergente alcalino (2% v/v; 20 mL/dm?), durante 5 minutos, a tem-
peratura ambiente (~15 °C), e novo enxaguamento. A desinfec¢ao consistiu na aplicacéo
do produto a testar, por pulverizaggo, de acordo com as concentragdes indicadas no Qua-
dro 1 (20 mL/dm?), durante 20 minutos, a temperatura ambiente (~15 °C). Cada uma

das concentragdes foi testada em triplicado, seguindo-se o enxaguamento final com agua.

Quadro 1 - Concentragdes dos produtos testados

Prroalgats Primssigi acing Loneemrssio (V)
A Acikdo perscéticn nns 0,14 0.5
13 l"crrnanl.'anan'-d-: [Illli]'\-aill %) 1.Hy 1.5}
L Ml A=aminopropil =M =dodecilpropano= 0% 0.50 1,00
| F-damira
1] Acido petenilssceinico 0,5 0,50 1M

2.3 - Avaliaciio da carga microbiana

Foram colhidas amostras ap6s o processo de limpeza e desinfec¢do com os pro-
dutos em avaliag¢do, nas concentragdes indicadas. A bioluminescéncia foi avaliada na
parede e no fundo de todos os depoésitos. A contagem de microrganismos por cultura em
placa foi efectuada apenas num dos triplicados dos depdsitos em ensaio, escolhido alea-

toriamente.
2.4 - Bioluminescéncia

Utilizou-se o SistemSURE Il ATP (Higiena, EUA), procedendo-se de acordo com

as instrugdes do fabricante.
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2.5 - Contagem de microrganismos por cultura em placa

Consistiu na colheita de amostras com zaragatoa numa superficie de aproxima-
damente 10 x 10 cm na parede dos depdsitos. A zaragatoa foi agitada vigorosamente em
5 ml do liquido diluente (solu¢do aquosa de 8,5 g/L de cloreto de sodio e 1,0 g/L de trip-
tona, esterilizada em autoclave, 121 °C, 20 min.), dos quais 1 mL foi utilizado para cada
uma das contagens dos seguintes grupos de microrganismos: leveduras, bactérias lacti-
cas, bactérias acéticas e deteccdo de leveduras do género Dekkera/Brettanomyces, re-
correndo ao método de filtragdo por membrana. Os procedimentos seguidos foram os
recomendados no “Recueil des Méthodes Internationales d’Analyse — Analyse Micro-
biologique des Vins et de Motits” (OIV, 2008). Na deteccao de leveduras do género Dek-
kera/Brettanomyces utilizou-se o0 meio DBDM (Stab Vida), seguindo-se as instru¢des

do fabricante.

3 - RESULTADOS

Os resultados de bioluminescéncia (valores médios e desvio padrdo), relativos a
amostras da parede ¢ do fundo dos depositos e correspondentes a cada concentragdo de
produto testado sdo apresentados na Figura 1. Constata-se que, apesar do valor do des-
vio-padrao ser muito elevado, o que podera estar relacionado com a grande variabilidade
associada a amostragem, os valores de bioluminescéncia sdo em geral baixos, podendo-

se considerar eficaz qualquer concentra¢ao dos produtos testados para o fim em questéo.
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Figura 1 — Valores médios de bioluminescéncia detectados apos a aplicagdo do produto
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Os resultados das contagens apos cultura em placa sdo apresentados no Quadro
2. Para o produto A, ap6s a sua aplicagdo na concentracdo mais baixa, foi detectada uma
populacdo microbiana elevada, constituida principalmente por bactérias. Para concen-
tracdes mais elevadas deste produto detectou-se uma menor populagdo microbiana a
que corresponderam valores baixos de bioluminescéncia. De acordo com os resultados
obtidos com o produto A, poder-se-a preconizar uma concentragdo minima de 0,10 %

(v/v) deste produto para a higienizagdo de depoésitos de ago inoxidavel em adega.

Quadro 2 - Carga microbiana presente nos depositos apos desinfec¢do com os produtos nas concentragdes em

estudo.
Frodwio Canceniragiioc Leveduras Eactérias Hioluminescincia
%, ¥iW) (UFCam'y  (UFCim’) (URL)

01Jk5 13 143 ih

A 018 5 3 3
] 0 ) |
{150 1" 333 .I.‘

B 1,00 8] 0 4
140 i 5 4
I'I'.H 25 .2 !‘. ..‘ 2

C i1, i3 2 i4
1.0 i 5 13
030 o 0 27

D 1,5 I i 0
1,10 1] L] X

UFC - unidades formadoras de coldonias; URL - unidades relativas de luz;

¥ concentragdo em % (p/v).

Em relacdo ao produto B a carga microbiana detectada para a concentragdo mais
baixa de produto foi mais elevada do que para o produto A, sendo composta principal-
mente por bactérias. Detectou-se uma menor carga microbiana com a aplica¢do de pro-
duto em concentragdes mais elevadas (1,00 e 1,50 % p/v), bem como valores de

bioluminescéncia mais baixos. Este produto pode ser considerado eficaz do ponto de
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vista microbioldgico para uma concentrag@o igual ou superior a 1,0 % (p/v) por permitir
reduzir consideravelmente a populagdo microbiana.

No que diz respeito aos resultados obtidos com o produto C, verificou-se uma
ac¢ao idéntica para as trés concentragdes testadas, traduzida na diminuta populagdo mi-
crobiana detectada. E de assinalar que os valores de bioluminescéncia ndo apresentaram
coeréncia com os resultados do controlo microbioldgico, tendo sido superiores aos de-
tectados apos a aplicagdo dos produtos A e B. Este produto revelou-se eficaz para qual-
quer das concentragdes utilizadas.

Os depositos desinfectados com o produto D apresentaram cargas microbianas
muito baixas, para as contagens apds cultura em placa, para qualquer uma das concen-
tragdes testadas. Contudo, os valores de bioluminescéncia detectados foram elevados,
dando indicagdo de uma higienizag¢ao pouco adequada. Tendo em conta estes resultados
e os de testes de eficacia em laboratdrio (dados ndo publicados), considera-se que a con-
centracdo de 0,50 % (v/v) ou superior de produto D ¢ adequada para higienizagdo de

depositos em adega.
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INFLUENCIA DA TEMPERATURA DO AR NA
VARIABILIDADE ESPACIAL E TEMPORAL DA
MATURACAO DE UVA PARA VINHO

— VARIEDADES: ARAGONES, TRINCADEIRA —

J. R. MARQUES DA SILVA®***; PAULO MESQUITA?; ADELIA SOUSA®";
L. L. SILVA**; JOAO M. R. SERRANO®*; FATIMA BAPTISTA®®

RESUMO
O conceito de terroir no vinho € baseado na observagao de que diferentes regides, vinhas ou mesmo
secgoes diferentes dentro da mesma vinha, podem produzir vinhos com uma identidade muito
propria e bem diferente uns dos outros. Os franceses comegaram a consolidar este conceito como
uma maneira de descrever os aspectos originais de um determinado lugar (solo, topografia e clima),
que influencia e molda o vinho feito a partir dele.

Para uma determinada posi¢do geografica, podemos considerar que o solo e a topografia sdo fixos
no espago e no tempo, mas nao o clima. Na verdade, dentro da mesma vinha, varias regides micro-
climaticas podem ser definidas. Os microclimas de uma determinada vinha afectam diferenciada-
mente a maturagdo das uvas, criando dessa forma uma variabilidade espacial e temporal da
qualidade da uva.

Foram analisadas duas variedades de uva, Aragonés e Trincadeira e para cada variedade foram es-
tudados respectivamente 7 e 6 talhdes dentro da vinha do CASITO, pertencente a Fundagio Eugénio
de Almeida. Nestes talhdes e nestas variedades, foi acompanhada a maturagdo das uvas em trés
anos consecutivos.

* Autor correspondente. Tel.: +351 266 760823; fax: +351 266 760911
Enderego de E-mail: jmsilva@uevora.pt

* Departamento de Engenharia Rural, Escola de Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora,
Apartado 94, 7002-554 E vora, Portugal

® Instituto de Ciéncias Agrdrias e Ambientais Mediterranicas (ICAAM), Universidade de Evora,
Apartado 94, 7002-554 Evora, Portugal
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Como resultado constatou-se que existe uma variabilidade espacial e temporal da maturacdo da
uva entre castas e dentro da mesma casta, abrindo desta forma, a possibilidade para a gestao difer-
enciada de cada parcela. Contatou-se ainda, que a temperatura minima do ar, tem uma elevada
correlagdo com a taxa de maturacdo da uva e que sdo necessarios 400 graus-dia para que a matu-
ra¢do da uva ocorra.

PALAVRAS-CHAVE: variabilidade espacial e temporal da uva, temperatura, Aragonés, Trinca-
deira

INTRODUCAO

O crescimento do fruto da videira (Vitis vinifera L.) ajusta-se a uma curva sig-
moidal dupla onde as fases I e III estdo separadas por uma fase de repouso ou fase II
(Matthews et al., 1987). Durante a fase I, o crescimento do pericarpo ¢ rapido, primeiro
devido a divisao e alongamento celular e mais tarde, devido apenas ao alongamento ce-
lular (Harris et al., 1968). Durante esta etapa os frutos acumulam acidos organicos, mas
muito pouco agucar, permanecendo verdes e duros. A fase II € referida como a fase da
paragem do desenvolvimento, uma vez que o crescimento do fruto diminui;
retomando-se este crescimento com o inicio da Fase III, como resultado do alongamento
das células. Durante a fase Il acumulam-se rapidamente agtcares, a cor nos frutos acen-
tua-se e a concentracdo dos acidos organicos diminui (Godoy et al, 1998).

Um incremento do vigor da planta induz um desvio dos glicidos para os 6rgaos
vegetativos em detrimento dos 6rgdos lenhosos e dos bagos. A maior carga vegetativa
por cepa prejudica a fotossintese e atrasa a maturagdo dos frutos (Crippen & Morrison,
1986). O aumento do ensombramento no interior do copado ¢ responsavel pela dimi-
nuicao da concentragao de agucares nos bagos (Archer & Strauss, 1990), da maior acidez
titulavel, do menor pH e da maior concentragdo de acido malico (Crippen & Morrison,
1986).

Para além de outros factores a temperatura ambiente ¢ um dos factores com grande
impacto na maturagio ¢ qualidade dos bagos de uva. Encontram-se na literatura da es-
pecialidade varios métodos ou sistemas utilizados para tentar interpretar a relagao entre
a fisiologia da vinha e a temperatura ambiente. O sistema mais utilizado ¢ conhecido

como o somatorio graus-dia (Equagao 1).
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GD =(Tm-Tb) X (Eq. 1)

Onde GD (°C.dia) ¢ o valor de graus-dia para um determinado periodo X, Tm a
temperatura média desse mesmo periodo, Tb a temperatura base predefinida e X o
numero de dias do periodo em causa.

O conceito de graus-dia foi desenvolvido inicialmente por Candolle em 1855. Ele
descobriu que seria necessario um somatério minimo anual de 2900 graus-dia acima
de um limiar de temperatura de 10°C para o cultivo da vinha (Prescott, 1969). A tem-
peratura base de 10°C foi utilizada devido ao insignificante crescimento da vinha abaixo
deste valor. Mais tarde, Gasparin 1860, desenvolveu este sistema e classificou as castas
mais populares para vinho em sete grandes grupos de acordo com as suas respectivas
datas de maturag@o e respectivos valores de graus-dia. Amerine & Winkler (1944) re-
alizaram um dos estudos mais conhecidos que relacionou o somatodrio da temperatura e
a fenologia da videira. Estes autores, nas principais regides viticolas da California,
avaliaram a influéncia do clima sobre as diferentes variedades de uva e conseguiram
separar as videiras em cinco grandes grupos climaticas com base no sistema graus-dia,
utilizando um limiar de temperatura base de 10°C para o periodo de 1 de Abril a 31 de

Outubro. As regides obtidas constam do Quadro 1.

Quadro 1 — Regides vitivinicolas de acordo com o somatorio dos graus-centigrados-dia

Rl [ Somaade wi i praen e sl rabenadia [ i g
1| 1390 | Fersca
4
I (s A E e
T [ESEE L |
Iy [ 194333 |
LY | rbpo 1] | o e e T
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Amerine & Winkler (1944) forneceram uma descrigdo geral dos tipos de
castas que podem ser cultivadas e os tipos de vinhos que podem ser produzidos a partir
de cada uma das cinco categorias, tendo esta sido posteriormente revista por Winkler et
al (1974).

A temperatura e a luminosidade nio s6 condicionam geograficamente a distribui-
¢do da vinha, mas também, dentro da mesma posigdo geografica a qualidade da uva bem
como dos seus constituintes. Verificou-se em estudos realizados em estufas que os com-
postos fenolicos de morangos aumentaram quando foram submetidas a regimes de tem-
peratura elevada (Wang & Zheng, 2001). Em videiras a temperatura pode ser também
correlacionada positivamente com os teores de compostos fenolicos (acumulagao de an-
tocianinas, por exemplo), mas se ultrapassar um determinado limite critico (alto e baixo)
tem normalmente implicagdes nocivas (Kliewer & Torres, 1972; Spayd et al., 2002;
Bradfield & Stamp, 2004) sobre estes teores.

Baseados em modelos de aquecimento global bem como nos efeitos previstos
Bradfield & Stamp (2004) estudaram o efeito de temperaturas nocturnas no aumento da
producdo de compostos fendlicos em tomate. Em termos gerais, variagdes de temper-
atura nocturna, ndo influenciaram a composicao total de fenoéis, contudo, quando cada
um dos compostos fenolicos foi monitorizado em diferentes partes da planta (raiz, caule
e folha) encontraram-se tendéncias entre o efeito da temperatura e a composigido dos
mesmos.

Fletcher et al. (2005) verificaram que uma temperatura de 30°C pode ter um efeito
prejudicial sobre a acumulacdo de compostos fenolicos nas folhas de horteld. Os resul-
tados de estudos efectuados em uvas também indicam que as temperaturas nocturnas
elevadas e as temperaturas diurnas elevadas e constantes (30°C) impedem a sintese de
compostos fenodlicos (Kliewer & Torres, 1972; Mori et al., 2005; Yamane et al., 20006).

Uma série de experiéncias que estudaram a resposta das antocianinas e flavenoides
da uva a temperatura, mostrou que as plantas que cresceram sob temperaturas mais el-
evadas (30-35°C) tiveram significativamente menores concentragdes de antocianinas
(Mori et al., 2005). Este estudo revelou ainda que plantas que tiveram o seu crescimento
com temperaturas constantes da ordem dos 30°C acumularam menos antocianinas que

as cultivadas entre 30°C (dia) e 15°C (noite).
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Yamane et al. (2006) realizaram um estudo semelhante, onde os tratamentos tér-
micos foram aplicados em varios estagios do desenvolvimento da uva. Neste estudo, o
mRNA e os niveis de acido abscisico (hormona vegetal com fungdes regulatorias em
varios aspectos ligados a fisiologia das plantas, tais como as respostas ao stress hidrico,
estimulo da abscisdo, inibicdo da germinag¢do de sementes ¢ o desenvolvimento dos
gomos) foram monitorizados conjuntamente com as antocianinas. Verificou-se que o
crescimento de duas semanas a 20°C resultou numa concentragdo de antocianinas su-
perior ao crescimento de duas semanas a 30°C, o que estava de acordo com resultados
anteriormente obtidos por Kliewer & Torres (1972), Spayd et al. (2002) e Mori et al.;
(2005). Os resultados do estudo mostram que periodos intermitentes de duas semanas a
temperaturas de 30°C inibem geralmente a acumulag@o de antocianinas nos bagos de
uva e tal efeito ¢ independente do estagio de desenvolvimento da planta. Periodos inter-
mitentes de duas semanas a temperaturas de 20°C aumentam a acumulagao de antocian-
inas e sdo mais efectivos durante a fase III de desenvolvimento. Os valores de acido
abscisico apresentaram uma correlagdo positiva com a acumulag¢@o das antocianinas.
Em face dos resultados obtidos, fica bem claro, que as altas temperaturas podem impedir
a acumulac@o de antocianinas em algumas frutas, através da redug@o na sintese,
degradagdo ou inibi¢do concorrencial (Spayd et al., 2002).

A temperatura, ¢ a sua dindmica, ¢ pois uma das variaveis controladoras da res-
posta fisiologica da videira bem como da qualidade dos seus bagos de uva. Tendo a tem-
peratura esta multipla influéncia sobre os processos fisiologicos da videira, decidimos
analisar se a mesma poderia estar associada e de que forma, a taxa de maturagdo da uva

e consequentemente a previsao da data de colheita.

METODOLOGIA
Descricéo do local

Para este estudo foram utilizados dados recolhidos numa vinha em Evora (Lat:
38°32°37.87”N; Long: 7° 52° 11.00” W), localizada na regidao Alentejo (Sul de Portu-
gal). O estudo foi conduzido em varias parcelas da vinha CASITO, nomeadamente os
talhdes 2C (2,6 ha), 2D (1,8 ha), 5 (4,3 ha), 10 (4,6 ha), 12 (3,3 ha), 15 (4,2 ha) e 21
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(2,8 ha), para a casta Aragonés ¢ os talhdes 4 (5,0 ha), 6 (4,2 ha), 7 (4,1 ha), 9 (4,4 ha),
13 (3,7 ha), e 14 (2,2 ha) para a casta Trincadeira.

Os solos predominantes desta vinha sdo classificados como “Haplic Luvisols” e
“Stagnic Luvisols” (FAO, 1998), respectivamente, no topo dos cumes e no fundo dos
vales. Os “Haplic” e “Stagnic” Luvisols tém uma textura franco arenosa a arenosa nos
horizontes superiores, com o pH a rondar os 6,5-7,5 no primeiro caso ¢ os 5,0-6,0 no
segundo caso. A transi¢do entre o primeiro ¢ os horizontes subsequentes (cerca de 0,30
m) ¢ geralmente abrupta, com texturas franco argilo-arenosas a argilosas.
A topografia da regido pode ser caracterizada como ondulada, com a altimetria a variar
entre 239 m e 261 m (Figura 1). O declive varia entre 0% e 10% com orientagdes de en-

costa predominantemente de Sul a Noroeste.

Figura 1 — Altimetria da vinha CASITO e talhdes da mesma.

O clima ¢ temperado, com caracteristicas tipicamente Mediterraneas. O Verdo ¢
geralmente quente e seco e o Inverno himido e frio, registrando-se na Primavera e no
Outono, temperaturas amenas ¢ amplitudes térmicas moderadas. A precipitagdo média
anual ¢ de 550-650 mm e esta concentrada principalmente no periodo do Inverno. A
temperatura média € de 16°C. A temperatura maxima média absoluta é de cerca de 21°C
¢ a maxima absoluta de 42°C. A temperatura minima absoluta média ¢ de cerca de 12°C
¢ a minima absoluta de -5°C. As caracteristicas de insolagdo desta regido rondam as

3000 horas/ano e ¢ maior no trimestre anterior a colheita.
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Recolha de amostras de uva e anélise

Em todos os talhdes da vinha CASITO foram recolhidas amostras compositas de
uvas (cerca de 200 uvas) durante o periodo da manha. Depois de colhidas, as amostras
foram transportadas em sacos de plastico numerados até ao laboratdrio. Esta amostragem
desenvolveu-se normalmente entre o fim de Julho, Agosto e Setembro de 2007, 2008 ¢
2009. A recolha de amostras e a andlise dos parametros fisico-quimicos foram efectuadas
com uma periodicidade semanal.

Em laboratério, as amostras de uva foram transformadas em mosto por trituragao.
Posteriormente, o mosto foi filtrado de forma a eliminar materiais grosseiros em sus-
pensdo. As amostras de mosto filtrado foram colocadas em copos numerados e de se-
guida foram lidas pelo FTIR. Destas leituras resultaram as avaliagdes de pH, acidez
total, alcool provavel, antocianinas, polifenois, compostos azotados, acido tartarico e
acido malico. No entanto, no dmbito deste artigo serdo abordados apenas os temas do

alcool provavel e do pH da uva.

Indices climaticos

Com o objectivo de caracterizar as temperaturas extremas da regido em estudo,
foram utilizados indices climaticos adaptados de Tank & Zwiers (2009) descritos no
Quadro 2.

Na analise dos dados considerou-se também a Equacao 1 adaptada por forma a
incluir intervalos temporais de 10 dias (X). Consideraram-se ainda as médias das tem-
peraturas minimas e ndo a temperatura média, obtendo-se assim a Equagdo 2. Foi uti-

lizada como temperatura base a temperatura de 10°C (Tb).
GD (= (Tmyjp19-Th) X (Eq. 2)
Onde GD( ¢ o valor de graus-dia para uma década, Tm,y;;,1 () @ temperatura min-

ima média desse mesmo periodo, Tb a temperatura base de 10°C e X o numero de dias

do periodo em causa, neste caso 10.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Maturacdo da uva

Pela observacao dos Quadros 3 e 4 e das Figuras 2, 3,4 ¢ 5 (a, b, ¢) constata-se
que a maturagdo da uva se faz de forma diferente de ano para ano. E possivel verificar,
relativamente ao alcool provavel (Quadro 3, Figuras 2 e 4) que o declive da recta de
maturagdo ¢ diferente de talhdo para talhdo dentro da mesma casta e do mesmo ano,
bem como de ano para ano dentro da mesma casta e do mesmo talhdo. Se no primeiro
caso, se podem considerar diferengas espaciais de talhdo para talhdo ao nivel da fisio-
grafia, da exposi¢do, dos solos, etc., no segundo caso, terdo que considerar-se diferengas

de ambito climatico inter-anual para explicar as diferengas encontradas.

Quadro 2 — Indices climaticos
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A comparagio dos trés anos da casta Aragonés no que se refere ao alcool provavel
(Quadro 3, Figuras 2c, 2d, 2¢) permite verificar que o ano de 2007 foi o ano onde a or-
denada na origem foi mais baixa, indicando baixos teores de alcool provavel no inicio
da monitorizag¢@o da maturagdo, por outro lado, 2009 foi o ano onde este valor foi mais
elevado, apesar de 2008 ter sido muito parecido a este ultimo. A velocidade de matura¢ao
foi bem mais elevada em 2009 e mais baixa em 2008, situando-se 2007 numa posigao
intermédia. A casta Trincadeira (Quadro 3, Figuras 4c, 4d, 4e) apresentou um compor-

tamento muito semelhante a casta Aragonés neste aspecto.

Quadro 3 — Ordenadas na origem e declives das rectas de maturagdo relacionadas com os teores de alcool pro-

vavel.
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A comparagao dos trés anos da casta Aragonés no que se refere ao pH (Quadro 4,
Figura 3c, 3d, 3e) permite verificar que as diferengas ndo se fazem sentir tanto ao nivel
da velocidade de maturag@o (aumento do pH) mas, especialmente, ao nivel do valor de
pH de partida. O ano de 2007, com excepcao dos talhdes 15 e 21, foi o ano onde a or-
denada na origem foi a mais baixa, indicando teores de pH mais baixos que os restantes

anos, tendo sido o ano de 2009 aquele que apresentou valores de pH mais elevados no

333



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:25 Page es@

initcio da monitoriza¢do da maturagdo. A casta Trincadeira (Quadro 4, Figura Sc, 5d,

Se), com pequenas variagdes, tem um comportamento muito semelhante a casta Arago-

nés no que respeita a evolugdo do pH durante a maturagio do bago.

Estas diferencas de talhdo para talhdo dentro da mesma casta e do mesmo ano in-
diciam que a gestdo parcelar da vinha pode ter que ser diferente de talhdo para talhdo,
pois, velocidades de maturagao diferentes podem originar produtos com qualidades di-
ferentes. Neste tipo de gestdo terdo, por isso, que procurar-se os factores que, de talhdo

para talhdo, condicionam a maturacdo da uva, bem como a qualidade do produto final.

Quadro 4 — Ordenadas na origem e declives das rectas de maturagdo relacionadas com os teores de pH.
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Do ponto de vista da variago inter-anual, a questao climatica, nomeadamente a
temperatura, terd que desempenhar aqui uma influéncia muito forte. Nesse sentido sera
que se justifica a gestdo diferenciada da vinha em funcéo das caracteristicas climaticas
do ano que corre? Um exemplo concreto passa por perceber se taxas de maturagdo multi-

anuais diferentes ndo necessitardo também de acg¢des diferentes nomeadamente ao nivel

da rega, da nutricdo, etc.?
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Indices climaticos

Pela andlise dos Quadros 5 e 6 poderdo observar-se os diferentes indices climati-
cos calculados para os 3 anos em estudo. O Quadro 5 apresenta os diferentes indices
climaticos para as temperaturas minimas e o Quadro 6 os diferentes indices climaticos
para as temperaturas maximas. Importa notar que alguns dos indices sdo relativamente
homogéneos de ano para ano, no entanto, os indices indicam que o ano de 2009 foi re-
lativamente mais quente que os anos de 2007 e 2008, para além disso, comegou a fazer
calor na Primavera mais cedo, quando comparado com os dois anos anteriores. O ano
de 2009 comegou a ter temperaturas minimas mais altas (vagas de calor consistentes)
ainda em Maio, enquanto que nos outros dois anos tal efeito apenas se iniciou em Junho.
Esta podera ser a razao que justifica o facto da maturagao em 2009 se ter iniciado e ter-
minado mais cedo.

A observacdo dos diferentes indices climaticos permitiu considerar que as tem-
peraturas minimas parecem ser o motor de todo o processo fenoldgico e maturativo da
vinha, por isso, calculou-se o somatorio de graus-dia referente a estas temperaturas con-
siderando a Equacdo 2, tendo-se obtido a Figura 6, para os trés anos do estudo.

Pela observacdo da Figura 6 e pelo cruzamento da informacdo obtida relativa ao
inicio da vindima, é possivel concluir que sdo necessarios aproximadamente 400 °C.dia
de temperatura minima para que os bagos estejam em condigdes de ser vindimados.

Pela Figura 6 podem inclusive confrontar-se as datas de colheita reais com as
datas de colheita previstas utilizando a Equagdo 2, ao intersectar a curva dos graus-dia
do respectivo ano, com a ordenada dos 400°C.dia. As datas de colheita reais coincidiram
com as datas de colheita previstas através da Equagdo 2 e, de um ano para o outro, pode
existir quase 1 més de diferenca no inicio da vindima. Esta relagdo vem demonstrar que
a temperatura minima acima dos 10°C ¢ um limiar importante a ter em conta na gestao
intra e inter-anual da vinha (rega, nutri¢do, operagdes culturais, etc.) e, consequente-
mente, na gestdo diferenciada dos diferentes factores que contribuem para a qualidade

do produto final.
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Figura 2 — Evolugdo do élcool provavel da casta Aragonés ao longo da maturagdo da uva nos anos 2007 (a),
2008 (b) e 2009 (c) nos diferentes talhdes estudados. Ordenada na origem e declive das rectas que relacionam o
numero de dias e o alcool provavel da uva (a, b e ¢) nos anos de 2007 (c), 2008 (d) e 2009 (e) nos diferentes
talhdes estudados.
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Figura 3 — Evolugdo do pH da casta Aragonés ao longo da maturagéo da uva nos anos 2007 (a), 2008 (b) e 2009
(c) nos diferentes talhdes estudados. Ordenada na origem e declive das rectas que relacionam o numero de dias
¢ o alcool provavel da uva (a, b e ¢) nos anos de 2007 (c), 2008 (d) e 2009 (e) nos diferentes talhdes estudados.
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Figura 4 — Evolugdo do alcool provavel da casta Trincadeira ao longo da maturagao da
uva nos anos 2007 (a), 2008 (b) e 2009 (c) nos diferentes talhdes estudados. Ordenada
na origem e declive das rectas que relacionam o numero de dias ¢ o alcool provavel da
uva (a, b e ¢) nos anos de 2007 (c), 2008 (d) e 2009 (e) nos diferentes talhdes estudados.
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Figura 5 — Evolugao do pH da casta Trincadeira ao longo da maturagdo da uva nos anos 2007 (a), 2008 (b) e
2009 (c) nos diferentes talhdes estudados. Ordenada na origem e declive das rectas que relacionam o numero de
dias e o alcool provavel da uva (a, b e ¢) nos anos de 2007 (c), 2008 (d) e 2009 (e) nos diferentes talhdes estuda-
dos.
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Quadro 5 — indices climaticos de temperaturas minimas para os anos de 2007, 2008 e 2009
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Quadro 6 — indices climaticos de temperaturas méximas para os anos de 2007, 2008 e 2009
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Figura 6 — Graus-dia cumulativos de temperaturas minimas para os anos de 2007, 2008 ¢ 2009 (foram apenas
consideradas as décadas que apresentavam valores de DDy positivos). A) Colheita em 2009; B)
Colheita em 2007 e C) Colheita em 2008.

CONCLUSOES:

Este estudo demonstrou que a variabilidade espacial e temporal na maturagao da
uva dentro da mesma casta ¢ uma realidade. Tal variabilidade (espacial e inter-anual),
abre a possibilidade de uma gestdo diferenciada dos factores de producdo, nomeada-
mente da rega, da fertilizacdo, das operacdes culturais, etc, bem como, a gestio diferen-
ciada da colheita com o objectivo de colher produtos com diferentes tipos de qualidade
e valor associado.

Este estudo também demonstrou que a temperatura do ar ¢ um factor importan-
tissimo no crescimento fenoldgico e na maturagao da videira, podendo-se estimar a data
optima de colheita em fungdo do nimero de graus-dia de temperatura minima (conside-
rando uma temperatura base de 10°C). Os resultados obtidos permitem indicar que, para
estas castas e para estas condi¢des edafo-climaticas a data 6ptima de colheita esta asso-
ciada a aproximadamente 400 °C.dia.

Trabalhos futuros dever@o explorar os efeitos da temperatura ndo s6 na taxa de

maturagdo do bago mas também na qualidade do mesmo.
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A CROMATOGRAFIA GASOSA-OLFACTOMETRIA NA
AVALIACAO DA QUALIDADE EM VINHOS

Goreti BOTELHO'?; Maria Cristina CLIMACO?

RESUMO
O aroma de um vinho tem origem num consideravel nimero de compostos quimicos volateis que
existem numa vasta gama de concentragdes (inferior a 1 ng/L a superior a 100 mg/L). Actualmente,
constitui um grande desafio para a investigagao a identificacdo e a quantificacdo dos compostos
volateis odorantes, que sdo determinantes para o perfil de aroma e a qualidade dos vinhos.
Uma das técnicas analiticas mais utilizada ¢ a cromatografia em fase gasosa com detecgdo olfac-
tométrica (GC-0O). Esta técnica baseia-se na avalia¢ao sensorial olfactiva do efluente de uma coluna
cromatografica procurando determinar quais os compostos volateis com actividade odorante.
Neste trabalho apresenta-se os contributos da GC-O na caracteriza¢do do aroma e na avaliagdo da
qualidade em vinhos produzidos com uvas de diferentes castas e com diversas tecnologias de fa-
brico.

