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PRESENT & COMING DIAGNOSTIC TOOLS FOR
GRAPEVINE PATHOGENS DETECTION: THE
MERCIER NOVATECH EXPERIENCE

Corinne ROMAND'; Emilie CARROUCHE; Olivier ZEKRI2.

"Mercier NOVATECH — Le Champ des Noéls, 85770, LE GUE DE
VELLUIRE, France
2Mercier FRERES — 16 Rue de la Chaignée, 85770, VIX, France

corresponding author: olivier.zekri@mercier-groupe.com
Abstract:

One of the best ways to prevent grapevine diseases caused by intra and intercellular pathogens is
to detect, before plantation, if the vegetal material is pathogen-free. As grapevine nursery, Mercier
Company has a strong sanitary diagnostic strategy to provide grafted plants as clean as possible.
Viruses’ diagnostic has been used routinely for more than 20 years now by Mercier. Leafroll Viruses
(GLRaV-1, -3) and Nepoviruses (ArMV & GF1V) are systematically and regularly looked for in
rootstock and scion mother-blocks by ELISA technology. In the last few years, Mercier NOVAT-
ECH, part of the Mercier Group, has developed new diagnostic methods, more sensitive, by PCR
technology, to detect other grapevine pathogens (fungi responsible for ESCA, Eutypa Dieback,
Black Foot Disease and Bot. Cankers, Agrobacterium vitis, Flavescence Dorée, Bois Noir...). But
all these methods are only qualitative (determining the presence or the absence of the pathogens
into the plants). With the help of new biotechnologies (QPCR, LAMP, microarray...), it will be
possible soon to detect more pathogens and to quantify them. Mercier NOVATECH will present
those great improvements for grapevine pathogens control.

Key words: Grapevine, nursery, diagnostic, ELISA, PCR, gPCR, microarray, LAMP, virus, fungi,
bacteria.

INTRODUCTION

There are two kinds of pathogen diseases, those which could be controlled by pesticides
and those incurable. For perennial productions as grapevine production, preventive di-

agnostic is the only way to control incurable diseases. Laboratory testing for grapevine
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diseases is useful for diagnosing problems in existing vineyards. Identifying infected
propagation wood can help growers avoid spreading diseases to new vineyards. In the
past, detection of viruses in grapevines was largely accomplished by laborious and slow
biological tests. Today, many of the most important grapevine viruses, bacteria and fungi
can be detected using fast laboratory tests. Since accurate diagnostic tools are available,

Mercier Novatech laboratory uses those tools to detect pathogens in wood material.

Laboratory testing for a nursery is a valuable tool to better understand eventual vineyard
problems, because field diagnosis of grapevine diseases can be difficult. Symptoms dis-
played in the field are rarely unique to a particular disease. In addition, some infected
vines may not show any symptoms indicative of their disease status. More often, a par-
ticular set of symptoms could result from a number of causes. Red or yellow leaves, for
example, could be an indication of a virus or phytoplasma disease, a fungal root disease,
a nutritional deficiency, physical damage, or feeding by mites or insects. Disease testing
is often used to help sort out the true nature of the problem leading to symptom expres-

sion.

It is virtually impossible to diagnose grape pathogens diseases in the field during the
dormant season, a season when many growers and nurseries cut wood for propagation.
In addition, grapevines infected with some disease agents may never show any obvious
symptoms. Such latent infections can only be detected with reliable disease testing meth-
ods. This is an important consideration when collecting wood for propagating new vines,

since diseases that may not be evident on rootstock and scions.

Several methods of disease testing are available. These include direct culture of disease
agents; serological tests, such as ELISA; and molecular tests, such as Polymerase Chain
Reaction (PCR). Other types of new tests, based on advanced technologies, are also

coming to viticulture sector.

As a nursery, Mercier Freres follows the Commission Directive 2005/43/CE relative to
the material for the vegetative propagation of the vine and controls in the mother block
plantation the absence of infectious degeneration i. e. Grapevine Fanleaf Virus (GF1V)

and Arabic Mosaic virus (ArMV), grapevine leafroll disease i. e. Grapevine Leafroll-
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associated Virus 1 (GLRaV-1) and Grapevine Leafroll-associated Virus-3 (GLRaV-3)
and Grapevine Fleck Virus (GFkV) only for rootstocks. Mercier Novatech laboratory
uses ELISA technology, registered as official detection method in France, to detect those
viruses. In addition, other diagnostic methods were developed, based on molecular tech-
nologies (PCR) to detect Crown Gall disease agent (Agrobacterium vitis), Flavescence
Dorée and Bois noir agents, and several fungi involved in different Wood Trunk Diseases
complex (Eutypa lata, Diplodia seriata, Botryosphaeria dothidea, Phaeoacremonium
aleophilum, Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia punctata, Cylindrocarpon de-

structans...).

Today, to improve the diagnosis sensitivity, Mercier Novatech is also investigating and
developing new diagnostic tools based on modern technology as Loop Mediated Isother-
mal Amplification (LAMP) for Flavescence Dorée detection, Microarray for fungi and

Agrobacterium vitis detection, and gPCR for all grapevine pathogens.
1 - Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA)

One of the most common and inexpensive virus diagnostic methods is ELISA. The assay
involves the binding of the virus’ outer shell with a specific antibody. An antibody is a
special kind of protein made by an animal’s immune system in response to foreign in-

vasion. Antibodies have specific binding sites that “recognize” a molecular shape.

Because of the ability of antibody molecules to precisely recognize and bind to certain
shapes on other molecules, antibody-binding activity is used to specifically identify
viruses and other plant pathogens. The binding of the virus to the antibody is unique,
much like a jigsaw puzzle, fitting a unique piece into each place so there is no doubt

about the accuracy of results.

With the ELISA method, ground plant tissue extracts are placed in a test plate that has
been coated with specific antibodies. If the virus is present in the sample, it will bind to
the specific antibodies on the plate and be detected by an enzyme-substrate reaction that

produces a color reaction.
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The advantages of ELISA are that many samples can be tested at the same time, it is
relatively inexpensive and it is fast (results can be obtained in about three days). How-
ever, it should only be used as a screening method because it can miss infections if the

pathogen is found in low concentration.

In France, it is ELISA method which is so far the official method for virus diagnostic.
Mercier Novatech is accredited under ISO 17025 since 2007 for the detection of GFLYV,
ArMYV, GLRaV-1, GLRaV-2 and GLRaV-3. But many other grapevine viruses could be
detected using this technology.

2 - Polymerase Chain Reaction (PCR)

Recently, molecular tests have been developed that directly target the genetic material
(genome) of plant pathogens. Rather than relying on antibody reactions, they specifically
target molecular sequences that are unique to a particular pathogen. One of the most

sensitive molecular methods for pathogen detection currently available is PCR.

PCR involves the selective amplification of a small part of a pathogen’s genome. If the
pathogen is present in a sample, even in a very low amount, the amplification steps allow

its detection. It is this exponential amplification that makes PCR such a sensitive test.

PCR can be used for the detection of pathogens in grapevine because each virus, bac-
terium, or fungus has its own unique genetic information. In the past decade, molecular
scientists have identified genetic markers for many of these pathogens. Commercial
PCR testing is currently available for many viral and bacterial pathogens of grapevine.

This is an active area of research and this list is sure to expand.

Mercier Novatech has developed his own diagnostic tools to detect on grapevine by con-
ventional PCR: Flavescence Dorée and Bois Noir Phytoplasmas, Agrobacterium vitis
(under ISO 17025 accreditation), and Eutypa lata, Diplodia seriata, Botryosphaeria
dothidea, Phaeoacremonium aleophilum, Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia

punctata, Cylindrocarpon destructans...
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3 - Quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR)

In molecular biology, real-time Polymerase Chain Reaction, also called quantitative real
time Polymerase Chain Reaction (qQPCR) or kinetic Polymerase Chain Reaction is a lab-
oratory technique based on the PCR, which is used to amplify and simultaneously quan-
tify a targeted DNA molecule. For one or more specific sequences in a DNA sample,
qPCR enables both detection and quantification. The quantity can be either an absolute
number of copies or a relative amount when normalized to DNA input or additional nor-

malizing genes.

The procedure follows the general principle of Polymerase Chain Reaction; its key fea-
ture is that the amplified DNA is detected as the reaction progresses in real time. This is
anew approach compared to standard end-point PCR, where the product of the reaction
is detected after cycling is complete. Two common methods for detection of products in
real-time PCR are: (1) non-specific fluorescent dyes that intercalate with any double-
stranded DNA, and (2) sequence-specific DNA probes consisting of oligonucleotides
that are labeled with a fluorescent reporter which permits detection only after hybridiza-
tion of the probe with its complementary DNA target. Frequently, real-time PCR is com-
bined with reverse transcription to quantify messenger RNA and non-coding RNA in

cells or tissues, suitable for Virus detection.

qPCR can also be used for the detection of pathogens in grapevine, with faster results
and possibility to quantify the amount of pathogens. Mercier Novatech is developing
special primers for grapevine pathogens in order to get more information about the phy-
tosanitary status of wood material. It provides a useful tool to assess nursery pathogen

control as well.

Many studies have compared PCR and ELISA based methods. The experience of most
laboratories has been that real-time PCR is an order of magnitude more sensitive than
conventional PCR and two orders of magnitude more sensitive than ELISA. However,
PCR and real-time PCR are both requiring specialized equipment and consumables; and
whilst their costs are coming down they still exceed ELISA’s and can be a constraint in

terms of initial capital outlay and running costs.
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4 - Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

As mentioned above, a disadvantage of PCR is the cost of the specialized equipment
required to perform accurately controlled thermal cycling, and in the case of real-time
PCR, concurrent monitoring of fluorescence. Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) is a method for the detection of specific nucleic acid sequences and has the po-
tential to overcome many of the limitations of PCR-based methods. The ability of LAMP
to amplify a target nucleic acid sequence under isothermal conditions removes the need
for thermal cycling equipment, allowing testing to be carried out with minimal equip-
ment (a water bath or heated block). Furthermore, simplified methods for the detection
of amplification products facilitate the use of LAMP-based methods in the field or in

less well-resourced settings.

LAMP is an amplification method which uses 2 pairs of primers (internal and external
primers) and a DNA polymerase with strand displacing activity to produce amplification
products containing loop regions to which further primers can bind, allowing amplifi-
cation to continue without thermal cycling. Amplification is accelerated by the use of
an additional set of primers (loop primers) that bind to those loops which are of the in-
correct orientation for the internal primers to bind. A high level of specificity results
from the requirement for primers to bind to up to 8 regions of the target sequence. The
use of LAMP has previously been described for the detection of a range of plant

pathogens (Tomlinson et al. 2009; Harper et al. 2010)

LAMP reactions generate a large amount of amplification product that can be detected
by conventional agarose gel electrophoresis, by the use of spectrophotometric equipment
to measure turbidity, in real-time using intercalating fluorescent dyes, or by visual in-
spection of turbidity or colour changes. While detection methods based on visual in-
spection have the advantage of requiring no equipment, assessment of colour or turbidity
with the unaided eye is potentially subjective. Equipment-free methods for unambiguous
detection of LAMP products would increase the feasibility of using LAMP for detection
of phytopathogens outside the laboratory. One such method is the use of lateral flow de-

vices (LFDs) for the detection of labels incorporated into the amplification products.
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Mercier Novatech is involved since 2011 in a European FP7 project — VITISENS — with
the target to develop a rapid detection method for Flavescence dorée directly in the field,
based on LAMP technology.

A rapid DNA extraction and loop-mediated isothermal amplification (LAMP) procedure
was developed and evaluated for the detection of two specific groups of phytoplasmas
from infected plant material. Primers based upon the 16-23S intergenic spacer (IGS)

region were evaluated in LAMP assays for amplification (Tomlinson et al. 2010).

The DNA extractions and LAMP assay are easy to perform, requiring minimal equip-
ment, and may therefore form the basis of a rapid and reliable field-detection system

for phytoplasmas. Mercier Novatech should start the first tests with this device in 2014.
5 - Microarray

DNA microarray technique is one of the latest advances in the field of molecular biology
and medicine. It is a multiplex technique used in combination of bioinformatics and sta-
tistical data analysis (Kostrzynska et al. 2006). Microarray detection provides the greatest
capability for parallel yet specific testing and can be used to detect individual or com-
binations of viruses plant disease (Boonham et al. 2007). This new technology has been
developed for a rapid, accurate and sensitive detection of plant pathogens with the ob-

jective to use this technique extensively in routine practices.

Mercier Novatech is starting a new European FP7 Project — MYCORRAY - to develop

an inexpensive microarray chip for fungi and bacteria pathogen detection.
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METODOLOGIAS DE ESTUDO DA INTERACCAO
GENOTIPOXAMBIENTE NA FASE FINAL
DA SELECCAO CLONAL DA VIDEIRA

Elsa GONCALVES'; Antero MARTINS'

RESUMO

A fase final de um processo de selecg¢@o clonal devera contemplar a compreensao e controlo da in-
teracgdo gendtipo x ambiente (G X E) dos clones, um fenémeno bioldgico altamente perturbador
da estabilidade de comportamento de todas as variedades geneticamente homogéneas (como sdo
tipicamente esses clones). Neste trabalho apresentam-se varias técnicas de interpretagdo desse fe-
noémeno passiveis de serem utilizadas numa fase final de selecgdo de clones de videira. Estas me-
todologias sdo aplicadas ao estudo da sensibilidade a interacgdo de 12 clones pré-seleccionados de
cada uma das castas Siria, Antdo Vaz e Rabo de Ovelha, avaliados em 11, 14 ¢ 8 ambientes
(localxano), respectivamente. Apds a analise de varidncia ter revelado interacgdo gendtipo X am-
biente significativa (p<0,05), foram aplicadas outras técnicas, como a anlise de regressao dos va-
lores observados do rendimento de um genétipo sobre os indices ambientais ¢ GGE Biplots. Como
resultado, foi possivel encontrar diferencas de sensibilidade a interac¢do G x E, e verificou-se que,
de entre as técnicas utilizadas, a do GGE biplot forneceu uma visao mais clara do comportamento
dos clones nos diversos ambientes.