Palavras-chave: Aromas em vinhos, compostos odorantes, Cromatografia Gasosa—Olfactometria,
qualidade.

1- INTRODUCAO

Ainda hoje se conhece pouco sobre os mecanismos segundo os quais os seres hu-
manos tém a percepgao do sabor e do odor.

Os estudos sobre aromas nos produtos alimentares surgiram com o advento da
cromatografia em fase gasosa no inicio dos anos cinquenta. Inicialmente a investigagao
em aromas baseava-se no pressuposto de que todos os constituintes volateis existentes

no alimento contribuiam para o seu aroma.
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A introdugdo da analise olfactiva do efluente da coluna cromatografica por FUL-
LER et al. (1964), utilizando o nariz humano como um detector, constituiu um grande
avango na percepgao de que nem todos os constituintes volateis existentes num alimento
contribuem para o seu aroma, mas apenas os que possuem actividade odorante.

Posteriormente, autores como DRAVNIEK e O’DONNELL (1971), ACREE et
al. (1976) sugeriram a introdu¢@o de um fluxo de ar himido na saida aquecida do
efluente da coluna cromatografica e criaram as bases da Cromatografia Gasosa-Olfac-
tometria (GC-O, de Gas Chromatography-Olfactometry).

Pretende-se neste trabalho avaliar os contributos das diferentes metodologias de
GC-O para o conhecimento dos compostos que sdo odorantes activos e contribuem efec-

tivamente para o aroma dos vinhos.

2 - METODOLOGIAS DE GC-O

De acordo com ACREE ¢ BANARD (1994) pode-se classificar as técnicas que
foram desenvolvidas para avaliar, por GC-O, a contribui¢do sensorial de um simples
composto com actividade odorante nas seguintes categorias de métodos: de dilui¢ao, de
tempo- intensidade, de frequéncia de detec¢ao e de intensidade posterior.

A CharmAnalysis™ desenvolvida por ACREE et al. (1984a,b) e a Aroma Extract
Dilution Analysis (AEDA) desenvolvida por SCHIEBERLE e GROSCH (1987a,b) e
ULLRICH e GROSCH (1987) sao métodos de diluicao que se baseiam em dilui¢des su-
cessivas até ao limiar de percepgao proporcionando a determinagdo da poténcia odorante.
A Odor Specific Magnitude Estimation (OSME) desenvolvida por McDANIEL et al.
(1990) e MIRANDA-LOPEZ et al. (1992a,b) ¢ um método de tempo-intensidade que
se baseia na produgdo de estimativas de intensidade odorifera percebida e registada si-
multaneamente com a elui¢ao do pico cromatografico. A Olfactometric Global Analysis
(OGA) ¢ um método de frequéncia de detecg¢@o desenvolvido por LINSSEN ez al. (1993)
que se baseia no registo dos odores detectados por um grupo de sniffers. Neste método,
o numero de sniffers que detectam um odor ¢ utilizado como uma estimativa da inten-
sidade de odor. Os métodos de intensidade posterior foram desenvolvidos por PETER-
SEN et al. (1998) e TONDER et al. (1998) e baseiam-se na estimativa da intensidade

percebida e registada apos eluicdo do pico cromatografico.
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Em Portugal, os primeiros trabalhos cientificos publicados utilizando alguns dos
métodos referidos, foram realizados por CALDEIRA et al. (2004) centrando o estudo
nos compostos odorantes-chave em vinhos e aguardentes por frequéncia de detecgéo,
enquanto BOTELHO et al. (2007) compararam o método de intensidade posterior com

o de frequéncia de detecgdo na avaliagdo de odorantes-chave em vinhos monoclonais.

3 - AROMAS EM VINHOS
3.1 — Caracterizacao de aromas varietais

O vinho ¢é sem duvida a bebida alcodlica em que se desenvolveram mais estudos
sobre aromas por metodologias de GC-O.

No que se refere a caracterizag@o dos aromas varietais salienta-se, na casta Char-
donnay o estudo por CharmAnalysis™ de MOIO et al. (1994), que determina como odo-
rantes activos: vanilina, 2,3-butadiona, guaiacol, 4-vinil-guaiacol e cinamato de etilo;
na casta Gewlirztraminer os estudos por AEDA de GUTH (1997a,b) e por CharmAna-
lysis™ de ONG e ACREE (1999) determinaram como odorante-chave o 6xido cis-rosa;
na casta Schreube os trabalhos por AEDA de GUTH (1997a,b) identificaram como odo-
rante-chave 4-mercapto-4-metil-2-pentanona, na casta Pinot Noir os estudos de MI-
RANDA-LOPEZ et al. (1992a,b) e MOIO e ETIEVANT (1995) demonstram que os
odorantes activos sao antranilato de etilo, cinamato de etilo, 2,3-dihidroxi-cinamato de
etilo e antranilato de metilo; na casta Grenache o trabalho de FERREIRA et al. (1998)
evidencia a importancia dos ésteres etilicos dos acidos isobutirico, isovalérico e 2-me-
tilbutirico. LOPEZ et al. (1999), num estudo comparativo dos compostos com impacto
odorante das castas Merlot, Cabernet Sauvignon e Grenache, afirmam que a excepgao
das metoxi-pirazinas, os odorantes mais activos desses vinhos tintos sdo produtos se-
cundarios da fermentacdo alcodlica presentes em todos os vinhos, pelo que as diferengas
entre castas sdo essencialmente quantitativas.

No que se refere a castas portuguesas pode-se destacar o estudo realizado por
CAMPO et al. (2006) que permitiu verificar que as castas brancas Malvazia, Boal, Ver-
delho e Sercial, cultivadas na ilha da Madeira, sdo pobres na maioria dos constituintes
do aroma varietal, como monoterpendis e metoxi-pirazinas e constatar a extrema com-

plexidade do aroma dos vinhos Madeira, tendo detectado numerosos odorantes desco-
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nhecidos especificos destes vinhos. A casta Touriga Nacional foi estudada por FALCO
(2004) por CharmAnalysis™, tendo observado como odorantes mais importantes: B-da-
mascenona, sotolon, 2-feniletanol, linalol e vanilato de etilo. BOTELHO (2008) ¢ BO-
TELHO et al. (2007, 2008) caracterizaram, pelo método de intensidade posterior, o
aroma de vinhos de clones das castas Aragonez e Trincadeira, e concluiram que o aroma
dos vinhos de ambas, ¢ fortemente influenciado por 2-fenil-etanol, f-damascenona e
2,5-dimetil-4-hidroxi-3(H)-furanona (furaneol).

Os compostos furaneol e homofuraneol, caracterizados com os descritores de odor a
acucar queimado (tipo caramelo) e algoddo doce, identificados nos vinhos clonais de
Aragonez e Trincadeira, foram também identificados nas fracgdes livres e ligadas gli-
cosidicamente dos mostos de Aragonez, indicando a sua origem varietal BOTELHO et
al. (2010).

3.2 — Caracterizacao de defeitos de aroma

Um objectivo importante dos estudos por GC-O dos constituintes com impacto
no aroma de vinhos e uvas ¢ a determinagdo dos compostos responsaveis por defeitos
de aroma.

Segundo o trabalho de DARRIET et al. (2000) o aroma terroso pode aparecer nos
vinhos devido a presenca de geosmina nas uvas podres (Brotrytis cinerea) ou derivado
da rolha de cortica. La GUERCHE et al. (2006) determinaram igualmente a presenga
de aroma terroso, provocado pela existéncia de geosmina e de aroma a cogumelos/fungos
devido a presenga de 1-octeno-3-ol em uvas infectadas com podridao e respectivos vi-
nhos.

Outros autores centraram o seu estudo na identificagdo dos compostos odorantes
responsaveis por defeitos associados a oxidacgdo indesejavel de vinhos brancos ESCU-
DERO et al. (2000a); FERREIRA et al. (2003b), tendo associado os aromas a batatas

cozidas e a caril com a presenca, respectivamente, de 3-metil-tio-propanal e sotolon.
3.3 — Caracterizacio das incidéncias das tecnologias enolégicas no aroma

Além dos vinhos tranquilos, tintos ou brancos, também outros vinhos, vulgar-

mente designados de “vinhos especiais”, tém sido alvo de estudos por GC-O.
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ESCUDERO et al. (2000b) realizaram um estudo com o objectivo de caracterizar
vinhos champanhe por GC-O. Recentemente, os investigadores CAMPO et al. (2008)
estudaram vinhos licorosos e espumantes produzidos em Espanha, tendo verificado que

a origem da formag@o dos componentes do aroma derivados das tecnologias de
fabrico sdo a esterificagdo dos acidos gordos derivados dos aminoacidos ¢ a oxidagao
dos diferentes precursores.

Os diferentes métodos de GC-O tém sido utilizados ndo apenas para caracterizar
o perfil do aroma de um vinho, mas para procurar compostos odorantes especificos que
podem apresentar semelhangas com uma determinada caracteristica de aroma num
vinho. Salienta-se no vinho do Porto o trabalho de ROGERSON et al. (2001) e em vi-
nhos licorosos da casta Grenache os de SCHNEIDER et al. (1998). Pode-se destacar
também a identificacdo de sotolon enquanto responsavel pelas notas de aroma a espe-
ciarias e caril dos vinhos Sherry MARTIN et al. (1992) e Porto FERREIRA et al.
(2003a).

4 - CONCLUSOES

A introdugdo das metodologias de Cromatografia Gasosa-Olfactometria aliada a
utilizagdo de metodologias cada vez mais eficientes de separagdo e identificagdo qui-
mica, permitem a obten¢do de um conhecimento aprofundado de quais sdo os compostos
com impacto no aroma e qual o contributo individual para a enorme complexidade do
aroma dos vinhos.

Os caminhos de futuro na avaliacdo da qualidade nos vinhos apontam para a uti-
lizagdo das metodologias de GC-O, complementadas com estudos de analise sensorial,
conducentes a determinagdo de como se formam as percepcdes olfactivas em misturas
complexas.

O conhecimento dos compostos com impacto no aroma, que sdo caracteristicos
de diversas castas, que sdo formados ou transformados pelas diversas tecnologias de fa-
brico dos vinhos e/ou estdo na origem de defeitos, sdo factores fundamentais na produgio
de vinhos de qualidade, ao proporcionar uma selecgdo criteriosa das castas e das tecno-

logias viticolas e enoldgicas.
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OPTIMIZACAO DAS CONDICOES PARA
TRANSFORMACAO GENETICA DE CASTAS DE VITIS
VINIFERA L. MEDIADA POR A. TUMEFACIENS

Hélia CARDOSO!; Aladje BALDE?; Andreia FIGUEIREDO?; Augusto
PEIXE? e Maria S. PAIS?

RESUMO

A obtengdo de um sistema eficiente para a selecgdo de plantas putativamente transformadas e a de-
finigdo das condigdes Optimas inerentes ao processo de transformagao constituem dois pré-requi-
sitos para o sucesso da transformagdo genética de plantas. A determinagdo prévia da concentragao
do agente selectivo pode revelar-se um factor critico na obtencao de tecidos, 6rgaos ou organismos
putativamente transformados. No presente trabalho foi avaliado o efeito da concentrag@o do anti-
bidtico canamicina na selecgdo de transformantes das castas Trincadeira e Aragonez de V. vinifera
tendo-se seleccionado a concentragdo de 40 mg/L. Para optimizar o protocolo de transformagao
genética mediada por Agrobacterium tumefaciens desenvolveram-se os primeiros trabalhos para
selecgdo da estirpe bacteriana. De entre as quatro estirpes analisadas, apenas calli co-cultivados
com as estirpes LBA4404 e LBA2915 apresentaram expressao transiente do gene gus. A amplifi-
cagdo dos genes reporter e de selecgdo foi obtida exclusivamente a partir de uma planta de Aragonez
obtida de calli co-cultivados com a estirpe LBA4404. O efeito da presenga de acetosiringona (100
mg/L) durante o periodo de incubagio e co-cultura com A. tumefaciens foi também avaliado reve-
lando-se a sua presenca associada a um aumento notorio da expressao transiente do gene gus em
calli embriogénicos de ambas as castas.

PALAVRAS-CHAVE: Agrobacterium, embriogénese somatica, gus, Vitis.

1. INTRODUCAO
As castas V. vinifera Trincadeira e Aragonez sdo duas das mais importantes para
producao de vinhos tintos de elevada qualidade em Portugal, em particular na regido do

Alentejo. No entanto, como todas as castas europeias também estas apresentam elevada
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susceptibilidade aos fungos de podriddo, o que potencia elevadas quebras na produgao
e consequentemente graves prejuizos econdmicos em anos propicios ao desenvolvimento
desses fungos. Perante este cenario o melhoramento destas castas possui grande interesse
e ¢ neste sentido que a biotecnologia apresenta um papel importante ao permitir, através
de técnicas de engenharia genética, a introdug@o de resisténcia aos fungos sem alterar
qualquer outra caracteristica especifica da casta. Com o objectivo de ulterior introdugao
de genes relacionados com a resisténcia a fungos iniciou-se um trabalho com o objectivo
de desenvolver um protocolo de transformagao genética de ambas as castas mediada por
A. tumefaciens. Este método ¢ considerado o método de eleigao para a transferéncia de
genes numa diversidade de espécies vegetais. Os primeiros relatos de transformacao ge-
nética de videira utilizando este método devem-se a Hemstad e Reisch (1985), ainda
que a regeneragao de plantas transgénicas seja referida apenas em 1990 por Mullins et
al.. Actualmente sao diversas as referéncias a aplicacdo desta metodologia com a ob-
teng@o de plantas de videira transformadas expressando genes de interesse, incluindo

de resisténcia a fungos (Yamamoto et al. 2000, Agiiero et al. 2006, Fan et al. 2008).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Determinac¢ao da sensibilidade ao antibidtico de seleccao

Embrides somaticos de V. vinifera Trincadeira e Aragonez no estado de torpedo a
inicio de cotiledonar foram inoculados em caixas de Petri (9 cm —), contendo meio
Nitsch e Nitsch (1969) suplementado com 2 % de sacarose, 100 mg/L de L-glutamina,
10 mg/L de L-fenilalanina e 1 mg/L de adenina. O meio foi solidificado com Sigma-
Phytagel (0.2 %) e o pH foi ajustado a 5,75 antes de autoclavar (121 °C, 1 kg/cm? durante
15 min). As concentragdes de canamicina avaliadas foram: 0, 10, 20, 30, 40, 50 ¢ 60
mg/L. Foram inoculadas 2 caixas de Petri por cada concentragdo testada (35 embrides/
caixa). Os embrides foram transferidos para frascos (15 embrides por frasco) quando
atingiram uma dimensdo que lhes permitiu serem inoculados na vertical. Os resultados
relativos ao nimero de embrides convertidos foram analisados 90 dias ap6s a inoculagao

em caixa de Petri.
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2.2. Optimizac¢do das condi¢des para transformacgdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens
2.2.1. Material vegetal
Foram utilizados calli embriogénicos de ambas as castas V. vinifera Trincadeira
e Aragonez obtidos a partir da cultura de estames e ovarios segundo procedimento

previamente descrito (Cardoso 2006, Cardoso et al. 2009).

2.2.2. Condicdes de co-cultura e seleccdo de transformantes

As colonias de 4. tumefaciens isoladas em meio LB so6lido (Maniatis et al. 1982)
contendo 50 mg/L de canamicina e 50 mg/L de rifampicina forma inoculadas em meio
LB liquido (Maniatis et al. 1982) com igual suplemento de antibioticos e incubadas du-
rante a noite a 28 °C e 200 rpm. Quando atingida uma OD (660 nm) de 0,8-1,0 a sus-
pensdo foi diluida 10x. Os calli embriogénicos foram mantidos em meio de igual
composi¢do salina ao meio descrito no ponto 2.1. contendo 2 uM de 2,4-D ¢ 0,4 uM de
BAP. Cerca de 500mg de calli foram colocados sobre papel de filtro e feridos com o
bisturi previamente mergulhado na suspensao bacteriana sendo por fim completamente
imersos nessa solucédo e inoculados durante 20 min. a temperatura ambiente. Apds este
periodo, o excesso de solugao foi retirado e os calli foram transferidos para meio fresco
de igual composicao contendo 1 g/L de caseina hidrolisada e desprovido de reguladores
de crescimento. Estas culturas foram mantidas durante 2 dias a 25 °C no escuro. Como
controlo foram utilizadas duas caixas de calli ndo inoculados. Decorrido o periodo de
co-cultura, os calli embriogénicos foram lavados 3x com meio liquido de igual compo-
si¢do ao meio de co-cultura suplementado com 300 mg/L de carbenicilina e 200 mg/L
de cefotaxima. Em seguida foram colocados sobre papel de filtro, filtrados com uma
bomba de vacuo e inoculados em meio solido de igual composigdo. Os antibidticos car-
benicilina e cefotaxima foram adicionados aos meios de cultura (solido e liquido) apos
autoclavagem do meio a 121 °C, 1 kg/cm? durante 15 min. Os calli, putativamente trans-
formados, foram repicados semanalmente para meio fresco de igual composigdo. Os
embrides que se formaram, ao atingirem o estadio de torpedo, foram lavados com meio
liquido de igual composigdo ao meio descrito no ponto 2.1 contendo 300 mg/L de car-

benicilina, 200 mg/L de cefotaxima e 40 mg/L de canamicina. Em seguida, foram ino-
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culados em meio sélido com igual composi¢do e a mesma concentragdo de canamicina.
Ulteriormente, os embrides que apresentaram os cotilédones clorofilinos e o hipocotilo
alongado foram transferidos para tubo com 9 ml de meio sélido de igual composi¢ao

mas desprovido de antibidticos e reguladores de crescimento.

2.2.3. Condicdes para transformacio mediada por Agrobacterium tume-
faciens

Nesta primeira abordagem avaliou-se a viruléncia de quatro estirpes de 4. tume-

faciens: C58C1, LBA4404, LBA2915 e EHA105. O sistema utilizado foi o sistema bi-

nario, sendo as bactérias portadoras do vector p35SGUSINT (Vancanneyt et al. 1990).

2.2.4. A adicdo de acetosiringona
Uma colonia bacteriana da estirpe LBA4404 isolada em meio LB so6lido com 50
mg/L de canamicina e 50 mg/L de rifampicina foi inoculada em meio LB liquido com
igual suplemento de antibidticos e 100 uM de acetosiringona. Em paralelo, uma coldnia
da mesma estirpe de 4. tumefaciens foi inoculada em meio com igual composi¢do, mas
sem a adi¢do de acetosiringona. O procedimento seguido foi idéntico ao descrito no

ponto 2.2.2.

2.2.5. Anilise de transformantes

A expressao transiente foi avaliada por estudo histoquimico, 2 dias apds co-cul-
tura. Por¢des de calli de cada ensaio foram inoculadas numa solu¢do de X-gluc (400
pg/ml) e incubadas a 37 °C durante a noite.

A integragdo dos transgenes gus e nptll foi avaliada por PCR utilizando como
template o DNA gendmico de plantas obtido segundo o protocolo descrito por Edwards
et al. (1991). Os primers para amplificagao do gene gus foram desenhados para ampli-
ficar um fragmento de 998 pb (5’-GCAGCCCGGCTAACGTATCCAC-3’; 5’-CACC-
TGGGTGGACGATATCACC-3’) e do gene mptll de 500 pb
(5’-GAGGCTATTCGGCTATGACTGG-3’; 5°’-ATCGGCTCCGTCGATACTAT-3"). As
condi¢des de PCR para amplificagdo do primeiro foram 5 min a 94 °C, seguindo 30 ci-

clos com 30 s a 94 °C e 2 min a 68 °C, e do segundo 94 °C durante 3 min, seguindo-se
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30 ciclos com 30 s a 94 °C,30sa50°C e 1 min a 68 °C. A existéncia de falsos positivos
(plantas contaminadas com 4. tumefaciens) foi determinada por PCR utilizando primers
especificos para amplificagao de um fragmento do gene virC com 730 pb segundo pro-
tocolo descrito por Mozsar et al. (1998). O produto das diferentes amplifica¢des foi ana-

lisado por electroforese num gel de agarose 1,2 % com 0,25 pg/ml de EtBr.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacio da sensibilidade ao antibiético de selecciio

A adigdo de canamicina ao meio de conversdo permitiu verificar na casta Arago-
nez uma diminuic@o da taxa de conversao de 40 % (controlo) para 30 % em meio com
10 mg/L de canamicina, e para 7 % em meio com 30 mg/L (Fig. 1). Na casta Trincadeira
observou-se um padrao semelhante. A suplementagdo do meio com 10 mg/L deste anti-
bidtico provocou uma diminuigdo da taxa de conversdo de 43 % (controlo) para 23 %,
diminuindo para 9 % em meio com 30 mg/L. Em ambas as castas, o aumento da con-
centracdo de canamicina esteve relacionada com a inibigdo da conversdo e o aumento
do numero de embrides necrosados. Na casta Aragonez foi atingida uma taxa de 100 %
de embrides necrosados com uma concentragdo de 40 mg/L, enquanto na casta Trinca-

deira foi necessaria uma concentragdo de 60 mg/L (Fig. 1).
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Foi possivel obter plantas fisiologicamente saudaveis, de ambas as castas, prove-
nientes de embrides inoculados em meio controlo (Fig. 2-A), e em meio com a menor
concentracao testada deste antibiotico (10 mg/L) (Fig. 2-B). No entanto, os sintomas de
toxicidade foram visiveis desde a concentragdo mais baixa. Plantas com apenas 2 a 4
nos, de entre-nds muito curtos, sem raizes, com caules e folhas amareladas e/ou aver-
melhadas foram comuns em meio de conversdao com 10, 20 e 30 mg/L (Fig. 2-B, 2-C e
2-D). A adi¢@o de uma concentragdo superior, entre 40 e 60 mg/L, esteve associada ao
desenvolvimento andmalo dos embrides, inibi¢do total da rizogénese e do desenvolvi-
mento do sistema apical, sendo comum a todos, uma coloragdo branca-amarelada (Fig.
2-E e 2-F). De acordo com os resultados obtidos, seleccionou-se para ambas as castas a
concentracdo de 40 mg/L para exercer a pressao selectiva. Esta encontra-se um pouco
abaixo das concentragdes de canamicina referidas em trabalhos de transformagao gené-
tica (Perl et al. 1996), o que podera indicar uma maior sensibilidades das duas castas

estudadas neste trabalho.

3.2. Optimizacio das condicdes para transformacgido genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens

A reacgdo histoquimica com X-gluc permitiu observar expressao transiente do
gene gus em calli transformados com duas das estirpes de A. tumefaciens testadas, a
LBA4404 e a LBA2915. Ainda que as castas de V. vinifera sejam susceptiveis a todas
as estirpes de 4. tumefaciens, Torregrosa et al. (2002) referem a existéncia de diferen-
¢as na eficiéncia de transformacdo entre diferentes estirpes de 4. tumefaciens.

Segundo diversos autores, as estirpes EHA sdo mais eficientes na transformacao
de algumas castas V. vinifera, sendo comummente utilizadas as estirpes EHA101 ¢ a
EHA105 (Tocco et al. 2001; Wang et al. 2005; Dhekney ef al. 2009). Contudo, exis-
tem varias referéncias a utilizagdo da estirpe LBA4404 na transformag@o genética de
videira (Mullins et al. 1990, Harst et al. 2000, Gutoranov et al. 2001). Nas duas castas
em estudo, os primeiros embrides foram observados 2 semanas apos co-cultura. A ob-
tengdo de plantas putativamente transformadas e a sua seleccdo com canamicina foi
confirmada pela conversdo de embrides sob condigdes de selecgdo em meio de cultura

com 40 mg/L de canamicina.
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O sistema de transformagao permitiu produzir um elevado numero de embrides

putativamente transformados. Porém, independentemente da optimizacao do protocolo

de conversao de embrides somaticos, a capacidade de conversao foi reduzida. Do ele-

vado numero de embrides obtidos a partir dos calli co-cultivados com as duas estirpes,

86 os calli co-cultivados com a estirpe LBA4404 converteram em plantas, sendo obtida

uma planta da casta Aragonez (Fig. 3-A) que, por PCR, se confirmou estar transformada

com ambos os transgenes (reporter gus e de selecgdo nptll) (Fig. 3-B). Essa amplifica¢do

ndo correspondeu a um falso positivo ja que nao ocorreu amplificacdo do fragmento

correspondente ao gene virC. O facto de se ter obtido apenas uma planta nio parece, no

entanto, ser suficiente para atribuir este facto a diferenca entre estirpes.
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A adi¢do de 100 uM de acetosiringona ao meio de crescimento da bactéria e ao
meio de co-cultura potenciou, de maneira notoria, a expressao transiente do gene gus
em calli embriogénicos de ambas as castas. Diferentes autores referem a utilizagdo de
acetosiringona como substancia potenciadora da eficiéncia do processo de transformagao
genética de videira (Harst ef al. 2000, Iocco et al. 2001, Torregrosa et al. 2002, Wang
et al. 2005). De acordo com estes resultados torna-se imprescindivel a utiliza¢do de ace-
tosiringona aquando da realizag@o de trabalhos de transformagao com genes de inte-

resse.

4. CONCLUSOES

O resultado deste estudo demonstrou o sucesso na transformagao de ambas as cas-
tas ao ser visivel a expressdo do gene gus aquando da utilizagdo de duas estirpes de A4.
tumefaciens. A conversdo em planta integrando ambos os transgenes (gene reporter e
gene de seleccdo) foi pela primeira vez descrita numa casta Portuguesa de elevado in-
teresse vitivinicola, o que permite considerar o protocolo para ulterior inser¢do de genes

de interesse.
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FAMILIAS DE AROMAS DE MOSTOS PROVENIENTES
DE UVAS SECAS PARA A ELABORACAO DE VINHOS
DOCES PEDRO XIMENEZ

Maria J. RUIZ'; Margarita CHAVES'; Luis ZEA'; Lourdes MOYANO'; Manuel MEDINA'

RESUMO

Através de uma analise CG-EM, foi estudada a frac¢@o aromatica de mostos provenientes de uvas
secas ao sol durante 0, 2, 4, 6, 8 dias, assim como as secas durante 5 dias numa cdmara em condi¢oes
controladas. Os valores de actividade aromatica (VAOs) dos compostos analisados foram agrupados
em 8 familias de aromas (frutada, quimica, balsamica, substancias gordas, vegetal, empireumatica,
floral e especiada) de acordo com os seus descritores aromaticos similares. Estas séries foram sub-
metidas a uma analise dos compostos principais (ACP) cujos dois primeiros compostos explicam
93,8% da variabilidade total. O CP1 (60,4%), essencialmente influenciado pelas séries frutada e
balsamica, ndo se distinguiu claramente entre os mostos finais obtidos por ambos os métodos de
secagem. No entanto, o CP2 basicamente influenciado pelas séries vegetal e floral, diferenciou cla-
ramente os dois tipos de mosto. Estes resultados sugerem que a secagem da uva em condigdes con-
troladas poderia melhorar o perfil aromatico dos mostos destinados a elaboragdo de vinhos doces
tipo sherry Pedro Ximénez.

Nota do tradutor: CG-EM Cromatografia gasosa — espectrometria de massa
VAOs - Valores de Actividade Odorante

D.O. Montilla-Moriles — Denominagao de Origem Montilla-Moriles

Palavras-chave: Passificagdo, Aroma, mosto, Pedro Ximénez, Familias de aromas.

! Departamento de Quimica Agricola y Edafologia. Universidad de Cérdoba
Edificio Marie Crie. Campus de Rabanales. 14014 Cordoba (Spain)
Correspondencia a L Zea, email: gelzecal@uco.es
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1-INTRODUCAO

A procura, por parte do consumidor, de vinhos doces obtidos da variedade de uva
Pedro Ximénez ja transformada em uva passa da D.O. Montilla-Moriles (Sul de Espa-
nha) aumentou consideravelmente nos ultimos anos. A primeira etapa fundamental no
processo tradicional de elaborag@o destes vinhos doces comega com a secagem das uvas
por exposicdo ao sol, durante um periodo variavel de entre 5 a 10 dias dependendo da
meteorologia da regido para o qual, optimamente, se requerem temperaturas diurnas ele-
vadas e o menor valor possivel de humidade ambiental.

A exposicdo ao sol provoca basicamente a desidratacao e escurecimento das uvas
que posteriormente vao originar um mosto de cor muito escura e muito agucarado (CHA-
VES et al., 2007) com um potencial alcodlico que normalmente duplica em relagao ao
valor das uvas recém-colhidas. E muito importante que a secagem das uvas seja homo-
génea e moderada, ja que a prensagem e, inclusive, 0 esmagamento sdo extremamente
dificeis a partir de certos niveis de evaporagdo de agua da polpa do bago. Para isso, as
uvas sdo expostas ao sol estendidas sobre esteiras de plastico (antigamente de rdfia) em
terrenos arenosos e com um certo declive convenientemente orientado. Durante a seca-
gem, as uvas sdo viradas manualmente de forma periddica para se conseguir uma con-
centracdo homogénea dos seus componentes.

Um método alternativo a secagem ao sol consiste em submeter as uvas, € muitos
outros produtos horticolas (VEGA-MERCADO et al., 2001), a uma evaporagao super-
ficial por convec¢do com ar quente em cabines ou camaras de secagem. Este procedi-
mento de secagem apresenta algumas vantagens quando comparado com o método de
secagem ao sol tradicional, ja que evita o desenvolvimento de fungos produtores de to-
xinas, assim como a possivel contaminac@o causada por insectos e p6. Pode encontrar-
se uma descrigdo detalhada de algumas técnicas de secagem por ar quente nos trabalhos
de KARATHANOS e BELESSIOTIS (1996), VAZQUEZ et al. (1997), PANGAVHANE
et al. (2002), MARGARIS ¢ GHIAUS (2007) e ESMAIILI et al. (2007).

Tendo em conta o que se expds anteriormente, deduz-se que a secagem da uva,
que ¢ a primeira etapa na elaboragao do vinho doce Pedro Ximénez, requer um controlo
rigoroso. Particularmente, no que se refere a fracgdo aromatica, € conveniente estabelecer

a actividade aromatica dos mostos procedentes das uvas secas que posteriormente se
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manifestara em grande medida nos vinhos. Neste trabalho, estuda-se o perfil aromatico
das uvas durante a secagem tradicional ao sol e, adicionalmente, ¢ feita a comparagao
com o das uvas secas numa cadmara em condigdes higrométricas controladas, com o ob-

jectivode encontrar uma alternativa possivel e vantajosa a secagem tradicional.

MATERIAL E METODOS

2.1 Mostos

Foi utilizada uva madura cv. Pedro Ximénez proveniente da Denominagao de Ori-
gem Montilla-Moriles (Sul de Espanha). As amostras foram obtidas a partir das uvas
expostas ao sol depositadas em 10 esteiras de secagem de 20 metros cada uma, denomi-
nadas de “passeiras”. A recolha da amostra foi feita as 8h30 am., retirarando-se aleato-
riamente § kg de uva ao final dos dias 0 (dia inicial), 2, 4, 6 e 8 dias (final da secagem).
Durante a secagem, as temperaturas diurnas podem ultrapassar os 40°C, enquanto os
valores nocturnos raramente descem abaixo dos 18°C. A humidade média do ambiente
durante os 8 dias de secagem foi de 45%. No segundo ensaio, trés lotes de uvas (8 kg
cada um) foram estendidos uniformemente do mesmo modo que o tradicional (14 kg/m?)
no interior de uma camara de secagem, modelo Frisol Climatronic fabricada em Espa-
nha, durante 5 dias a uma temperatura de 40°C e uma humidade relativa de 30%. A pren-
sagem das uvas previamente esmagadas foi realizada, , numa sala com termostato
regulado a 20°C mediante o uso de uma prensa vertical similar as que se usam a nivel
industrial (modelo EG-250 Sanahuja, Castellon, Espanha). A maior pressdo alcangada
em cada ciclo de prensagem foi de 300 bar, e cada lote de uvas foi prensado em trés ci-
clos. Os mostos obtidos foram centrifugados durante 10 minutos a 3000 rpm.

Os mostos procedentes de uvas secas ao sol de forma tradicional durante 8 dias
(final da passifica¢do) ¢ os mostos procedentes de uvas secas em cdmara com ambiente

controlado apresentaram respectivamente 49.8 e 48.0°Brix,.

2.2. Analise experimental
Os °Brix foram medidos utilizando um refractometro modelo Master-Baume
(ATAGO CO., LTD, Tokio, Japao). Cada composto de aroma foi identificado pelo seu

tempo de retengdo e confirmado mediante espectrometria de massas (Hewlett-Packard
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5972 MSD, CA, EUA). As condi¢des do espectrometro de massa foram: modo scan
(EM 1.612 V) com uma amplitude de massa atdmica entre 39 e 300. As condigdes cro-
matograficas foram as mesmas que se empregaram na quantificagdo dos compostos do
aroma que se descreve em seguida.

Comegou-se com 100 mL de mosto nos quais se ajustou o valor de pH para 3,5 ¢
se adicionou 150 pg de 2-octanol como padrdo interno. Posteriormente levou-se a cabo
uma extrac¢ao com fredn-11de forma continua durante 24 horas, seguida de uma con-
centrag@o dos extractos obtidos até 0,2 mL num micro concentrador tipo Kuderna-Da-
nish. De seguida foram injectados 3 uL num cromatdgrafo de gases (Hewlett-Packard
5890 series II) equipado com uma coluna capilar (HP-INNOWax de 60 m x 0,32 mm),
um injector em modo split/splitless e um detector FID. O programa de temperaturas do
forno foi: 5 min a 45°C, 1°C/min até 185 °C e 30 min a 185°C. O injector e o detector
mantiveram-se a 275 °C e 300 °C respectivamente. O gas portador foi o Hélio a 70 kPa
numa relag@o de 1:30. A quantificacdo foi realizada mediante factores de resposta abso-
lutos, calculados para cada composto em relagdo ao padrdo interno a partir de dissolugdes
de concentracdo conhecida de compostos comerciais de pureza >95% fornecidos pela
Sigma-Aldrich (Munique, Alemanha). A determinagdo cromatografica foi efectuada em

triplicado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se pode observar na Tabela 1, a familia aromatica que agrupa um maior
nimero de compostos ¢ a série dos compostos frutados com 13 compostos, seguida da
familia de substancias gordas (9), enquanto a de especiarias, com 2, ¢ a familia que en-
globa um menor numero de compostos. As restantes familias (quimica, balsamica, ve-

getal, empireumatica e floral) incluem 4 compostos cada uma.
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Tabela 1. Caracteres aromaticos dos compostos analisados nos mostos. Em negrito ¢ assinalado o composto

que mais contribui em cada familia.

i pm i [rspriarm e premn Fomilun sromifcans
Apriata di aidls Ao, WOTELS, ARS Frotsis, quimbes, baldimecs
I 0-[Nefosirlans s verde, sloscur Fruisds, Baldmics
L i B Seabriilingim, gondas
3 Butan i Chubinbea

I hPer 1} Blarici Sabnibacio groda
Maransl Werdy Vageial

Danhartancd Abornd, anvinkada, vemnir Dimica
Mcrisio de boamily  Fasara Firutadis

1-Hhutansi Niovdaciral [Eatulimica

A boortn mcamilicos A bcond, vomis imica

Aoctaio de hexika Mlagl, péra, bansna Firutadia

Acrivima Mlanicipa nats sebstinoiny gordan

Lsctaie de cialo Sloeangn. frambossa, manicigs Frutsds, winidrscay porin

|- Hexassl v comrisda, revisene, nots frescn W eprtal, webnitincin pondn

E-Y:Henerd lErva veide WV epetial

1 wriaral Amsmdon tostsds, incmasa, Morsl  Empiepamadiics, Mol

Hemaakieidn Arrebrdon smargs, noy, fumasdo F ruisds, srmpdrcuredi ke
373



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:25 Page 31@

Tabela 1. (continuagdo) Caracteristicas aromaticos dos compostos analisados nos mostos. Em negrito

assinalam-se 0os compostos com maior contribuigdo em cada familia.
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Composto Descritores aromaticos Familias aromaticas 5-Metilfurfural Amén-
doa amarga, especiarias Frutada, especiarias Acido isobutanoico Manteiga rangosa
Substancias gordas p-Butirolactona Coco, caramelo Frutada, empireumatica Acido
3-metilbutanoico Queijo parmesio, rango Substincias gordas Acido butanoico Rango,
queijo Substancias gordas Geranial Citrico, doce Frutada y-Heptalactona Coco, her-
baceo, caramelo Frutada, vegetal, empireumatica Acetato 2-feniletanol Rosa, mel Floral
Alcool benzilico Frutado, noz Frutada 2-Feniletanol Rosa, mel Floral Acido hexanoico
Queijo Substancias gordas y-Decalactona Péssego Frutada Farnesol Frutado, balsa-
mico, floral, cravinho Frutada, balsdmica, floral, especiarias * Tirado de RUIZ et al.
(2010).
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A figura 1 mostra os valores de actividade aromatica (VAO), calculados dividindo
a concentragdo de cada composto pelo seu limiar de percepgdo das familias de aromas
nas quais estas se agrupam (perfil aromatico) para os mostos obtidos a partir de uvas
secas de forma tradicional por secagem ao sol e em camara em ambiente controlado.
Para os primeiros, a familia das substancias gordas € a maioritaria em todos eles, devido
essencialmente a contribuicdo da acetoina, que acusa um aumento com o tempo de se-
cagem alcangando valores superiores a 150. As familias frutada, vegetal e balsamica
exibem um comportamento similar mas com VAO muito mais baixos, enquanto a floral
tende a manter-se com valores proximos de 12 durante todo o processo.

Da mesma forma, a familia das especiarias também se encontra em todos os mos-
tos mas com VAO apenas ligeiramente superiores a unidade. Como este tltimo, as fa-
milias empireumatica, presente nos mostos a partir do 2°dia, e quimica (a partir do 6°dia)
também contribuem escassamente para o perfil aromatico dos mostos (VAO=1). Nos
mostos procedentes de uvas secas em camara sob condig¢des controladas a familia floral
atinge os valores mais elevados (=160) devido, principalmente, a actividade aromatica
do 2-feniletanol, enquanto ndo aparecem os aromas incluidos na familia vegetal. Os
VAO das restantes familias ndo mostram grandes diferencas a respeito dos encontrados

nos mostos obtidos no ultimo dia de secagem ao sol.

F = s “lhma
Fe= Pralad B = P i
feVapid ] Qe

L = Bapressis Tm = Fogreramso s

Figura 1. Perfil aromatico dos mostos.
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Por outro lado, os VAO das 8 familias aromaticas de todos os mostos foram sub-
metidos a uma analise dos compostos principais (ACP), resultando 2 compostos que
acumulam 93,8% da variabilidade encontrada (Figura 2). O CP1 que explica o valor de
60,4% da mesma, que ¢ influenciado principalmente pelas familias frutada e de subs-
tancias gordas, ndo separa claramente os ultimos mostos procedentes da secagem tradi-
cional (PT, 8 dias) dos mostos obtidos a partir de uva seca em camara (PC, 5 dias). Nao
obstante, o segundo composto principal, essencialmente influenciado pelas séries vegetal

e floral, distinguem-se em ambos 0s mostos.
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Figura 2. Pontuagdes das amostras sobre os 2 compostos principais.

Em geral, as notas florais sdo positivas para o aroma dos vinhos, particularmente
dos provenientes de uvas passas (FRANCO et al., 2004; MARQUEZ et al., 2008), en-
quanto as vegetais ndo costumam aportar aromas considerados agradaveis. Assim, os
resultados obtidos poderiam constituir uma melhoria da secagem da uva destinada a ela-

boragao dos reconhecidos vinhos doces Pedro Ximénez na D. O. Montilla-Moriles.

4. CONCLUSOES
O aroma dos mostos obtidos de uvas secas tradicionalmente ao sol intensifica-se
consideravelmente durante o periodo de secagem sendo as familias de substancias gor-

das, frutada e balsamica as maioritarias no final do mesmo. Por outro lado, segundo
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estes resultados, a secagem das uvas em camara sob condi¢des controladas poderia trazer
vantagens, do ponto de vista aromatico, em comparag¢do com a tradicional secagem ao

sol.
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UTILIZACAO DE “STARTERS” DE FERMENTACAO
MALOLACTICA PARA CONTROLAR
AS ALTERACOES MICROBIOLOGICAS

Vincent Renouf"?, Marie-Laure Murat®, Virginie MoineV

RESUMO

A Fermentagao malolactica (FML) ¢ uma fase importante da vinificac¢do, resultando na desacidifi-
cagdo, na evolucado do aroma e na estabilizagdo microbioldgica. Contudo, apesar da sua importancia,
a FML nem sempre ¢ uma fermentacao perfeitamente controlada. Entre as bactérias do acido lactico
(LAB) das espécies inicialmente presentes, a principal responsavel pela FML ¢ a Oenococcus oeni
(O. oeni), porque ¢ uma das bactérias mais resistentes ao etanol. Dependendo das caracteristicas
do vinho e da capacidade das estirpes O. Oeni indigenas, a implementa¢ao da FML é mais ou menos
eficiente. Em alguns casos, quando o nivel de etanol ¢ muito elevado, pode ocorrer um longo pe-
riodo de laténcia entre o final de FA e o inicio da FML. A fase critica pode ser favoravel para o
crescimento de espécies prejudiciais como a Brettanomyces bruxellensis e produtores LAB de ami-
nas biogénicas. O objectivo deste estudo foi destacar as interacgdes entre a performance da O. Oeni
na FML e os microrganismos de deterioragdo: B. bruxellensis e as bactérias produtoras de aminas
biogénicas. Na FML, envolvendo micro - organismos indigenas quanto mais dificil for para as O.
Oeni desenvolverem-se e fermentarem, maior é a aparente colonizagdo do vinho pela B. bruxellensi.
Além disso, em vinhos nos quais ¢ dificil executar a FML (elevada concentragdo de etanol...), al-
gumas bactérias indigenas podem aproveitar para estragar o vinho produzindo aminas biogénicas.
A gestao cuidadosa da FML ¢, portanto, indispensavel para prevenir qualquer risco de altera¢des
no vinho. A utilizacdo de starters conduz a elevadas e activas populagdes seleccionadas de O. Oeni
e previne o crescimento de espécies prejudiciais. Finalmente, a utilizagdo preventiva de um starter
de malolactica ¢ a melhor ferramenta para minimizar o desenvolvimento da B. Bruxellensis, pro-
dugdo de aminas biogénicas e consequentemente o risco de alteragdes no vinho.

PALAVRAS CHAVE: starters de malolactica, alteracdes microbiologicas, aminas biogénicas.
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INTRODUCAO

O mosto transforma-se em vinho como resultado da actividade de diversos mi-
crorganismos. As primeiras a intervir sdo as leveduras, particularmente a Saccharomyces
cerevisiae durante a fermentacao alcodlica (FA). Apds a primeira fase, nos vinhos tintos
¢ em alguns vinhos brancos acidos e rosés, as bactérias lacticas (LAB), nomeadamente
as espécies Oenococcus oeni transformam o acido malico em acido lactico e libertam
CO, Trata-se da fermentagdo malolactica (FML). Contudo, as bactérias presentes na
vinificagdo nem sempre tém efeitos positivos e alguns sdo definitivamente prejudiciais
a qualidade do vinho. Entre os varios tipos de contaminagdo microbioldgica, a produgao
de fenois volateis (4-ctilfendis e 4-etilgaiacol) pela levedura Brettanomyces bruxellensis
¢ considerada uma das mais problematicas. A bactéria B. Bruxellensis esta presente nas
uvas (Renouf and Lonvaud-Funel 2007) e adapta-se particularmente bem as condi¢des
normais do vinho e ndo tém necessidades nutricionais elevadas. Além disso, B. Bruxel-
lensis tem uma maior tolerancia ao etanol do que a S. cerevisiae permanecendo activa
no final da fermentagdo alcoolica enquanto a S. cerevisiae comega a diminuir (Renouf
et al. 2006). A FML logo apos a FA ¢ uma etapa importante para prevenir o desenvolvi-
mento da B. bruxellensis (Renouf et al. 2005). Outra importante contaminagdo micro-
biologica do vinho ¢ a produgdo de aminas biogénicas por algumas estirpes indigenas
de LAB (Ancin-azpilicueta et al. 2008). Estes compostos nomeadamente a histamina e
a tiramina provocam alguns efeitos toxicos (nauseas, vomitos, dores de cabega...) aos
consumidores dependendo do grau de tolerancia. Outras aminas biogénicas: putrescina
e cadaverina conduzem a perda de frescura e caracter frutado. Tal como a Brettanomyces;
as estirpes de bactérias que produzem aminas biogénicas tiram vantagem do periodo de

laténcia entre a FA e a FML.

FML, uma fase que envolve interac¢des entre O. Oeni e B. bruxellensis

Durante a FA, o mosto, com a sua elevada concentragdo de nutrientes, oferece
condigdes favoraveis ao desenvolvimento microbioldgico e € convertido em vinho, que
tem défices nutricionais e elevada concentrag@o de etanol. Isto conduz a selecg¢do das
espécies mais resistentes. Entre as bactérias, uma das espécies mais resistentes ¢ a O.

Oeni, enquanto a B. Bruxellensis ¢ a levedura mais resistente. No final da FA, a popu-
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lagdo S. cerevisiae cai, deixando a B. bruxellensis e a O. Oeni a competirem pelo meio
ecologico. Assim, entre o dominio da S. Cerevisiae, durante a FA e antes do pico da ac-
tividade da O. Oeni durante a FML, o ecosistema microbioldgico do vinho esta vazio.
Esta instabilidade ¢ extremamente favoravel para o crescimento da B. Bruxellen-
sis. Por este motivo, nesta fase do processo de vinificagdo, as populagdes relativas de
O. oeni e B. bruxellensis devem ser controladas de forma a prevenir a contaminag@o. O
risco de desenvolvimento de B. Bruxellensis esta dependente do tempo necessario para
apopulagdo de O. Oeni atingir 10° CFU/mL para iniciar a FML. Quando a FML ¢ longa
e mais dificil, a B. bruxellensis tira vantagem da situagdo para se desenvolver no vinho.
Isto leva a considerar o efeito dos starters da malolactica desenvolvidos com o objectivo

de facilitar o inicio e finalizagdo do processo de FML.

Starters da fermentacio malolictica, uma ferramenta indispensavel para
reduzir o risco de contaminacio por Brettanomyces

A investiga¢@o mostra na figura 1 a eficiéncia da inoculagdo de um starter da ma-
lolactica: Lactoenos SB3® (LAFFORT) reduz o tempo necessario para completar a FML
em aproximadamente 60% por comparagao com as estirpes indigenas. Isto deve-se ao
facto de adicionar 10° CFU/mL de uma populagéo de O. Oeni que reduz o tempo neces-
sario para os microrganismos indigenas atingirem este nivel de populacdo. Além disso,
Lactoenos SB3® tém uma melhor capacidade de fermentagdo que as estirpes indigenas.
Esta diferenga de cinéticas tem um impacto real no desenvolvimento da B. Bruxellensis,
pois a populagdo no final da FML, apds a inoculagdo era apenas de 10> CFU/mL, atin-
gindo 6.10° CFU/mL, quando a FML depende exclusivamente dos microrganismos in-

digenas.

A quantidade de fenois volateis foi também mais de dois tergos inferior no vinho
inoculado. Estas diferencas persistiram até¢ ao fim do periodo de monitorizagdo, passados
50 dias. Apesar da sulfitagem idéntica (SO, livre=30 mg/L), a populagdo B. Bruxellensis
manteve-se em 2.6.10° CFU/mL no grupo indigena, considerando que ndo foram sequer
medidas no lote inoculado (<1 CFU/mL). A populag@o de O. Oeni também se manteve

superior no grupo indigena, o que confirma outro argumento a favor dos starters de ma-
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lolactica. As estirpes indigenas O. oeni que permanecem no vinho, ap6s a sulfitagem
sdo susceptiveis de provocar deterioragdo, aumentando a acidez volatil (0.47 g/L no lote

indigena e 0.27 g/L no lote inoculado) e produzindo contaminantes, tais como as aminas

biogénicas.
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Figura 1: Efeito da inoculagdo com LAB seleccionados (Lactoenos Instant SB3) nas caracteristicas do vinho

apos a FML

As estirpes de O. Oeni sdo essenciais para uma Optima prevengdo dos riscos de
Brettanomyces. A estirpe deve ter a maior taxa de sobrevivéncia possivel na inoculacao,
com o objectivo de colonizar o ecossistema, em detrimento da B. bruxellensis. Deve
possuir também excelentes cinéticas de fermentac@o: quanto mais rapido o acido L- ma-

lico ¢ consumido, mais rapido podemos sulfitar o vinho. Na praética, a analise de varios
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depdsitos a partir de um lote homogéneo inoculado com diferentes estirpes O. Oeni mos-
trou que quanto mais depressa a FML for concluida, menos tempo tinha a B. Bruxellensis
para contaminar o vinho. A FML foi sempre mais lenta com os microrganismos indige-
nas, enquanto a produ¢ao de fenois volateis foi mais elevada. Por outro lado, a FML foi
muito rapida (passados 12 dias desde a conversao total em acido L-malico) e a producao
de fenois volateis foi muito baixa quando o vinho foi inoculado com starters eficientes

de malolactica: Lactoenos 450 PreAc® e Lactoenos Instant SB3® estirpes (Laffort).
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Figura 2: Efeito de diferentes estirpes O. oeni (1: Lactoenos Instant SB3®, 2: Lactoenos 450 PreAc®, 3: SBS,

4: SB7, 5: estirpes indigenas) na FML e a produgéo de fenois volateis (4-cthilfenol e 4-ethilgaiacol).

Relativamente a problematica das aminas biogénicas foram obtidos resultados se-
melhantes. Os ensaios apresentados na (Tabela 1) staters de malolactica: Lactoenos
SB3® (LAFFORT) e Lactoenos 450 PreAc® (LAFFORT) foram adicionados dois dias
apos o inicio da FA (co-inoculag@o) e no final da FA: no grau brix 0° (co-inoculagao tar-
dia). Isto corresponde a protocolos de co-inoculagao de leveduras e bactérias desenvol-
vidas para melhorar a eficiéncia do starter de malolactica, em termos de realizagdo de
FML e também para prevenir alteragdes no vinho (Murat et al. 2007, Renouf et al. 2008).

Com estas técnicas, a soma das populacdes activas: as leveduras secas de FA e as bac-
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térias malolacticas para FML, nunca descem abaixo dos 10° CFU/mL até que o vinho
esteja protegido pela adi¢do de SO, apds a fermentagdo, “impedindo a entrada” das
espécies indesejaveis como as bactérias produzidas pelas aminas biogénicas ¢ B. bru-

xellenis.

Tabela 1: Compilagéo de dois estudos diferentes com Lactoenos SB3® adicionado em co-inoculagao precoce

& Lactoenos 450 PreAc® adicionado em co-inoculagio tardia em comparagao com a FML indigena.
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CONCLUSOES

Este trabalho confirma a importancia do inicio da FML em termos de alteragdo
do vinho. Existe uma correlacdo significativa entre o desenvolvimento de bactérias de
contaminagdo e o tempo necessario para o inicio da FML. Provavelmente é a conse-
quéncia indirecta da competigdo entre a O. Oeni para a FML e as espécies contaminantes
para preencher o ecossistema vazio deixado pela S. Cerevisiae desde o final da FA. Além
disso, ¢ obviamente preferivel que a FML seja completada rapidamente, com o objectivo
de sulfitar e proteger o vinho tao rapidamente quanto possivel. O desenvolvimento re-
cente de starters da malolactica forneceu uma excelente ferramenta para controlar a
FML. Além do seu impacto directo na melhoria da cinética de fermentagdo malolactica,
0s starters monopolizam o ecossistema em detrimento da da flora indigena. Assim, os
starters minimizam a produgdo de acidez volatil, aminas biogénicas e aromas indesejados
dos fenois volateis. Contudo, a utilizagdo de starters de malolactica deve ser controlada
e planeada previamente no processo de vinificagdo. Nao deve ser uma “solucdo de emer-
géncia”. Para obter melhores resultados ¢ aconselhavel utilizar starters de maloléactica

numa acco de prevencdo. O starter deve ser adicionado ao vinho durante a FA: logo
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apos o inicio do processo ¢ a co-inoculagdo precoce de leveduras e bactérias; ou even-
tualmente no fim da FA, ¢ a co-inoculacao tardia de leveduras e bactérias. Desta forma,
a soma das populagdes benéficas e activas: levedura seca activa para FA e depois starter
de malolactica para FML, nunca desce abaixo das 10° células activas por mililitro de
vinho, protegida pela adi¢do de SO, apds a fermentagio, “impedindo a entrada” das

Brettanomyces e das estirpes de bactérias produtoras de aminas biogénicas.
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ESTUDO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE
DIFERENTES FRACCOES FENOLICAS DE VINHOS

TINTOS DA REGIAO DO DAO

Helena CARVALHO!; Sandra SANTOS!; Fernando J. GONCALVES '*;
RESUMO

Neste trabalho foi determinada a composigao fenolica (taninos, antocianas e compostos fenolicos
totais) e a actividadade antioxidante (métodos do DPPH e ABTS) de vinhos elaborados a partir de
castas tintas da regido do Dao. Os resultados obtidos mostraram uma correlagdo elevada entre
estes dois parametros, em especial entre os compostos fendlicos totais e a actividade antioxidante
determinada pelo método do DPPH. Com o objectivo de avaliar a contribui¢do de diferentes frac-
¢oes de compostos compostos fendlicos para a actividade total dos vinhos, os compostos fendlicos
presentes no vinho foram, fraccionados por cromatografia em fase solida e determinada a actividade
antioxidante de cada extracto obtido. Os resultados mostraram que os extractos ricos em compostos
fendlicos poliméricos (antocianas e proantocianidinas) eram aqueles que mais contribuiam para a
actividade antioxidante total dos vinhos.

Palavras-chave: Actividade antioxidante, compostos fenélicos, vinhos tintos.

1- INTRODUCAO

Os beneficios para a satide humana do consumo moderado de vinho associado a
uma alimentagdo equilibrada tém sido atribuidas aos seus compostos bioactivos, espe-
cialmente aos compostos fendlicos (VIRGILI e CONTESTABILE 2000; KATALINIE
et al. 2004). Estes compostos apresentam potencial terapéutico (SABOLOVICA et al,
2006) como sendo o efeito protector contra acidentes vasculares, doengas neurodege-
nerativas (VIRGILI e CONTESTABILE, 2000), circulatorias, inflamatorias (SOLEAS
et al. 2002), assim como diminuem o risco de patologicas de origem cancerigena
(FRANKEL et al. 1993; TAPIERO et al. 2002).

! Falta nota
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Os compostos fenodlicos sao de grande importancia em enologia uma vez que estao
relacionados com a qualidade dos vinhos, pois contribuem para as propriedades senso-
riais da cor, sabor, o corpo e adstringéncia dos vinhos. Uma das possiveis classifica¢des
dos polifenoéis dos vinhos ¢ a sua divisao em compostos flavondides e em nao flavonoi-
des. Do primeiro grupo fazem parte as flavanas, os flavonois e as antocianinas, e ao se-
gundo grupo pertencem os acidos benzoicos e os acidos cindmicos.

A Separagio dos polifenois do vinho em diferentes fracgdes ¢ geralmente um pri-
meiro passo para a sua posterior identificacdo e caracterizagdo. No entanto, a diversidade
estrutural e complexidade destes compostos torna dificil o seu fraccionamento A cro-
matografia em coluna, por combinagdo sequencial de diferentes colunas e eluentes tem
sido a técnica mais usada para a separagdo destes compostos.

A actividade antioxidante dos vinhos tem sido determinada por diferentes métodos
in vitro. Os métodos mais comuns baseiam-se na capacidade de capturar um dado radi-
cal, tal como o ABTS (MILLER et al. 1993) e o DPPH (BRAND-WILLIAMS et al.
1995). Diferentes condi¢des experimentais, tais como a geragdo do radical, o tempo de
leitura, ou a expressdo de resultados, tornam dificil a comparagao dos resultados obtidos.
No entanto, e apesar das diferencas inerentes a cada método, os resultados tém permitido
obter conclusdes similares (FERNANDEZ-PACHON et al. 2004).

Apesar dos estudos realizados sobre a composicao fenodlica e a actividade anti-
oxidante de vinhos, existe ainda apenas um reduzido nimero de publicagdes sobre vi-
nhos portugueses, nomeadamente da regido demarcada do Dao. Assim, o objectivo do
presente trabalho consistiu em determinar a composicao fendlica e a actividade antioxi-
dante de dez vinhos do Dao, disponiveis no mercado, bem como avaliar a contribui¢do
de diferentes tipos de frac¢des de compostos fendlicos para a actividade antioxidante

total dos vinhos.

2 - MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados vinhos tintos da regido demarcada do Dao, exis-
tentes no mercado nacional, elaborados a partir de uvas das castas, Touriga Nacional,
Tinta Roriz e Jaen, no ano de 2007. O teor em compostos fenolicos totais foi determinado
pelo reagent de Folin-Ciocalteu (SINGLETON e ROSSI 1965). O teor em antocianas e

em taninos taninos foi determinado seguindo os procedimentos descritos pelo OIV
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(2006). A actividade antioxidante foi determinada pelos métodos do DPPH e ABTS, se-
guindo as condi¢des descritas por BRAND-WILLIAMS et al. (1995) e MILLER et al.
(1993), respectivamente. O fraccionamento dos compostos fenolicos foi feito por adap-
tacdo do procedimento descrito por BAOSHAN et al. (2006). Todas as determinagdes

foram efectuadas no presente trabalho, foram realizadas em triplicado.

3 - APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O quadro 1 mostra os valores de compostos fenolicos, antocianas e taninos totais
obtidos para os dez vinhos analisados. O teor em compostos fenolicos varia entre 1221
e 2630 mg/L o que estd de acordo com o descrito na bibliografia por diversos autores
(FRANKEL, et al.1995; KATALINIC et al. 2004) para vinhos tintos. O vinho 5 ¢ aquele
que apresenta valores mais elevados de compostos fendlicos bem como de taninos. O
valor médio de taninos encontrado nestes vinhos foi de 1,4 g/L, num intervalo com-
preendido entre 0,9 e 2,6 g/L. Os valores de antocianas quantificadas ¢ semelhante ao
descrito por GONCALVES e JORDAO (2009a; 2009b) para vinhos portugueses de cas-
tas tintas, variando entre 60,6 e 395,4 mg/L. De uma maneira geral pode-se afirmar que

os vinhos V5, V6 e V3 eram aqueles que apresentavam maior riqueza em compostos

fenolicos.

Quadro 1 — Composigéo fenolica geral dos diferentes vinhos estudados.
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Valores entre paréntesis representam o desvio padrio.
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Na figura 1 estao representados os valores médios da actividade antioxidante total
para os diferentes vinhos, obtidos pelos métodos do DPPH e do ABTS. Os valores de
actividade antioxidante sdo expressos em milimolar de equivalentes de trolox (mM de
TEAC) e foram obtidos a partir do grafico da percentagem de inibi¢ao (ao fim de 30 e
15min de reacgdo para o DPPH e ABTS, respectivamente) em fungado da concentragao
de solucdes padrao de trolox. Em qualquer um dos vinhos, o valor quantificado pelo
método pelo método ABTS foi superior ao quantificado pelo método DPPH, o que esta
de acordo com GONCALVES e JORDAO (2009b).
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Figura 1 — Valores da actividade antioxidante total, pelo método do DPPH e do ABTS, para os vinhos analisa-
dos.

Os valores encontrados para a actividade antioxidante estdo de acordo com a bi-
bliografia (FERNANDEZ-PACHON et al. 2006) tendo sido o vinho V5 foi aquele que
apresentou um valor mais elevado de actividade antioxidante, independentemente do
método usado, 12,8 mM em equivalentes de trolox para o DPPH e 17,1 mM em equi-
valentes de trolox para o ABTS. Apesar da ordenagdo dos valores obtidos para os dois
métodos ndo ter sido igual, de uma maneira geral pode-se dizer que se verificou uma

boa correlagdo (12 = 0,818) entre os dois métodos.

O Quadro 2 mostra os valores de coeficientes de correlagdo entre a actividade an-
tioxidante dos vinhos e a sua composi¢ao fenolica. A casta, as praticas enoldgicas de vi-
nificacdo ou as condi¢des de conservacao sdo factores que influenciam a capacidade
antioxidante dos vinhos (LACHMAN et al., 2006;GONCALVES e JORDAO 2009a;
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2009b), que esté relacionada com a composigdo fendlica dos vinhos (FERNANDEZ-
PACHON et al., 2006; VILLANO et al., 2005).

Quadro 2 — Coeficientes de correlagao total entre a actividade antioxidante dos vinhos e a composicao fendlica.
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Pela analise do Quadro 2, é possivel verificar que para qualquer um dos parame-
tros analisados, a correlagdo entre estes dois parametros era mais forte quando a activi-
dade antioxidante para o método do DPPH. A actividade antioxidante dos vinhos estava
mais fortemente associada ao teor de compostos fenolicos totais, do que ao teor em an-
tocianas ou taninos, em especial no caso do método do DPPH. Os dados disponiveis na
bibliografia sdo contraditorios, sendo que alguns autores referem que a actividade anti-
oxidante esta mais associada ao teor em compostos fenolicos totais (ARNOUS et al.
2002; SABOLOVICA et al., 20060RAK et al. 2007), outros referem fortes correlagdes
com os teores em antocianas totais (KALT et al. 1999).