Palavras-chave: videira, selec¢do clonal, interac¢do gendtipo X ambiente, regressao sobre os in-
dices ambientais, GGE biplots

1-INTRODUCAO

A fase final de um processo de seleccao clonal deverd contemplar a compreensao e con-
trolo da interac¢@o genotipo x ambiente dos clones, um fenémeno bioldgico altamente
perturbador da estabilidade de comportamento de todas as variedades geneticamente

homogéneas (como sdo tipicamente esses clones).

 Universidade Técnica de Lisboa, Instituto Superior de Agronomia, CBAA, Tapada da Ajuda,
1349-017 Lisboa, Tel.: 21 365 3190, elsagoncalves@isa.utl.pt; anteromart@isa.utl.pt

23



Livro Actas

Apesar de no mundo viticola serem, em geral, os clones certificados a suportarem grande
parte das novas planta¢des (na Franga, Italia e Espanha existem centenas de clones cer-
tificados e em Portugal existem largas dezenas), ndo tem sido dada a devida importancia

aos estudos de interac¢@o gendtipoxambiente com clones de videira.

Segundo a metodologia de selec¢do da videira praticada em Portugal (Martins, 2011), o
processo conducente a selecgdo clonal desenvolve-se ao longo de um periodo de 10 a
15 anos. Isto pressupde a avaliagdo do comportamento do clone em diferentes locais
(tantos mais quanto possivel) e, como a videira é uma planta perene, dentro destes, no
maior nimero de anos possivel. A nogdo de ambiente estara, portanto, hierarquizada.
Por um lado, o local distinto (que abrange as condi¢des edafo-climaticas do local, porta-
enxerto, etc.) e, dentro do local, os diferentes anos. No final deste processo deverdo exis-
tir dados para que seja realizada uma analise minimamente objectiva da interacgio

gendtipoxambiente dos clones a submeter a homologacéo oficial.

No melhoramento de plantas em geral, as principais técnicas aplicaveis ao estudo deste
fenémeno recorrem geralmente a analise de variancia cldssica com interacg¢@o e a mé-
todos baseados na teoria dos modelos mistos (Barford et al., 2004; Smith et al. 2005;
Kelly et al. 2007; Smith et al., 2007), a analise de regressdo das observagdes sobre os
indices ambientais (Finlay e Wilkinson, 1963; Eberhart e Russell, 1966), a métodos ndo
paramétricos baseados na ordenacdo dos gendtipos em diferentes ambientes (Hiihn,
1996) e a analise em componentes principais (Kempton, 1984; Gauch e Zobel, 1997).
Este ultimo tipo de analise tem muitas variantes, dependendo da transformagao aplicada
aos dados antes de se fazer a decomposi¢io em valores singulares. Os modelos mais us-
ados sdo os modelos AMMI (“Additive main effects and multiplicative interaction”) e
GGE (“Genotype main effects and GenotypexEnvironment interaction effects”). Pre-
sentemente, estes modelos estdo entre os métodos estatisticos mais usados para analisar
dados de rendimento de ensaios agricolas (Gauch, 2006; Yan et al., 2007; Gauch, 2008;
Yang et al., 2009; Yan e Holland, 2010).

No ambito dos trabalhos de selecg@o da videira realizados em Portugal pela “Rede Na-

cional de Seleccdo da Videira”, os clones tém vindo a ser estudados quanto a interaccao,
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recorrendo a representagdo grafica da ordenagdo dos clones quanto a diferentes carac-
teristicas nos diversos ambientes, ao coeficiente de variagdo de diferentes caracteristicas
nos distintos ambientes experimentais, a analise de regressao das observagdes de dife-
rentes caracteristicas sobre os indices ambientais (Martins et al., 1998a; Martins et
al., 1998b; Martins et al. 2004) e, mais recentemente, a métodos ndo paramétricos (Gon-

calves ¢ Martins, 2012).

O presente trabalho ¢ mais um contributo para o reforgo metodologico do estudo do fe-
némeno da interac¢do gendtipo x ambiente em clones de videira. Analisam-se trés téc-
nicas de interpretacdo do fendomeno passiveis de serem utilizadas numa fase final de
selecco de clones: analise de variancia, analise de regressdo dos valores observados do

rendimento de um genotipo sobre os indices ambientais e constru¢do de GGE Biplots.

2 - MATERIAIS E METODOS

Os dados utilizados referem-se ao rendimento (kg/planta) das castas Siria, Antdo Vaz e
Rabo de Ovelha e sdo provenientes de ensaios de seleccdo de dois tipos sequenciais:
grandes populagdes experimentais de clones (POP) e pequenos ensaios de comparagio
de clones multilocais (CCClo) com os 30 a 40 clones seleccionados na POP (Quadro
1). Considerando cada combinagao local/ano como um ambiente distinto, estudaram-se

no total 11, 14 e 8 ambientes para a Siria, Antdo Vaz e Rabo de Ovelha, respectivamente.

Quadro 1 - Descrig@o dos locais dos ensaios das castas Siria, Antdo Vaz e Rabo de Ovelha, delineamento expe-
rimental, anos de avaliagdo do rendimento e respectiva designa¢do do ambiente

Casta Local Delb (RCB) i Anos Designagiio do
Pinhel (P) 239 clones x 5 repeti¢des x 4 plantas (POP) 1988 ¢ 1989 P1988 ¢ P1989
Stria Figueira de Castelo Rodrigo (F) 40 clones x 8 repetiaes x 6 plantas (CCCIo) 1951 a 1995 F1991 a F1995
Estremoz (E) 40 clones 8 repetigdes x 6 plantas (CCClo) 1991 a 1999 EI991 a E1999
Fvora (B) 210 clones x 5 repetigoes x 3 plantas (POP) 1988 a 1990 ET988 a £1990
Antdio Vaz ["Palmela (P) 40 clones 8 repetigoes x 7 plantas (CCClo) 1993 a 1998 P1993 a P1998
Vidigueira (V) 40 clones x 8 repetiges x 7 plantas (CCClo) 1998 a 2002, V1998 a V2002
[Rabo de Reguengos de Monsaraz (RG) 750 clones x 4 repetigdes x 3 plantas (POP) 19942 1998 | RGI1994 aRGI998 |
Ovelha Redondo (RD) 32 clones x 8 repeti¢des x 7 plantas (CCClo) 1996 a 2000 RD1996 a RD2000

RCB - blocos casualizados completos.
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Ao longo do processo de seleccdo, a analise dos dados foi orientada para a seriagdo dos
clones, segundo os melhores preditores lineares empiricos ndo enviesados dos efeitos
genotipicos de diferentes caracteristicas (rendimento, teores de agtcar, acidez, pH do
mosto e outras), bem como para o calculo de outros indicadores de determinismo geno-
tipico das mesmas, como a heritabilidade em sentido lato, cujas estimativas variaram
entre 0,36 e 0,90 na casta Siria, entre 0,24 e 0,74 na casta Antdo Vaz € 0,38 € 0,93 na
casta Rabo de Ovelha. Com base em todas as analises realizadas e na avaliagdo da inte-
racgdo gendtipoxambiente, fez-se a pré-seleccao de 12 clones superiores: uns com um
bom equilibrio de todas as caracteristicas relevantes, outros com os valores mais eleva-
dos de cada uma dessas caracteristicas. No ciclo final, esses 12 clones foram avaliados,
a partir dos mesmos ensaios dos ciclos anteriores, quanto a um leque mais alargado de
caracteristicas culturais e enoldgicas (incluindo microvinificagdes experimentais) e de
novo quanto a interac¢do genodtipoxambiente, com vista a selecgdo de aproximadamente
7 clones individuais para submeter a homologagdo. O presente trabalho ¢ focado preci-

samente sobre esses 12 clones pré-seleccionados.

A abordagem metodoldgica seguida neste trabalho ira envolver trés procedimentos. No
primeiro, estudar-se-3o os efeitos da interac¢ao clonexambiente através do ajustamento

do modelo

R A Y (cy), + _I;(;f)_‘,‘ e, (1)

para i=1L g, /=1L .c, k=1L .b,n=gx3 b, ,sendo » o nimero total de observagdes e
», o nimero de blocos completos do ensaio do local ;. Neste modelo y,, designa a média do
rendimento do clone / no bloco k¥ do ambiente ;, ¢ a média geral, «, o efeito genotipico do
clone i, y, o efeito do ambiente ;, («y), o efeito da interac¢fio do clone / com o ambiente ;,
Bly), o efeito do bloco k do ambiente ;, ¢, o erro aleatério associado & ijk- ésima
observagdo. Os erros aleatérios assumiram-se varidveis aleatérias independentes e
identicamente distribuidas com distribui¢do normal de valor médio e variancia . Todos
os efeitos do modelo assumiram-se como fixos. Apds o ajustamento deste modelo foram

realizados testes F aos efeitos previstos no modelo. Nesta analise foram utilizados apenas

os dados referentes aos 12 clones.
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O segundo procedimento para avaliagdo da estabilidade fenotipica de cada um dos 12
clones, baseou-se na regressdo dos rendimentos do clone nos varios ambientes sobre os

indices ambientais (Finlay e Wilkinson, 1963). Assim, ajustou-se o modelo,

v,=0,+Bx, +& (2)

para i = 1L .n, sendo » o nimero de ambientes onde o clone foi avaliado. Neste modelo, y,
representa o indice ambiental do ambiente / (média de todos os clones no ambiente i), g, a
ordenada na origem, 3, o coeficiente de regressio, v, o rendimento do clone no ambiente ;.
Os erros aleatérios assumiram-se varidveis aleatdrias independentes e identicamente

distribuidas com distribui¢fo normal de valor médio 0 e varidncia o’ .

Segundo Finlay e Wilkinson (1963), um coeficiente de regressdo de 1 (, = 1) indica que o
gendtipo tem estabilidade média. Desta forma a estabilidade média do clone foi avaliada

através de um teste T ao pardmetro f, (testando-se // :f, =1 vs H :f = 1)

Finalmente, o terceiro procedimento para avaliagdo da interacgio clonexambiente, baseou-se

na construcéo de GGE Biplots (ou seja, de biplots dos efeitos principais do genétipo e efeitos

da interacgiio gendtipoxambiente). Nesta andlise foram utilizados os dados de todos os clones

dos ensaios de comparagdo clonal. Antes da decomposi¢iio em valores singulares, os dados

¢.-5)
SE

foram transformados de acordo com a expressdo , onde y, representa a média de

rendimento do gendtipo / no ambiente /, ¥, € o rendimento médio de todos os genétipos no
ambiente j; $£, € o erro padrdo no ambiente ; (ou seja, raiz quadrada do quadrado médio

residual resultante do ajustamento do modelo com todos os gendtipos do ensaio). Este € o
chamado “SE-scaled GGE biplot”, o preferido quando existem dados com repeticdes (Yan,
2001), como sio os utilizados neste trabalho.

A andlise dos dados foi feita recorrendo ao procedimento Proc Mixed (SAS Institute 2003) e
ao programa R, version 2.15.0. (The R Foundation, 2012).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a analise de variancia com apenas os 12 clones pré-selecciona-
dos por casta, constam do Quadro 2. Para um nivel de significancia de 0,05, a casta
Antdo Vaz ndo revelou interac¢do clonexambiente significativa (p>0,05), tendo sido

apenas detectados efeitos significativos associados aos factores clone e ambiente. Para
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as castas Siria e Rabo de Ovelha foram detectados efeitos significativos da interacgdo
entre gendtipos e ambiente (p<0,05). Nestes casos, a interacgdo torna-se, assim, o prin-
cipal objecto de estudo e as abordagens seguintes tentardo determinar quais os clones

mais sensiveis a mudanga de ambiente.

Os resultados obtidos com a metodologia da regressao dos rendimentos do clone sobre
os indices ambientais constam do Quadro 3. Para um nivel de significancia de 0,05,
todos os clones de Antdo Vaz revelaram estabilidade média, pois em nenhum caso se
rejeitou a hipotese do coeficiente de regressdo ser 1 (p>0.05). Para o mesmo nivel de
significancia, na casta Siria a hipétese de estabilidade média foi rejeitada para cinco clo-
nes (CR0330, CR2213, CR4501, CR4503, CR9106) e na casta Rabo de Ovelha a esta-
bilidade média foi rejeitada para quatro clones (OV0519, OV0704, OV0813, OV1612).