No sentido de avaliar a contribuigdo dos diferentes grupos de compostos fendlicos
para a actividade antioxidante total dos vinhos, cinco dos vinhos analisados foram frac-
cionados por cromatografia de fase s6lida em mini-coluna C-18, dando origem a quatro
fracgdes distintas de compostos fendlicos. De acordo com BAOSHAN et al. (2006) a
fracgdo F1 era sobretudo rica em acidos fenodlicos, a F2 em flavandis monoméricos, a
F3 em oligémeros de procianidinas e a fracgdo F4 compostos fenodlicos poliméricos, no-
meadamente antocianinas e proantocianidinas. Os compostos fendlicos sdo considerados
como sequestradores de electrdes e o seu poder antioxidante depende da sua estrutura
quimica, em especial da sua capacidade em ceder hidrogénio ou electrdes ou ainda des-
localizar um electrdo da estrutura do anel aromatico (KATALINIC ef al., 2004). Segundo
VILLANO et al. (2005) a actividade antioxidante dos flavan-3-ois aumenta com o au-

mento de grupos hidroxilo e com a esterificagao com acido galico.
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O quadro 3 mostra os valores de actividade antioxidante das quatro frac¢des ob-
tidas. Os resultados mostram que a frac¢do F4 era aquela que apresentava uma maior
contribui¢do para a actividade antioxidante dos vinhos. No entanto, a magnitude dos va-
lores depende do método usado. Assim, se analisarmos os valores obtidos para a fraccao
F4, verifica-se que a percentagem da actividade antioxidante inicial dos vinhos, repre-
senta em média 33% (17-40%) para o método do DPPH, e 44% (34-54%) para o ABTS.
De acordo com FERNANDEZ-PACHON et al. (2004), cerca de 50% da actividade an-
tioxidante dos vinhos ¢ devido aos compostos fenolicos poliméricos.

A fracgdo oligomérica apresenta uma actividade antioxidante ligeiramente supe-
rior a fracgdo F1, sendo a F2 aquela que, de acordo com os resultados obtidos, menos

contribuiu para a actividade antioxidantes dos vinhos analisados.

Quadro 3 — Actividade antioxidante das fracgdes obtidas para os diferentes vinhos.
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A analise da figura 2, ¢ possivel verificar que somatdrio da actividade antioxidante
das quatro fracgdes foi em todos os casos inferior a actividade antioxidante apresentada
inicialmente pelos vinhos. No caso do método do DPPH, a soma da actividade antioxi-
dante das 4 fracgdes varia entre 46 e 86% da actividade total dos vinhos. No caso do
método do ABTS variam entre 50 e 81%. Estes valores sdo superiores aos descritos por
FERNANDEZ-PACHON et al. (2004). Ainda segundo os mesmos autores, esta dife-
renga pode ser explicada pela reten¢do de compostos fenolicos na mini-coluna de frac-

cionamento.
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Figura 2 — Percentagem de actividade antioxidante do somatério das 4 fracgdes relativamente aos vinhos, para
o método do DPPH e do ABTS.

4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que os vinhos apresentavam uma composi¢ao
em compostos fenolicos, antocianas e taninos totais bastante diversa.

Os valores quantificados de actividade antioxidante e de compostos fendlicos to-
tais permitiram obter uma forte correlac@o entre estes dois parametros.

A fracgdo de compostos fendlicos poliméricos, nomeadamente antocianinas e
proantocianidinas, era aquela que contribuia em maior percentagem para a actividade

antioxidante total dos vinhos.
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AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E DA
COMPOSICAO FENOLICA DE VINAGRES
COMERCIALIZADOS NO MERCADO PORTUGUES

Fernando J. GONCALVES !; Raquel R. RAMIREZ '*; Sandra L. SANTOS!,
Ana C. CORREIA!; Anténio M. JORDAOQ '>**

RESUMO
O objectivo do presente trabalho consistiu em avaliar a actividade antioxidante (recorrendo-se aos
métodos DPPH e ABTS) e a composigao fenodlica de dez diferentes vinagres existentes no mercado
Portugués (nomeadamente tendo em conta o tipo de matéria prima utilizada para a sua elaboragéo),
assim como proceder a respectiva correlagao entre os parametros analisados. Os resultados apontam
para valores mais elevados em compostos fendlicos e de actividade antioxidante nos vinagres de
vinhos tintos, de figo e de framboesa, comparativamente aos vinagres elaborados a partir de arroz,
maga, vinho branco, vinho espumante e de fruta. Em paralelo, foi também possivel obter elevadas
correlagdes entre os parametros fenolicos analisados e os valores da actividade antioxidante (inde-
pendentemente do método de determinagao utilizado).

Palavras-chave: Capacidade antioxidante, composi¢ado fenolica, vinagres de vinho.

1-INTRODUCAO

E actualmente reconhecido, que as substancias antioxidantes desempenham um
importante papel na satide humana, devido a sua capacidade em captarem os radicais li-
vres que estdo associados ao surgimento de varias doengas, como sejam a arteriosclerose,
as doengas cardiovasculares, assim como varias das patologias de origem cancerigena
(FRANKEL et al. 1993; TAPIERO et al. 2002). As frutas ¢ os vegetais, assim como as
bebidas produzidas a partir destas, evidenciam uma grande riqueza em compostos fe-
nolicos, que por sua vez apresentam propriedades antioxidantes de grande relevancia.
Assim, o consumo destes produtos alimentares, como seja o vinho e os produtos elabo-

rados a partir deste, caso do vinagre, apresentam, em associacdo com uma alimentagao

! Escola Superior Agraria de Viseu, Departamento das Industrias Alimentares, Estrada de Nelas,
Quinta da Alagoa, Ranhados, 3500-606 Viseu, Portugal. * Estudante do Programa ERASMUS -
Universidade de Burgos (Espanha).

2 Centro de Estudos em Educagdo, Tecnologias e Satude do Instituto Politécnico de Viseu.

** Autor correspondente: antoniojordao@esav.ipv.pt
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equilibrada, um efeito benéfico sobre a saide humana devido a elevada riqueza em com-
postos fendlicos.

O vinagre ¢ um produto obtido por fermentacao acética de liquidos provenientes
da fermentacao alcoolica de substancias de origem vegetal, como por exemplo o vinho.
Em virtude da sua riqueza em compostos fendlicos, aos vinagres sao atribuidos alguns
efeitos potencialmente benéficos sobre a satde. Varios autores, em trabalhos efectuados
com ratos referem que o consumo de vinagre contribui para a redug¢do dos problemas
de hipertensdo arterial (KONDO et al. 2001; DAVALOS et al. 2005).

Apesar destes trabalhos, os estudos sobre a actividade antioxidante e a composi¢ao
fendlica, t€m sido centrados em alguns tipos de vinagres caracteristicos de alguns paises,
como seja o caso dos vinagres balsdmicos oriundos de Italia (VERZELLONI et al. 2007).
No caso portugués, existe um reduzido niimero de estudos sobre os vinagres comerciali-
zados em Portugal. Como tal, o objectivo do presente trabalho consistiu em avaliar a ac-
tividade antioxidante e a composi¢a@o fenolica de diferentes vinagres, nomeadamente de

vinagres elaborados a partir de vinho, comercializados no mercado nacional.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram estudados 10 diferentes vinagres existentes no mercado nacional, elabora-
dos a partir de diferentes substancias fermentadas de origem vegetal (considerando as
informagdes disponiveis nos rétulos por parte dos produtores), em particular obtidos a
partir de vinho. Os vinagres estudados foram adquiridos em triplicado directamente em
varias superficies comerciais.

Procedeu-se a uma caracterizagdo fendlica, tendo sido determinados os teores em
fenois totais, fendis flavonodides, antocianas totais, taninos totais ¢ ainda a absorvancias
a420 e 520 nm, seguindo os procedimentos descritos pelo OI'V (2006). Para a avaliacdo
da actividade antioxidante total, recorreu-se a 2 métodos, DPPH e ABTS, seguindo as
condigdes descritas por BRAND-WILLIAMS et al. (1995) e RE et al. (1999), respecti-
vamente. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicado.

Para tratamento dos resultados, efectuou-se uma analise de variincia, tendo-se
para tal recorrido ao teste LSD com o objectivo de comparar os valores médios obtidos
(nivel de significancia de 5%), tendo-se para tal recorrido ao programa SPSS (versao
11.0).
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3 —APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No Quadro 1, sdo apresentados os valores médios obtidos referentes a caracteri-

zacao fenolica efectuada aos varios vinagres objecto de estudo. Pelos resultados obtidos,

¢ possivel constatar a existéncia no geral de dois grandes grupos em termos da riqueza

em compostos fenolicos. Assim, podemos constatar a existéncia de um grupo constituido

pelos vinagres de vinho (excepto no vinagre de espumante), de framboesa e de figo, que

apresentaram os valores mais elevados para generalidade dos parametros fenolicos ana-

lisados, e de um segundo grupo formado pelos vinagres de fruta, sidra, arroz e de vinho

espumante, que apresentaram os valores mais baixos para a totalidade dos parametros

de caracter fenolico estudados. No primeiro grupo os valores em compostos fenoélicos

totais variaram entre 105.8 (vinagre de vinho branco) e 1380.0 mg/L ac. galico (vinagre

Balsamico de Modena), enquanto que no segundo grupo os valores para este parametro

variaram entre 29.6 (vinagre de arroz) e 65.3 mg/L ac. galico (vinagre de sidra). No caso

dos valores em fenois flavonoides, no primeiro grupo, os valores variaram entre 75.8

(vinagre de vinho branco) e 297.1 mg/L ac. galico (vinagre Balsdmico), sendo que para

o segundo grupo os valores foram significativamente mais baixos, variando entre 2.6

(vinagre de arroz) e 56.8 mg/L ac. galico (vinagre de sidra).

Quadro 1 — Composigéo fenolica geral dos diferentes tipos de vinagres estudados.
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A tendéncia verificada para os diversos vinagres ao nivel da composigao fenolica,
esta de acordo com resultados anteriormente publicados por outros autores, nomeada-
mente ao nivel dos vinagres de vinho tinto (VERZELLONI et al. 2007). Estes autores,
obtiveram também valores mais elevados nos vinagres Balsamicos ao nivel dos teores
em fendis totais e de fenois flavondides, comparativamente a outros vinagres de vinho
tinto. Os resultados obtidos permitem considerar que a origem dos fermentados a partir
dos quais se elabora os vinagres sera um dos factores que irdo determinar os teores em
compostos fendlicos que os vinagres poderdo apresentar.

Os valores obtidos, ao nivel dos fenois totais nos vinagres de vinho branco ¢ tinto
estudados, sdo no entanto ligeiramente inferiores aos doseados por DAVALOS et al.
(2005) em vinagres de vinho tinto (elaborados a partir de vinhos da casta Cabernet Sau-
vignon) e de vinho branco. Por outro lado, ALONSO et al. (2004) estudaram a influéncia
do envelhecimento de vinagres de vinho em contacto com a madeira de carvalho, tendo
concluido que ¢ o tipo de vinho de base utilizado, o factor determinante no contetido
em fendis presente nos vinagres de vinho. Existem ainda autores (XU ef al. 2004), que
consideram a existéncia de uma relacdo entre os valores da absorvéncia a 420 nm e a
actividade antioxidante dos vinagres. No caso dos vinagres analisados no presente tra-
balho, essa evidéncia foi observada excepto no caso do vinagre de figo, o que eventual-
mente podera ser uma consequéncia do processo de clarificagdo ao qual este vinagre
possa ter sido sujeito e como tal, podendo essa clarificagdo ter contribuido para a redugao
do numero de compostos responsaveis pela cor castanha. De salientar por outro lado,
que alguns aditivos colocados nos vinagres poderdo também contribuir para o incre-
mento da cor dos vinagres, como seja o caso da adigdo do caramelo de sulfito de amoénio

(designado nos rétulos por E150d) usado nos vinagres balsdmicos.
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Figura 1 — Valores médios da actividade antioxidante total nos diversos vinagres comerciais estudados recorrendo
a dois métodos de determinagdo (DPPH e ABTS). * Valores médios seguidos da mesma letra para o

mesmo método de determinagdo ndo sdo significativamente diferentes (p<0.05).

A actividade antioxidante dos produtos derivados das uvas e dos vinhos, como ¢
o caso dos vinagres ¢ influenciada, ndo so pelos teores em polifenois, mas também pelos
diversos tipos de compostos fenolicos. Estes factores sdo por sua vez influenciados pelo
tempo e pelas condigdes de conservacdo, pelas castas utilizadas, pelos aditivos usados
e ainda pelas técnicas de vinificagao.

Na figura 1, encontram-se apresentados os valores da actividade antioxidante ob-
tidos nos varios vinagres objecto de estudo. Os resultados obtidos apresentam a mesma
tendéncia evidenciada na composi¢do fendlica apresentada no Quadro 1. Assim, foram
os vinagres elaborados a partir de vinho (em particular de castas tintas), de figo ¢ de
framboesa, os que apresentaram valores de actividade antioxidante significativamente

mais elevados, tendo os valores variado entre 1.77 e 9.33 mM equivalentes de trolox
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(método DPPH), ¢ entre 2.42 ¢ 8.72 mM equivalentes de trolox (método ABTS). Na to-
talidade dos vinagres estudados, foi o vinagre Balsdmico de Modena, aquele que apre-
sentou os valores mais elevados de actividade antioxidante (9.33 ¢ 8.72 mM equivalentes
de trolox, respectivamente pelo método DPPH e ABTS). Esta tendéncia estd de acordo
com os resultados apresentados por VERZELLONI et al. (2007), que compararam os
valores da actividade antioxidante (recorrendo aos métodos ABTS e FRAP) de diversos
vinagres de vinho tinto, entre os quais vinagres Balsamicos. Esta preponderancia, deste
tipo de vinagres sob os restantes, esta segundo estes autores, directamente relacionada
com o facto de estes vinagres serem envelhecidos em barricas de madeira de carvalho e
de ocorrer uma evaporagdo da frac¢do aquosa ao longo do tempo, e como tal conduzir
a uma concentragdo do produto final.

Por ultimo considerar ainda que de acordo com a informagéo apresentada no ro-
tulo dos diversos vinagres estudados, aos mesmos foram adicionados aditivos que po-
derdo potenciar as propriedades antioxidantes naturalmente presentes nos vinagres, como
seja o caso de sulfuroso. Assim, as diferengas encontradas em termos da actividade an-
tioxidante dos vinagres estudados, ndo poderdo estar s associadas a origem vegetal a
partir das quais os vinagres foram elaborados, mas também aos tipos e quantidades de
aditivos adicionados na elaboragdo dos mesmos.

De forma a analisar a relagdo entre alguns dos parametros fenolicos apresentados
anteriormente no Quadro 1 ¢ a actividade antioxidante, efectuou-se a determinagdo dos
coeficientes de correlagdo linear entre os varios parametros estudados para todos os vi-
nagres objecto de estudo (Quadro 2).

Os resultados obtidos evidenciam a existéncia no geral de elevadas correlagdes,
em particular a correlagdo estabelecida entre as antocianas totais e a actividade antioxi-

dante.
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Quadro 2 — Coeficientes de correlagdo linear entre a actividade antioxidante total e a composigao fendlica nos

diversos vinagres comerciais estudados.
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O facto de em alguns dos parametros, os valores dos coeficientes de correlagao
ndo terem sido muito elevados, podera de acordo com DAVALOS et al. (2005), ficar a
dever-se ao facto da fermentagdo acética conduzir a um decréscimo dos teores em com-
postos fendlicos com elevado potencial antioxidante e/ou conduzir & formagdo de novos
compostos fenodlicos nos vinagres que por sua vez apresentam menor actividade anti-
oxidante relativamente aos inicialmente presentes (por exemplo nos vinhos de base uti-

lizados).

4 - CONCLUSOES

No presente trabalho foi possivel efectuar uma analise do potencial antioxidante
presente em diversos vinagres disponiveis no mercado nacional, em particular em vina-
gres de vinho. Os resultados evidenciaram a existéncia de uma grande variabilidade em
termos da composigao fenolica assim como da actividade antioxidante presente nos di-
ferentes vinagres. Foi também possivel constatar que os vinagres de vinho (balsamico,
porto e tinto) foram os que apresentaram os valores mais elevados ao nivel dos parame-
tros analisados em paralelo com os vinagres de figo e de framboesa.

Estes resultados poderdo contribuir para que este produto alimentar, nio seja uni-
camente considerado como um produto exclusivamente usado para fins meramente cu-

linarios de satisfagdo sensorial, mas também poder ser usado como um complemento a
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alimentagdo rica e variada em frutas, legumes e bebidas ricas em polifendis, contribuindo
deste modo, para o aumento da ingestdo de substancias com propriedades antioxidantes

na dieta humana.
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A ANALISE MINERAL DE VINHOS.
METODOLOGIAS IMPLEMENTADAS NO
LABORATORIO DO INIA-DOIS PORTOS

Sofia CATARINO!; Antonio Sérgio CURVELO-GARCIA!

RESUMO

A analise mineral de mostos de vinhos ¢ requerida com frequéncia no ambito do controlo da qua-
lidade, nas suas vertentes tecnologica, sensorial, de seguranga alimentar e legal. Identificam-se as
principais razdes que justificam o controlo de elementos minerais no vinho, na perspectiva do pro-
dutor/endlogo. A aplicagdo de técnicas de analise multi-elementar e isotdpica, com progressivo
abaixamento dos limites de deteccdo e de quantificagdo dos métodos, permitindo quantificar cada
vez mais elementos no vinho, abriu novos campos de investigacdo. Apresenta-se informacao sis-
tematizada sobre os métodos analiticos indicados pela OIV e sobre os métodos implementados no
Laboratério de Analise Mineral do INIA-Dois Portos. Sao discutidas as potencialidades, vantagens
e desvantagens das diferentes técnicas analiticas (FAAS, ETAAS e ICP-MS) e apresentados resul-
tados da participagdo do INIA-Dois Portos num ensaio colaborativo da OIV para determinacdo de
metais em vinhos por ICP-MS.

Palavras-chave: Vinho, analise mineral, métodos de analise, AAS, ICP-MS.

1- ANALISE MINERAL: RAZOES PARA A SUA REALIZACAO

O vinho apresenta na sua composicdo varias dezenas de elementos quimicos em
concentra¢des muito diversas, os quais apresentam diferentes niveis de importancia sob
o ponto de vista enologico. O conhecimento dos teores de varios desses elementos, ao
longo das diferentes etapas de producdo, ¢ fundamental no ambito tecnologico, da qua-
lidade organoléptica, da seguranga alimentar, e face as restricdes legais vigentes (CA-
TARINO et al., 2008). De seguida identificam-se as principais razdes, na perspectiva

do produtor/endlogo que justificam o controlo de elementos minerais no vinho:

!Instituto Nacional de Recursos Biologicos IP, INIA-Dois Portos. Quinta de Almoinha, 2565-191
Dois Portos, Portugal. E-mail: evn.sofia.catarino@mail.netdb.pt; sofia.catarino@inrb.pt
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Pela sua importancia ponderal, elementos tais como sddio (Na), potassio (K),
magnésio (Mg) e célcio (Ca), sdo os principais responsaveis pela estrutura metélica dos
vinhos e pela sua capacidade tampdo acido-base. Dependendo da concentragdo em que
se apresentam, determinados metais podem originar fenomenos depreciativos da quali-
dade do vinho, tais como oxidagdes, turvagdes e precipitagdes. Potassio, Ca, ferro (Fe)
e cobre (Cu) sdo exemplos classicos, no ambito da quimica enoldgica, de elementos en-
volvidos nos referidos fendmenos de instabilidade fisico-quimica, mas outros elementos
podem estar envolvidos, como por exemplo o aluminio (Al) e o zinco (Zn). Estes tltimos
elementos, quando em concentragdes elevadas, podem igualmente estar na origem de
aromas e gostos desagradaveis. Outros, como por exemplo Na, em ligacdo com o teor
de cloro (Cl), fornecem informagao para o controlo e detec¢@o de praticas enologicas
ndo autorizadas. O conhecimento da concentragdo de alguns elementos essenciais nos
mostos € igualmente importante, tendo em conta os efeitos da sua caréncia na actividade
de leveduras e bactérias lacticas. Em determinadas situagdes, justifica-se o controlo do
teor de metais pesados nos mostos, uma vez que quando em concentra¢des elevadas in-
fluenciam a fermentagdo alcodlica e a fermentacdo malolactica (CATARINO et al.,
2007). Finalmente, justifica-se ainda esse controlo por razdes que se relacionam com o
cumprimento das restri¢des legais existentes. Actualmente, a Organizagao Internacional
da Vinha e do Vinho estabelece limites maximos admissiveis para os teores de alguns
elementos nos vinhos (OIV, 2009). O potencial contributo do vinho para a dieta humana
enquanto fornecedor de elementos essenciais, constitui outra perspectiva sobre a impor-
tancia da composicao mineral do vinho e sua caracterizagao.

A aplicagdo de técnicas de analise multi-elementar e isotOpica, com progressivo
abaixamento dos limites analiticos dos métodos, permitindo quantificar cada vez mais
elementos no vinho, abriu novas perspectivas de investigacdo sobre a composi¢do mi-
neral do vinho. A informag&o sobre a composi¢do elementar e isotopica do vinho tem
sido explorada com o objectivo de garantir a origem geografica e, nesse sentido, a au-
tenticidade do vinho (CATARINO ¢ CURVELO-GARCIA, 2009). Por outro lado, os
avancos nas técnicas analiticas instrumentais, concretamente a possibilidade de acopla-
mento de técnicas, potenciaram o estudo de fendmenos de complexagéo de ides metali-

cos, com outras espécies quimicas do vinho (polissacaridos, polifenois, proteinas).
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2 - DETERMINACAO ANALITICA

Diversas técnicas tém sido utilizadas no doseamento de metais no vinho, com es-
pecial destaque para as técnicas espectrométricas. Os métodos de analise para a deter-
minagdo de metais em vinhos indicados pela OIV, e adoptados pela Unido Europeia,
baseiam-se essencialmente na espectrofotometria de absor¢do atomica (AAS), com
chama (FAAS) e com atomizagao electrotérmica (ETAAS). A técnica de FAAS ¢ indi-
cada nos métodos de referéncia para doseamento de K, Na e Fe (ap6s remogao do al-
cool), e método inico para determinagdo de Ca, Cu, Mg, Zn (ap6s remogao do alcool),
e prata (Ag) (apds mineralizagdo da amostra) (OIV, 2009). Relativamente a Cu, esta téc-
nica permite avaliar a legalidade do vinho (limite maximo admissivel ¢ 1 mg/L), mas
no entanto evidencia manifestas dificuldades na quantificagdo de Cu na generalidade
dos vinhos.

O método de referéncia para doseamento de arsénio (As) baseia-se na ETAAS
com gerador de hidretos. Actualmente, no que se refere ao doseamento de chumbo (Pb)
em vinhos, a OIV define os critérios de desempenho que o método a aplicar na quanti-
ficagdo deste metal pesado devera cumprir. Como exemplos, sdo apresentados métodos
que se baseiam em ETAAS, técnica que ¢ também suporte do método tnico apresentado
pela OIV para a determinagdo de cadmio (Cd). Finalmente, o doseamento de boro (B)
¢ realizado por aplica¢do de um método colorimétrico, e o de mercurio (Hg) por espec-
trometria de fluorescéncia atomica.

A FAAS ¢ relativamente vulgar nos laboratorios de Enologia, apresentando baixos
custos de investimento e de funcionamento face as alternativas, e facilidade de operagéo.
E uma técnica altamente especifica e assegura boa precisdo dos resultados. Apresenta
contudo uma capacidade de detec¢@o limitada (limites de detecgdo ao nivel de sub
mg/L), considerando o intervalo de concentragdes encontrado no vinho. O método das
adi¢des, por vezes utilizado, apresenta reduzida precisdo entre outras desvantagens
(MILLER e MILLER, 1993). Por outro lado, a opgao pela pré-concentragdo da amostra
diminui a praticabilidade dos métodos.

A técnica de ETAAS apresenta elevada sensibilidade, baixos limites de detec¢do
(apropriados para analise vestigial), livre de interferéncias espectrais, exigindo uma pre-

paragdo minima da amostra. E sujeita a interferéncias quimicas, sendo a sua gama de
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trabalho limitada. Permite elevada produtividade, ndo tdo elevada como a FAAS, e com
menor precisdo do que a ultima, com custos inferiores aos da técnica de ICP-MS.
Quando ¢ necessaria informagdo apenas sobre um elemento, constitui uma excelente al-
ternativa as técnicas multi-elementares de espectrometria de emissdo com plasma aco-
plado por indugao (ICP-OES) e de espectrometria de massa com plasma acoplado por
indugao (ICP-MS).

A aplicacdo da técnica de ICP-OES, pouco vulgarizada em laboratérios de eno-
logia, sendo apropriada para o doseamento de um conjunto alargado de elementos, apre-
senta limitagdes para elementos vestigiais (limites analiticos entre 1 ¢ 10 pg/L, para a
generalidade dos elementos) (ACETO et al., 2002).

A técnica de ICP-MS apresenta como grandes vantagens a analise multi-elementar
e isotopica, selectividade e sensibilidade elevadas, excelentes limites analiticos (tipica-
mente inferiores a 0,01 pg/L), gama de trabalho bastante alargada, elevada produtivi-
dade, sendo aplicada cada vez com mais frequéncia na caracterizagdo de vinhos. E uma
técnica afectada por interferéncias espectrais e interferéncias nao espectrais relacionadas
com efeitos de matriz. Possibilita diferentes procedimentos de quantificagdo (modo
quantitativo e semi-quantitativo) de acordo com a exactiddo e precisdo requeridas. £
ainda pouco usual nos laboratoérios de enologia, devido aos custos envolvidos ¢ a con-
sideravel especializagdo que exige principalmente na fase de desenvolvimento de mé-
todos. Nao sendo ainda referida no compéndio de métodos de analise de vinhos e mostos
da OIV, foram recentemente promovidos por esta organizagdo dois ensaios colaborati-
vos, envolvendo mais de uma dezena de laboratdrios europeus, para avaliacdo das ca-
racteristicas de um método ICP-MS para a doseamento de metais em vinhos.

De utilizagdo ainda menos vulgarizada, diversas técnicas electroquimicas tém sido
aplicadas na analise mineral de vinhos: voltametria de redissolucdo e potenciometria de
redissolucdo, potenciometria com eléctrodo selectivo e polarogratia (FOURNIER et al.,
1998).

3 - METODOLOGIAS IMPLEMENTADAS NO LABORATORIO DO INIA-
DOIS PORTOS
No Quadro 1 apresenta-se informagao sistematizada sobre os parametros analisa-

dos no Laboratério de Analise Mineral do INIA-Dois Portos, técnicas analiticas aplica-
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das, referéncias dos métodos de analise ¢ algumas das suas figuras de mérito. Por FAAS
¢ possivel realizar o doseamento de Ca, Fe, Mg, K e Na. Aluminio, Cd, Pb, cobalto (Co)
¢ Cu podem ser determinados por ETAAS. Com recurso a técnica de ICP-MS, encon-
tra-se implementado um método quantitativo para determinagdo de 26 elementos con-
taminantes dos vinhos, em particular dos elementos objecto de controlo legal. Com
recurso a um método semi-quantitativo ¢ possivel obter informagao sobre cerca de 60
elementos, com um erro associado inferior a 20% para a maioria dos analitos. A abor-
dagem semi-quantitativa, menos exacta mas mais rapida que a abordagem quantitativa,
pode ser extremamente util quando se pretende comparar amostras ou obter informagao
sobre o perfil mineral de uma determinada amostra. Actualmente no Laboratério de Ana-
lise Mineral do INIA-Dois Portos é o tinico laboratdrio de enologia nacional que dispde

de um equipamento de ICP-MS.

Quadro 1 - Parametros analiticos e métodos de analise implementados no Laboratorio de Analise Mineral do
INIA-Dois Portos

Caracteristicas do método de analise

Pardmetro Analitico ~ Técnica Limite de Recuperagdo Repetibilidade
(referéncia) analitica detecgdo (%) (% coeficiente
(ng/L, excepto de variagdo)
Ca, Na, Fe, K, Mg - mg/L)
Aluminio' ETAAS 1 96 — 105 1,5-2,6
Aluminio? ICP-MS 0,1 93 - 100 0,2-4
Arsénio? ICP-MS 0,002 95-98 02-4
Bério? ICP-MS 0,002 81-109 0,2-4
Berilio? ICP-MS 0,001 89 -98 0,2—-4
Bismuto? ICP-MS 0,001 88 -93 11
Cadmio® ETAAS 0,05 92110 0,9-1,7
Céadmio? ICP-MS 0,002 82-83 0,2 -4
Célcio* FAAS 0,1 99 — 104 0,3-1,1
Césio? ICP-MS 0,0003 89 -98 0,2-4
Chumbo* ETAAS 2 94-110 1,5-3,0
Chumbo? ICP-MS 0,001 92-99 0,2-4
Cobalto® ETAAS 0,4 84 -100 0,4-4,6
Cobalto? ICP-MS 0,0004 91-93 0,2-4
Cobre® ETAAS 1 93 - 100 1-3
Cobre? ICP-MS 0,01 91-97 0,2-4
Estroncio? ICP-MS 0,002 98 0,2-4
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Ferro’ FAAS 0,16 91 - 102 0,5-3,5
Ferro? ICP-MS 0,0002 96— 110 02-4
Galio? ICP-MS 0,002 8588 10
Indio? ICP-MS 0,0002 83 -84 8

Litio? ICP-MS 0,003 88-97 02-4
Magnésio* FAAS 0,008 93100 05-14
Manganés® ICP-MS 0,001 104 - 105 02-4
Merctrio? ICP-MS 0,01 99— 100 02-4
Niquel? ICP-MS 0,006 99102 02-4
Potdssio® FAAS 2 91-105 04 -0,9
Rubidio? ICP-MS 0,001 96103 02-4
Selénio? ICP-MS 0,01 89-98 11
Sédio® FAAS 1.2 102 - 104 03-34
Talio? ICP-MS 0,0003 91 -94 02-4
Uranio? ICP-MS 0,003 104 - 106 02-4
Vanadio? ICP-MS 0,001 101 - 102 02-4
Zinco? ICP-MS 0,02 95-97 02-4

3.1 - Participacées em ensaios colaborativos internacionais

Ao longo dos tltimos anos foram diversas as participagdes em ensaios colabora-
tivos internacionais. A titulo de exemplo, e pelo seu contributo para a definicdo de mé-
todos de andlise para vinhos e mostos no ambito da OIV, referem-se os seguintes:

- Validagdo do método para determinag@o de Pb em vinhos por ETAAS. Informa-
¢do utilizada na definicdo de critérios para os métodos para determinagdo de Pb em
vinho (OIV, 2009);

I CATARINO et al. (2002); *CATARINO et al. (2006);
3 CATARINO e CURVELO GARCIA (1999);

401V (2009);

SCATARINO e al. (2009);

§ CATARINO e al. (2005);

NP 2280;

NP 3685;

INP 3594.
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Determinagao de metais em vinhos por ICP-MS, ensaios MV-1/08 ¢ MV-1/09.
Seguidamente apresentam-se alguns resultados da participagdo no ensaio MV-1/09, para
avaliacao dos pardmetros fundamentais de funcionamento de um método de analise de
metais por ICP-MS, baseado no método descrito na FV 1265 (OIV, 2007), e estabeleci-
mento das suas caracteristicas, fundamentalmente no que se refere a precisdo (repetibi-
lidade e reprodutibilidade). Participaram no ensaio 10 laboratérios europeus (Alemanha,
Espanha, Franca, Portugal e Reptiblica Checa). Foram ensaiadas 16 amostras codificadas
de A a P: 4 amostras de vinho tinto (D-M, H-J), 4 amostras de vinho Porto (B-K, E-L),
6 amostras de vinho branco (F-N, C-I, A-O) e 2 amostras de vinho Champanhe (G-P)
(Quadro 2). Diferentes niveis analiticos foram obtidos mediante selec¢do de amostras
com concentragdes naturais dos analitos objecto do ensaio, ¢ mediante a adi¢ao de pa-
drdes de concentrag@o conhecida, sobre as amostras naturais. Para cada amostra existia
uma outra idéntica (duplicado), codificada de diferente forma (informagao ndo conhecida
dos participantes). O delineamento do ensaio, tratamento de dados, resultados e discus-

sdo encontram-se descritos sob forma de relatorio.

4 - CONCLUSOES

Os métodos de analise anteriormente apresentados fornecem informacao sobre o
teor total do elemento, independentemente da(s) forma(s) quimica(s) em que este en-
contra. A evolugdo da analise mineral de vinhos devera contemplar o desenvolvimento
de metodologias que permitam, com maior facilidade, a especiacdo dos elementos de
interesse enoldgico e investigagdo dos fenomenos de complexagdo dos ides metalicos

com outras espécies quimicas do vinho.
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Quadro 2 — Alguns resultados da participacdo do INIA-Dois Portos no ensaio colaborativo

da OIV para determinag@o de metais em vinhos por ICP-MS - (MV-1/09)

Conceniragdes iniciais B
Amostras Adipdes
{mg/L) i
Ax o C Fe Az
e 1L2x0.5
4 3 ¥
F-M ool =02 0, 1% LLE ) (15,44
Findar 24302
% G0M  He0s TR S "
iclile -l i | K I (37,15}
42+ 2
g B
A LLRT A ol ! 2 {46.7%)
02 & 04
1. ; x W24 Ad H
-k 0s 0010 0 I (.01
Porta
. TR 10
e {15 %
=L iF (1581 [rX ] I k] (80,4)
2,26 = 008
- 5 -
13-Md =001 =iz 14 9 (4,31
Voo Firee
124207
- ] b [ '
H-1 ol o050 ¥, J (11323
. ’ 1,50 = 0,04
-P { i
L hompearahe il ¥ i ) ¥ (4.42]

* Miédia das concentragdes dos duplicados o desvio padrlo cormespondente;

*® Ml dos valoses modios (fomegidos pelos laboraliane parisipanies)
apds eliminagho de andmabos.
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Resultados IM1A Doais Porios®

iValor de referéncia)l®®

Recuperagio (MV-1/09)

(A%, Co = pgil; Cu, Fe = mgTL) (%)
Lo i Fe As Ca i Fe
X1 08 (k14 £ 041 0,92 = 0,04
{101,5%) (A 1 (0,0 ~
19235 £ 008 07050007 202 £0,02
s sk e HT 142 116 14
Xl 42 N5 & 0007 12803
(2237) (1,14 (3.1%) I3 e W s
LU ) 0,185 & 0007 1.5 20,1
(7.79) 0,21 (1.56)
28+ 4 05 02 434 +04
(26.92) (1,68} (4.3 39 0 o7 9]
281 £0,07 0,12 2,63 £ 0,01 )
(2.9) (0,14 (3.09)
43,9+ 0.2 1,745 & 0007 6,73 & (0,0
{48.,63) (2,05} 1.75) "o %W 0
| 66% £ 0007 0035 £ 0007 UA35 2 0007 -
(1.53) (0.042) 0.83)
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EVOLUCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS E DA
ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE DURANTE O
PROCESSO DE SECAGEM POS COLHEITA DE UVAS
PEDRO XIMENEZ

Maria de las Nieves LOPEZ DE LERMA:; José PEINADO;
Juan J. MORENO; Rafael A. PEINADO

RESUMO

Os mostos de uvas secas pos colheita e os extractos etandlicos do bagago foram divididos pela
extrac¢do em fase solida; foram determinados os compostos fenolicos e a actividade antioxidante.
A analise através da cromatografia de filtragdo em gel, do mosto de uva em fases diferentes do pro-
cesso de secagem, mostrou que s3o formados compostos de elevado peso molecular e que estes
sdo particularmente responsaveis pela actividade antioxidante e desenvolvimento da cor acasta-
nhada nas uvas. A actividade antioxidante dos extractos apresentou valores similares aos obtidos
nos mostos no final do processo de secagem; contudo, os compostos fenélicos e o indice de acas-
tanhamento dos extractos apresentou uma diminui¢ao de 30% e 50% respectivamente, em relagdo
aos observados nos mostos correspondentes. Estes resultados sugerem que os extractos etandlicos
poderiam ser utilizados como uma fonte de compostos fenélicos, aumentando a actividade anti-
oxidante dos vinhos resultantes e evitando o aumento do acastanhamento.

Palavras-chave: Actividade antioxidante, uvas passas, bagago de uva, secagem po6s colheita , frac-
¢ao fenolica, vinho doce.

1. INTRODUCAO

As uvas contém uma grande quantidade de diferentes compostos fenolicos na
pelicula, polpa e sementes, que sao parcialmente extraidos durante a vinificagdo (RI-
BEREAU-GAYON et al. 2000). Os fendis tém efeitos benéficos para a saude realgando
a actividade antioxidante (LANDRAULT, ef al. 2001). Os mostos das uvas tintas sdo
fermentados com pelicula, mas no processo de vinificagdo de uvas brancas, as peliculas,
e os fenois que contém, sdo retirados.

Hoje em dia, a maceragao pré fermentativa do mosto branco com pelicula ¢ utili-
zada para melhorar o potencial aromatico e a qualidade do vinho (PEINADO, et al.

2004). Outras praticas de vinificagdo foram descritas como uma forma de melhorar a
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extracgdo de fendis das uvas brancas. De facto, FUHRMAN, et al. (2001) concluiu que
a transformac@o de vinho branco através da imposi¢ao do contacto, por um curto periodo
de tempo, da pelicula da uva com o mosto em fermentagdo conduz a extracgdo dos fenodis
da pelicula da uva e dé origem a vinhos brancos, ricos em polifendis com caracteristicas
antioxidantes semelhantes as do vinho tinto. Contudo, os fendis contribuem para o sabor
amargo e a adstringéncia, podendo agir como substratos de oxidagao. Assim sendo, uma
grande extrac¢do de tais compostos pode afectar negativamente as caracteristicas sen-
soriais dos vinhos brancos. Na regido vinicola de Montilla-Moriles (Sul de Espanha) os
vinhos doces sdo obtidos a partir de uvas secas tal como descrito (FRANCO et al. 2004).
O mosto de cachos secos ¢ complementado com etanol e o vinho resultante ¢ denomi-
nado de Pedro Ximénez (PX). O bagago de uva ¢ utilizado para a produgio de vinagre,
para compostagem ou para obter outros produtos derivados. O objectivo deste trabalho
¢ estudar as diferentes frac¢des polifendlicas do mosto das uvas em diferentes fases de
secagem e a sua relacdo com a actividade antioxidante. Adicionalmente, avalidmos se
os extractos etanolicos obtidos do bagago de uva seca poderiam ser utilizados para au-

mentar a actividade antioxidante dos vinhos doces Pedro Ximénez.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostragem e preparac¢io das uvas

Foram recolhidas amostras aleatorias de uvas sas de pelo menos dez locais dife-
rentes da pasera mais elevada (local de secagem) da regido vinicola de Montilla-Moriles
para preparar uma amostra de de 20 kg de uvas. As amostras foram recolhidas dos locais
seleccionados depois de 0, 1, 2, 3, 5 ¢ 7 dias de secagem e foram processadas de imediato
no laboratorio. As uvas vinificadas foram prensadas e o mosto resultante foi clarificado
por centrifugacdo e preservado a -20°C. Os bagagos de uva foram congelados a -20°C.
10 gramas de bagago de uva foram tratados com 20 ml de etanol durante 24 h num tri-
turador giratorio (velocidade de 30 rpm) a 30°C. O extracto etanolico obtido foi clarifi-

cado por centrifugacao a 12000 x g durante 10 min.
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2.2. Filtra¢do em gel das uvas do mosto

As colunas NAP-10 (GE Healthcare) foram utilizadas de acordo com as especi-
ficagdes do fabricante para obter duas fracgdes, a primeira com compostos de elevado
peso molecular (Elevado PM) e a segunda com moléculas mais pequenas (Baixo Peso

Molecular).

2.3. Extraccio fendlica a partir das uvas do mosto e do bagaco

Os compostos fendlicos foram isolados pela passagem através da coluna SepPack
tC-18 e foram obtidas quatro frac¢des. A primeira fracgao (frac¢do 1) contém acidos fe-
nélicos ndo absorvidos depois de duas lavagens na coluna com 2.5 ml de a4gua com um
pH de 7. O pH da coluna foi ajustado para 2 através da lavagem com 5 mL de 4gua a
um pH 2; a solug@o separada foi também analisada (fracgao II). De seguida, foram adi-
cionados 2 x 2,5 mL de acetonitrilo 16% com um pH 2 para separar as catequinas e pro-
cianidinas (fracgdo III). Por ultimo, as procianidinas poliméricas (frac¢do IV) foram

separadas com 2 x 2,5 mL de metanol.

2.4. Medicio dos fendlicos

O contetdo total de fenoélicos foi determinado pelo método enzimatico (STEVA-
NATO, et al. 2004). Como alternativa, e para avaliagao dos fendlicos obtidos através
dos cartuchos SepPack, foi feita uma leitura da absor¢@o a 280 nm. Os valores foram
extrapolados para um grafico de calibrag@o feito com catequinas como modelo e os
resultados foram expressos em mg/L de catequina. Os flavondides totais foram deter-
minados segundo MAKRI et al. (2007). Os flavandis foram determinados depois de uma
derivatizagdo com p-DMACA (NAGEL e GLORIES, 1991). As procianidinas foram
testadas através do método de Harbertson-Adams e modificadas por SKOGERSON, et

al. (2007). Todas as fracgdes foram expressas em mg/L de catequina.
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2.5. Analise da Actividade Antioxidante
A actividade antioxidante foi estimada seguindo a descolora¢@o do croméforo
ABTS". Os resultados foram expressos em mmols de Trolox/L do mosto ou mmol de

Trolox/kg de bagaco de uva.

2.6. Analise estatistica
O pacote de software Statgraphics Plus v. 2 (STSC, Inc., Rockville, MD, E.U.A.)
foi utilizado para realizar a analise estatistica. Os resultados obtidos foram expressos

como média + desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Alteragdes na concentra¢do de fendis, indice de escurecimento (IE) e
actividade antioxidante total (AAT) determinados nos mostos de uva em diferentes eta-
pas da secagem. Letras diferentes indicam diferengas significativas a um nivel de con-
fianga de 95%.

Amostsa  Fendes Tatans I'L|.1.|'||--.'|||,||_'\-|I |"|.|.|..||r|'\-1'.I F‘1|'\--,'|.|||||,'.|||.|.'\a.I 1E ART
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Os fenois totais (medidos através do método enzimatico) e também os flavondides,
os flavanois e as procianidinas aumentaram bastante as suas concentracdes durante o
processo de secagem. A elevada concentragdo de procianidinas observadas nas amostras
recolhidas no terceiro ¢ no sétimo dia podem indicar reac¢des de polimerizagdo durante
o0 processo de secagem. Foi observado um padrdo similar para o indice de escurecimento
que apresentou os valores mais elevados no final do processo de secagem. Em simulta-
neo com os fendis e particularmente os flavondides estd a sua actividade antioxidante
(MAKRIS et al. 2007). Neste sentido, a amostra recolhida ao sétimo dia mostrou uma
actividade antioxidante mais elevada e também uma concentragdo mais elevada das di-

ferentes fracgdes fenodlicas (Tabela 1).
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3.1. Caracterizac¢ao da actividade antioxidante total nos mostos das uvas.

A absorgdo a 420 nm monitoriza o escurecimento nos mostos e nos vinhos. Neste
sentido, o escurecimento pode dever-se a oxidacdo enzimadtica dos acidos fendlicos e
também a formagao de compostos com um elevado peso molecular tais como as procia-
nidinas poliméricas e as melanoidinas derivadas da reac¢do de Maillard que sdo produ-
zidas durante a secagem. Por outro lado, a actividade antioxidante do mosto das uvas
secas foi previamente relatada (MORENO et a/. 2007) e pode dever-se as concentragdes
fendlicas das uvas e/ou a formagao de produtos da reac¢do de Maillard tais como as me-
lanoidinas. Estes foram descritos por varios autores como sendo compostos com activi-
dade antioxidante (TAGLIAZUCCHI et al. 2008).

Para distinguir se as alteragdes no
indice de escurecimento e na actividade anti- i
oxidante total dos mostos das uvas passas se i ; -~ i
devem a oxidagdo das moléculas fendlicas, ! St BRI Rl .
maioritariamente com um baixo peso mole- . Pooa b e
cular (BPM), ou aos compostos com elevado ui :
peso molecular tais como as procianidinas

poliméricas ou as melanoidinas (EPM), utili-
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.
,

1B) e a actividade antioxidante total (figura =P i .

1C) nos mostos das uvas passas e nas molé- . . 0w
culas de BPM e EPM. A concentragdo de Figura 1.

fendi f Ses de EPM e BPM (fi Fenois (A), absor¢do a 420 nm (B) e activi-
©€nois nas fracgoes de ¢ ( lgura dade antioxidante total (C) em mostos (t) e
2A) aumenta principalmente a partir do nas fracgdes de Elevado (1) e Baixo (p) Peso
quinto e do sétimo dia. No que diz respeito ao Molecular.
indice de escurecimento (figura 2B), foi

observado um aumento continuo durante o

processo de secagem para a frac¢ao de EPM.
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Apenas no final do processo de secagem foi observado um aumento significa-
tivo na absor¢ao a 420 nm para a fraccdo de BPM. Por tltimo, a contribui¢do das frac-
¢des de baixo e elevado peso molecular para a actividade antioxidante total (figura
2C) foi semelhante durante o processo, mas no ultimo dia a fraccdo de EPM contabili-

zou apenas um ter¢o da actividade antioxidante total.

3.2. Natureza dos compostos envolvidos na actividade antioxidante

Para além do enriquecimento nas concentragdes de fendis das amostras de mosto
durante o processo de secagem, foram encontradas diferencgas claras na sua distribuicdo
(figura 2). No inicio do processo de secagem (dia 0), a maior parte dos fenois e da acti-
vidade antioxidante encontra-se na frac¢@o I (figure 2A). Durante a secagem a concen-
tracdo de fendis e também a contribuicdo das fracgdes II, III e IV (figura 2B)
aumentaram. Finalmente, depois de sete dias (figura 2C) a frac¢do IV apresentou as con-

centragdes mais elevadas de fendis e a maior actividade antioxidante.
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Figura 2. Fracgdes fendlicas (barras brancas) e actividade antioxidante (barras negras) nos mostos de uvas passas

nos dias 0 (A), 3 (B) e 7 (C) e no extracto etanélico do bagago de uva depois de7 dias de secagem (D).
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3.3. Extracc¢io dos compostos fenolicos da pelicula das uvas passas

A extrac¢do com etanol dos compostos do bagaco de uva foi elaborada para avaliar
se o extracto etandlico pode ser adicionado ao mosto em vez de etanol puro. A tabela 2
mostra as concentracdes de fendis totais, flavondides e flavandis e a actividade antioxi-
dante total do extracto etandlico do bagago de uva depois de 0, 3 e 7 dias de secagem.
Nao foram observadas diferencas significativas nos fendis totais e na actividade anti-
oxidante nas amostras de bagaco de uva nos dias 0, 3 e 7 de secagem. A extrac¢ao rela-
tivamente ineficaz com etanol do bagaco de uva pode dever-se a dissecag@o das peliculas
durante o processo ou a uma menor concentracdo de dgua no bagago de uva a medida
que o processo de secagem avanga, diminuindo a polaridade do meio de extrac¢ao (i.e.
o solvente de extrac¢@o ¢ mais “ndo polar”) e, por conseguinte, a extraccio de fendis

polares.

Tabela 2. Alteragdes nas concentragdes de fendis, indice de escurecimento (IE) e actividade antioxidante total
(AAT) determinado no extracto etanolico do bagaco de uva em diferentes etapas da secagem. Letras

diferentes indicam diferengas relevantes a um nivel de confianga de 95%.
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A redugdo observada no indice de escurecimento pode também dever-se a forma-
¢do de produtos incolores devido a oxidacdo das catequinas (ES-SAFI, et al. 2003).

Relativamente a fracgdo fenolica dos extractos etandlicos no sétimo dia (figura
2D) pode observar-se que as fracgdes 11l e IV sdo ricas em fendis e tém uma elevada ac-
tividade antioxidante. Além disso, a frac¢@o IV contribui em 72% para a absorgao a 420
nm do extracto etandlico ao sétimo dia, ou seja, os fendis mais polimerizados sdo pro-
vavelmente os principais responsaveis pelo indice de escurecimento (ndo apresentado).

Resumindo, durante o processo de secagem os mostos de uva sdo enriquecidos

em fenodis aumentando a actividade antioxidante. A distribui¢@o de tais compostos al-
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tera-se significativamente real¢ando a frac¢@o ligada as procianidinas poliméricas. O
extracto etanolico pode ser utilizado como fonte de compostos fendlicos para melhorar

a qualidade dos vinhos Pedro Ximénez sem aumentar o indice de escurecimento.
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EFEITO DA BIO-IMOBILIZACAO DE LEVEDURAS
OSMOTOLERANTES NOS ALCOOIS SUPERIORES EM
VINHOS DOCES PEDRO XIMENEZ PARCIALMENTE
FERMENTADOS

Teresa GARCIA-MARTINEZ!; Nieves LOPEZ DE LERMAZ;
Juan MORENO?; Rafael PEINADO?; Juan C. MAURICIO!

RESUMO

Na Denominagao de Origem Montilla-Moriles (Cordoba, Andaluzia, Sul de Espanha), foram pro-
duzidos vinhos doces Pedro Ximénez a partir de uvas passificadas ao sol. Foi comparada, no pre-
sente estudo, a composicdo de compostos volateis e a analise sensorial de vinhos doces Pedro
Ximénez obtidos por fermentag¢do de um mosto com 330,27 g/L agucares (G+F) inoculado separa-
damente com duas estirpes de Saccharomyces cerevisiae (X4 y X5) osmo-etanol-tolerantes: a) na
forma livre e b) imobilizadas com Penicillium chrysogenum H3. Geralmente, as leveduras imobi-
lizadas produzem uma menor quantidade de alcoois superiores em relagdo as leveduras livres. Os
conteudos de propanol, isobutanol e alcoois isoamilicos foram similares nas fermentagdes realizadas
com as leveduras livres, enquanto o 2-feniletanol apresentou uma concentragdo mais elevada em
vinhos fermentados com a levedura X4.

Palavras-chave: bio-imobilizagao, vinhos doces, fermentacao parcial, alcoois superiores, leveduras
osmotolerantes.

1. INTRODUCAO

A producdo de vinhos doces em Andaluzia é feita com mostos de uvas previa-
mente secas por exposi¢do directa ao sol. Este mosto apresenta uma cor escura, muito
densa e viscosa devido a sua elevada concentragdo de agucares, superior a 300 g/L. A

fermentagdo destes mostos pode desenvolver-se com dificuldade pela elevada concen-

'Departamento de Microbiologia. Universidade de Coérdoba. Espanha. Tel: 957218640,
milgamaj@uco.es
2Departamento de Quimica Agricola e Edafologia. Espanha. Tel: 957218534, gelpeamr@uco.es
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tragdo de agticares do mosto CARIDI ez al. (1999), visto que, tradicionalmente, os vinhos
doces foram produzidos alcoolizando directamente os mostos de uvas passificadas ao
sol sem fermentar. Para resolver o problema da fermentagdo de mostos com elevadas
concentragdes em agucares foram imobilizadas leveduras osmotolerantes isoladas e se-
leccionadas destes mostos para produzir vinhos doces naturais.

O nosso grupo de investigagdo desenvolveu com éxito um sistema de bio-imobi-
lizagdo espontanea entre uma levedura de flor e um fungo filamentoso PEINADO et al.
(2006). No estudo microscopico observou-se que as células da levedura estavam apri-
sionadas e aderentes as hifas do fungo, constituindo a parede da biocapsula, aumentando
o numero de células da levedura a medida que nos aproximamos do centro da biocapsula.
A parede desta biocapsula delimita um espago oco no qual se encontram células livres
de levedura. E de salientar que durante a fermentagio o fungo filamentoso morre tor-
nando-se um mero suporte inerte para futuras fermentagdes. O objectivo do presente
trabalho foi fermentar parcialmente mostos de uvas passas para reduzir o conteudo de
4lcool vinico adicionado aos mesmos. Assim, foi fermentado um mosto de uvas Pedro
Ximénez, passificadas ao sol com 330 g/L de agucares (glucose/frutose equimolar), ino-
culado com biocapsulas de leveduras osmotolerantes e comparado com a fermentagao
do mesmo mosto inoculado com células livres das mesmas leveduras imobilizadas.
Foram analisados os alcoois superiores, polidis, ésteres e efectuou-se uma analise sen-

sorial dos vinhos obtidos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1- Microrganismos

Foram utilizadas duas cepas de Saccharomyces cerevisiae X4 (CECT13014) e X5
(CECT13015) isoladas de mostos fermentados de uvas Pedro Ximénez passificada em
Montilla-Moriles e seleccionadas pelas suas caracteristicas de osmotolerancia por GAR-
CIA-MARTINEZ et al. (2007). Para os testes de imobilizacio foi utilizado o fungo fi-
lamentoso H3 (Penicillium chrysogenum) isolado do ambiente por membros do
Departamento de Microbiologia da Universidade de Cordoba e as estirpes de leveduras

descritas, obtendo-se, portanto, dois tipos de biocapsulas diferentes.
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2.2- Meio de formacao de biocapsulas

Como meio de produgdo de biocapsulas utilizou-se meio YNB (yeast nitrogen
base Difco), sem aminodcidos, e como fonte de carbono utilizou-se acido gluconico (5
g/L). O valor de pH do meio foi ajustado para 7 e, posteriormente, esterilizado em au-
toclave (120°C, 20 min.). Foi inoculado com 4x10° células de levedura/mL e com duas
ansas de esporos do fungo filamentoso. As biocapsulas formaram-se por agitagdo em
baldes de ensaio Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de meio num agitador orbital a
uma velocidade de agitagdo de 200 rpm a 28°C durante 7 dias. Nas mesmas condi¢des
foram inoculados outros baldes de ensaio com 4x10° células de leveduras/mL sem fungo

filamentoso para as fermentagdes inoculadas com células livres.

2.3- Mosto e condicdes de fermentacio

Mosto de uvas passas Pedro Ximénez, com 330+22.4 g/L de agucares redutores
e pH inicial de 4.5+0.3 que se corrigiu até atingir um valor de pH de 3,8 mediante a adi-
¢do de 4cido tartarico, foram adicionados 50 mg/L de SO, como metabissulfito de po-
tassio, dividido em 10 fracgdes de 400 mL e colocado em baldes de ensaio de 500 mL.
Dois baldes de ensaio destinaram-se a um controlo sem fermentacao, dois outros baldes
de ensaio foram inoculados com a estirpe X4 na forma livre, dois com a estirpe X4 imo-
bilizada e procedeu-se da mesma forma com a X5. Os baldes de ensaio foram cobertos
com algoddo hidrofobo ¢ mergulhados em agua a temperatura regulada a 23+1 °C no
qual foram levadas a cabo as fermentagdes.

Foram feitas fermentagdes até que o conteudo em etanol fosse de aproximada-
mente 8% (v/v). A fermentagdo foi parada adicionando é&lcool vinico até atingir uma
concentragao final de 15% (v/v) e refrigerando os mostos a 2°C. Por ultimo, ao primeiro
lote ndo fermentado também se adicionou o alcool vinico até 15% (v/v). Todos os ensaios

foram realizados em duplicado.

2.4- Métodos analiticos

As fermentagdes foram monitorizadas pela quantidade de CO, libertado como
medida da perda de peso SABLAYROLLES et al. (1987); BELY et al. (1990). Os com-
postos volateis maioritarios foram determinados mediante cromatografia de gases se-

gundo o método proposto por PEINADO et al. (2004).
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2.5 — Analise estatistica

Os volateis maioritarios determinados na fermentagdo de controlo, com células
livres e imobilizadas foram submetidas a uma analise de variancia para determinar se
existem diferengas significativas nas concentragdes destes compostos. Para isto, utili-

zou-se o programa estatistico Statgraphics Plus v. 2 (STSC, Inc., Rockville, MD).

3- RESULTADOS E CONCLUSOES

E do conhecimento geral que o propanol, o isobutanol, os 4lcoois isoamilicos e o
2-feniletanol sdo compostos volateis que contribuem para a complexidade aromatica do
vinho e sdo produzidos pelas leveduras durante a fermentacdo alcodlica através de ce-
toacidos em concentragdes que oscilam entre os 20 ¢ os 300 mg/L. Em geral, produziu-
se uma diminui¢do dos contetidos em alcoois isoamilicos e isobutanol com as estirpes
imobilizadas. No entanto, o 2-feniletanol apresentou uma concentragdo mais elevada
em vinhos fermentados com a levedura X4 na sua forma livre (Fig. 1). Em relagdo a
concentracao de metanol observou-se uma maior concentragao nos vinhos obtidos apos
a fermentagdo com leveduras na forma livre e imobilizada, em nenhum dos casos os
conteudos sdo anormalmente elevados. Nao obstante, dado que este composto ndo segue
a via habitual de formagao do resto dos alcoois, a ndo ser que se produza pela hidrolise
das pectinas presentes no engaco, ¢ muito provavel que as leveduras seleccionadas apre-

sentem uma certa actividade pectinase.
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Figura 1. Concentragdo (mg/L) dos dlcoois maioritarios quantificados.
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A acetoina ¢ um produto secundario produzido nas primeiras fases da fermentagao
alcoolica. As concentragdes alcangadas nos vinhos obtidos apos a fermentagao parcial
sdo ligeiramente elevadas, se as compararmos com os vinhos secos produzidos a partir
da mesma variedade de uva, os quais oscilam entre os 16 e os 80 mg/L (MUNOZ et al.
2005). Destaca-se a produgdo de acetoina pela levedura X5 na sua forma livre (Fig. 2).

Destacam-se igualmente outros compostos derivados da fermentagao glicero-pi-
rivica como a glicerina nos vinhos obtidos apods a fermentagdo parcial. Estas concen-
tragdes sdo similares as que se encontram em outros mostos doces como os de podridao
nobre (RIBEREAU—GAYON et al. 2002), ndo obstante, dado que as uvas estavam em
perfeito estado sanitario durante o processo de passificacdo a concentragao pode dever-
se ao processo de desidratagdo. Quanto aos mostos fermentados, estes apresentam uma
concentracdo anormalmente elevada, acima dos 15 g/L, o que se deve, possivelmente,
a0 stress osmotico das leveduras causado pela elevada concentragdo de agucares (MA-
LACRINO et al. 2005). Também se destacam as concentragdes em 2,3-butanodiol cis e

trans dos mostos fermentados (Fig. 2).
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Figura 2. Concentragdo (mg/L) dos produtos da fermentagdo glicero-pirtivica quantificados. (Concentragdes
de acetaldeido, acetato de etilo e acetoina x 10; Concentragio de glicerina
x 100 e em mg/L).

Por altimo, € de salientar a concentragdo em acetato de etilo dos mostos fermen-
tados em relagdo a testemunha sem fermentagao. Esta concentragdo sugere uma elevada

produgao de acido acético pelas leveduras durante a fermentag@o. Neste sentido, CARIDI
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et al. (1999) relacionou a produgao de acido acético pelas leveduras com o stress osmo-
tico que estas sofrem em meios com uma concentragdo elevada de agticar. Embora nos
vinhos secos esta concentragdo possa supor um detrimento na qualidade organoléptica
dos vinhos, observou-se recentemente que nao tem influéncia no caso dos vinhos doces
LOPEZ DE LERMA (2009).

4-ANALISE ORGANOLEPTICA

Com o objectivo de determinar o efeito da fermentag@o nas caracteristicas orga-
nolépticas dos mostos, as amostras foram submetidas a uma analise sensorial. Esta ana-
lise consistiu em avaliar o aroma e o sabor dos vinhos mediante a utilizagdo de uma
escala ordinal, formada por trés graus de qualidade: indesejavel, aceitavel e desejavel.

O primeiro ensaio realizado para classificar os vinhos consistiu na avaliagdo do
aroma. As distribui¢des de frequéncias (Fig. 3) mostram que todas as amostras apresen-
tam uma qualificacdo média aceitavel. Nao obstante, tanto a testemunha como a amostra
obtida apds a fermentacdo parcial realizada com a levedura X5 na forma livre apresentam
33% de respostas cuja qualifica¢@o ¢ indesejavel. Também se destaca o aumento de res-
postas com valorizagdo desejavel quando se comparam os vinhos obtidos com leveduras

livres relativamente aos vinhos obtidos com leveduras imobilizadas.

amrnd LR A e LTS ) S St it o]

Figura 3. Distribui¢ao de frequéncias absolutas resultantes da valorizagdo do aroma pelo painel de degustagao.
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O segundo ensaio realizado para classificar os vinhos consistiu na avaliagdo do
gosto (Fig. 4). A tendéncia mostrada ¢ muito similar a observada no caso do aroma, em-
bora no caso da testemunha se tenha obtido igualdade relativamente as respostas com
classificagao indesejavel e aceitavel. Neste caso, os vinhos obtidos com leveduras imo-

bilizadas tiveram melhor classificagdo que os obtidos com células livres.
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Figura 4. Distribuic¢do de frequéncias absolutas resultantes da classificagdo do gosto pelo painel de degustagéo.