Quadro 2 - Valores-p (p) associados aos testes aos
efeitos previstos no modelo de andlise de
varidncia (modelo 1), nas castas Siria,

Antao Vaz e Rabo de Ovelha
Casta Fonte de variacao P
Siria clone <0,0001
ambiente <0,0001
bloco(ambiente) <0 0001
clonexambiente <0, 0001
Antao Vaz clone 0,0023
ambiente <000U1
bloco(ambiente) <0 0001
clonexambiente 0,1228
Kabo de Ovelha |clone <0,0001
ambiente <0,0001
bloco(ambiente) <0 0001
clonexambiente <0,0001
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Quadro 3 - Resultados da andlise de regressdo dos rendimentos do clone sobre os indices
ambientais (modelo 2) para os 12 clones das castas Siria, Antdo Vaz e Rabo de
Ovelha
Siria Anfdo Vaz Rabo de Ovelha
clone & A » clone o b » clone " b »
CRUZ10 | 0963 | 0880 | 00669 | ANOIZ3 | 0,928 | 106 | O,1184 | OVO51Z | 0,779 | 1,109 | 06678
CRUZ36 | 0925 | 0847 | 00912 | ANOI34 | 0,068 | U85 | U0683 | OVOSIY | U935 | U646 | U002Z
| CRO330 | 0055 | 0879 | 00087 | ANOI45 | 0951 | 088 | 00350 | OVO704 | 0979 | 0811 | 00080 |
CRIi607 | 0884 | 1079 | 05582 | ANOI66 | 0918 | 100 | 00862 | OVOSI3 | 0921 | 0,688 | 00092
CR2ZI3 | 0937 | 0,783 | 00105 | ANOI73 | 0,050 | 096 | 0,0507 | OV0906 | 0,632 | 1,157 | 06788 |
[ CR4501 | 0972 | 0,836 | 00069 | ANOIS5 | 0511 | 084 | 00678 | OV09I3 | 0,746 | 1,295 | 03760
[ CRA503 | 0,949 | OBI8 | 00188 | ANOZ3B | 0956 | 087 | 00788 | OVIOOL | 0,766 | 1,765 | 0,1030
[ CRA507 | 0936 | 0939 | 06345 | ANOZd5 | 0928 | U85 | 00337 | OVIId | 0709 | 1,162 | UHI38
CRUI0Z | 0923 | 0851 | O,I019 | ANOZSD | 0,869 | 099 | 00647 | OVI6IZ | 0939 | 0,732 | U025
| CRO106 | 0909 | 0,765 | 00169 | ANOZ63 | 0954 | 092 | 00647 | OVISIS | 0883 | 0,730 | 00760
| CR9304 | 0951 | 0912 | 02332 | ANU506 | 0933 | 083 | 00565 | OV6302Z | 0939 | 0868 | 0,1956
CRY31Y | 0897 | 0945 | 06196 | ANO5IZ | 0944 | 102 | 00786 | OV7105 | U.768 | 0657 | 00389 |

R* - coeficiente de determinagdo, », - estimativa do coeficiente de regressdo, p - valor-p do teste
Hy:p=1vs H 1 =1.

Relativamente aos GGE Biplots, apenas se apresentam os resultados referentes as castas
Rabo de Ovelha e Siria, uma vez que na casta Antdo Vaz o GGE biplot resultante expli-
cou apenas 34,5% da variacdo do rendimento devida aos efeitos principais do genotipo
e efeitos da interacg¢@o genotipoxambiente (GGE). Relativamente as castas Siria ¢ Rabo
de Ovelha, os biplots resultantes explicaram, respectivamente, 62,7% e 78,7% da varia-

¢do do rendimento devida ao GGE (Figuras 1A e 1B, respectivamente).

Em ambos os casos estudados, a fraca correlagdo observada entre alguns ambientes re-
vela a presenca de interac¢do gendtipoxambiente. No que se refere a Siria (Figura 1A),
ambientes correspondentes a localizacdo de Pinhel estdo negativamente correlacionados
¢, na casta Rabo de Ovelha, dois anos em Reguengos nao estio correlacionados. Isto ¢,
0 que separa mais o ambiente decorre principalmente do efeito ano do que do efeito do
local. Por outro lado, as diferencas entre o poder discriminatorio de um ambiente (ou
seja, a diferenciacdo entre genotipos) sdo visiveis em ambas as figuras. Entre os am-
bientes estudados a diferenciacdo entre os genotipos foi maior em E1998 ¢ E1999, na
casta Siria, ¢ no RD1999, RD1997 ¢ RD1996, na casta Rabo de Ovelha. Estes foram
precisamente os ambientes em que se obtiveram estimativas da heritabilidade em sentido
lato mais elevadas. Contrariamente, nos ambientes E1992 ¢ E1993 na Siria (vectores de
menor comprimento, proximos da origem do biplot), os genotipos tiveram um compor-

tamento semelhante.
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Figura 1 — GGE Biplots para as castas Siria (A) e Rabo de Ovelha (B), onde estdo apenas
representados os 12 clones de entre os 40 (para a Siria) e 32 (para a Rabo de
Ovelha) contemplados na analise.

Analisando o comportamento dos diferentes genotipos de Siria (Figura 1A), com esta
abordagem destacou-se um grupo de clones cuja mudanga de comportamento se revelou
mais sensivel com a mudanca de ambiente. Aproximadamente em metade dos ambientes
esses clones comportaram-se acima da média (Estremoz/1996, 1995, 1992 ¢ 1999 ¢ Pi-
nhel 1988) e noutra metade abaixo da mesma (Estremoz/1998, 1994 ¢ 1997 ¢ Pinhel em
1989). Com este tipo de comportamento estdo os clones CR4503, CR9102, CR0210 ¢
CRO0330. Outro grupo de clones evidenciou sistematicamente rendimentos acima da
média em todos os ambientes, a excepgdo de um unico. Sao os casos dos clones CR9106,
CR2213, CR4501, CR9304, que s6 revelaram rendimento abaixo da média em Pi-
nhel/1989, e do clone CR9313 que s6 revelou rendimento abaixo da média em Pi-
nhel/1988. Foi possivel observar ainda um conjunto de clones cujos rendimentos se
situaram maioritariamente abaixo da média. Por exemplo, o clone CR0236 apresentou
sempre rendimentos proximos ou abaixo da média. O clone CR1607 revelou rendimento
acima da média apenas em Pinhel/1989, e 0 CR4507 em Pinhel/1989 e Estremoz/1997

e 1994 (este ultimo, portanto, mais instavel que os anteriores).

Quanto a casta Rabo de Ovelha (Figura 1B), também se destacou um grupo de clones

cuja mudanca de comportamento se revelou mais acentuada com a mudanga de am-
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biente. Em certos ambientes esses clones comportaram-se acima da média e noutros
abaixo da média. S&o os casos dos clones OV1818, OV0512 e OV1104: o primeiro re-
velou sempre rendimentos acima da média, excepto em Reguengos/1991 e Re-
dondo/2000; os dois ultimos, apresentaram rendimento abaixo da média em todos os
ambientes, excepto em Reguengos/1991 e Redondo/2000. Foi possivel ainda identificar
outro grupo de clones mais estaveis. Alguns desses evidenciaram sempre rendimentos
muito perto da média ou acima desta em todos os ambientes, sdo os casos dos clones
0OV1612,0V0519,0V6302, OV0813, OV0704 ¢ OV7105, enquanto que outros mani-
festaram sempre rendimentos muito perto da média ou abaixo desta em todos os am-

bientes, sdo os casos dos clones OV0913, OV1001 e OV0906.

Como vimos, diferentes abordagens podero, ou ndo, conduzir a conclusdes similares
sobre a interac¢do gendtipoxambiente. De facto, quer com analise de variancia (modelo
1), quer com a analise de regressdo (modelo 2), as conclusdes sobre a interacgdo foram
as mesmas. Relativamente a casta Antdo Vaz, ndo se identificaram com a analise de va-
riancia efeitos significativos da interacgdo e, com a analise de regressao, ndo se rejeitou
para nenhum clone a hipodtese da estabilidade média. No respeitante as castas Siria e
Rabo de Ovelha, com a analise de variancia detectaram-se efeitos significativos da in-
teracgao e, utilizando a analise de regressao, a hipotese de estabilidade média foi rejei-
tada para alguns clones. Contrariamente, os resultados quanto ao comportamento
individual dos clones diferiram entre a analise de regressdo e a interpretacdo do GGE
biplot. Isso podera dever-se ao facto de na analise de regressdo as rectas serem ajustadas
com base em valores fenotipicos e de essa analise ser tanto mais eficaz quanto maior o
nimero de ambientes (um numero reduzido de observagdes ird induzir a ndo rejeicao
da hipotese da estabilidade média). Ora, neste estudo o nimero de ambientes ndo foi
tdo elevado quanto o que seria desejavel, principalmente no respeitante a casta Rabo de
Ovelha. Desta forma, a técnica da regressdo €, a nosso ver, a mais fragil de entre as téc-
nicas apresentadas. Quando utilizada, ¢ importante tomar em consideragao as estimativas
da heritabilidade em sentido lato obtidas nos ensaios onde se obtiveram esses dados e,
em principio, eliminar os dados provenientes de ensaios com heritabilidades baixas.
Pelo, contrario, para a decomposi¢do em valores singulares nio se utilizaram os valores

fenotipicos, mas sim valores transformados de acordo com o descrito da metodologia e,
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portanto, a técnica do GGE biplot fornece uma visdo mais geral, englobando a informa-
¢do sobre as correlagdes entre ambientes (indicadora do grau de interacgdo), sobre o
poder discriminatério de cada ambiente (o comprimento do vector de um ambiente ¢
determinado pela heritabilidade nesse ambiente) e sobre o comportamento dos clones
nos diversos ambientes (Yan e Holland, 2010). Esta técnica ndo foi usada com sucesso
na casta Antdo Vaz, em parte devido as baixas heritabilidades obtidas nos varios am-

bientes (de entre os 14 ambientes estudados, em 9 a heritabilidade foi inferior a 0,45).

O estudo da interac¢do genotipo x ambiente devera ser conduzido numa vasta gama de
ambientes, de modo a autorizar a previsdo sobre se um genotipo ¢ largamente adaptado
auma vasta amplitude de condi¢des ambientais, ou se, pelo contrario, € mais apropriado
para condi¢des ambientais especificas. Esta ¢ a pratica comum no melhoramento de ou-
tras espécies, com as quais € inteiramente exequivel a instalagdo de numerosos ensaios
multilocais, o que esta longe de se verificar com a videira. De facto, se desta analise ndo
foi possivel destacar determinados clones particularmente adaptados a determinados lo-
cais isso podera estar associado ao reduzido nimero de locais utilizados, o que aponta
para a conveniéncia de se perseguir sempre o objectivo de instalagdo do maior niumero
de ensaios multilocais. Outro aspecto importante na analise dos resultados obtidos
prende-se com a importancia do ano na defini¢ao de ambiente distinto. A imprevisibili-
dade do comportamento do clone face as condigdes do ano, alerta para o perigo de uti-
lizagdo de clones individuais por parte do viticultor e constitui mais um argumento para
reforcar a importancia da investigagao relativa a interac¢do genotipoxambiente no qua-

dro da selecg¢@o clonal.

4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram encontrar diferencas de sensibilidade a interac¢@o
G x E entre clones, embora nio igualmente para as diferentes castas. Relativamente a
casta Antdo Vaz, ndo se identificaram com a analise de variancia efeitos significativos
da interacgdo e, com a analise de regressdo, ndo se rejeitou para nenhum clone a hipdtese
da estabilidade média. No respeitante as castas Siria ¢ Rabo de Ovelha, com a analise
de variancia detectaram-se efeitos significativos da interac¢ao e, utilizando a analise de

regressdo, a hipotese de estabilidade média foi rejeitada para alguns clones. O GGE bi-
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plot foi de entre as técnicas utilizadas a que forneceu uma visdo mais completa sobre os
ambientes e o comportamento dos clones nos diversos ambientes, permitindo também

fazer uma separagéo de clones quanto a sensibilidade a interacgao.
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RESUMO
‘Tinta Francesa’, ‘Tinta Francisca de Viseu’, ‘Tinta Bastardeira’ ou ‘Tinta Bastardinha do Douro’
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Este trabalho aborda a importéancia da casta ‘Alfrocheiro’ na diversidade genética do encepamento
Portugués. A genotipagem com 250 marcadores de polimorfismo de nucleodtido tinico (Single
Nucleotide Polimorphisms — SNPs), foi fundamental para identificar o seu parentesco com as castas
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Palavras-chave: ‘Alfrocheiro’, parentesco, Single Nucleotide Polimorphisms — SNPs

"' INIAV, Quinta d’Almoinha, 2565-191 Dois Portos, Portugal;

2 UNL, ITQB - Quinta do Marqués, 2784-505 Oeiras, Portugal;

“ Autor para correspondéncia jorge.cunha@iniav.pt

3 Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (CSIC-Universidad de La Rioja - Gobierno de La Rioja),
Complejo Cientifico Tecnologico, C/Madre de Dios 51, 26006 Logrofio, Spain;

4 INIAV, Quinta do Marqués, 2784-505 Oeiras, Portugal;

5 Universidade de Lisboa, Faculdade de Ciéncias, Departamento de Biologia Vegetal, Campo
Grande, 1749-016 Lisboa, Portugal;

¢ Dpto. de Genética Molecular de Plantas, Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC, C/Darwin 3,
28049, Madrid, Spain.

35



Livro Actas

1- INTRODUCAO

‘Alfrocheiro’ é o nome principal da casta que outrora também foi designada por ‘Tinta
Francisca de Viseu’, ‘Tinta Bastardeira’, ‘Tinta Bastardinha do Douro’ ou, menos fre-
quentemente, ‘Alfurcheiro’. Esta casta também faz parte do encepamento de Espanha
com as designagdes de ‘Albarin Negro’, ‘Albarin Tinto’, ‘Baboso Negro’, ‘Brunal’,

‘Caino Gordo’ (http://www.vivc.de/).