Estes resultados podem ser explicados com base na complexidade aromatica mais
elevada dos vinhos fermentados, na qual aparecem aromas secundarios, mas conservam
parte dos aromas primarios provenientes da variedade Pedro Ximénez. Além disso, de-
vido ao maior valor de acidez das amostras fermentadas existe um melhor equilibrio
acidez - dogura. Um desequilibrio destas caracteristicas organolépticas inclinado/ com
tendéncia para o adocicado faz com que os vinhos doces de uva seca elaborados de
forma tradicional possam ser considerados em algumas ocasides como demasiado es-

truturados.
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5- CONCLUSOES

Em resumo, ¢ possivel afirmar que os vinhos doces obtidos apos a fermentagao
parcial dos mostos de uvas passificadas apresentam uma complexidade aromatica mais
elevada e um melhor equilibrio dogura - acidez. Entre as leveduras seleccionadas a que
apresentou uma maior aceitagdo foi a levedura X4 e, em geral, os vinhos obtidos com
leveduras imobilizadas obtiveram melhor classificacdo do que os obtidos com leveduras
livres. Quanto aos volateis maioritarios e poliois destaca-se uma concentragdo mais ele-
vada em glicerina, o que sem divida contribuira para uma maior untuosidade dos vinhos

assim obtidos em relagdo aos produzidos de forma tradicional.
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TEORES DE METANOL EM AGUARDENTES
VINICAS E BAGACEIRAS PORTUGUESAS

Deolinda MOTA!; Ana C. P. M. das Neves LUIS?; Otilia CERVEIRA'; Ofélia
ANJOS??; Sara CANAS!; Ilda CALDEIRA"™

RESUMO

O metanol ¢ um alcool resultante da degradacao das pectinas que ocorre durante o processo de fer-
mentagdo do vinho e do bagago, passando para a aguardente durante o processo de destilagdo.
A tecnologia utilizada na preparag@o dos vinhos e dos bagagos condiciona o seu teor nos destilados.
Por razdes de toxicidade, o teor de metanol nas aguardentes ¢ limitado a 1000g/hL de alcool puro
nas aguardentes bagaceiras e 200g/hL nas aguardentes vinicas (Reg. CE. 110/2008). Assim, antes
da colocagao das aguardentes no mercado deve ser avaliado o teor deste alcool, o qual é normal-
mente quantificado por cromatogratia-gas-liquido de alta resolugao.

Neste trabalho sdo apresentados os teores de metanol de um numero consideravel de amostras ana-
lisadas no nosso laboratorio, em 2007, 2008 e 2009. Os resultados obtidos mostram que nenhuma
das amostras de aguardente vinica analisada apresentou um teor superior ao limite legal estabele-
cido. No caso das aguardentes bagaceiras, apenas quatro das amostras analisadas apresentaram teo-
res acima do limite legal.

Palavras-chave: metanol, quantificagdo, aguardente vinica, aguardente bagaceira

1. INTRODUCAO

As aguardentes vinicas e as aguardentes bagaceiras sdo obtidas, respectivamente,
a partir da destilagdo de vinhos e de bagagos previamente fermentados (Reg. CE.
110/2008). Apds o processo de destilagdo, o destilado obtido tera que obrigatoriamente

envelhecer em vasilhas de madeira, no caso das aguardentes vinicas, enquanto as aguar-

' INIA-Dois Portos/INRB, Quinta da Almoinha - 2565-191 Dois Portos, Portugal.
Tel.: +351261712106; Fax: +351261712426; e-mail: evn.icaldeira@mail.net4b.pt ou
ilda.icaldeira@inrb.pt

2 Unidade Departamental de Silvicultura e Recursos Naturais, Escola Superior Agraria de Castelo
Branco, Apartado 119, 6000 Castelo Branco, Portugal.

3 CERNAS — Centro de Estudos de Recursos Naturais, Ambiente ¢ Sociedade, Bencanta, 3040-
-316, Coimbra, Portugal

* Autor para correspondéncia
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dentes bagaceiras poderdo ser comercializadas sem sofrer qualquer processo de enve-
lhecimento.

Para além do etanol, ja foram identificados em ambos os destilados centenas de
compostos volateis (CALDEIRA, 2004; CORTES et al., 2005). A composigio volatil
das aguardentes vinicas ¢ influenciada por varios factores, nomeadamente a qualidade
dauva (MAZEROLLES et al., 1992), a tecnologia de vinificagdo (RIPONI et al., 1992)
e a tecnologia de destilagdo (BELCHIOR e CURVELO-GARCIA, 1971; CARVALHO
e BELCHIOR, 1983).

De modo similar, a composigdo volatil das aguardentes bagaceiras é condicionada
por diversos factores, designadamente a tecnologia de vinificagdo (BELCHIOR e CAR-
VALHO, 1978), as condicdes de conservacao dos bagacos (BELCHIOR, 1977; BEL-
CHIOR e CARVALHO, 1980; SILVA e MALCATA, 1999; CORTES-DIEGUEZ et al.,
2001) e a tecnologia de destilagdo (BELCHIOR e CARVALHO 1977).

O metanol ¢ um dos compostos volateis, que tem merecido particular atengdo de-
vido a sua toxicidade. De facto, trata-se de uma substancia neurotoxica para o ser hu-
mano, afectando especialmente a retina, tendo sido detectadas varias situa¢des de
intoxicagdo por metanol, associado ao consumo de bebidas alcodlicas adulteradas e com
teores elevados deste alcool (PAINE e DAVAN, 2001)

A presenca de metanol nas aguardentes vinicas e bagaceiras resulta das desmeto-
xilagdo das pectinas da uva, por ac¢do da enzima pectinametilesterase, que ocorre natu-
ralmente durante a maturagdo das uvas e no processo de fermentacao das uvas e dos
bagacos. Como as pectinas existem em maior quantidade nas peliculas da uva, o teor de
metanol é normalmente mais elevado nos vinhos tintos do que nos vinhos brancos e, no
caso dos destilados, o seu teor ¢ bastante mais elevado nas aguardentes bagaceiras do
que nas aguardentes vinicas. Assim, encontram-se definidos limites legais para os teores
de metanol nas aguardentes, sendo de 1000g/hL de alcool puro nas aguardentes baga-
ceiras e 200g/hL nas aguardentes vinicas (Reg. CE.110/2008).

O controlo do teor de metanol ¢, por isso, fundamental antes da colocag@o das
aguardentes no mercado.

O objectivo deste trabalho ¢ apresentar os teores de metanol de um nimero con-
sideravel de amostras de aguardentes que foram analisadas no laboratorio do INIA -
Dois Portos em 2007, 2008 e 2009.
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2. MATERIAIS E METODOS
Aguardentes
Foram analisadas 38 amostras de aguardentes vinicas (com e sem envelhecimento

em madeira) e 49 amostras de aguardentes bagaceiras (com e sem envelhecimento).

Obtencao do destilado e determinac¢ao do teor alcodlico
O teor alcodlico foi determinado por destilagdo e densimetria electronica (OIV,
2009). Os resultados sao arredondados as décimas e resultam da média aritmética das

trés leituras.

Quantificacdo do metanol por cromatografia gas-liquido de alta resolugao

A quantifica¢@o de metanol foi realizada por cromatografia gas-liquido de alta re-
solucdo, de acordo com a NP 3263 (CT 83, 1990).

Nas aguardentes envelhecidas em madeira o metanol foi determinado no destilado
previamente obtido, conforme 2.2. Nas aguardentes sem envelhecimento em madeira o
metanol foi quantificado por andlise cromatografica directa das aguardentes.

Condi¢oes cromatograficas: cromatografo Focus GC (Thermo Scientific, EUA)
equipado com um detector de ioniza¢do de chama DIC (250°C), injector (200°C) a fun-
cionar em modo de divisdo e com uma coluna capilar de silica de polietileno glicol (DB-
WAX da J & W Scientific, Folsom, CA, EUA), 60m x 0,32 mm x 0,25 pm). O gas de
arraste foi o hidrogénio (3,40 mL/mim) e a razdo de divisdo foi de 1:6. O programa de
gradiente térmico foi o seguinte: 35°C (8 minutos em isotérmica), 10°C/min até 200°C
(9 minutos). O volume de amostra injectado foi aproximadamente de 1,0 pL

Preparagdo da amostra para injectar: 10 mL de aguardente ou de destilado foram
adicionados de 1mL de padrao interno (5-metil-2-pentanol)

Calibragdo: 10 mL de uma solug@o hidroalcodlica de metanol a 50% foram adi-
cionados de ImL de padrdo interno e injectados nas mesmas condigdes das amostras
analisadas, de acordo com a NP 3263 (CT 83, 1990). Na Figura 1 apresentam-se cro-
matogramas de uma aguardente vinica envelhecida, de uma aguardente bagaceira sem

envelhecimento e de uma solugao hidroalcoodlica (50% v/v) de padrdes.
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Os resultados serdo apresentados em gramas por hectolitro de alcool puro.

=

Figura 1- Cromatogramas de uma aguardente vinica envelhecida (A), de uma aguardente bagaceira (B) e de uma
solugdo hidroalcoolica (50%) de padrdes (C). Identificagdo dos compostos: etanal (acetaldeido); acetato de etilo;
metanol; 2-butanol; 1-propanol; 2-metil-1- propanol (isobutanol); 2-propeno-1-ol (alcool alilico); 1-butanol; 2+3-
Metil-1-Butanol (isoamilicos); padrdo interno (p.i.): 5-metil-2-hexanol.
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3. RESULTADOS
Os resultados médios do teor de metanol das aguardentes bagaceiras e vinicas sao

apresentados na Figura 2.
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Figura 2 — Teores médios de metanol nos dois tipos de aguardente de origem vinica

O valor médio do teor de metanol para as aguardentes vinicas foi de 66,9 g/hL
A.P. Este valor é equivalente aos determinados por outros autores em aguardentes de
Cognac (PUECH et al., 1984) e ¢ ligeiramente superior aos valores apresentados noutros
trabalhos (CANTAGREL et al., 1991; JURADO et al., 2008).

No entanto, todos os valores se encontram abaixo do limite legal de 200g/hL A.P.,
sendo de notar que 97% das amostras apresentam valores abaixo dos 100g/hL. (Figura
3).
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Figura 3 — Histograma dos teores de metanol determinados nas aguardentes vinicas.

O valor médio das aguardentes bagaceiras foi de 751 g/hL A.P. (Figura 2). Valores
semelhantes foram determinados em amostras comerciais de “Orujo de Galicia” (OR-
RIOLS et al., 2008) e de aguardentes da Regido dos Vinhos Verdes (PINTADO et al.,
1999).

No caso das aguardentes bagaceiras, 92% das amostras analisadas apresentaram
teores de metanol abaixo do limite legal actualmente estabelecido (1000g/hL A.P.) e 8%
das amostras apresentaram valores muito acima desse limite (Figura 4). Estes valores,
acima do limite, resultardo provavelmente de uma ma tecnologia na obtengao das res-
pectivas aguardentes, designadamente de condi¢des de ensilagem menos adequadas e/ou
de um prolongado tempo de ensilagem dos bagagos, que se sabe contribuirem de forma
decisiva para um elevado teor de metanol (BELCHIOR, 1977; BELCHIOR ¢ CARVA-
LHO, 1980; SILVA e MALCATA, 1999; CORTES-DIEGUEZ et al., 2001). No entanto,
como se pode observar pelo histograma, sao valores que aparecem como aberrantes, ndo

representando a situagdo mais frequente.
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Figura 4 — Histograma dos teores de metanol determinados nas aguardentes bagaceiras

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que a tecnologia actualmente disponivel per-
mite a obtengdo de aguardentes vinicas e bagaceiras com teores de metanol abaixo dos
limites legalmente estabelecidos, consequéncia de uma crescente preocupagio, por parte
ndo s6 dos produtores como das entidades responsaveis, por garantir a qualidade destes

produtos.
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OS FENOIS VOLATEIS E OS SEUS PRECURSORES EM
SOLUCOES MODELO E EM VINHO

Maria Jodo CABRITA!; Raquel PATAO?; Ana Maria COSTA FREITAS'

RESUMO
A produgdo de fendis volateis tem causado grande preocupagdo na industria vitivinicola por ser
responsavel pela introdug@o de aromas desagradaveis que afectam a qualidade dos vinhos. Os etil-
fenois, resultantes da degradag@o dos acidos hidroxicinamicos devido a actividade microbiana,
conferem aos vinhos um aroma a estrebaria quando presentes em concentracdes elevadas.
Este trabalho teve como principal objectivo avaliar a influéncia das leveduras do género Brettano-
myces/Dekkera na degradagao dos acidos hidroxicinamicos, tentando correlaciona-la com a taxa
de formagao dos etilfenois.
A composicao de acidos fendlicos e de fenois volateis num meio sintético ¢ em vinhos tintos ino-
culados com leveduras deste género foi determinada por HPLC-DAD e GC-FID, respectivamente.
Através destes métodos analiticos foi possivel identificar e quantificar os acidos cafeico, p-cumarico
e ferulico e os etilfenois 4-etilcatecol, 4-etilfenol e 4-etilguaiacol ao longo do tempo. Os resultados
obtidos permitiram concluir que as leveduras D. bruxellensis podem ser consideradas leveduras
contaminantes muito importantes, dada a sua capacidade de produzirem quantidades elevadas de
etilfendis que sao responsaveis pela deterioragdo do vinho.

PALAVRAS CHAVE: fenois volateis, 4-etilcatecol

1- INTRODUCAO
A presenga de fenois volateis em vinhos tintos pode ser uma preocupagao para a
industria vitivinicola, sendo considerada actualmente um ponto fundamental do controlo

de qualidade dos vinhos. Os fendis volateis, vinil-fenois e etil-fenois, podem ser produ-

! Departamento de Fitotecnia, Escola de Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora, Instituto
de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas (ICAAM), Ap 94 7002-554 Evora, Portugal.
Email: mjbc@uevora.pt; afreitas@uevora.pt

2 Aluna do Mestrado de Engenharia Quimica e Quimica Aplicada da Universidade Técnica de
Lisboa

447



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:25 Page 44@

zidos através da actividade microbiologica, de forma sequencial, dando origem a aromas
estranhos, facilmente identificaveis em vinhos. A qualidade dos vinhos pode ser afectada
pela presenca de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol, os dois principais fenois volateis, cuja pre-
senga origina aromas descritos como estrebaria, suor a cavalo e medicinal.

Embora a origem dos fenois volateis em vinhos tenha estado em discusséo durante
muito tempo, perece hoje indiscutivel que a sua origem esta relacionada com a degra-
dag@o dos acidos hidroxicinamicos e dos seus correspondentes esteres, por acgo de le-
veduras de contaminag@o do género Brettanomyces/Dekkeras (LOUREIRO et al., 2006).

Muitos trabalhos descrevem a presencga de 4-ctilfenol e 4-etilguaiacol em vinhos
(PIZARRO et al., 2007; VALENTAO et al., 2007), mas a presenca do 4-etilcatecol havia
sido referida apenas uma vez (HESFORD et a/, 2004) até que CARRILLO e TENA
(2007) demonstraram a sua presenga em vinhos contaminados com leveduras do género
Brettanomyces/Dekkeras.

O principal objectivo deste trabalho foi avaliar a transformagao dos acidos hidro-
xicindmicos e a consequente formagdo de fendis volateis, por uma levedura do género
Brettanomyces/Dekkeras, em meio sintético e em vinho, com particular énfase para o
4-etilcatecol, utilizando métodos de preparagdo de amostra muito simples, baseados em

extracgdes liquido-liquido.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Material

2.1.1. Meio sintético

As estirpes de leveduras Dekkera bruxellensis 1791 cedidas pelo ISA (Instituto
Superior de Agronomia, Lisboa, Portugal) foram isoladas de um vinho tinto contaminado
e mantidas num meio GYPC [50 g/L de glucose (Merck, Darmstadt, Alemanha), 3 g/L
de extracto de leveduras (Difco Laboratories, Detroit, USA), 5 g/L de peptona e 20 g/L
de agar a pH 6,0 e 5 g/L de carbonato de calcio (Merck)] a 4 °C.

Para o crescimento das leveduras, foi utilizado um meio sintético [6,7 g/L YNB
(Difco)] adicionado de 2% de glucose (p/v) e 10% (v/v) de etanol a 99,8%, com pH
final de 5,5.

O meio sintético foi filtrado (através de membranas esterilizadas de 0,22 [Jm) e

agitado a 120 rpm a 25 °C. A concentragdo de biomassa foi medida diariamente através
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da densidade optica a 640 nm. Quando a biomassa atingiu o valor DO640 nm = 1, o
meio foi dividido em 9 frascos de vidro de 500 ml (amostras B1 a B9) de modo a obter
uma concentracdo de 10* células/ml em cada um. As amostras B1, B2 ¢ B3 adiciona-
ram-se 5 mg de acido cafeico, as amostras B4, B5 e B6 foram adicionadas 5 mg de 4cido
p-cumarico ¢ as amostras B7, B8 ¢ B9 adicionaram-se 5 mg de acido ferulico. Todas as
amostras foram mantidas na estufa a 23 °C durante 8 dias. As mesmas amostras foram
analisadas simultaneamente, de 2 em 2 dias, por HPLC-DAD e GC-FID para determi-
na¢@o da evolug@o da concentragdo dos acidos fendlicos e dos etilfenois, respectiva-
mente.
2.1.2. Vinho

Um vinho tinto de 2007 ainda sem a fermentag@o malolactica realizada, foi divi-
dido em duas partes: uma parte C que funcionou como controlo, ¢ uma parte Y que se
inoculou com a levedura Dekkera bruxellensis 1791. A metade de C e a metade de Y
adicionaram-se 15 mg/L de cada um dos trés acidos fendlicos (C+A e Y+A). Os vinhos
foram mantidos a 25°C e colheram-se amostras apds um e dois meses. O ensaio foi rea-

lizado em triplicado.

2.2 — Analise por HPLC
2.2.1. Preparacio das amostras
Amostras de 5 mL, com pH ajustado a 2, foram extraidas em duplicado com 5
mL de éter etilico durante 10 minutos, com agitagdo. Apds cada extrac¢@o, as amostras
foram decantadas e as fracgdes orgénicas combinadas, secas sob sulfato de so6dio anidro,
filtradas e concentradas a secura num fluxo suave de azoto. O residuo obtido foi redis-
solvido em 1 mL de solu¢do metanol/agua (1:1) e filtrado através de um filtro de 0,45

um antes de serem analisados por HPLC-DAD.

2.2.2. Condicdes cromatograficas
Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizou-se um cromato-
grafo de fase liquida da Hewllet Packard série 1050 equipado com um loop de 20 pl,
uma bomba quaternaria ¢ um detector de fotodiodos (DAD) da HP série 1100.
A coluna utilizada para a separag¢ao dos compostos fenélicos foi uma RP Superp-
her® 100, C18 (250 mm % 4,6 mm i.d., 5 pm) (Merck, Alemanha) com précoluna do
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mesmo material. Os eluentes utilizados foram: solvente A - agua/acido acético (98:2
v/v) e solvente B dgua/metanol/acido acético (68:30:2 v/v), com um fluxo de 1 mL/min,
de acordo com o seguinte gradiente para o solvente A: de 95% a 70% (12 min); de 70%
a45% (15 min); de 45% a 23% (6 min); isocratico durante 9 minutos; de 23% a 5% (5
min); de 5% a 0% (3 min); isocratico durante 5 minutos. A detec¢ao dos compostos foi

feita a 320 nm.

2.2.3. Rectas de calibragao

Tabela 1 — Pardmetros de calibragdo para os acidos fenolicos

Coamposio Ao e Equagio r
{rnulos)
Acido cafeico 27, 200,98 Y=30103 X -167,T {L.9993
Acido p-cumanico 37, 68+1.05 Y= 52108 X -107, 10 (950
Acido ferulico 43,541 1.40 v o= d2] BAX-2T6,27 L9956

TR + DP tempo de retengdo + desvio padrio (n=3); r* coeficiente de correlagio.

As rectas de calibragdo foram obtidas por injec¢des em triplicado de seis solugdes
padrao com diferentes concentragdes (tabela 1) preparadas a partir de uma solugao mae

contendo acido cafeico, dcido p-cumarico e acido fertlico em etanol a 12% (v/v).

2.3 — Analises por GC-FID
2.3.1. Preparacio das amostras
Adicionaram-se 200 puL de uma solugdo de 800 mg/L de 3,4-dimetilfenol (padrao
interno) a amostras de 10 mL. Cada amostra foi extraida em duplicado com 5 mL de so-
lugdo éter dietilico/pentano (1:1) durante 10 minutos, com agita¢do. Apds cada extracgao
as amostras foram decantadas e as frac¢des organicas foram combinadas, secas sob sul-
fato de sodio anidro, filtradas e concentradas até ao volume de 0,5 mL sob fluxo suave

de azoto. O residuo obtido foi analisado por GC-FID.
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2.3.2. Condicbes cromatograficas
Na cromatografia em fase gasosa utilizou-se um cromatografo da Hewllet Packard
série 6890 com as seguintes caracteristicas: coluna RTX-Wax da Resteck (30 m x 0,25
mm % 0,25 pm), injector no modo splitless a 230 °C e detector de ionizagdo de chama
(FID) a 250 °C. Usou-se hélio como gas de arraste com um fluxo de 1,4 mL/min. O
forno estava a 80°C, aumentando até 140°C a 10°C/min, até 155°C a 5°C/min, até 200°C

a 10°C/min (2 minutos) e finalmente até 220°C a 20°C/min.

2.3.3. Rectas de calibragao
O padro interno foi preparado em etanol a 75% (v/v). Foi preparada uma solugao
mae contendo 80 mg/L de 4-etilcatecol, 80 mg/L de 4-etilguaiacol ¢ 50 mg/L de 4 etil-
fenol em etanol a 75%. Solugdes de trabalho foram obtidas diluindo a solugdo mae com
uma solucao modelo (4 g/L écido tartarico; 3 g/L 4cido malico; 0,1 g/L 4cido acético;
0,025 g/L sulfato de magnésio; 0,1 g/L sulfato de potassio e 90 g/L etanol; pH = 3,30).
Cada solucao padrao foi extraida e injectada trés vezes. Os parametros de calibragdo en-

contram-se na tabela 2.

Tabela 2 — Parametros de calibragdo dos fenois volateis

Composio e Equscio -
{minuaos)
4-etilguaiacol 6 680,01 Y =0 0300 +0,0054 0,903
d-tilfemoel 000,01 Yo a1 x-0, 8 [, Ly
| deetilcatecol | 14672005 | ¥=0,0376x-0,0004 0,9993

TR + DP tempo de retengdo + desvio padrdo (n=3); r* coeficiente de correlagdo.
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3 - RESULTADOS E DISCUSAO

As figuras 1, 2 e 3 apresentam a evolugao das concentragdes dos acidos fenolicos
e dos etilfendis ao longo do tempo, ap6s a inoculag@o de leveduras Dekkera bruxellensis.
Os resultados obtidos mostram que a diminui¢do da concentragdo dos acidos fenolicos
¢ acompanhada por um aumento da concentragdo dos fenois volateis.

Tanto o 4-etilfenol como o 4-etilguaiacol foram detectados em todas as amostras
analisadas a partir do 2° dia ap6s a inoculacdo das leveduras. As suas concentragdes atin-
giram os 7,69 e os 7,25 mg/L, respectivamente, ao fim de apenas 8 dias, enquanto que
os teores dos seus precursores diminuiram para apenas 0,28 ¢ 0,77 mg/L.

O 4-etilcatecol, devido aos grupos diol vicinais que possui, ¢ conhecido por ser
termicamente 1abil as temperaturas requeridas para a andlise cromatografica e por inte-
ragir com as fases liquidas e suporte inerte das colunas disponiveis comercialmente. Até
a data, a sua deteccdo e quantificacdo por GC tém sido descritas na literatura apenas
apos derivatizagdo (LARCHER et al, 2008). O aparecimento do 4-ctilcatecol foi mais
demorado do que o dos outros etilfendis mas ao 4° dia ap6s a inoculagao das leveduras
foi possivel a sua detecgdo sem recorrer a qualquer derivatizagdo prévia. A concentragao
deste composto atingiu os 1,24 mg/L ao 8° dia apds a inoculagdo, enquanto que a con-

centrag@o do seu precursor (acido cafeico) diminuiu para 5,51 mg/L.
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Figura 1 - Representagao grafica da variagao da concentragdo do acido cafeico e do 4-etilfenol em meio sintético

ao longo do tempo
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Figura 2 - Representacao grafica da variagdo da concentragdo do acido p-cumarico e do 4-etilfenol em meio sin-

tético ao longo do tempo
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Figura 3 - Representagdo grafica da variagao da concentragdo do acido ferulico e do 4-etilguaiacol em meio sin-

tético ao longo do tempo

A tabela 3 apresenta a taxa de conversdo dos acidos hidroxicindmicos em fenois
volateis. Esta foi calculada através da razdo entre a concentragdo maxima de etilfenois
obtida e a concentragdo tedrica produzida por 10 mg de acidos hidroxicinamicos.

Obtiveram-se taxas elevadas (superiores a 90%) para a conversao do acido p-cu-
marico em 4-ctilfenol e do acido fertilico em 4-ctilguaiacol mas a conversao do acido
cafeico em 4-etilcatecol foi reduzida (inferior a 20%). Os valores obtidos justificam o
facto dos compostos 4-etilfenol e 4-etilguaiacol serem bem conhecidos pelos enélogos,
enquanto que a presenca do 4-etilcatecol em vinhos foi referida pela primeira vez ha
pouco tempo (HESFORD et al, 2004)

Estes resultados parecem indicar que, apesar da abundancia do acido cafeico nos
vinhos e da sua semelhanca estrutural com a dos outros acidos hidroxicindmicos, as le-
veduras possuem maior afinidade para a conversao dos acidos p-cumarico e feralico nos

etilfenois correspondentes.
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Na analise dos acidos hidroxicinamicos caféico, p-cumarico e feralico verificou-
se uma diferenca entre a concentragao inicial (10 mg/L) e a concentrag@o detectada por
HPLC logo apds a inoculagdo das leveduras. Resultados similares foram anteriormente
descritos por varios autores (MEDAWAR, 2003; SALAMEH et al., 2008).

Tabela 3 — taxa de converséo dos acidos hidroxicinamicos em fendis volateis em meio sintético

| Cencrmirecis obdida | Cemcrairachks Indrica | Tava de conversda |
{nmpaanas

imgl"y gl %%k
[ dceguaiseel | 7,25 053 | T [ ALAT |
Sctiligeal | 150w 00 I T I 101,14

PR T 134 5 004 T (AL

Nas amostras de vinho inoculadas com D. bruxellensis e, principalmente, naquelas
as quais se adicionaram os trés acidos hidroxicinamicos, ocorreu uma diminuigdo sig-
nificativa do teor dos 4cidos p-cumarico e ferulico ao longo do tempo, acompanhada
pelo aumento da concentragdo dos etilfenois correspondentes.

Ao fim de um més apds a inoculacéo das leveduras detectaram-se concentragdes
de acidos hidroxicinamicos proximas das adicionadas ao vinho (15 mg/L) e o tinico etil-
fenol detectado foi o 4-EG. Apesar da degradagdo destes compostos ocorrer bastante
mais lentamente do que em meio sintético, ao fim de dois meses verificou-se uma dimi-
nuicao da concentracgdo dos acidos p-cumadrico e ferulico para cerca de metade e detec-
tou-se a presenca dos trés etilfenois no vinho, sendo o 4-etilguaiacol o mais abundante
(8,34 mg/L).
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Tabela 4 — Acidos fenélicos e fenois volateis (mg L) nas amostras de vinho inoculado

| amiitea | Acwdo [ hendn  pe | Acsdo | el | d-enid | 4=l
cafzicn curmdeicn | Eerulics gl Feral calecul
[ [t TWI%20/7 | ZAdakll | 0872008 | | 28z004 | nd [ad
3 [C+A | 15392023E | 13,592027 | 1279208 | [ i0aiie | nd [ =d
e [¥ TA0Ee0IR | 29SO | 0000l | OF0d | pd | mad
I¥eA | IRZI#050 | 15E1u008 | [68esl)9 | 4, 160000 | nd | 'nd
[ Ic T5aZen 35 | 30EanI7 | I0Ia008 | O5de04T | nd [ o000
4 [(C+a (17412146 | 1459147 | 15302012 | 0802014 | 0,1820000 | 042001
" T3 | | AGaid | OATaB0l | 136w, 14 | OATald | 0, w00
e THaTsl 6 | EO0al00 | 600s008 | B s0.80 | 507a0 0T | 0 e |

T -I:Lq'i.l"d-l.l"l : [T ﬁ-- ik

4 - CONCLUSOES

A bioconversdo dos acidos hidroxicinamicos em fenois volateis por leveduras do
género Brettanomyces/Dekkeras, continua a ser um problema na enologia moderna. Os
resultados obtidos nestes ensaios mostram que as leveduras do género
Brettanomyces/Dekkeras sao capazes de produzir 4-etilfenol a partir de acido p-couma-
rico, 4-etilguaiacol a partir do acido ferulico e ainda 4-etilcatecol a partir do acido ca-
feico. Sendo o acido cafeico geralmente o mais abundante acido hidroxicindmico nos
vinhos, ndo s6 o 4-ctilcatecol ¢ o fenol volatil que aparece em menor concentragao,

como ¢ aquele que mais tempo leva a aparecer, em igualdade de outros factores.
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UTILIZACAO DE APARAS DE MADEIRA NO
ENVELHECIMENTO DE VINHOS TINTOS:
QUANTIFICACAO DA COMPOSICAO FENOLICAS DE
MADEIRAS POR HPLC

Raquel GARCIA'; Margarida VIEIRA? ; Maria Jodo CABRITA'

RESUMO

O uso de aparas de madeira para fins enologicos tem vindo a ser explorado pois surge como uma
alternativa menos dispendiosa, comparativamente ao uso de barricas, para além de promover o en-
velhecimento de forma mais célere. Dado que a aplicagdo de aparas de madeira para o envelheci-
mento de vinhos elimina a problematica associada ao uso de madeira propria para tanoaria torna-se
pertinente o estudo da aplicabilidade de outras espécies de madeira, para além do carvalho, no es-
tagio de vinhos. Assim, este trabalho visa o estudo da composicao fendlica de madeiras de casta-
nheiro e carvalho (nacional, francés e americano) para a sua aplica¢@o sob a forma de aparas ou
dominos para fins enolégicos.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos fendlicos, aparas de madeira, PLE (pressurized liquid extrac-
tion), HPLC-DAD

1. INTRODUCAO

O processo de envelhecimento do vinho ¢ vulgarmente utilizado em enologia con-
duzindo a um incremento na qualidade do produto final. A madeira utilizada durante
este processo apresenta capacidade para introduzir modificagdes fisico-quimicas e sen-
soriais no vinho, resultantes da extrac¢do e degradac¢do de diversos compostos da

madeira, contribuindo para o aumento da complexidade organoléptica dos vinhos

!Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas (ICAAM), Email:
raquelg@uevora.pt

2 Aluna do mestrado de Viticultura e Enologia da Universidade de Evora.

3 Departamento de Fitotecnia, Universidade de Evora, Apartado 94, 7002-554 Evora, Portugal.
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(PEREZ-MAGARINO et al.,2009). Estas propriedades encontram-se intimamente
relacionadas com as caracteristicas especificas da madeira, nomeadamente a espécie
botanica, a origem geografica, a variabilidade da composi¢do anatomica, a composicao
quimica, assim como, os tratamentos tecnologicos realizados na industria de tanoaria
(CERDAN et al., (2006)). Os compostos fendlicos representam um dos grupos de subs-
tancias quimicas que se encontram presentes em vinhos que estagiaram em madeira,
influenciando significativamente diversas caracteristicas do vinho, tais como a cor, o
aroma e a adstringéncia (CABRITA et a/, 2008).