A adogédo de ‘Alfrocheiro’ podera ter surgido pelo facto de ‘Tinta Bastardeira’ ser um
nome confundivel com ‘Bastardo’ (nome principal ‘Trousseau Noir’ e numero 12668
no VIVC (Vitis International Variety Catalogue) e ‘Bastardo Tinto’, sinénimo de ‘Tinta-
de-Lisboa’ (PRT051-51108, e nimero 22972 no VIVC), duas castas distintas da ‘Alfro-
cheiro’. A historia da Alfrocheiro remonta a 1790, sendo referida como uma casta de
uvas pretas cultivada em Lamego e suas vizinhangas (LACERDA LOBO, 1790). O Vis-
conde de VILLA MAIOR (1866) afirmava que “esta casta tinta cultivava-se em Macedo
de Cavaleiros, é a mesma do Douro, e da muito bom vinho. Na quinta dos Arcyprestes
(Alto Douro) achavam que produzia muito e bom vinho. E uma das castas tintas que
mais abundava no concelho de Sabrosa, e é das predominantes nas vinhas das encostas
de Casal de Loivos”. Em 1875, o mesmo autor considerou esta casta semelhante ao ‘Bas-
tardo’, com cachos muito fechados, mas de sabor pouco agradavel; “produz bastante,
apodrece muito, quer terrenos fortes e é pouco estimada”. Por outro lado, Ferreira Lapa
ja havia afirmado que era das castas que no Douro produzia muito vinho, mas de inferior
qualidade a de outras (LAPA, 1874). FIGUEIREDO (1875) considerava-a uma das
castas tintas do Douro — ‘Tinta Bastardeira’ — muita produtiva mas que originava um
vinho corado e pouco alcodlico. Em 1876, a casta ¢ referenciada na cole¢do ampelogra-
fica do Jardim Botéanico da Universidade de Coimbra (VILLA MAIOR, 1876).

Desconhecem-se as razdes da adogdo de ‘Alfrocheiro’ em detrimento de qualquer um
dos outros sinonimos enumerados anteriormente, uma vez que MENEZES (1896) falava
de um ‘Alfrocheiro’, sem clarificar a cor do bago. Contudo na 2* metade do século XX,
com a reforma do sector vitivinicola, associada ao processo de pré-adesdo de Portugal
a Comunidade Econdmica Europeia, e com a inventariag@o de todas as castas autoctones
do Pais, j& constava a denominagao de ‘Alfrocheiro Preto’. Em Portugal foram publica-

dos 11 catalogos com a identificacdo, caracterizagdo e descri¢do das castas existentes
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nas diferentes regides viticolas e, ainda, a descri¢@o das castas de uva de mesa mais uti-
lizadas e das novas obtencdes da Estacdo Agronomica Nacional (EAN). A designagdo e
caracterizagdo da ‘Alfrocheiro’, entdo designada por ‘Alfrocheiro Preto’, encontram-se
descritas nos catalogos das regides do Dao, da Bairrada, do Ribatejo-Oeste e Peninsula
de Setubal e do Alentejo, fazendo alguns deles referéncia aos sinéonimos ‘Tinta Bastar-
dinha do Douro’ e ‘Tinta Francisca de Viseu’.

Mais recentemente, a utilizagdo de 6 marcadores moleculares do tipo microssatélite
(SSRs) (ALMADANIM et al. 2007; VELOSO et al. 2010) veio confirmar os sindonimos
supra citados que ja haviam sido identificados em estudos morfologicos (ALMEIDA
1986; BANZA 1986; PEREIRA e DUARTE 1986; EIRAS-DIAS et al. 1988) e afirmar
a correcta identificagdo da casta ‘Alfrocheiro’. Em alternativa ao uso de SSRs, ¢ hoje
possivel utilizar marcadores de nucledtido unico (Single Nucleotide Polimorphisms —
SNPs). A genotipagem com estes marcadores ¢ menos dispendiosa e o nimero de mar-
cadores a que se pode recorrer ¢ muito maior do que os SSRs, pois sdo abundantes na
maioria dos genomas (BRUMFIELD et al. 2003). Recentemente, a utilizacdo de SNPs
tornou possivel identificar a identidade de castas, elaborar mapas genéticos, realizar
estudos de paternidade (CABEZAS et al. 2011; LIJAVETZKY et al. 2006), de estrutura
genética e de historia da domesticagdo da videira (MYLES et al. 2011).

O presente estudo tem por objectivo clarificar a identificagdo e origem da designagdo
da casta ‘Alfrocheiro’, assim como identificar a descendéncia gerada por este progenitor
associada a obtencdo de outras variedades autoctones. O numero de castas geradas como
progenitor torna a ‘Alfrocheiro’ um pilar fundamental no nucleo de diversidade da

videira na Peninsula Ibérica e, em especial, em Portugal.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material vegetal
Todos os materiais vegetais estudados foram colhidos na Colegdo Ampelografica Nacio-
nal (PRT051) do Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria, localizada em

Dois Portos, na ex-Estagao Vitivinicola Nacional. Foram seleccionadas todas as “entra-
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das” de ‘Alfrocheiro’ e as que expressam um perfil genético ou morfoldgico proximo
(Tabela 1). Sempre que possivel as castas estudadas estdo referenciadas com o nome

principal e niimero de variedade proposto pelo VIVC (http:/www.vive.de/).

Tabela 1 - Referéncia e nome da entrada na CAN, cédigo e nome principal no VIVC

das castas estudadas

Referéncia CAN Nome da entradana CAN ~ Cédigo VIVC  Nome Principal VIVC

52402 Camarate T 2018 Camarate Tinto T

50901 Casculho T 14149  Casculho T

51002 Castela T 15672 Casteld T

52615 Castelao Branco B 2321  Castelao Branco B

53106 Casteldo T 2324  Casteldo T

41303 Casteloa T 23126 Casteloa T

52004 Cornifesto T 2846 Cornifesto T

52515 Jampal B 5662  Jampal B

52512 Malvasia Fina B 715  Malvasia Fina B

53205 Malvasia Preta T 15647 Malvasia Preta T

52503 Jaen T 7623 Mencia T

52301 Moreto T 7992 Moreto T

50607 Tuta Gorda T 8082 Mouraton T

52906 Tmta Grossa T 40711 Tmta Grossa T

52216 Trincadera das Pratas B 15688  Trincadeira das Pratas B

50902 Concieira T 14144 Concierra T

51610 Alfrocherro Branco B 8364 Douradmmha B

53308 Malvarisco T 17249  Malvarisco T

52702 Parreira Matias T 15683 Parreira Matiag T

52003 Alfrocherro Preto T 277 Alfrochero T

51316 Sango B 5648  Cayetana Blanca B
Allamn T

T - bago tinto; B - bago branco.

2.2 - Analise de ADN
O ADN (Acido desoxirribonucleico) foi isolado a partir de folhas jovens congeladas,
utilizando o método descrito por CUNHA et al. (2010). As variedades em causa foram
genotipadas no Cento Nacional de Genotipagem de Espanha (CEGEN, www.cegen.es)
para SNPs previamente identificados por CABEZAS et al. (2011) e segundo ZINELA-
BIDINE et al. (2012).
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Analise de parentesco

A andlise de parentesco foi calculada com base em perfis de SNPs, utilizando o software
CERVUS 3.0 (KALINOWSKI ef al. 2007). A analise foi realizada utilizando 1120 varie-
dades como possiveis progenitores (dados nao apresentados), dos quais 191 séo varie-

dades portuguesas.

Resultados e Discussio

Todas as castas em estudo apresentam um perfil tnico para o conjunto dos 48 SNPs
usados por CABEZAS et al. (2011) para identificagdo de castas, ou seja, ndo foram
encontrados sindnimos entre elas (191 castas). A analise de parentesco foi efectuada uti-
lizando as 191 amostras de genotipos Unicos portugueses mais 929 gendtipos existentes
na base de dados do ICVV (Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino), muitos dos quais
procedentes do Banco de Germoplasma de Vitis (VGB) do IMIDRA (Instituto Madri-
lefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario), em El Encin. Os 1120
genodtipos Unicos foram genotipados com um conjunto de 332 SNPs (resultados nao
apresentados). Depois de descartados os SNPs ausentes e os ndo polimoérficos, foram
obtidos 250 SNPs para as castas propostas, que foram submetidas a analise de paren-
tesco. As castas propostas para progenitores e descendentes incluem trios de progenitores
¢ descendentes anteriormente encontrados com SSRs (BOWERS ef al. 1999; CABEZAS
et al. 2003; IBANEZ et al. 2009; VARGAS et al. 2009; LACOMBE ez al. 2012) e SNPs
(IBANEZ et al. 2012; ZINELABIDINE et al. 2012), para controle da metodologia ado-
tada na analise dos parentescos.

Para cada possivel progenitor e par de progenitores foi calculado o “Logarithm of odds”
(LOD) com o programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al. 2007). O LOD scores ¢ a
probabilidade de um determinado individuo ser o progenitor de uma prole, dividido pela
probabilidade de os individuos ndo estarem relacionados (GERBER ez al. 2003). O limite
a partir do qual o valor de LOD indica a presenga de parentesco foi determinado empi-
ricamente através da validagdo de pedigrees conhecidos (LACOMBE et al. 2012).

De todos os possiveis cruzamentos encontrados (trios possiveis, progenitores e descen-
dentes), foram seleccionados aqueles que estdo directamente relacionados com a casta

‘Alfrocheiro’ e todas as cultivares que partilham pelo menos um alelo por locus (nos
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250 SNPs analisados) com esta casta e, portanto, mantém uma suposta relagdo de pro-
genitor/descendente. Assim, é possivel identificar 10 castas provenientes dos progeni-
tores ‘Sarigo’ e ‘Alfrocheiro’ com um LOD compreendido entre 69 e 88,2 (Tabela 2) e

ainda 10 castas que apresentam um alelo comum a variedade ‘Alfrocheiro’ (Figura 2).

Tabela 2 - Resumo dos trios e descendentes encontrados para os progenitores Alfro-

cheiro e Sarigo

Descendente SNP Trio
Referéncia CAN  Nome de entrada comparados LOD
50607 Tinta Gorda 247 787 a)
52004 Cormfesto T 240 70.3 a),b)
52402 Camarate Tinto T 239 79.0 a),b)
53106 Casteldo T 250 864 a),b)
53205 Malvasia Preta T 248 882 a)
41303 Casteloa NN 211 71.0
50901 Casculho N 212 9.0
51002 Castela IV 209 76.7
52515 Jampal B 218 76.4
52301 Moreto T 247 71.3 b)

a) Descendentes, previamente identificados por Zinelabidine et al, (2012), utilizando SNPs
b) Descendentes, previamente encontrados por Lacombe et al,, (2012), utilizando SSRs

Conforme ¢ referido na Tabela 2, em estudos anteriores, ZINELABIDINE et al. (2012)
identificaram 5 destas descendentes, utilizando SNPs, e LACOMBE et al. (2012), uti-
lizando 20 SSRs, identificaram 4 descendentes, das quais 3 sdo comuns as identificadas
pelos primeiros autores. Com este trabalho, foram encontradas 5 outras castas descen-
dentes da ‘Alfrocheiro’ (‘Casteloa’, ‘Casculho’, ‘Casteld’, ‘Jampal’ e ‘Moreto’), sendo
que a ‘Moreto’ ja havia sido identificada por LACOMBE et al. (2012) utilizando SSRs.
Foram, igualmente, identificadas 10 castas possivelmente descendentes diretas da ‘ Alfro-
cheiro’, das quais se desconhece um progenitor, ou seja a ‘Alfrocheiro’ partilha um alelo
por locus com as castas: *Allarn’, ‘Malvasia Fina’, ‘Tinta Grossa’, ‘Trincadeira das
Pratas’, ‘Jaen’, ‘Concieira’, ‘Douradinha’, ‘Malvarisco’, ‘Parreira Matias’ e ‘Casteldo

Branco’ (Figura 2). Estes resultados manifestam claramente que a ‘Alfrocheiro’ ¢ uma
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casta “primitiva " na diversidade das castas portuguesas. A casta ‘Sarigo’ (nome principal
‘Cayetana Blanca’ e nimero 5648, no VIVC) ¢ também conhecida pelos sindnimos
‘Mourisco Branco’, no Alentejo e ‘Boal Carrasquenho’ e ‘Dona Branca’, na Estrema-
dura, sendo originaria da regido sudoeste da Peninsula Ibérica, mais precisamente, na
zona limitrofe entre o Alentejo (Portugal) e Badajoz (Espanha) (LOPES et al. 2006,
ZINELABIDINE et al. 2012). As relagdes comerciais entre a Peninsula Ibérica e o Norte
de Africa proporcionaram a introdugdo e a disseminagio desta casta em Marrocos, sendo
conhecida neste pais por ‘Djinani’. Segundo ZINELABIDINE ef al. (2012), esta casta
esteve na origem de varias castas autdctones Ibéricas, sendo algumas delas, atualmente,

muito utilizadas na elaboragao de vinho de qualidade.

r
/ Allarn
Malvasia Fina

Malvasia Preta
@ Tinta Gorda !
1
| Tinta Grossa
i Trincadeira dasPratas

5 ! Jaen
Sarigo Concieira
! Douradinha
1
1
oot |
1

\

Malvarisco
Parreira Matias
CasteldoBranco

\
N Cecesesasreesaeteawa

Figura 2 - Relagbes genéticas encontradas para a casta ‘Alfrocheiro’. As linhas s6lidas
indicam pedigree completo (trio, progenitores e descendentes), enquanto as cultivares
limitadas com linhas tracejadas indicam a partilha em pelo menos um alelo por locus nos
250 SNPs analisados (possivel progenitor e descendentes).

CONCLUSAO

As analises de parentesco com recurso a SNPs permitem identificar, com uma baixa
probabilidade de erro, os parentescos entre variedades cultivadas de uma mesma espécie.
A utilizacdo de um conjunto de 250 marcadores deste tipo permitiu desvendar a impor-
tancia da casta ‘Alfrocheiro’ no encepamento Portugués, assinalando a sua ancestralidade
e o potencial para criar diversidade.

A auséncia de referéncias sobre a utilizagdo da casta ‘Alfrocheiro’ como progenitor das
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castas enumeradas leva-nos a considerar que estas surgiram de um (ou mais) cruza-
mento(s) natural(ais) seguido(s) de um crescimento marginal, que o homem aproveitou
e multiplicou, tendo resistido a invasdo da filoxera e as doengas criptogamicas respon-
saveis pela erosdo genética da Vitis vinifera, nos finais do século XIX. Algumas das
castas identificadas como descendentes, bem como os progenitores, sdo hoje conside-
radas interessantes do ponto vista enoldgico, como as castas ‘Moreto’, ‘Casteldo’ e
‘Jampal’, sendo a sua preservagdo e multiplicagdo assegurada pelos vitivinicultores que
as usam para produgdo de uvas. As castas minoritarias, ou seja, as praticamente nao uti-
lizadas pelos nossos vitivinicultores, devem ser preservadas nos bancos de germoplasma

com o objectivo de as estudar e valorizar. Tudo a seu tempo tera o seu devido valor!

AGRADECIMENTOS

Este trabalho foi financiado por: IVV — Instituto da Vinha e do Vinho (MAMAOT);
“Fundago para a Ciéncia e Tecnologia” (SFRH/BPD/ 74895/2010); Programa de
Desenvolvimento Rural (PRODER - A¢ao 2.2.3.1. - PA 18621 - MAMAOT) e Projeto
COST (European Cooperation in the Field of Scientific and Technical Research) Action
FA1003.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMADANIM M.C., BALEIRAS-COUTO M.M., PEREIRA H.S., CARNEIRO L.C., FEVE-
REIRO P., EIRAS-DIAS J.E., MORAIS-CECILIO L., VIEGAS W., VELOSO M.M. (2007)
Genetic diversity of the grapevine (Vitis vinifera L.) cultivars most utilized for wine produc-
tion in Portugal. Vitis 46, 116-119.

ALMEIDA C.R. (1986) Catalogo das Castas. Regido Demarcada da Bairrada. Instituto de Gestio
e Estruturagdo Fundiaria, Direc¢do Regional de Agricultura da Beira Litoral. Lisboa.

BANZA J.P. (1986) Catalogo das Castas. Regido do Alentejo. Instituto de Gestdo e Estruturagdo
Fundiaria, Direc¢do Regional de Agricultura do Alentejo. Lisboa.

BOWERS J., BOURSIQUOT J.-M., THIS P., CHU K., JOHANSSON H., MEREDITH C. (1999)
Historical Genetics: The Parentage of Chardonnay, Gamay, and Other Wine Grapes of North-
eastern France. Science 285, 1562-1565.

BRUMFIELD R.T., BEERLI P., NICKERSON D.A., EDWARDS S.V. (2003) The utility of single

42



Livro Actas

nucleotide polymorphisms in inferences of population history. Trends in Ecology & Evolution
18, 249-256.

CABEZAS J.A., CERVERA M.T., ARROYO-GARCIA R., IBANEZ J., RODRIGUEZ-TORRES
1., BORREGO J., CABELLO F., MARTINEZ-ZAPATER J.M. (2003) Garnacha and Gar-
nacha Tintorera: Genetic Relationships and the Origin of Teinturier Varieties Cultivated in
Spain. Am J Enol Vitic e 54, 237-245.

CABEZAS J.A., IBANEZ J., LIJAVETZKY D., VELEZ D., BRAVO G., RODRIGUEZ V., CAR-
RENO 1., JERMAKOW A M., CARRENO J., RUIZ-GARCIA L., THOMAS M.R., MAR-
TINEZ-ZAPATER J.M. (2011) A 48 SNP set for grapevine cultivar identification. BMC Plant
Biology 11, 153.

EIRAS-DIAS J.E., PEREIRA C.A., CUNHA J.P. (1988) Catalogo das Castas. Regido do Ribatejo,
Oeste e Peninsula de Setiibal. Instituto da Vinha e do Vinho, Estagdo Vitivinicola Nacional.
Lisboa.

GERBER S., CHABRIER P., KREMER A. (2003) Famoz: a software for parentage analysis using
dominant, codominant and uniparentally inherited markers. Mol Ecol Notes 3, 479-481.

IBANEZ J., MUNOZ-ORGANERO G., ZINELABIDINE L.H., DE ANDRES M.T., CABELLO
F., MARTINEZ-ZAPATER J.M. (2012) Genetic Origin of the Grapevine Cultivar Tempra-
nillo. Am J Enol Vitic 63, 549-553.

IBANEZ J., VARGAS A.M., PALANCAR M., BORREGO J., DE ANDRES M.T. (2009) Genetic
Relationships among Table-Grape Varieties. 4m J Enol Vitic 60, 35-42.

KALINOWSKI S.T., TAPER M.L., MARSHALL T.C. (2007) Revising how the computer program
cervus accommodates genotyping error increases success in paternity assignment. Mol Ecol
16, 1099-1106.

LACERDA LOBO C. (1790) Memoria sobre a cultura das vinhas em Portugal. Academia Real das
Sciencias de Lisboa, Lisboa.

LACOMBE T., BOURSIQUOT J.M., LAUCOU V., VECCHI-STARAZ M., PEROS I.-P., THIS
P. (2012) Large-scale parentage analysis in an extended set of grapevine cultivars (Vitis vini-
fera L.). Theor Appl Genet, 1-14.

LAPA J.LF. (1874) Tecnologia rural.2* ed., 1874. Cit. In: MENEZES P. (1896)

LIJAVETZKY D., RUIZ-GARCIA L., CABEZAS J., DE ANDRES M., BRAVO G., IBANEZ A.,
CARRENO J., CABELLO F., IBANEZ J., MARTINEZ-ZAPATER 1J. (2006) Molecular
genetics of berry colour variation in table grape. Molecular Genetics and Genomics 276,
427-435.

LOPES M.S., dos SANTOS M.R., DIAS J.E.E., MENDONCA D., da CAMARA MACHADO A.
(2006) Discrimination of Portuguese grapevines based on microsatellite markers. Journal of
Biotechnology 127, 34-44.

43



Livro Actas

MENEZES P. (1896) Apontamentos para o estudo da Ampelographia Portugueza. Boletim da Direc-
¢do Geral de Agricultura. Ministério das Obras Publicas. Comercio e Industria, Imprensa
Nacional, Lisboa.

MYLES S., BOYKO A.R., OWENS C.L., BROWN P.J., GRASSI F., ARADHYA M.K., PRINS
B.,REYNOLDS A., CHIA J.-M., WARE D., BUSTAMANTE C.D., BUCKLER E.S. (2011)
Genetic structure and domestication history of the grape. Proceedings of the National Aca-
demy of Sciences 108, 3530-3535.

PEREIRA C.D., DUARTE A.P. (1986) Catalogo das Castas. Regido Demarcada do Dao. Instituto
de Gestdo e Estruturagdo Fundiaria. Lisboa.

VARGAS A.M., DE ANDRES M.T.,, BORREGO J., IBANEZ J. (2009) Pedigrees of Fifty Table-
Grape Cultivars. 4m J Enol Vitic 60, 525-532.

VELOSO M.M., ALMANDANIM M.C., BALEIRAS-COUTO M., PEREIRA H.S., CARNEIRO
L.C., FEVEREIRO P., EIRAS-DIAS J. (2010) Microsatellite database of grapevine (Vitis
vinifera L.) cultivars used for wine production in Portugal. Cienc Tec Vitivinic 25, 53-61.

VILLA MAIOR V.D. (1876) Douro Ilustrado. Cit. In: MENEZES P. (1896).

ZINELABIDINE L.H., HADDIOUI A., RODRIGUEZ V., CABELLO F., EIRAS-DIAS J.E.,
MARTINEZ ZAPATER J.M., IBANEZ J. (2012) Identification by SNP Analysis of a Major
Role for Cayetana Blanca in the Genetic Network of Iberian Peninsula Grapevine Varieties.
Am J Enol Vitic 63, 121-126.

44



Livro Actas

COLECAO AMPELOGRAFICA NACIONAL:
PRESERVACAO DO PATRIMONIO VARIETAL DE VITIS
VINIFERA L.

Jorge CUNHA ; *; Margarida TEIXEIRA-SANTOS ; Jodo BRAZAO e José
E. EIRAS-DIASI1

Resumo

Para garantir a preservago a longo prazo das castas cultivadas em Portugal ¢ necessario gerir os
procedimentos destinados a sua multiplicagdo e o rejuvenescimento periodico no banco de germo-
plasma conservado na Cole¢ao Ampelografica Nacional (CAN).

Desde o final da sua instalagdo, em 1988, tem-se efetuado um vasto numero de estudos com vista
a caraterizagao das castas existentes, sendo atualmente possivel definir critérios de sele¢do dos
materiais vegetais a multiplicar e a rejuvenescer, no ambito da instalagdo em curso da nova CAN.

Neste trabalho ¢ dado conhecimento desses estudos e das agdes realizadas da CAN, nomeadamente
estudos de indole morfoldgica, molecular e sanitaria.

Palavras-chave: preservagio, germoplasma de videira e Cole¢ao Ampelografica Nacional (CAN).

1- INTRODUCAO

A Cole¢ao Ampelografica Nacional (PRT051) foi criada em 1988, no ambito do projeto
Ampelografia e Sinonimia das Castas de Videira, coordenado pelo Eng® Castro Reis, de
que resultou uma extensa prospe¢ao em todo o pais, onde numerosas variedades autoc-
tones foram recolhidas em coleg¢des regionais ¢ em vinhas velhas em produgé@o e/ou
abandonadas. Esta cole¢do contém também referéncias internacionais de Vitis vinifera
¢ de porta-enxertos, assim como, outras espécies de Vitis. Recentemente foram introdu-

zidos genotipos de plantas sylvestris encontrados em trés bacias hidrograficas diferentes:

"' INIAV, Quinta d’Almoinha, 2565-191 Dois Portos, Portugal,
2 UNL, ITQB - Quinta do Marqués, 2784-505 Oeiras, Portugal;
* Autor para correspondéncia jorge.cunha@iniav.pt

3 INIAV, Quinta do Marqués, 2784-505 Oeiras, Portugal;
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Tejo, Sado e Guadiana. O objetivo inicial da instalacdo desta coleccdo visava resolver
os problemas de sinonimias e homonimias dispersos pelas diferentes regides vitivinico-

las, assim como, a preservacdo da diversidade varietal da videira existente em Portugal.

No periodo pds-instalagdo foram desenvolvidos numerosos trabalhos de caracterizagao
morfolégica com base nos descritores da Organisation Internationale de la Vigne e du
Vin (OIV), tendo-se encontrado uma parte consideravel de sinonimias e homonimias.
Posteriormente, com o advento da biologia molecular, através da utilizagdo de marca-
dores moleculares microssatélites (SSRs) foram encontradas novas sinonimias e homo-
nimias e foram comprovados todos os casos previamente definidos através da descri¢ao

morfologica.

O periodo de vida util de uma CAN do género Vitis esta situado entre 20 e 30 anos,
dependendo da natureza do solo e das susceptibilidades das variedades em causa a fac-
tores bioticos e abioticos. Assim, a manutengdo e gestdo de uma colegdo de germoplasma
¢ uma tarefa complexa e onerosa. Para assegurar a preservagdo a longo prazo, sdo neces-
sarios procedimentos para uma multiplicagdo segura ou para o rejuvenescimento perio-
dico do germoplasma conservado, a fim de reduzir as possibilidades de erosdo genética

durante estas actividades.

Com este trabalho pretende-se demonstrar a importancia da caracterizagdo das varieda-

des de videira, com vista a sua preservacdo e perpetuacdo as geragdes vindouras.

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Material vegetal e delineamento

A CAN (PRTO051) ¢ propriedade do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Vete-
rinaria (INIAV) e fica situada na Quinta da Almoinha, freguesia de Dois Portos, concelho
de Torres Vedras. Encontra-se instalada num solo do tipo Aluviossolos Modernos de

textura mediana, calcarios e ocupa uma area aproximada de 2,08 ha.

Esta coleg@o contém um total de 754 gendtipos, vulgarmente designados por “entradas”,

sendo 691 de Vitis vinifera ssp. vinifera, 30 de Vitis vinifera ssp. sylvestris, 24 de porta-

46



Livro Actas

enxertos ¢ 9 de outras espécies de Vitis. Todas as “entradas” encontram-se enxertadas
no mesmo porta-enxerto (SO4) e cada uma ¢ representada por sete plantas provenientes

da mesma planta-mae.
2.2 - Caracteriza¢do morfologica

Esta caracterizagdo ¢ obtida por rotina durante os diferentes estadios de desenvolvimento
da videira, segundo Baillod & Baggiolini (COOMBE, 1995). Baseia-se em caracteris-
ticas morfologicas enumeradas nas diferentes versdes dos descritores da OIV (OIV,

1983; 2007).
2.3 - Caracteriza¢do molecular

A caracterizagdo molecular baseia-se em analises de ADN utilizando marcadores mole-
culares microssatélites (SSRs) presentes no nucleo das células e dos cloroplastos. Muito
recentemente, também estdo a ser utilizados SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms)
para a analise de ADN. O ADN ¢ normalmente extraido de folhas jovens, que podem
ser colhidas entre os estadios de desenvolvimento E e M de Baillod & Baggiolini
(COOMBE, 1995). A extragdo do ADN e a Polymerase Chain Reaction (PCR) sdo efe-
tuadas de acordo com Cunha et al. (2010). Os microssatélites utilizados sdo os reco-
mendados pela OIV (OIV 2007) e LAUCOU et al. (2011). Os SNPs utilizados séo os
recomendados por LIJAVETZKY et al. (2007), sendo que a genotipagem foi efetuada
segundo CABEZAS et al. (2011).

2.4 - Caracterizagdo sanitaria

Esta caracterizagéio baseia-se em testes, pelo método ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay), para os nove principais virus da videira: virus do urticado ou n6 curto
(Grapevine fanleaf virus, GFLV), virus do mosaico do Arabis (Arabis mosaic virus,
ArMYV), virus do enrolamento da videira - virus associados 1, 2, 3 ¢ 7 (Grapevine leafroll
associated virus, GLRaV-1, 2, 3 e 7), o virus do marmoreado da videira (Grapevine fleck
virus, GFkV) e 2 virus do complexo do lenho rugoso (Grapevine virus A, GVA e Gra-
pevine virus B, GVB) (SANTOS et al. 2012).