No entanto, o uso de barricas de madeira no envelhecimento de vinhos é um pro-
cesso dispendioso, pelo que, se tornou frequente o recurso a tecnologias alternativas de
utilizagdo de madeiras, nomeadamente o uso de fragmentos de madeira de carvalho.
Assim, este trabalho tem como objectivo avaliar a possibilidade de utilizar outras espé-
cies de madeira, para além do carvalho, para fins enoldgicos. Para a concretizag@o deste
objectivo, o trabalho desenvolvido focou-se fundamentalmente na optimizacdo de um
método de extrac¢ao com liquido pressurizado (PLE) dos compostos fendlicos presentes
em madeiras de castanho nacional e carvalho (nacional, francés e americano) e posterior
quantificagio destas substancias, utilizando o método do padrao interno, recorrendo a

cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC-DAD).

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1- Compostos padrio

Os compostos padrao utilizados neste trabalho foram:

S-hidroximetilfurfural (5-OHMefurf), 5-metilfurfural (5-Mefurf), seringaldeido
(sering) adquiridos a Acros Organics; sinapaldeido (sinap) e coniferaldeido (conif) ad-
quiridos a Aldrich; acido galico, acido vanilico, acido siringico e acido feralico adqui-
ridos a ExtraSynthese; furfural (furf) e vanilina (vanil) adquiridos & Merck. O composto

4-hidroxibenzaldeido, adquirido a Lancaster, foi utilizado como padrao interno.

2.2- Aparas de madeira
As aparas de madeiras de castanheiro e carvalho nacional, francés e americano
foram fornecidas pela J.M. Gongalves- Tanoaria, Lda. As aparas de madeira utilizadas

neste estudo apresentam uma dimensao 3 e um nivel de tosta médio.
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2.3- Equipamento

A extracgdo dos compostos fendlicos das aparas de madeira foi efectuada num
extractor com liquido pressurizado (Dionex, ASE 100) equipado com uma célula de ex-
trac¢do de 10 mL.

As analises cromatograficas foram realizadas num sistema cromatografico da
marca Dionex, equipado com um detector DAD. O controlo, aquisi¢@o e tratamento dos

dados cromatograficos foi efectuado recorrendo ao software “Chromeleon” (Dionex).

2.4- Método cromatografico

O método cromatografico utilizado baseou-se no método desenvolvido por Canas
et al. (2003), o qual permite simultaneamente a identificacdo e determinacgao dos acidos
fenolicos, dos aldeidos fenolicos e dos derivados furdnicos. Contudo, neste trabalho
foram introduzidas algumas alteragcdes ao método descrito por Canas et al. (2003) de
forma a optimizar a separa¢ao dos compostos 5-Mefurf, acido siringico e vanilina. As
condi¢des cromatograficas utilizadas neste trabalho foram as seguintes: fase estaciona-
ria- coluna cromatografica Merck Lichrospher RP18, 250 mm x 4 mm (5um); tempe-
ratura da coluna 40°C, fluxo 1 mLmin"!, volume injectado 25uL, gradiente binario
constituido pelos solventes: solugdo aquosa de acido formico (2%) (Eluente A) e solucao
de metanol: agua: acido formico (70:28:2 (v/v/v)) (Eluente B); método cromatografico:
gradiente linear de 0% a 40% B em 45 min seguido de gradiente linear de 40% a 60%
B em 20 min. Os compostos fenolicos em estudo foram quantificados ao comprimento
de onda de 280 nm.

2.5- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.5.1- Tragado das rectas de calibraciio dos padrdes
Para o tragado das rectas de calibragdo prepararam-se solugdes dos compostos
padrdo em metanol/agua (1:1(v/v)), a partir de solu¢cdes mae, com diferentes concentra-
¢oes. Na tabela 1 encontram-se indicadas as concentragdes das solugdes mae dos com-
postos padrdo, assim como, as gamas de concentragdes das solugdes utilizadas para o

tragado das rectas de calibrag@o, para posterior quantificagdo dos compostos em estudo.

459



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:25 Page 46@

Tabela 1- Dados relativos as solugdes padrao utilizados para o tragado das curvas de calibragao

Compoasio padrio Concemiragho da sebecho | Imienvalo de coacentragie
mbe imgl '} imgL ")

A CHs il [ 1700 [ .53 1279,5
L0 Ml frar 1154} 1, 0% 1150
Fisrf 1128 1,13= 112K
Acido vanilics 1908 840 170,2
S=Melurd 11568 L 0% 1185
i B SIMITRRIC Bt 944, 190
Vanilina 154 7,70 1440
Senngaldoido 1538 & 1% s
Acida lerilicn 1954 07T 1954
Coniferaldeitn 1T B 150,2
Sirapaklkido 04 P 5T R45 6

Para a quantificagdo dos compostos fenolicos em estudo foi utilizado o método
do padrao interno (PI). Assim, a cada uma das solugdes padrao foi adicionada um volume
de solugdo mae de 4-hidroxibenzaldeido (4,08 gL') de modo que este composto esteja
presente em todas amostras com uma concentragdo de 20,4 mgL!. As aliquotas das so-
lugdes padrao foram analisadas, em duplicado, por HPLC. Procedeu-se ao tragado das
curvas de calibragdo A/Api (onde A corresponde a area do pico do composto em analise

e Api € a area do pico correspondente ao PI) em funcdo da concentragdo do analito.

2.5.2- Extraccao dos compostos fenélicos das aparas de madeira por Ex-

traccio com liquido pressurizado (PLE)
As amostras de aparas de madeira foram previamente submetidas a uma moagem.
A extraccao dos compostos fenolicos presentes nas aparas de madeira foi efectuada num
extractor com liquido pressurizado, equipado com uma célula de extrac¢do de 10 mL.
O processo de extrac¢do envolveu a homogeneizacdo de 500 mg de amostra de madeira
com terra de diatomaceas e acondicionamento da mistura na célula de extrac¢do, como

esquematizado na figura 1.
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Figura 1- Representacdo esquematica da extracgdo dos compostos fendlicos de aparas de madeira utilizando um

extractor com liquido pressurizado.
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Durante a optimizacao do processo de extrac¢@o dos compostos foram utilizados
como solventes o diclorometano ¢ o metanol, temperaturas de aquecimento de 100°C e
150°C e diferentes ciclos de extrac¢@o. O extracto foi evaporado no evaporador rotativo
e, em seguida, o residuo obtido foi dissolvido em 1990 uL de solugdo de metanol/agua
(1:1(v/v)) e adicionada uma aliquota de 10 puL de solugao de padrao interno de concen-
tragdo 4,08 gL', de modo a que a sua concentragdo final de padrio interno seja de 20,4
mgL'. Em seguida, as amostras foram filtradas em filtro de seringa de 0,45 um (Sarto-

riusStedim) e analisadas em HPLC por injeccdo directa de 25 pL da solugéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Tracado da recta de calibraciio dos compostos padrio

Este trabalho envolveu a prévia preparag@o de solugdes de compostos padrao de
diferentes concentragdes. A analise cromatografica de aliquotas destas solugdes, por
HPLC, permitiu o tragado de curvas de calibragdo de A/Api em fung@o da concentracdo
de solugdes dos compostos padrao. Na tabela 2 encontram-se representados os pardme-

tros relativos as curvas de calibragdo para cada um dos compostos em estudo.
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Tabela 2- Parametros das curvas de calibragdo para os compostos padrdo

Campoin padrio Curva de calibragia
= B =
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¥ declive da curva de calibragio; ® ordenada na origem; © coeficiente de correlagéo.

3.2- Extraccdo dos compostos fenolicos das aparas de madeira por Extraccio

com liquido pressurizado (PLE)

Na tentativa de optimizagao de um método de extracg¢do com liquido pressurizado
(PLE) para a extracgdo dos compostos fendlicos presentes em aparas de madeira foram
testadas diversas condigdes experimentais, tais como: o solvente de extrac¢do (metanol/
diclorometano), a temperatura (100°C/ 150°C) e o numero de ciclos de extraccao (2/3).
A analise dos cromatogramas de HPLC referentes aos extractos obtidos, utilizando di-
ferentes condi¢des experimentais, permitiu concluir que o método de extracgdo que uti-
lizava como solvente o metanol, uma temperatura de 150°C e 3 ciclos de extracgao era
o mais adequado para esta finalidade uma vez que permitia extrair um maior niimero e

uma maior quantidade de compostos fendlicos das amostras de madeira, como ilustrado

na figura 2.
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Figura 2- Cromatograma de HPLC correspondente a extrac¢do dos compostos fenolicos de aparas de carvalho
francés por PLE (Condig¢des: T=150°C; Solvente: metanol; 3 ciclos de extrac¢do). As condigdes cro-
matograficas encontram-se descritas na secgdo 2.4.. Os compostos assinalados foram identificados por

comparagdo do tempo de retengdo com os dos compostos padrio.

3.3- Quantificaciio dos compostos fendlicos presentes nas diferentes espécies

de madeiras por HPLC
Apds a optimizagdo do processo de extrac¢do dos compostos fendlicos por PLE,
procedeu-se a identificagdo e quantifica¢@o de alguns compostos fenolicos presentes nas
diferentes espécies de madeiras em estudo. Os resultados obtidos encontram-se suma-

rizados nas figuras 4 e 5.
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Figura 4- Histograma referente a composigéo fenolica de aparas de madeira de castanho nacional e carvalho

(americano, francés e nacional).
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Figura 5- Histograma relativo a concentragao em acido galico e sinapaldeido nas aparas de madeira de castanho

nacional e carvalho (americano, francés e nacional).

E de salientar que este estudo incidiu sobre aparas de madeira que apresentam a
mesma dimensdo e foram submetidas a0 mesmo tipo de tratamento térmico e, deste
modo, as diferencas observadas ao nivel da composi¢@o fendlica sdo exclusivamente
provenientes da espécie botanica e da origem geografica dessas madeiras. Assim, cons-
tatou-se que a intensidade dos compostos extraidos das aparas de madeira varia con-
soante a espécie em estudo, sendo que a espécie botanica parece ser mais importante do
que a origem geografica para a composicao fenolica destas madeiras, tal como referido
por CANAS et al. (2000). Por observagdo das figuras 4 e 5 é notorio que o acido gélico
e o sinapaldeido encontram-se presentes em concentragdes elevadas em todas as espécies
de madeira estudadas, apresentando os teores mais elevados no castanho nacional, es-
tando esta constatacdo de acordo com os resultados descritos por CANAS et al. (2000).
Relativamente aos derivados furanicos (5-OHMefur ¢ furf) os seus teores sdo mais ele-
vados nas aparas de madeira de carvalho nacional do Gerés do que nas restantes espécies
de madeira estudadas. Em relagao aos acidos fenolicos, o acido siringico encontra-se
presente em concentracdo mais elevada no castanho nacional do que nas aparas de ma-
deira de carvalho enquanto que o acido feralico ¢ mais abundante no carvalho nacional

e francés.
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4. CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel optimizar um método de extrac¢ao de compostos
fenolicos de aparas de madeira baseado em PLE e elaborar um estudo sistematico que
permitiu correlacionar a composicao fenodlica de madeiras de castanheiro e carvalho (na-
cional, francés e americano). Encontra-se em curso a avaliagdo da composi¢ao fendlica
de aparas destas espécies de madeira com aparas de dimensdes diferentes e variados ni-
veis de tosta, com o objectivo de avaliar a influéncia destes pardmetros nos teores dos
compostos fendlicos extraidos, perspectivando-se, posteriormente, o alargamento destes

estudos ao vinho.
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DESENVOLVIMENTO DE UM PROCEDIMENTO
ECONOMICO DE PRODUCAO DE LEVEDURAS
AUTOCTONES SELECCIONADAS PARA ELABORAR
VINHOS A ESCALA LOCAL

Francisco PEREZ-NEVADO!, Matilde MAQUEDA?, José A. REGODON?,
Emiliano ZAMORA*, M. Luz ALVAREZ*, Manuel RAMIREZ>

RESUMO:

Foi delineado um esquema econémico para produzir leveduras enologicas a escala local. A partir
de quatro leveduras seleccionadas pela sua boa qualidade microbiologica e pelas suas propriedades
enologicas adequadas foi produzido um concentrado de leveduras frescas. Os melhores rendimentos
foram alcangados com melago de beterraba diluido com 2% de agucares fermentisciveis, e volumes
de cultura inferiores a 60% da capacidade do fermentador. Com mosto de uva diluido (2% de agt-
cares) o rendimento foi mais baixo e as leveduras apresentaram uma baixa viabilidade apds o seu
armazenamento a -20°C, embora estas pudessem ser utilizadas directamente na vinificagdo. As le-
veduras produzidas foram inoculadas em vinificagdes, a escala industrial, mostrando um excelente
comportamento, dominaram a fermentag¢do e melhoraram a cinética de fermentagao, tendo dado
origem a vinhos de boa qualidade.

Palavras chave: leveduras enologicas autoctones, produgdo econdmica, vinificagio local, quali-
dade do vinho.

1- INTRODUCAO
A utilizacdo de leveduras enologicas seleccionadas permite controlar a fermenta-

¢do evitando que outros microrganismos indesejaveis dominem, dando origem a vinhos
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padronizados ¢ de elevada qualidade (MELERO, 1992). Dada a crescente procura de
leveduras enoldgicas seleccionadas para elaborar vinhos de qualidade, nos ultimos tem-
pos a produgdo destas leveduras sofreu um forte aumento.

As leveduras sdo comercializadas sob a forma de leveduras frescas ou sob a forma
de Leveduras Secas Activas (LSA), sendo as LSA as que se consideram mais adequadas
para a utilizagdo em vinificagdo. No entanto, as LSA t€m de ser reactivadas antes da sua
utilizagio e a sua producio tem um custo elevado (PEREZ-NEVADO et al., 2003). Por
outro lado, as leveduras frescas apresentam uma maior viabilidade, tém custos de pro-
dugdo inferiores ¢ ndo necessitam de rehidratag@o prévia, podendo ter uma grande uti-
lidade para produzir vinhos em zonas proximas.

As leveduras enologicas locais poderiam ser produzidas mediante pedido num
local de produgdo proximo das adegas imediatamente antes ou durante a fase da vindima,
e serem comercializadas como cultura concentrada liquida para a inoculagdo do mosto.
O objectivo do presente trabalho foi delinear um processo econdémico para dar resposta
a exigéncia de leveduras enoldgicas frescas para a sua utilizago a escala local. Foi ana-
lisada a qualidade microbiologica, de uma cultura de leveduras frescas produzida com
quatro estirpes seleccionadas, bem como a sua utilidade na produgdo de vinho de qua-
lidade.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Estirpes de leveduras

Foram utilizadas quatro estirpes de leveduras S. cerevisiae (EX88, E7TAR1,
SMR165AR e Rod256D), todas autoctones ou obtidas a partir de leveduras autoctones
daD.O. Ribera del Guadiana (REGODON et al., 1997; PEREZ et al., 2000; AMBRONA
et al., 2005 e 2006).

2.2 Montagem de um esquema piloto

Foi desenvolvido um ciclo de produgéo de 24 horas, que se inicia com um volume
inicial de 10% do volume tedrico final, para se conseguir um concentrado de leveduras
frescas 10x superior apds a centrifugagdo da cultura, com uma popula¢do de 2-4x10°
leveduras viaveis/mL. Foram utilizados dois fermentadores de ago inoxidavel de baixo

custo, um de 100 L de capacidade, utilizado para as produgdes de leveduras de 25, 50 e
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75 L; e outro de 350 L, para as de 100, 200 e 300 L. Antes de cada produgdo, todos os
componentes do equipamento foram lavados e esterilizados com vapor de dgua.

Os indculos para as produgdes de 25 e 50 L foram obtidos através do crescimento
das leveduras em meio de cultura liquido e estéril YEPD em agitacdo. Os indculos das
producdes de 100, 200 e 300 L foram obtidos a partir das produgdes de 50 L. Na figura
1, ¢ demonstrado o diagrama de producdo seguido. Durante as primeiras 20 horas adi-
cionou-se a cultura de leveduras uma fonte de carbono (melago ou mosto de uva) com
recurso a uma bomba peristaltica; Os valores da concentragdo de agucares na cultura
foram mantidos abaixo de 0,005%.

O arejamento ¢ a agitacdo da cultura de leveduras foram realizados com uma
bomba de ar (0.5-1.5 m*/min). A produgéo foi realizada a temperatura ambiente. Quando
necessario, foi adicionado um anti-espuma de uso alimentar (Antifoam 64, Sigma-Al-
drich). Uma vez finalizada a adi¢do da fonte de carbono, a cultura foi mantida com are-
jamento durante mais 4 horas. Finalmente, a cultura de leveduras foi lavada com agua

esterilizada, concentrada (10 vezes) por centrifugacdo e congelada a -20°C.

Fiaemrs da
revedonyide
ey e

Figura 1. Diagrama do processo de producao de leveduras enoldgicas a escala piloto.
1. Produgdo do indculo; 2. Preparagdo do meio de base no fermentador; 3. Preparacdo da fonte de car-
bono; 4. Arejamento; 5. Saida de gases; 6. Inoculagdo e fornecimento da fonte de carbono; 7. Recolha
e concentragdo de leveduras; 8. Conservacao.
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2.3 — Meio de base inicial e preparacgio da fonte de carbono

Foram utilizados dois meios de base iniciais; um para as produ¢des com melagos
(2 g/L de extracto de levedura, 0.75 g/L (NH4)3POy, € 1 g/ MgSO4x7H,0, 0.1-5 mg/L
tiamina, 0.125 mg/L biotina, 10 mg/L pantotenato calcico; com pH ajustado a 6.6-6.8)
e outro para as producdes com mosto de uva (2 g/L extracto de levedura, 8 g/L
(NH4)3POy4, 0.6 g/L MgSO4x7H5O0, € 3 g/L (NHg)9SOy, 0.1-5 mg/L tiamina, 0.125
mg/L biotina, 10 mg/L pantotenato célcico; com pH ajustado a 5.2-5.3).

Quando se utilizaram melagos de beterraba como fonte de carbono, estes foram
diluidos com 4gua até as concentragdes de agticar desejadas (1, 1.5, 2y 2.5%), e os va-
lores de pH foram ajustados para 3.5-4. Nas restantes produgdes utilizou-se o mosto de
uva sulfitado como fonte de carbono, que se diluiu com agua até uma concentragao de

agucares de 2%.

2.4 — Controlo de qualidade do processo e do produto

Durante o processo de producéo das leveduras foram monitorizados os parametros
de DOg(onm PH € temperatura. O controlo microbiolégico foi realizado através da ob-
servagao microscopica e plaqueamento em placas de petri para determinagao da presenca
de bactérias (coliformes, enterobactérias, bactérias acéticas e bactérias acido lacticas),
fungos e leveduras de contaminag@o. Para a determinag@o do peso seco da cultura, as
amostras (10-20 mL) foram filtradas através de filtros de papel Whatman N°2, lavadas
duas vezes e finalmente foram sujeitas a um processo de secagem a 105°C até atingirem

um peso constante.

2.5 — Ensaios de vinificacao

Foram realizadas vinificagdes com as leveduras produzidas, utilizando mosto
fresco das castas de uvas brancas (Cayetana, Pardina, Eva e Montta) ou uvas desenga-
cadas e esmagadas da casta tinta Tempranillo, procedeu-se a inoculagdo até uma con-
centragdo final de 1-2x107 células/mL. Para cada grupo de vinificagdes foi realizada uma
vinificagdo testemunha, sem inoculag@o. No total, foram produzidos 40 vinhos. O pro-
cesso de vinificagao foi levado a cabo em depdsitos de ago inoxidavel de 1000-5000L,
a temperaturas de 18°C para os vinhos brancos e a 24°C para os tintos. A densidade do

mosto e os °Brix foi controlada diariamente. No final dada fermentagio os vinhos foram
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trasfegados e foram retiradas amostras para o controlo fisico-quimico. Foram determi-
nados os seguintes parametros: °Brix, pH, acidez total, acidez volatil, agucares redutores,
alcool, acido malico e acido lactico. Apds 105 dias desde o final da fermentagdo, os vi-
nhos foram provados por um painel de 12 especialistas. Foi determinado o T15 (tempo
necessario para fermentar 15% do total de agucares do mosto), e T100 (tempo necessario
para fermentar 100% dos acucares). A frequéncia de implantagdo das leveduras inocu-

ladas foi determinada mediante marcadores genéticos.

2.6 — Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foram utilizados testes nao paramétricos (Krus-
tal-Wallis e Mann-Whitney) e paramétricos (ANOVA), utilizando o software SPSS ver-
sao0 15.0 para Windows (Chicago, IL).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Parametros ambientais durante a producio de leveduras

Foram realizadas 49 produgdes de leveduras, 36 com melago e 13 com mosto de
uva. Devido a evaporagdo durante o processo, o volume final recuperado foi de 86-97%
do volume tedrico final. A temperatura da cultura manteve-se entre 26 e 29°C, muito
proxima da temperatura ideal para a producdo de leveduras, de 28.5-30°C (Kristiansen,
1994). Apos a inoculagdo, a DOg() oy, inicial da cultura estava proxima de 4, alcangando
uma DO de aproximadamente 45 no final do processo. Apesar do pH inicial do meio
base ser elevado, apds duas horas de adigdo da fonte de carbono, diminuiu para valores
de 3.0 aproximadamente, mantendo-se com baixos valores de pH durante toda a produ-

¢do.

3.2 — Qualidade microbioldgica e estabilidade das leveduras durante a con-
servacao

Através de microscopia Optica observou-se que a maioria das leveduras produzi-

das era constituida por culturas puras de leveduras viaveis (mais de 95% de viabilidade).

Apenas foram encontradas contaminagdes, com bactérias lacticas, em duas produgdes;

o que foi justificado por uma falha no controlo do pH.
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3.3 — Influéncia de diversos factores no rendimento da producio

Foi estudada a influéncia da concentragao de agucar no rendimento das produgdes
de leveduras realizadas com melago. O rendimento aumentou com o aumento das con-
centragdes de agucar entre 1% e 2%; acima da qual diminui drasticamente (Tabela 1).
Isto deve-se a alteragdo do metabolismo respiratdrio para o metabolismo fermentativo
(Efeito Crabtree) a elevadas concentragdes de agticares (KRISTIANSEN, 1994).

Hendimenis Pevcentagem de agicares adiclonadas * i
P
1 1.2 i 1.4
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Tabela 1. Influéncia da concentragéo de agucar no rendimento das produgdes de leveduras.

O rendimento das producdes com mosto de uva a 2% foi significativamente infe-
rior ao obtido com 2% de melago (Tabela 2). No entanto, com mosto obteve-se uma
concentragdo mais elevada de UFC/g de leveduras do que nas produgdes com melago,
podendo compensar em parte o seu baixo rendimento. Apos estarem congeladas durante
um més, as leveduras produzidas com melago mantiveram uma viabilidade significati-

vamente superior quando comparadas com as leveduras produzidas com mosto.
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Tabela 2. Influéncia da fonte de carbono utilizada no rendimento das leveduras produzidas e viabilidade apds

um més de congelagao.
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Relativamente ao efeito do volume de culturano rendimento das leveduras, os ren-
dimentos obtidos na maioria das producdes foram considerados satisfatorios, excepto
os de 75 L e 250 L (Tabela 3). Em cada fermentador, os rendimentos mais elevados
foram obtidos com os volumes de cultura mais baixos (25 L no fermentador de 100 L e
100 Lno de 350 L).

. Fermentidor 106 L Fermentador 150 1.
Rendimenin
XL 0L TE L 1 L. b L. %0 L
g levedura icca'l 434280 TLlzbD 12, 7400.3 279104 22520 113210
T sl s i Tevosiniic: (@M CHBS R GT=SIE SEmilel v e nde-parmmrinege & Kbl Walls, ponng)

Tabela 3. Influéncia do volume de cultura no rendimento da produgdo de leveduras.

Por altimo, nao foram encontradas diferencas de rendimento nas estirpes en-
saiadas (Tabela 4), provavelmente porque estas estirpes apresentavam alguma relagdo

genética. Considera-se que o rendimento obtido foi aceitavel com todas as leveduras

testadas.
Esrl die beved
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Tabela 4. Rendimento em peso das produgdes de quatro estirpes de leveduras realizadas utilizando melagos.

3.4 — Vinifica¢oes industriais com as leveduras produzidas

Todas as leveduras inoculadas apresentaram parametros de fermentagao similares
(T15 e T100), enquanto as fermentagdes ndo inoculadas foram muito mais lentas. Nas
vinificagdes inoculadas a frequéncia de implantacao das leveduras inoculadas (determi-
nadas mediante marcadores genéticos) encontraram-se entre 77% e 99%.

A inoculagdo com leveduras produziu uma diminui¢do do nimero de microrga-
nismos indesejaveis durante a fermentacdo por comparagdo com as testemunhas, sem
inoculacdo (dados ndo apresentados). Ao analisar os dados das analises fisico-quimicas

foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os vinhos obtidos com
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leveduras produzidas e os vinhos testemunha; sem inoculagdo de leveduras. (Tabela 5).
Os resultados das andlises fisico-quimicas dos vinhos indicam que sdo adequados para
vinhos de qualidade. A qualidade sensorial (aceitagdo) foi maior nos vinhos inoculados,

embora, para os vinhos brancos, as diferencas nao tenham sido significativas.

Tabela 5. Parametros da fermentagdo de mosto e resultados de analises dos vinhos vinificados com leveduras

inoculadas produzidas e dos vinhos testemunha sem inoculagao.
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4 - CONCLUSOES

O nosso ensaio experimental permitiu a produgdo de leveduras enologicas com
uma grande percentagem de células vidveis e uma boa qualidade microbioldgica, para
além de manter um pH adequado, inferior a 4. Os melhores rendimentos foram obtidos
com melacos a uma concentragao final de agticar de 2% e com volumes de cultura infe-
riores a 60% da capacidade do fermentador. Nao foram encontradas diferengas de ren-
dimento entre as quatro estirpes de leveduras utilizadas. A melhoria tecnoldgica obtida
através da inoculag@o de leveduras seleccionadas durante a vinificagdo é também alcan-
¢ada conseguida utilizando leveduras enoldgicas produzidas no nosso esquema-piloto

de baixo custo.
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UTILIZACAO DE AGUAS RESIDUAIS TRATADAS
PARA REGA DA VINHA E SUA INFLUENCIA NA
COMPOSICAO MINERAL DO MOSTO

Ana NEVES'?, Sofia CATARINO'*, Raul BRUNO DE SOUSA?

RESUMO

Os teores de aluminio (Al), cromio (Cr), ferro (Fe), niquel (Ni), cobre (Cu), arsénio (As), cddmio
(Cd) e chumbo (Pb) foram monitorizados em mostos obtidos a partir de uvas originarias de uma
vinha regada com aguas residuais tratadas numa ETAR. Cromio, As e Cd apresentaram-se em teores
inferiores aos limites de quantificagdo dos respectivos métodos de analise. As concentragdes dos
restantes elementos variaram nos seguintes intervalos: 1,1 a 3,7 mg/L (Al); 0,85 a 3,3 mg/L (Fe);
7 a1l pg/L (Ni); 0,27 a 0,65 mg/L (Cu) e 6 a 8 ug/L (Pb). Os resultados obtidos sugerem que ndo
ocorreu contaminagao assinalavel das uvas, uma vez que, com excepgao do Al, os mostos apresen-
taram teores baixos destes elementos contaminantes. Os teores de Al, ligeiramente superiores aos
normalmente observados em mostos, poderao estar relacionados com a qualidade da agua residual
tratada, a qual excedeu, para este parametro, o valor maximo recomendado para agua de rega. Em
futuros estudos sobre esta tematica sera fundamental avaliar o potencial efeito da acumulacdo nos
solos, a longo prazo, de elementos contaminantes.

Palavras-Chave: Rega com aguas residuais tratadas, mosto, elementos contaminantes.

1-INTRODUCAO
A crescente escassez de agua de qualidade obriga a que as fontes hidricas sejam
utilizadas de forma eficiente e economicamente sustentavel, sendo fundamental encon-

trar fontes “ndo convencionais” deste recurso. A reutilizacdo das aguas residuais tratadas
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para rega dos campos agricolas, tem sido um dos meios utilizados por alguns paises para
preservacdo de agua de melhor qualidade para fins domésticos e industriais. Apesar das
incertezas e preocupagdes sobre o impacto do uso destas dguas na agricultura, a sua uti-
lizagdo tem sido considerada positiva devido a sua contribuicdo em matéria organica e
nutrientes para solos com baixa fertilidade, e aos beneficios economicos e ambientais
que proporciona (AYERS E WESTCOT, 1994; JIMENEZ-CISNEROS, 1995; TOZE,
2006). Contudo, o uso inadequado desta fonte alternativa de agua podera trazer riscos
para a saude e para o ambiente relacionados, por exemplo, com a acumulagdo de metais
pesados no solo (TOZE, 2006).

A rega das vinhas com aguas residuais tratadas poderd influenciar a composicao
mineral das uvas e consequentemente dos mostos ¢ vinhos, na medida em que os seus
constituintes minerais maioritarios provém em grande parte da absor¢do radicular. Assim
sendo, a monitorizacdo de elementos contaminantes nestes mostos ¢ de extrema impor-
tancia devido a sua influéncia ao nivel tecnoldgico, na qualidade organoléptica, segu-
ranga alimentar e implicagdes legais.