47



Livro Actas

2.5 - Analise de dados

A analise dos dados pressupde a elaboragdo de matrizes capazes de serem lidas por soft-

wares especificos, consoante os objectivos pretendidos.

Para analise morfologica e caracterizag@o sanitaria dos virus, normalmente utilizamos
o NTSYS pc (ROLF, 2000), enquanto que para a analise molecular utilizamos softwares
de genética molecular, tais como: IDENTIY (WAGNER and SEFC 1999), GENEALEX
(PEAKALL and SMOUSE 2012), Cervus 3.0 (Field Genetics, London, UK) (KALI-
NOWSKI et al. 2007) e Toolkit (PARK, 2001).

3 - DISCUSSAO E CONCLUSAO

Todas as “entradas” da CAN sdo descritas segundo um numero restrito dos descritores
morfoldgicos recomendados pela OIV (OIV, 1983). Numa 1* fase, a seriagdo dos des-
critores utilizados, assim como as “entradas” consideradas sdo definidas de acordo com
os “dados de passaporte”, inicialmente recolhidos pelo coletor e pelo curador da CAN:
nome da “entrada” e origem geografica. Na sua continuag@o sdo selecionados grupos
mais restrito de “entradas” para serem caracterizadas através de um numero mais alar-
gado de descritores, para comprovar uma preliminar identificagdo, tais como: i) extre-
midade do pampano jovem: abertura, intensidade antocianica e densidade de pelos eretos
e prostrados, ii) folha adulta média: forma, recorte, nimero de 16bulos, abertura dos
seios laterais ¢ peciolar, forma, iii) cacho médio: o tamanho, a forma e a compacidade,
iv) bago médio: cor, forma, coloragdo da polpa e sabores particulares. Actualmente,
cerca de 130 “entradas” ja se encontram descritas de acordo com estes ltimos descri-

tores morfologicos.

A analise destes parametros conduz-nos para a necessidade, ou ndo, de aplicar uma
caracterizagdo molecular, utilizando o set de 6 ou 9 SSRs recomendado pela OIV para
identificac¢@o de variedades de videira (OIV, 2007). Se os resultados nos conduzirem a
uma nova variedade, entdo ¢ efetuada uma caracterizagdo morfoldgica mais pormeno-
rizada e detalhada. Nestas circunstancias iniciamos também um processo de microvini-

ficag¢do da casta em causa.
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A descrigdo morfolégica pormenorizada e a utilizagdo do set de 6 ou 9 SSRs recomen-
dado pela OIV, permitiram diferenciar, na CAN, 243 castas autoctones. Estes resultados
indicam-nos a existéncia de uma proximidade morfoldgica e genética entre castas, pelo
que estamos a utilizar um set de 19 dos SSRs recomendados por (LAUCOU et al. 2011)
para identificacdo e pedigree das 243 castas autoctones. Estes resultados estdo também
a ser comprovados através de dois sets de 48 e 192 SNPs (240 SNPs). O primeiro ¢ uti-

lizado para identificagdo e o segundo para pedigree.

Os resultados obtidos através dos testes ELISA para a despistagem de virus da videira
permitem-nos selecionar, entre os diferentes sindénimos encontrados para a mesma varie-
dade, o genodtipo isento ou com baixos niveis de infec¢@o por virus. As variedades repre-
sentadas por um unico genotipo que se encontre infectado com virus sdo também pre-
servadas para evitar a sua perda, evitando assim a erosdo da variabilidade intervarietal

da videira.

A renovagdo e a ampliacao da CAN pressupdem todo este conhecimento prévio para
cada um dos genoétipos a utilizar na instalagdo da nova CAN, para que a erosdo genética
seja muito reduzida ou nula. A actual CAN s06 sera arrancada quando todas as “entradas"
transferidas estejam a vegetar em boas condigdes na nova CAN e seja comprovada a

sua identidade.

Desta forma, os obtentores de variedades de videira e outros investigadores tém asse-
gurada a preservacdo da diversidade varietal e podem selecionar o germoplasma para

as suas necessidades especificas.

4 - AGRADECIMENTOS

Este trabalho foi financiado pela Fundagao para a Ciéncia e Tecnologia (SFRH/BPD/
74895/2010) e pelo Ministério da Agricultura, do Mar, do Ambiente e do Ordenamento
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COMPOSICAO FENOLICA DE CASTAS TINTAS NACIO-
NAIS E ESTRANGEIRAS CULTIVADAS EM DUAS
REGIOES VITIVINICOLAS PORTUGUESAS (DOURO E
DAO)
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REsumo
O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial fendlico de 7 castas tintas (Alicante Bous-
chet, Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Syrah, Tinta Roriz e Touriga Nacional) cultivadas
em duas vinhas experimentais com idade semelhante, uma localizada na regido do Douro e outra
localizada na regido do Dao. Os parametros fenolicos objeto de estudo nos anos de 2010 e de 2011
para todas as castas foram os teores em compostos fenolicos totais, compostos fendlicos flavonoi-
des, compostos fenolicos ndo flavonodides, antocianas totais e ainda a intensidade da cor. As castas
estudadas foram ainda caracterizadas ao nivel dos principais parametros quimicos gerais (teor
alcoolico provavel, pH, acidez total e acido tartarico).
No geral, os resultados apontaram para que nos dois anos objeto de anlise e para os varios para-
metros fendlicos estudados, as amostras de uvas provenientes da vinha localizada na regido do
Dao, apresentaram uma composicdo fenolica mais elevada, comparativamente aos valores quanti-
ficados nas mesmas castas mas provenientes da vinha localizada na regido do Douro. Apesar desta
tendéncia geral, saliente-se ainda que a casta Touriga Nacional, constituiu para alguns parametros
(compostos fenolicos totais, flavondides e antocianas totais) uma excecao, tendo-se obtido no geral
valores médios mais elevados nas amostras provenientes da vinha localizada na regido do Douro.

Palavras chave: Castas tintas, composicao fendlica, Dao, Douro.
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1- INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, varias castas de origem estrangeira tém sido introduzidas
nos encepamentos das diferentes regides vitivinicolas Portuguesas, tendo em algumas
regides, a sua representatividade aumentado de forma bastante acentuada. Por outro
lado, ¢ em paralelo, as castas Tinta Roriz e Touriga Nacional (esta Gltima com maior
destaque) sdo duas das castas tintas nacionais com grande representatividade em varias
das regides vitivinicolas nacionais.

Varios trabalhos tém comprovado que a composicao fendlica das castas tintas, depende
de vérios fatores, nomeadamente, do potencial intrinseco de cada casta (JORDAO et al.
1998a), dos fatores climaticos (COHEN ez al. 2008), das caracteristicas do solo e
ambientais (MATEUS et al. 2002), das praticas culturais (JORDAO ez al. 1998b; OLLE
et al. 2011) e ainda dos niveis de producao (PRICE et al. 1995). Por outro lado, a com-
posigdo fenolica das uvas das castas tintas ¢ um pardmetro cada vez mais importante,
na sua avaliacdo qualitativa, visto entre outros aspetos, condicionar as opgdes tecnold-
gicas envolvidas na elaboragdo dos vinhos e consequentemente a sua qualidade.
Diversos estudos relativos a composigdo fenolica de varias castas tintas tém sido efe-
tuados em algumas regides vitivinicolas nacionais (JORDAO et al. 1998a; MATEUS et
al. 2002; DOPICO-GARCIA er al. 2008; COSME et al. 2009). No entanto, relativa-
mente a estudos comparativos entre as regides do Douro e do Déo, ao nivel de castas
tintas nacionais e estrangeira produzidas simultaneamente nessas duas regioes, existe
uma escassa informagdo de resultados publicados.

Assim, de forma a aprofundar o conhecimento do potencial fendlico de varias castas
tintas de origem nacional ¢ estrangeira, o presente estudo teve por objetivo avaliar a
composicao fendlica de 7 castas (5 estrangeiras e 2 nacionais) cultivadas em duas vinhas

experimentais, uma localizada na regido do Douro ¢ outra localizada na regido do Dao.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

Foram estudadas a maturacdo tecnologica, 7 castas tintas (Alicante Bouschet, Cabernet
Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Syrah, Tinta Roriz e Touriga Nacional). As uvas foram

colhidas em duas vinhas experimentais com idade semelhante, uma localizada na regiao
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do Douro e outra localizada na regido do Dao, durante 2 anos consecutivos (2010 e

2011). Para cada casta, as recolhas foram efetuadas em duplicado.

2.2 - Métodos

Para cada amostra de 200 bagos, foi extraido por esmagamento manual o respetivo
mosto, tendo sido diretamente efetuado neste a determinagio do teor alcoolico provavel,
do pH, da acidez total e do acido tartarico, utilizando-se as metodologias do OIV (2006).
Na avaliagdo da composicdo fenolica, as amostras foram previamente preparadas de
acordo com a metodologia apresentada por CARBONNEAU e CHAMPAGNOL (1993).
Nos extratos obtidos, efetuou-se, em duplicado, a determinagéo dos teores em compostos
fenolicos totais (RIBEREAU-GAYON e al. 1982), antocianas totais (RIBEREAU-
GAYON e STONESTREET, 1965), compostos fendlicos flavonoides, compostos fend-
licos ndo flavonodides (KRAMLING e SINGLETON, 1969) e a intensidade da cor (OIV,
2006).

2.3 - Tratamento estatistico dos resultados

Para analisar as diferengas estatisticas entre os resultados, efetuou-se uma analise de
variancia e comparagao dos valores médios (ANOVA, uma variavel), tendo as diferengas
entre os valores médios sido feita com o teste Scheffler (p<0.05). A diferenciagdo das
castas pelos diferentes parametros foi efetuada com recurso a analise em componentes

principais. O programa usado para o tratamento estatistico foi o Statistica versdo 6.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No quadro 1, sdo apresentados os resultados relativos a caracterizacdo quimica geral
das castas analisadas provenientes das duas regides consideradas durante os anos de
2010 ¢ 2011. Assim, analisando os resultados apresentados no quadro 1, é possivel cons-
tatar que para os valores referentes ao teor alcodlico provavel, foi notdrio para os dois
anos objeto de estudo, que as castas Pinot Noir, Syrah e Tinta Roriz, apresentaram valo-
res médios significativamente mais elevados nas amostras provenientes da vinha situada
na regiao do D3o. Nas restantes castas, ndo foi possivel constatar uma tendéncia clara,

em fungdo do ano e da regido de origem das amostras.
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Quadro 1 - Caracterizagdo quimica geral das castas estudadas nas duas regides consi-

deradas durante os anos de 2010 e 2011.

Casta/regido Ano Aleool provivel pH Acidez lom_l Acido tartirico
(% viv) (g/L ac. tartirico) (g/L)

2010 16.10.00 29:0.0¢ 6.040.1* 3.840.0¢

Alicante Bouschet/Douro 2011 11.820.0¢ 3.420.0¢ 87203 53502

2010 12.820.0e 27:0.0° 6.420.05 3.9:0.0¢

Alicante Bouschet/Dio 2011 12.120.0¢ 4120,0% 6.240.0 3.420.0¢

7010 15.52007 20200 53500 T8L0.10

Cabernet Sauvignan/Douro 2011 12.420.0° 3620.0° 8004 50000

2010 15.120.2¢ 23400 834005 36202

Caberuet awvignn/Dile 2011 12.540.0° 38L0.0 5720.1¢ 4950.1

2010 134200 29200 60200 ERTINE

Merlot/Douro 2011 113200+ 3620.0° 32400 445010

2010 13.9:0.0 29:0.0¢ 5.120.0° 1.620.0-

Merlet/Dio 2011 14.240.0% 3750.0 7340.0% 46200

2010 T1.720.0¢ 29200 672000 25202

Pinot Noir/Douro 2011 10620.0° 3620.0° 40:0.0¢ 43200

2010 14.820.0% 29:0.0¢ 5.520.0¢ 1.720.1+

Pinot Noir/Dio 2011 142200+ 40200 572008 46102

2010 172008 30500 53500 242010

Syrab/Doura 2011 [1.0:0.0° 3450,0¢ 84:0.0- 46500

2010 1322000 28400 5.620.0¢ 232025

Syrab/Dio 2011 14.220.0¢ 39:0.0 5.740.0¢ 4.420.0°

2010 13.720.0 330.0¢ 3.240.0° 2.240.0°

Touriga Nacional/Douro 2011 13.540.0° 4220.0¢ 2.6+0.1 3.7£0.0°
2010 14.140.0 3.120.0° 4.80.0¢
Touriga Nacional/Ddo 2011 12.420.0¢ 38L0.0 48200
2010 12.70.0° 3.2:0.07 3.820.0°
Tinta Roriz/Doura 2011 11.220.1¢ 3.8:0.0 5.910.1
2010 14.0:0.0 2840.0¢ 6.0:0.0°
Tinta Roriz/Ddo 2011 11.520.0¢ 342000 4720.1¢

NOTA - Valores com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes (p < 0.05) para cada para-
metro avaliado (teste Scheffler).

Relativamente aos valores de pH, verificou-se que foram obtidos valores médios mais
elevados de pH no ano de 2011 (valores de pH entre 3.4 e 4.2) para todas as castas estu-
dadas, independentemente da regido de origem das amostras comparativamente ao ano
de 2010 (valores de pH entre 2.3 e 3.3).

Na figura 1, s@o apresentados alguns dos parametros fenolicos estudados. No geral os
extratos fenodlicos das amostras das castas provenientes da regido do Dao evidenciaram
valores médios significativamente mais elevados de compostos fenélicos totais relati-
vamente aos extratos das mesmas castas, mas provenientes da vinha localizada no Douro.
Esta tendéncia foi no geral observada nos dois anos em analise. No entanto, saliente-se
que no caso dos extratos fenolicos das castas nacionais, (Touriga Nacional e Tinta Roriz)

ocorreu alguma variabilidade de valores nos dois anos estudados, ndo tendo existido
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uma tendéncia nitida em fungdo da regido de origem. Assim, no caso dos valores em
compostos fenodlicos totais foram obtidas concentragdes médias que variaram entre 628.8
¢ 2094.2 mg/L nos extratos fendlicos das amostras provenientes da vinha localizada na
regido do Dao, enquanto que os extratos fenolicos das amostras provenientes da vinha
do Douro, as concentragdes médias variaram entre 571.0 ¢ 1427.9 mg/L.

A nivel individual e para os dois anos objeto de estudo, saliente-se que para os extratos
fenolicos das amostras provenientes da vinha localizada na regido do Dao, foram as
castas Alicante Bouschet, Syrah, Merlot e Tinta Roriz, as que apresentaram valores
médios de compostos fenolicos totais mais elevados. No caso da vinha localizada na
regido do Douro, foram os extratos das castas Alicante Bouschet, Touriga Nacional e
Tinta Roriz, as que apresentaram valores médios de compostos fendlicos totais mais ele-
vados, sendo que no caso das duas castas nacionais este facto verificou-se s6 no ano de
2010.

Relativamente aos teores em compostos fendlicos flavondides, observou-se uma ten-
déncia similar ao observado para os teores em compostos fendlicos totais, isto ¢, valores
médios significativamente mais elevados para os extratos fenolicos das amostras reco-
lhidas na vinha localizada na regido do Dao. Porem as amostras da casta Touriga Nacio-
nal no ano de 2010 constituiram uma excegao a esta tendéncia, tendo-se quantificado
valores médios significativamente mais elevados nas amostras proveniente da vinha
localizada na regido do Douro (1265.0 mg/L) comparativamente aos valores médios
quantificados nas amostras recolhidas na vinha localizada na regido do Dao (485.0
mg/L).

Nos teores em compostos fendlicos ndo flavonoides, obteve-se também no geral valores
médios significativamente mais elevados nas amostras provenientes da vinha localizada
na regido do Do, especialmente no ano de 2011. No caso das castas Pinot Noir, Syrah
e Tinta Roriz no ano de 2010 e da casta Cabernet Sauvignon no ano de 2011, as amostras
provenientes da vinha localizada na regido do Douro apresentaram valores médios sig-
nificativamente mais elevados.

Em termos individuais, os extratos fendlicos da casta Alicante Bouschet, foram os que
no geral para ambas as regides e para os dois anos estudados os que apresentaram valores

médios em compostos fenolicos flavonodides mais elevados, enquanto que os extratos
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fendlicos da casta Touriga Nacional foram os que no geral apresentaram valores médios

de compostos fenolicos ndo flavondides mais elevados.

Figura 1 - Teores em compostos fendlicos totais, flavondides e ndo flavonodides das
castas estudadas nas duas regides consideradas durante os anos de 2010 e 2011.
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NOTA - Valores com a mesma letra nao sdo significativamente diferentes (p < 0.05) para cada para-
metro avaliado (teste Scheffler).
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Para os teores em antocianas totais (figura 2), foram também os extratos fendlicos das
amostras provenientes da regido do Ddo, aqueles que apresentaram no geral, valores
médios significativamente mais elevados, em ambos os anos. Os valores médios varia-
ram de 0.367 a 0.886 mg/g bago nas amostras provenientes da vinha localizada na regido
do Ddo, enquanto que os extratos fendlicos das amostras provenientes da vinha locali-
zada no Douro os valores médios em antocianas totais variaram de 0.232 a 0.800 mg/g
bago.

As castas Merlot, Syrah, no ano de 2011 e a casta Touriga Nacional, em ambos os anos
estudados constituiram no entanto uma excegao, tendo apresentado valores médios mais
elevados nos extratos fenodlicos das amostras provenientes da vinha localizada na regido
do Douro. Saliente-se ainda, que foram as amostras das castas de origem nacional, Tinta
Roriz (na regido do Do) e Touriga Nacional (na regido do Douro), as que evidenciaram

valores em antocianas totais mais elevados.

Figura 2 — Teores em antocianas totais e valores da intensidade da cor das castas estu-
dadas nas duas regides consideradas durante os anos de 2010 e 2011.
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metro avaliado (teste Scheffler).
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Para a intensidade da cor, os resultados apontaram também no geral, em ambos os anos
de estudo, para valores médios mais elevados nos extratos fenolicos das amostras pro-
venientes da vinha localizada na regido do Dao (valores médios entre 18.0 e 48.0 unid.
abs.), comparativamente aos valores dos extratos fendlicos das mesmas castas mas pro-
venientes da vinha localizada na regido do Douro (valores médios entre 8.2 ¢ 39.3 unid.
abs.). A casta Touriga Nacional constituiu no entanto a excegao a esta tendéncia, tendo-
se verificado valores médios significativamente mais elevados nos extratos das amostras
provenientes da vinha localizada na regido do Douro.

De salientar que a variagdo obtida para os valores da intensidade da cor, nomeadamente
dentro da mesma casta, além de refletirem os teores em antocianas totais, refletem

também os valores de pH quantificados nos mostos das diferentes castas.

Figura 3 - Proje¢do das castas e dos parametros fenolicos (anos de 2010 e 2011) no
plano definido pelas duas componentes principais.
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1- Douro; 2 - Ddo. M - Merlot; SY - Syrah; PN - Pinot Noir; AB - Alicante Bouschet; CS - Cabernet
Sauvignon; TN - Touriga Nacional; TR - Tinta Roriz; FT - compostos fenolicos totais; F - compostos
fenolicos flavonodides; NF - compostos fendlicos nao-flavonoides; IC - intensidade de cor; A - anto-
cianas totais.

A separagdo das castas provenientes das duas regides em fung¢@o da sua composigio

fendlica foi realizada pela analise em componentes principais (figura 3). Os dois pri-

meiros componentes permitem explicar 79.31% da variagdo total. A primeira compo-
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nente (CP 1 - 54.24 %) esta relacionada positivamente com os compostos fenolicos
totais, compostos fenolicos flavonodides e intensidade da cor e a segunda componente
(CP 2 - 25.07 %) esta positivamente relacionada com os compostos fenolicos ndo fla-

vondides e antocianas totais.

4 - CONCLUSOES

Para as castas estudadas e considerando os dois anos objeto de analise, os resultados
obtidos apontaram para uma tendéncia de maior riqueza em compostos fenolicos por
parte das amostras provenientes da vinha localizada na regido do Dao. Esta tendéncia,
foi especialmente notdria no caso dos teores em compostos fendlicos totais e compostos
fenodlicos flavonoides. Foi no entanto constatado que a casta Touriga Nacional, apresen-
tou um comportamento mais heterogéneo entre as duas regides e nos dois anos estuda-
dos, tendo existido uma tendéncia para obteng@o de valores médios mais elevados em
compostos fenolicos totais, flavondides e antocianas totais nas amostras provenientes
da vinha localizada na regido do Douro.

Em termos individuais, a casta Alicante Bouschet, foi a que evidenciou valores de com-
postos fenolicos totais mais elevados, enquanto que as duas castas nacionais estudadas
evidenciaram-se positivamente relativamente as castas estrangeiras estudadas através
de niveis em antocianas totais mais elevados.

Finalmente, perante os resultados obtidos, parece ocorrer uma tendéncia para uma maior
adaptabilidade das castas estrangeiras estudadas para as condigdes existentes na regiao
do Dio, relativamente as condi¢des edafoclimaticas existentes na regido do Douro. No
entanto, no caso das duas castas nacionais estudadas, estas evidenciaram uma tendéncia
menos definida. Porém, convém salientar que estes resultados devem ser encarados
como preliminares e reportados as condigdes existentes nas duas vinhas tidas em con-

siderac@o e como tal devera de existir algum cuidado na sua generalizagao.
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AVALIACAO DA TEXTURA DE UVAS DE DIFERENTES
VARIEDADES

Maria Jodo CABRITA!; Raquel GARCIA?; Ana Elisa RATO?; Ana Cristina
AGULHEIRO SANTOS*

RESUMO

O objectivo deste trabalho foi avaliar as propriedades reologicas de diferentes variedades de uvas
para vinificar. Foram estudadas as variedades brancas Siria, Antdo Vaz, Perrum, Rabo de Ovelha e
Arinto e as variedades tintas Trincadeira, Aragonez, Tinta Caiada, Moreto ¢ Casteldo. Para se avaliar
da existéncia ou ndo de diferengas entre as variedades, foram efectuados testes em 200 bagos de
cada variedade, nomeadamente a compressao do bago inteiro e a resisténcia da pelicula (pericarpo)
¢ da polpa (mesocarpo) a penetracao. Um segundo objectivo deste trabalho foi seleccionar os méto-
dos e parametros que melhor caracterizam as variedades reologicamente, por forma a reduzir o
tempo de analise e simplificar a metodologia de analise.

Foram encontradas diferengas significativas entre as variedades para todos os pardmetros reologicos
estudados.

Os valores elevados de firmeza (F) obtidos pela maxima for¢a durante a compressao do bago inteiro,
pela maxima forga durante o teste de penetragdo da pelicula, e pela forga a 3 mm de deformagao
da polpa, demostraram serem bons indicadores para serem usados em trabalhos futuros.

Palavras Chave: uvas, propriedades reologicas

1- INTRODUCAO

Os frutos sdo considerados como corpos com comportamento reoldgico visco-elastico,
quando submetidos a uma carga (ABBOTT, 1999) sendo no caso particular da uva de
realgar a componente elastica (BLAHOVEC, 1994). A resisténcia mecéanica dos bagos
de uva ¢ um importante parametro de qualidade para uvas de mesa, contudo também
pode ser interessante do ponto de vista tecnoldgico. As caracteristicas texturais de uvas

de mesa tém sido alvo de estudos varios, sendo abordada a evolugo de parametros tex-
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turais em fungdo do estado de maturagdo das uvas (ROBIN ez al., 1997; Le MOIGNE
et al., 2008; LETAIEF et al., 2008).

O estudo das propriedades reologicas de uvas de variedades para vinificar podera for-
necer informagdes uteis, especificas de cada variedade, que sejam interessantes para o
estabelecimento de alternativas tecnologicas.

Para a avaliagdo da textura pode-se recorrer a técnicas analiticas de rapida execugao,
baixo custo e facilmente repetiveis, com o objectivo de monitorizar a qualidade da uva,
visto permitirem inferir sobre a extractabilidade das antocianinas (RIO SEGADE et al.
2008Db). Estes autores estudaram a influéncia do estado de maturagao e da proveniéncia
de uvas Cabernet Franc nas suas caracteristicas de textura e correlacionaram estes dados
com indices de maturagao fendlica e tecnologica, tendo concluido que a forga de ruptura
e o gradiente obtido por Forga/ Deformacio observados durante os testes de penetro-
metria apresentavam-se correlacionados com a extractabilidade das antocianianas.
Outros autores correlacionaram as propriedades de textura das uvas com a extractabili-
dade dos compostos fenolicos das peliculas e das grainhas (Le MOIGNE et al. 2008,
RiO SEGADE et al. 2008b, ROLLE et al. 2008). Mais tarde em 2010, TORCHIO et al.
afirmaram que o indice de extractabilidade de antocianinas e as propriedades mecanicas
da pelicula dos bagos ¢ muito influenciada pelas caracteristicas do terroir e menos pela
concentracdo de agucares, e recentemente ZOUID et al. (2011) confirmam teorias ante-
riormente apresentadas que afirmam que os valores de firmeza da pelicula dos bagos
estdo bem correlacionados com o contetido em sélidos soliveis das uvas.

As caracteristicas texturais das uvas parecem ser dependentes da variedade (SATO et
al, 1997) e de factores edafo-climaticos que afectam os processos de maturagdo das uvas
(SATO el al, 2000). RIO SEGADE et al. (2008a), constataram que alguns parametros
de textura, for¢a de ruptura da pelicula e energia necessaria, permitem a caracterizagdo
e distingdo entre 13 variedades tintas da Galiza. LETAIEF et al. (2008) em estudos rea-
lizados com Barbera, Brachetto, Cabernet Sauvignon, Dolcetto, Freisa, Nebbiolo e Pinot
Noir também reconheceram que algumas caracteristicas de textura poderiam ser utili-
zadas para distinguir as variedades. PORRO et al. (2010) constatou que o stress hidrico
e aspectos de nutricao das vinhas s3o determinantes nas caracteristicas texturais dos

bagos, mais especificamente na espessura das peliculas.
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Do ponto de vista metodologico, ha alguns aspectos que convem ressalvar. Os conheci-
mentos fundamentais de reologia permitem afirmar que no é possivel converter ou
comparar medigdes obtidas com diferentes sondas (ABBOTT 1999; ROUDOT, 2006).
A informag@o sobre a sonda a utilizar é muito diversa, sendo a sonda cilindrica de 2mm
de didmetro utilizada por varios autores, nomeadamente por VARGAS et al. (2000).
Acresce o facto da dimensdo da amostra nao ter sido até agora bem definida, sendo que
SATO et al. (2004) usaram amostras de 5 bagos, enquanto Le MOIGNE et al. (2008)
usaram amostras de 50 bagos. ROLLE et al. (2008) afirmaram que 20 bagos sdo sufi-
cientes para uma andlise estatistica adequada e que a localizagdo dos bagos no cacho
ndo afecta a firmeza da pelicula.