Os vinhos e mostos apresentam normalmente teores de Al inferiores a 2 mg/L
(GALANI-NIKOLAKAKI et al., 2002; TAYLOR et al., 2003; CATARINO et al., 2006).
CORREIA et al., (2006) encontraram teores de Al entre 0,49 e 4,95 mg/Kg, em uvas
(peso fresco). TEISSEDRE et al. (1998) relataram teores de Ni entre 4,2 a 94 pg/Kg,
em uvas (peso fresco) e CATARINO et al. (2006) teores entre 13 e 17 pg/L, em mostos.
Relativamente a presenga de As em mostos e vinhos, CATARINO et al. (2006) referem
teores inferiores a 8 ng/L (mostos), enquanto que TAYLOR et al. (2003) relataram teores
inferiores a 20 pg/L. A agua utilizada para a rega das vinhas é considerada como sendo
a principal fonte contaminagdo de As (UNEYAMA et al., 2007). A presenga de Cd e Pb
nos vinhos esta fortemente associada a polui¢do industrial (RIBEIRO DE LIMA et al.,
2004; CATARINO et al., 2008). KRISTL et al. (2002) quantificaram teores de Cd em
uvas entre 0,2 e 0,4 pug/L. No entanto, teores superiores (na ordem dos 3 a 4 pg/kg em
peso fresco) nas uvas foram doseados por RIBEIRO DE LIMA et al. (2004). Varios au-
tores referem teores de Cd nos mostos inferiores a 5 pug/L (GALANI-NIKOLAKAKI et
al., 2002; KRISTL et al., 2002; TAYLOR et al., 2003; CATARINO et al., 2006). Sdo
referidos na literatura teores de Pb nos bagos de uvas na ordem de 1 a 25 pg/Kg (peso
fresco) (KRISTL et al., 2002; CORREIA et al., 2006). CATARINO et al., (2006) referem
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teores de Pb em mostos e vinhos inferiores a 16 pg/L e 100 png/L, respectivamente. A
presenga de Cr nas uvas ¢ normalmente inferior a 100 pg/Kg (peso fresco) (CABRERA-
VIQUE et al., 1997; KRISTL et al., 2002), enquanto nos mostos ¢ vinhos, foram rela-
tados teores entre 0,5 a 2 pg/L (KRISTL et al., 2002) e 7 a 90 pg/L, respectivamente
(CABRERA-VIQUE et al., 1997; KRISTL et al., 2002). TOKALIOGLU et al., (2004)
observaram teores de Fe na ordem dos 15 a 63 mg/Kg (peso seco) e teores de Cu infe-
riores a 6 mg/Kg (peso seco), respectivamente. Quanto aos teores destes metais nos mos-
tos e vinhos, alguns autores referem teores de Fe normalmente inferiores a 5 mg/L
(DOMINE, 2003; CATARINO et al., 2006) e teores de Cu na ordem dos 0,3 a 20 mg/L
(CATARINO et al., 2006), sendo os vinhos detentores de teores de Fe na ordem dos 2 a
20 mg/L (CATARINO et al., 2008) e de Cu na ordem dos 0,01 a 0,2 mg/L (GALANI-
NIKOLAKAKI et al., 2002; TAYLOR et al., 2003; CATARINO et al., 2006).

Actualmente, no ambito da organizagdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV)
encontram-se estabelecidos limites maximos admissiveis no vinho apenas para alguns
elementos, entre os quais Cu (1 mg/L), As (0,2 mg/L), Cd (0,010 mg/L) e Pb (0,15 mg/L)
(O1V, 2009).

O objectivo do presente trabalho consistiu em avaliar o efeito da rega da vinha
com 4guas residuais tratadas numa ETAR (Estagio de Tratamento de Aguas Residuais),
na composi¢do mineral de mostos, monitorizando a presenca de Al, Cr, Fe, Ni, Cu, As,
Cd e Pb.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Mostos

Os mostos foram obtidos a partir de uvas de trés castas (Aragonez, Syrah e Trin-
cadeira) provenientes de uma vinha regada, gota a gota, com aguas residuais apos pré-
tratamento numa ETAR municipal. As uvas foram colhidas no ano de 2006 e
conservadas a -20 °C até serem analisadas. Foram ensaiadas duas modalidades de pre-
paragdo de modo a avaliar a possivel influéncia da polui¢do atmosférica na composi¢ao
mineral dos mostos. Parte dos cachos foram sujeitos a uma lavagem (por imersio e la-
vagem individual de cada cacho com esguicho) com agua ultrapura, sendo a restante
parte ndo sujeita a qualquer lavagem. Os mostos foram obtidos por esmagamento manual

dos bagos em sacos de plastico, sendo os mostos obtidos a partir dos cachos sujeitos a
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lavagem designados por AL1 e AL2 (A - Aragonez), SL1 e SL2 (S - Syrah) e, TL1 e
TL2 (T - Trincadeira). Por seu lado, os mostos obtidos a partir dos cachos de uvas que
ndo tinham sido sujeitas a lavagem foram designados por A1, A2, S1, S2, T1 e T2. Para
cada casta foram preparadas duas amostras de mosto, e para cada mosto preparou-se o
respectivo duplicado, obtendo-se assim 24 amostras de mosto. Os mostos obtidos foram
sujeitos a digestdo humida com 5% HNO3 (v/v) a temperatura de 95°C, como descrito
por NEVES (2009). Todo o processo de obtencdo dos mostos apresenta-se esquemati-

zado na Figura 1.
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Figura 1 — Representagdo esquematica do processo de obtengdo dos mostos
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2.2 — Determinagoes analiticas

O doseamento de Fe foi realizado directamente no mosto, por Espectrofotometria
de Absor¢@o Atomica com Chama (FAAS), tendo sido utilizado o equipamento AA4Analyser
100 Perkin Elmer, equipado com queimador de ar-acetileno e lampada de catodo oco
de ferro (Perkin-Elmer), segundo o método descrito pela Norma Portuguesa 2280 (NP-
2280). Aluminio, Cu, Cd e Pb foram doseados por Espectrofotometria de Absor¢ado com
Atomizagdo Electrotérmica (ETAAS), de acordo com os métodos descritos por CATA-
RINO (2000) e CATARINO et al. (2002; 2005). Foi utilizado um espectrofotometro
Perkin-Elmer, modelo 4110 ZL, equipado com efeito de Zeeman para correccdo do ruido
de fundo, autoamostrador AS-72 e lampadas de catodo oco de aluminio, cobre, cadmio
e chumbo (Perkin Elmer Lumina™). Os elementos anteriormente referidos foram ana-
lisados no Instituto Nacional de Recursos Biologicos/INIA — Dois Portos, no Laboratoério
de Andlise Mineral.Os restantes elementos (Cr, Ni e As) foram igualmente determinados
por ETAAS, utilizando o equipamento GF95Z (Unicam), equipado com efeito de Zeeman
para correcgdo do ruido de fundo e lampadas de catodo oco de cromio, niquel e arsénio
(Unicam). As condigdes operatdrias encontram-se descritas (NEVES, 2009). Estes ele-
mentos foram analisados no Departamento de Quimica Agricola e Ambiental do Instituto
Superior de Agronomia em Lisboa. Os produtos e reagentes utilizados nas determinagdes

analiticas anteriormente referidas encontram-se descritos (Neves, 2009).

3 -RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores dos elementos contaminantes nos mostos, expressos em pg/L, sdo apre-
sentados na Figura 2 (Al, Fe e Cu) e no Quadro 2 (Cr, Ni, As, Cd e Pb). No Quadro 3
sdo referidos os teores destes elementos na agua de rega, os valores maximos recomen-
dados e admissiveis estabelecidos pela Directriz da FAO (AYERS & WESTCOT, 1994)
e pelo Decreto-Lei n.° 236/98 em agua de rega. Aluminio, Fe e Cu foram quantificados
na generalidade das amostras. Estes sdo também os elementos que na agua residual tra-
tada se encontravam acima dos valores maximos recomendados, embora abaixo dos va-
lores maximos admissiveis.

Os mostos S1, S2, SL1, T1 e T2 apresentaram teores de Al ligeiramente superiores
aos normalmente presentes nos mostos (inferiores a 2mg/L) (TAYLOR et al., 2003; CA-
TARINO et al., 2006). As amostras de mosto obtidas a partir dos cachos de uvas lavados
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antes do esmagamento apresentaram um menor teor de Al na sua composigdo (com ex-
cepgdo das amostras obtidas a partir das uvas da casta Aragonez). Estes resultados re-
forcam a ideia defendida por CORREIA et al. (2006) de que a principal fonte de
contaminacao das uvas, mostos e vinhos por este elemento tem origem exdgena (conta-
minagdo atmosférica e uso de alguns produtos enologicos).

O teor de Fe presente nos mostos variou entre 0,8 a 3,4 mg/L. Estes teores sdo se-
melhantes aos encontrados por PUIG-DEU et al. (1994) e por CATARINO et al. (2006)
em mostos. Apesar do teor de Fe encontrado na agua de irrigacdo das vinhas (17 mg/L)
ser muito superior ao valor maximo recomendado pelo Decreto-Lei e pela Directriz da
FAO (5 mg/L), a sua concentra¢do nos mostos ¢ relativamente baixa e dentro dos valores
referidos na bibliografia (< 5 mg/L) (DOMINE, 2003; CATARINO et al., 2006). Tal
como se verificou para o Al, as amostras provenientes dos cachos de uvas lavados (com
excepgao da casta Aragonez) apresentaram teores de Fe ligeiramente inferiores aos das
modalidades sem lavagem, provavelmente porque se eliminou uma das fontes de con-

taminacdo dos mostos e vinhos por este elemento (as particulas de terra e poeiras que

acompanham a uva).

i
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Figura 2 — Teores de Al, Fe e Cu nos mostos (png/L)

Os mostos apresentaram teores de Cu na ordem dos 266 a 652 ng/L, dentro da

gama de valores encontrados por outros investigadores (PUIG-DEU et al., 1994; CA-
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TARINO et al., 2006), e distantes do limite maximo admissivel em vinhos (1 mg/L) es-
tabelecido pela OIV (2009). E de salientar que os mostos apresentaram teores muito bai-
xos de Cr, Ni, As, Cd e Pb, na maioria das amostras abaixo do limite de quantificagdo
do método. Alids, os teores destes elementos na agua de rega eram bastante inferiores
aos respectivos valores maximos recomendados, revelando uma reduzida industrializa-

¢do na zona de origem das 4guas residuais utilizadas.
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Quadro 2 — Teores de Cr, Ni, As, Cd e Pb nos mostos (ug/L)
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Quadro 3 — Teores de elementos contaminantes na dgua residual, valores maximos recomendaveis (VMR) e ad-

missiveis (VMA) em agua de rega
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Um aspecto extremamente importante a considerar (ndo contemplado nos objec-
tivos deste trabalho) ¢ o potencial efeito da acumulagdo destes elementos nos solos a
longo prazo. E fundamental que mais estudos sejam realizados de modo a poder garantir
a maxima seguranca no uso das aguas residuais tratadas para rega de vinhas a curto e

longo prazo.

4 - CONCLUSOES

Foram observados teores baixos de Cr, Fe, Ni, Cu, As, Cd e Pb nas diferentes
amostras de mosto, o que indicia que ndo ocorreu contaminagao consideravel das uvas
em resultado da rega da vinha com agua residual tratada. Cromio, As ¢ Cd ndo foram
quantificados, por se encontrarem em teores inferiores aos limites de quantificagdo dos
respectivos métodos, e, com poucas excepgdes, 0 mesmo se verificou para os elementos
Ni e Pb. Os teores de Al encontrados em algumas amostras de mosto sdo ligeiramente
superiores aos normalmente referidos na bibliografia. De salientar que a concentragio
deste elemento na agua residual tratada excede o valor maximo recomendével para agua
de rega. As amostras provenientes de cachos de uvas com lavagem antes do esmaga-
mento apresentaram teores mais baixos de Al e Fe, comparativamente com a modalidade
ndo lavada. No caso de Al, isto podera significar que parte da contaminag@o dos mostos
por este elemento ¢ de origem exogena. Relativamente a Fe, estes resultados reforgam
a ideia de que as particulas de terra que acompanham a uva constituem uma das fontes
de contaminagdo dos mostos e vinho.

A investigacao da relacdo de causa-efeito entre o teor de elementos contaminantes
na agua de rega e o encontrado nos mostos e vinhos, e de forma paralela, do seu potencial
efeito de acumulacgdo nos solos a longo prazo, ¢ bastante relevante para o aumento do

conhecimento sobre esta tematica.
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AVALIACAO NUTRICIONAL DA VIDEIRA PELO
SISTEMA INTEGRADO DE DIAGNOSTICO
E RECOMENDACAO (DRIS)

Anabela CARNEIRO O @; Mario CUNHA - ®; Oscar PEREIRA “-©); Jorge
QUEIROZ @

RESUMO

O Sistema Integrado de Diagnostico e de Recomendagao (Diagnosis and Recommendation Inte-
grated System - DRIS) constitui uma ferramenta alternativa para a avalia¢ao do estado nutricional
e a fundamentag@o da recomendagao de fertilizagdo de diversas culturas. Neste trabalho, preten-
deu-se estabelecer normas DRIS para a cultura da vinha nas regides de Portugal com maior rele-
vancia vitivinicola. Em 2007 e 2008 recolheram-se amostras de folhas de videira e calcularam-se
0s respectivos indices DRIS. Os resultados revelaram a existéncia de desequilibrios nutricionais
nas amostras estudadas, com particular incidéncia nas vinhas com menores produgdes. Estas ob-
servagdes sugerem a necessidade de estabelecimento de padrdes nutricionais baseados em dados
representativos da variabilidade edafoclimatica e varietal das regides vitivinicolas.

PALAVRAS-CHAVE Vinha, Nutri¢do, DRIS

1-INTRODUCAO
O diagnostico foliar é uma ferramenta de avaliacdo indirecta da fertilidade do solo
uma vez que ha uma correlagdo directa entre a disponibilidade de nutrientes do solo ¢ o

teor dos mesmos nas folhas das plantas cultivadas (HARGER et al., 2003).
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Actualmente, um dos métodos comummente usado ¢ o “Critério de Faixas de Su-
ficiéncia”. Este baseia-se na comparagdo de resultados foliares com valores de concen-
tragcdes de nutrientes obtidas em épocas predeterminadas ¢ em estados fisiologicos
definidos. Como tal, sempre que um nutriente ndo se enquadra nos intervalos referidos,
¢ considerado um factor limitante de crescimento, de produtividade ou de qualidade dos
frutos. Por outro lado, a rigidez da época de colheita, torna impraticavel a fertilizagao
da cultura no proprio ano em que ¢ realizada a analise.

De entre os métodos existentes para o diagndstico nutricional das plantas, o “Diag-
nosis and Recommendation Integrated System” — DRIS, tem vindo a ser implementado
em varios paises (PARTELLI et al., 2006; HARGER et al., 2003; RUIZ-BELLO & CA-
JUSTE, 2002; WADT et al., 1999). Proposto por BEAUFILS em 1973, o DRIS tem por
objectivos o complemento e auxilio das técnicas de avaliagdo do estado nutricional ja
existentes na identificagdo dos nutrientes que possam estar a limitar a produtividade, a
par da fundamentacdo da recomendacao de fertilizagdo de diversas culturas em diferentes
modos de produgao.

O método DRIS assenta no calculo de indices para cada nutriente considerando a
sua relacdo com os restantes e na sua posterior comparagao com as relagdes médias ob-
servadas em plantas consideradas de referéncia (padrdes de produtividade) (MAEDA
et al., 2004; BATAGLIA et al., 2004; RUIZ-BELLO & CAJUSTE, 2002). O equilibrio
nutricional de cada nutriente na planta ¢ dado por um indice DRIS que devera ser pro-
ximo de zero (MOURAO FILHO, 2005; OLIVEIRA & TAKAMATSU, 2004; WADT
etal., 1999). Se negativo, assume-se que ocorre deficiéncia do nutriente em relagdo aos
demais e, quando positivo, significa que se encontra em excesso na planta (MOURAQO
FILHO, 2005; OLIVEIRA & TAKAMATSU, 2004; WADT et al., 1999). Tal classifica-
¢do permite escalonar os nutrientes segundo a ordem de importancia de limitacdo na
produgao, bem como estabelecer um nivel intensidade de exigéncia de um nutriente pela
planta (PARTELLI et al., 2006; MOURAO FILHO, 2005; WADT et al., 1999;). Por ul-
timo, o método DRIS calcula o indice de balango nutricional (isto é, a soma em modulo
de todos os indices dos nutrientes), o qual permite avaliar o equilibrio nutricional da
planta (MOURAO FILHO, 2005; SILVA et al., 2003; TOME JR., s.d.). Assim, de acordo
com os pressupostos da metodologia DRIS, o indice de balango nutricional (IBN) sera

tanto mais proximo de zero, quanto mais equilibrado for o nivel nutricional da planta.
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(PARTELLI ef al., 2006; TOME JR., s.d.). Convém salvaguardar que, caso o IBN se
encontre proximo de zero e a produtividade ainda assim for baixa, tal facto pode dever-
se a problemas nao nutricionais tais como factores genéticos, praticas culturais desajus-
tadas ou ocorréncias meteorologicas desfavoraveis (RODRIGUEZ & RODRIGUEZ,
2000; TOME JR., s.d.). Um outro aspecto a ter em conta ¢ de que os valores de referéncia
do DRIS nao podem ser considerados como de aplicagdo universal mesmo quando ob-
tidos em condi¢des de ampla variabilidade ambiental. Actualmente ¢é sabido que tais in-
dices reflectem o efeito de factores edafoclimaticos regionais, resultando em
diagnosticos erroneos quando os mesmos sdo adquiridos em condi¢des distintas daquelas
da amostra sob diagnostico (MAEDA et al., 2004; RODRIGUEZ & RODRIGUEZ,
2000)

Por conseguinte, quando comparado com o Critério de Faixas de Suficiéncia, o
DRIS, permitiu reduzir as variagdes decorrentes da época de colheita e da idade da planta
amostrada, assim como o efeito das concentragdes ou dilui¢des nos teores de nutrientes
relativas a produgdo de biomassa (WADT et al., 1999; TOME JR., s.d.). Por esta razio,
atendendo a que ¢ possivel a colheita de amostras em diferentes estadios de crescimento
da cultura, a utilizagdo do DRIS torna praticavel a realizagdo de correc¢cdes no mesmo
ano agricola (HARGER et al. 2003; RODRIGUEZ & RODRIGUEZ, 2000). Como li-
mitacdes refira-se o aparecimento de falsos diagndsticos em fungdo das distorgdes pro-
vocadas por factores ndo controlados e pelo facto de trabalhar com indices o que implica
que sempre que um nutriente esta em deficiéncia, por questio de calculo, outro estara

em excesso, o que podera ndo ser verdadeiro (BATAGLIA et al., 2004).

2 - METODOLOGIA

Durante as campanhas agricolas de 2006/07 e de 2007/08, em colaboragdo com
as associagdes® AANT, AAPIM, AATM, AFUVOPA, APPITAD, ATEVA, SOC. VI-
NHOS BORGES, seleccionaram-se 93 parcelas de vinha, distribuidas pelas regides do
Norte, do Centro e do Alentejo. Estas foram divididas em dois grupos:

Populagdo A: caracterizada por apresentar produgdes elevadas ou muito elevadas
(cujo valor de produtividade seria maior ou igual ao valor definido como médio de pro-
dugdo encontrado entre as vinhas amostradas e considerado alto para a cultura em de-

terminada regido) e;
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Populag@o B: caracterizada como apresentando produgdes baixas ou muito baixas,
quer em quantidade, quer em qualidade (cujo valor de produtividade seria inferior ao
anteriormente estabelecido)

Ap0s caracterizacdo das parcelas, procedeu-se a colheita e as determinag¢des ana-
liticas das amostras de terras, folhas, aguas de rega e frutos segundo as normas de Pro-
ducdo Integrada. Nas andlises de terras avaliou-se a classe de textura, a matéria organica
oxidavel, o Pe o K extraiveis, o valor de pH das suspensdes 1: 2,5 em HyO ¢ KCI IM
e o Ca’*, 0 Mg?*, 0 K* e 0 Na* de troca. No material vegetal determinaram-se os para-
metros N, P, K, Ca, Mg, Na, Cu, Zn, Mn ¢ Fe. Nas aguas de rega efectuaram-se as se-
guintes determinagdes: pH, condutividade, calcio, magnésio, sodio, boro, cloretos,
bicarbonatos, sulfatos, sélidos em suspensdo, ferro, manganés, nitratos, indice de satu-
racdo e Razdo de Adsorsdo de Sodio ajustada. A qualidade das uvas foi avaliada de
acordo com os seguintes parametros: peso de 100 bagos, indice refractométrico (° Brix),
acidez total (gramas de acido tartarico/litro de sumo) e pH.

Partindo dos resultados analiticos obtidos, foi possivel estabelecer os indices DRIS
para cada uma das populagdes definidas, tendo como base as parcelas de vinha estuda-
das. Estes foram obtidos segundo: i) trés formulas de calculo das fungdes das razdes dos
nutrientes (Beaufils, Elwali & Gascho e Jones), ii) um critério para a escolha da razdo
dos nutrientes (Valor F) e iii) um para o somatorio das fun¢des (DRIS). O valor médio
de produgao considerado, que estabelece a divisdo entre vinhas altamente produtivas e
de baixa produtividade, foi definido conjuntamente com as Associa¢des que colaboraram
no Projecto, como sendo de 5 ton/ha.

Para proceder aos célculos matematicos do método DRIS e optimizar a informa-
¢do recolhida, recorreu-se a um programa informatico original (trabalha em ambiente
Microsoft Windows® e permite a importagdo de dados desde o Microsoft Excel®) de-
senvolvido no ambito do Projecto Fertisoft (Programa IDEIA da ADI — Agéncia de Ino-

vacdo).
3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 apresenta-se o output do programa informatico referente aos indices

DRIS de uma vinha de alta produgao.
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Figura 1- Exemplo de output do programa informatico para o calculo dos indices DRIS, referente a uma amostra
de Vinha de Alta Produgéo segundo o Método Beaufils (1973).

Pela andlise da figura conclui-se que o cobre (indice DRIS de -38,9) e o Azoto
(indice DRIS de -20,5) sdo os nutriente com niveis mais baixo enquanto que o Manganés
(cujo indice DRIS é 38.2) se encontra claramente em excesso. Os indices dos restantes
nutrientes situam-se dentro do intervalo de valores adequado.

Na Tabela seguinte apresentam-se as médias do Indice de Balan¢o Nutricional

das populagdes observadas.

Tabela 1 — Média do Indice de Balango Nutricional das populagdes de Baixa Produtividade — BP e de Alta Pro-
dutividade — AP.

Método DRIS BP AP
Beaufils (1973) 216,6 142,9
Elwali & Gascho (1984) 1244 62,3
Jones (1981) 151.,8 148,0

Partindo do pressuposto de que um IBN diferente de zero significa que a amostra
se encontra nutricionalmente desequilibrada, podemos constatar que as vinhas estudadas
apresentam graves desequilibrios no que respeita a nutrigio. E também notéria a corre-

lagdo negativa do IBN com a produtividade. Esta observagao ¢ suportada pelo facto de
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a populag¢@o menos produtiva apresentar, independentemente do método de calculo, um
valor de IBN superior a populagao de alta produtividade, sugerindo que, apesar do de-
sequilibrio nutricional evidente de todas as vinhas estudadas, estes indicadores acen-
tuam-se nas vinhas com menores produtividades.. Contatam-se ainda as diferengas entre
os métodos apresentados.

De seguida expdem-se, a titulo exemplificativo, os Indices DRIS para uma amos-

tra de Baixa Produgdo e para outra de Alta Producéo (Tabela 2).

Tabela 2 — indices DRIS de uma amostra de Baixa Produtividade e de outra de Alta Produtividade

Emalrrs LRE 1S pora oa difgromten. rastngmies
Flctonde M P E Ca Mg Cu Fe Mn En B IBM*

i Pkl

Hewmilils (19735 s <33 A0 <30 <A1 27 139 417 sy 54 2480
Ebwal & Gancha {1984) 5% &6 44 &0 60 1435 L] 0 AR 0 1394
Joms 19K L) 10 183 -1 KX .10 -IEA LR 1xs -Sun %Y 1514

At Frosdarivikedy
Bewilils (1973) T LT IZd <38 <33 7 3 5.4 LK 1.6 433
Elwali & Gancha{1984] 0@ &0 RB% .12 OO0 03 ik 4% 22 oD 1ME
Jomn (19K 1§ ial -51 25K 94 A% -4 4.1 -0 2T -LE RILE

*IBN — Indice de Balango Nutricional

Nesta tabela, esta de novo patente o facto de que os Indices DRIS variam con-
soante os métodos utilizados. Comprova-se igualmente que as vinhas pouco produtivas
sdo aquelas que apresentam um IBN mais elevado, o que se traduz num maior desequi-
librio nutricional. Os valores dos Indices DRIS de cada nutriente, tornam possivel o es-

tabelecimento da seguinte ordem de limitacao nutricional (Tabela 3).
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Tabela 3 — Ordem de limitagdo nutricional para as duas amostras consideradas.

Shotoads Bt Prookadivickade Alita Produtividode
Beailils {1973 FaCur M=K =hg>P=Ca>H>Ma~Fe MasCasdnsMpPCurB>Fer M=K
Ebwali & Ganchad 19841 FasCwsMgsisMn=I=KsCasPsle  MisfasCasCus ==y p=FeR=K
Joswes i 1981 LU Mg b > K =Ca=B=hlasP>Fe MsCisdns Mg P CurBeFer N> K

A ordem de limitagdo nutricional, a semelhanga dos valores dos indices DRIS
softre ligeiras variagdes consoante o método. Contudo, apesar das flutua¢des, ha um pa-
drio semelhante nos resultados obtidos. De mencionar que, para o caso da amostra pouco
produtiva, independentemente do método, o Zinco e o Cobre sdo sempre os micronu-
trientes mais negativos sendo o Ferro o mais excessivo. Na situacdo da vinha de alta
produgao, a leitura dos dados processa-se da mesma forma.

Refira-se que, embora se tenham também recolhido amostra de terras, de aguas
de rega e de uvas para analise, optou-se por ndo apresentar os referidos resultados dadas

as limitag¢des de espago.

4 - CONCLUSAO

Pela analise dos dados obtidos, constata-se que o real valor das normas DRIS ¢
ainda pouco perceptivel. Até a data, ndo se dispde de informacdes suficientes que per-
mitam determinar qual sera o método mais adequando a avaliacdo nutricional das vinhas
portuguesas. Todavia, realcam-se os graves desequilibrios nutricionais de todas as vinhas
analisadas, incluindo as vinhas altamente produtivas, o que explica a adopgao de um
valor de 5 ton/ha como producdo média. Os resultados sugerem também a necessidade
de estabelecimento de padrdes nutricionais para a vinha baseados em dados representa-
tivos da variabilidade edafoclimatica e varietal das regides agricolas portuguesas. Para
uma mais ampla divulgaco e validacdo do sistema DRIS como instrumento de reco-
mendacdo de fertilizacdo de solos para a vinha serd util aumentar o numero de observa-
¢des para permitir analisar outros factores para além da produtividade, como a
independéncia da época de amostragem, e quantificar os ganhos ambientais e econdmi-

cos inerentes ao método DRIS.
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@ AANT — Associagdo dos Agricultores do Nordeste Transmontano; AAPIM —
Associagdo de Agricultores para a Produgao Integrada de Frutos de Montanha; AATM
— Associag@o de Agricultores de Tras-os-Montes; AFUVOPA — Associagdo dos Fruti-
cultores, Viticultores e Olivicultores do Planalto de Ansides; APPITAD — Associagdo de
Produtores em Protec¢do Integrada de Tras-os-Montes e Alto Douro; ATEVA — Asso-
ciacdo Técnica dos Viticultores do Alentejo; SOC. VINHOS BORGES - Sociedade dos
Vinhos Borges.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BATAGLIA, O. C; QUAGGIO, J. A.; SANTOS, W. R.; ABREU, M. E. (2004). Diagnose Nutri-
cional do cafeeiro pelo DRIS variando-se a constante de sensibilidade dos nutrientes de acordo
com a intensidade e frequéncia de resposta na produgdo. Bragantia, Campinas, 63 (2), 253—
263.

HARGER, N.; FIORETTO, R.; RALISCH, R. (2003). Avalia¢ao nutricional da cultura da soja
pelos métodos DRIS e niveis de suficiéncia. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, 24 (2), 219—
224.

MAEDA, S.; RONZELLI JUNIOR, P.; LUCCHESL L. A. C. (2004). Valores de referéncia do
DRIS para a soja, cv. c¢d 202, para a regiao sul do Mato Grosso do Sul. Scientia Agraria, 5 (1-
2),35-42.

MOURAO FILHO, F. A. A. (2005). DRIS and sufficient range approaches in nutritional diagnosis
of “Valéncia” sweet orange on three rootstocks. Journal of Plant Nutrition, 28, 691 — 705.
OLIVEIRA, R. F.; TAKAMATSU, J. A. (2004). Uso do DRIS para avaliagido do estado nutricional
da pimenteira-do-reino, em Tomé-Acgu, PA. Comunicado técnico 94. Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento, Belém, 1-4.

PARTELLIL F. L.; VIEIRA, H. D.; MONNERAT, P. H. ; VIANA, A. P. (2006). Comparacdo de
dois métodos DRIS para o diagnostico de deficiéncias nutricionais do cafeeiro. Pesquisa Agro-
pecudria Brasileira, Brasilia, 41 (2), 301-306.

RODRIGUEZ, O.; RODRIGUEZ, V. (2000). Desarollo, determinacion e interpretacion de normas
DRIS para el diagnéstico nutricional en plantas. Una revision. Revista de la Facultad de Agro-

nomia, Barquisimetro, 17, 449-470.

494



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:25 Page 49@

RUIZ-BELLO, A.; CAJUSTE, L. J. (2002). Controlling fertilizer applications through plant analy-
sis. Communications in soil science and plant analysis, 33 (15-18), 2793-2802.

SILVA, E. B.; NOGUEIRA, F. D.; GUIMARAES, P. T. G. (2003). Sec¢do IV — Fertilidade do solo
e nutri¢do de plantas, Uso do DRIS na avaliagdo do estado nutricional do cafeeiro em resposta
a adubacdo potassica. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, Vigosa, 27, 247-255.

TEIXEIRA, L. A. J.; SANTOS, W. R. ; BATAGLIA, O. C. (2002). Diagnose nutricional para ni-
trogénio e potassio em bananeira por meio do sistema integrado de diagnose e recomendagao
(DRIS) e de niveis criticos. Revista. Brasileira de Fruticultura. Jaboticabal, 24 (2), 530-535.

TOME JR., J. B. (s.d). DRIS da Compo Do Brasil: CligFolha© programa para diagnostico nutri-
cional das culturas pelo DRIS.

WADT, P. G. S.; NOVAIS, R. F.; VENEGAS, V. H. A;; BRAGANCA, S. (1999). Alternativas de
aplicagdo do “DRIS” a cultura de Café Conilon (Coffea canephora Pierre). Scientia Agricola,

Sédo Paulo, 56 (1), 1-15.

495



\ ‘001-496 novo:Livro das Actas 10/04/30 17:25 Page 49@

¢