O teste de compressao, definido pelo facto da sonda ser de maior dimensdo que o maior
diametro da amostra, pode conduzir a deformagdes tais que seja um teste de caracter
destrutivo ou pelo contrario pode nao causar dano no bago, tal como referido por
GROTTE et al. (2001). Este tipo de teste com fruto inteiro reflecte as propriedades quer
da polpa quer da pelicula mas ndo existe consenso entre 0s varios autores sobre o que
deve ser considerado como medida de firmeza no teste de compressdo: BELLINCON-
TRO et al. (2009) definem firmeza como a deformagdo (mm) quando ¢ exercida uma
for¢a de 1 N; CEFOLA et al. (2011) definem firmeza como a for¢a (N) necessaria para
que se verifiquem 5 mm de deformagao.

A area sob a curva Forga/Deformac@o em testes de penetragdo, até ao ponto de ruptura
da pelicula, considerada como energia ou trabalho, também tem sido usada como indi-
cador da resisténcia (RIO SEGADE et al., 2008a). SATO et al. (1997, 2004), realizaram
varios testes de penetragdo com sonda cilindrica de base plana com 3 mm para avaliagao
unicamente da polpa e mediram a forca maxima, deformagio e a area abaixo da curva
for¢a/deformagdo designando-a por trabalho.

As condigdes de realizagdo dos testes sdo também muito diversas, contudo a velocidade
do teste é bastante consensual, tendo sido usada a velocidade de 1 mm s por autores
como VARGAS et al., (2000), RiO SEGADE et al., (2008a) ¢ ROLLE et al., (2009).
O objectivo inicial deste trabalho foi avaliar as propriedades reoldgicas/ textura de dife-
rentes variedades de uvas. Contudo um segundo objectivo, ndo menos importante, foi

seleccionar os métodos de avaliag@o de textura e os parametros que melhor caracterizam
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as variedades por forma a reduzir o tempo de analise, simplificar a metodologia de ana-

lise e permitir o seu uso sistematizado.

MATERIAL E METODOS

As uvas estudadas foram das variedades Siria, Antdo Vaz, Perrum, Rabo de Ovelha,
Arinto, Trincadeira, Aragonez, Tinta Caiada, Moreto e Periquita, colhidas a maturagao.
De cada variedade foram amostrados 50 bagos para avaliagdo das propriedades reold-
gicas mediante Dtestes de compressdo para medigdo da firmeza do bago inteiro, ? testes
de penetragéo para avaliagdo da pelicula e da polpa de bagos inteiros e ¥ testes de pene-
tragdo para avaliagdo da polpa em bagos inteiros aos quais era previamente retirada a
pelicula.

Todos os testes foram realizados com recurso a um texturometro Analyser TA-HDi, da
Stable Microsystems, equipado com uma célula de carga de 25Kg, e software “Texture
Analyser”. Para a realiza¢ao dos testes de compressdo foi usada a sonda de base plana
com 10cm de didmetro. A compressao foi realizada na parte lateral do bago inteiro, tal
como indicado por LETAIEF et al. (2008). Foi registado o grafico Forca/Deformagio e
os parametros medidos foram: a for¢a maxima (MF bago), a for¢a a 2 mm (F2 bago), a
forga maxima de deformac@o (D bago) e o correspondente gradiente (F/D bago). Neste
estudo estudaram-se diversos parametros, considerando que um dos objectivos deste
trabalho ¢ a definigdo objectiva de firmeza no teste de compressdo. Para a realizagio
dos testes de penetragao, foi usada uma sonda cilindrica de ago de base plana com 2 mm
de diametro (ROLLE et al., 2009) ¢ o teste conduzido até a maxima deformagdo a 7mm.
Cada teste foi efectuado duas vezes em cada bago inteiro. Os pardmetros medidos foram:
a firmeza da pelicula (MF pel.), a deformagao (D pel.) e foi calculado o racio MF/DMF
pel. que de acordo com vérios autores pode ser considerado como uma aproximagao ao
Modulo de Young se a curva forga/tempo ou for¢a/deformacédo for aproximadamente
linear (LETAIEF et al. 2008).

Aos bagos sem peliculas foram medidos os seguintes parametros: a firmeza da polpa a
3 mm (F3mm polpa) e a 5 mm (F5mm polpa), a firmeza média entre estes dois pontos

(M polpa) e a area da polpa entre 3 ¢ 5 mm (A polpa).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a compreens@o dos pardmetros medidos apresentam-se as representagoes
das curvas for¢a/deformagdo para os testes realizados (figura 1): Compressdo de fruto
inteiro com sonda de 10cm (1), penetragdo com sonda de 2mm em bago inteiro (2) e
penetragdo com sonda de 2mm em bago sem pelicula (3).

=)

Distance {mm’

Figura 1 - Curvas For¢a/Deformacdo obtidas em testes de compressdao com sonda de 10cm, (1),
penetragdo dos bagos inteiros com sonda de 2mm (2) e penetragdo dos bagos sem pelicula (3).

Apresentam-se na tabela 1 e 2 os resultados obtidos para alguns dos parametros de tex-
tura em avaliacdo, selecionados ap6s um estudo alargado a todos os parametros medidos

durante este estudo.

Tabela 1 — Parametros reologicos das diferentes variedades tintas

Aragonez | Moreto Periquita Tinta Trincadeira
Caiada
MF bago | 404+1.33 | 452+1.37 | 13.44+2.85 | 5.16x1.03 | 7.79+224
Teste (N) c cd a d b
compressio F/D 1.01x0.20 | 1.10£0.17 1.10£0.19 [ 1.63x0.39
bago(N) a a 2214033 b a .
Teste pel}E(ITN) 2.()6:_’-0.52 2.6():0.61 5.000.67 ¢ 2.94:0.65 3.841‘;10 67
penetra¢do e E 1 6,5320.13 | 0.6420.07 0.50%0.10 | 0.7820.19
bago inteiro (Nmm) a b 0.94+0.13 ¢ a d
Teste
penetragio ANpolpa 0.38%-0.16 0.22+0.06 0.9420.13 ¢ 0.22+0.07 0.541‘;0 27
polpa (Nmm) a a

Letras diferentes na linha significam diferengas significativas no teste multiplo de comparagdo
de médias, para um nivel de confianga de 95%.
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Tabela 2 — Parametros reologicos das diferentes variedades brancas

Antio Arinto Perrum Rabo de | Siria
Vaz Ovelha
MF bago | 6,93x1,80 | 7,02+1,59 | 4,70x1,04 | 6,89:1,60 | 8,57+1,64
Teste (N) b b a b c
compressdo | T/D bago | 1,300,226 | 1,50£0,33 | 0,0720,14 | 143028 | 1,42:0,22
(Nmm'!) b c a bc bc
MF 2,6720,59 | 4,00:092 | 2,34+0,63 | 3,76+0,79 | 2,69+0,39
Teste |_pel() a b a b a
e e | MEIDMF | 051008 | 0,720,12 | 0,522006 | 0,74020 | 0542007
20 1nteiro 0
(Nmm") a b a b a
T‘“g‘ﬁ Apolpa | 0,32+0,06 | 0,20+0,06 | 0,140,05 | 0,31+0,23 | 0,330,12
P'-"'}’jﬂ;ga" (Nmm) b a a b b

Letras diferentes na linha significam diferengas significativas no teste multiplo de comparagio
de médias, para um nivel de confianca de 95%.

A observagdo dos valores permitem-nos afirmar que de entre as variedades tintas, as
uvas das castas Periquita e Trincadeira apresentaram sempre valores significativamente
diferentes das restantes variedades, sendo a casta Periquita a que apresenta os valores
mais elevados logo seguida da casta Trincadeira. De acordo com ZOUID et al. (2008,
2011), os parametros texturais das uvas variam com o estado de matura¢do. As uvas das
castas tintas em estudo apresentaram teores de alcool provavel muito semelhante (cerca
de 12,5 % (v/v)) com excecdo da casta Moreto que apresentou um teor em alcool pro-
vavel de 10 % (v/v). Ja no caso das uvas brancas podemos observar que a casta Perrum
foi a que apresentou valores genericamente mais baixos nos diversos parametros em
estudo. Foi também a casta que apresentou um teor em alcool provavel mais baixo (12,5
% (V/v)).

Os elevados valores de F encontrados para as medi¢des da firmeza do bago, obtidos
através da maxima forca de compressao do bago inteiro (MF bago) e da méxima forca
durante o teste de penetracdo de pelicula (MF pel.) e a for¢a a 3 mm de deformagéo da
polpa (F3 polpa) sdo indicativos de poderem ser usados em trabalhos futuros. A realiza-
¢do de testes de compressao revelou-se de facil execucdo, o que permite realizar grande
numero de amostras, contudo ha que prestar especial aten¢do ao facto de alguns exem-
plares ndo apresentarem ruptura, o que exige maior acuidade na obtengéo dos parametros
a partir dos graficos.

A dificuldade de execugdo do teste de avaliagdo da polpa depois de retirada a pelicula,
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0 que torna a preparagdo da amostra muito morosa, leva-nos a nao o recomendar. Acresce
que para se utilizar um valor de trigger elevado perde-se a sensibilidade necessaria para
valores da ordem de grandeza destes (entre 0,14 e 0,94 N), por outro lado baixando o
valor do trigger obtemos graficos com muito “ruido” como aconteceu neste trabalho.
O teste de penetragdo de fruto inteiro parece ser bastante promissor, ja que permite a
aproximagcdo tedrica ao coeficiente de elasticidade e fornece informacao sobre a pelicula,
elemento histologico fundamental para a estrutura dos “soft fruits”, bem como da polpa.
Alguns autores como Le MOIGNE et al. ( 2008), afirmam que ¢ essencial trabalhar
sempre com valores médios quando se trata de resultados de teste de compressao e nunca
considerar cada bago isoladamente, generalizando esta recomendacdo a todos os testes
de avaliagdo de parametros reoldgicos. Note-se que nestes estudos de propriedades reo-
l6gicas, como noutros realizados noutros frutos, é sempre encontrada uma elevada varia-
bilidade entre os frutos.

Para definir o real interesse das avaliagdes de textura recomendam-se estudos aprofun-
dados sobre as correlagdes entre testes instrumentais de medida de textura e a composi-

¢do quimica quantitativa, usando indices habitualmente usados em enologia

CONCLUSOES

A utilizagdo de testes de avaliagdo de propriedades reologicas de uva para vinificar per-
mite discriminar as diferentes variedades em estudo.

Recomenda-se em futuros trabalhos o teste de compressao de fruto inteiro e de penetra-
¢dlo, ambos com sensibilidade necessaria, neste caso, para distinguir variedades. Aponta-
se como muito adequado o teste de penetragdo com sonda de cilindrica de 2mm de dia-
metro, a uma velocidade de Imms™, sendo a amostra colocada lateralmente no prato e
a introdugdo da sonda no diametro equatorial. Os parametros com maior potencial para
discriminagao seria a forga maxima alcangada e o racio for¢a por deformagéo, que pode
ser considerado como uma aproximagao ao coeficiente de elasticidade, desde que se

verifique a condi¢do de linearidade da curva até alcancar a forca maxima.
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EFEITO NAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS
DE VINHOS CV TOURIGA NACIONAL E
TRINCADEIRA DE COLAGEM COM PROTEINAS
VEGETAIS

Ana Cristina ROMAO'; Jorge RICARDO-DA-SILVA'; Olga LAUREANO'

Resumo: A colagem proteica ¢ uma operagdo complexa que visa a clarifica¢do e particularmente
a redugdo da adstringéncia dos vinhos. As colas proteicas utilizadas em Enologia apresentam uma
composicao fisico-quimica variada, em que o tipo de proteina, a distribui¢ao da massa molecular
e a densidade de carga de superficie influenciam as propriedades da cola. O presente trabalho estu-
dou o efeito de colas proteicas ndo-tradicionais de origem vegetal na composicdo fisico-quimica
dos vinhos, nomeadamente nos parametros da cor e perfil antocianico. Em todas as colas utilizadas,
comprovou-se uma diminui¢do na intensidade da cor, antocianinas totais, antocianinas coradas e
taninos, embora com menor decréscimo nas nao-tradicionais do que nos vinhos colados com ben-
tonite e ovalbumina. Os resultados deste estudo demostraram que as colas ndo convencionais tra-
duzem num decréscimo percentual menos acentuado nos parametros da cor que o obtido com a
albumina de ovo. Em relagdo ao perfil antocianico verificou-se uma diminui¢@o da concentragdo
de antocianinas, em particular das antocianinas aciladas nas colas ndo tradicionais produzidas a
base de proteina de ervilha e extracto de levedura.

Palavras-chave: Touriga Nacional, Trincadeira, antocianinas, proteinas vegetais, extrato de leve-
dura, HPLC.

1-INTRODUCAO

A colagem ¢ uma pratica enologica antiga que tem por objectivo obter a clarificagdo do
vinho, através da eliminaco de particulas responsaveis pela turvagdo que contribui para
melhorar a sua limpidez, obtendo-se em simultdneo um efeito positivo na estabilizagao
e nas caracteristicas organolépticas, particularmente nas gustativas.

No mercado de produtos enologicos existe uma grande diversidade de produtos para a

! Universidade Técnica de Lisboa, Instituto Superior de Agronomia, Laboratério de Enologia,
Tapada da Ajuda, 1349-017 Lisboa Codex, Portugal. Email: acromao@hotmail.com; jricar-
dosil@isa.utl.pt; olgalaureano@ia.utl.pt
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colagem do vinho, estando as gelatinas (proteinas de origem animal) largamente difun-
didas no sector vitivinicola. Ao longo dos ultimos anos e depois do surgimento da BSE
(Encefalopatia Espongiforme Bovina) deixou-se de usar a gelatina extraida por hidrdlise
parcial a partir do colagénio dos ossos, pele e tecido conjuntivo de animais (como os
bovinos). Na Europa, foi interdito o uso de plasma bovino ou células de sangue na cola-
gem. A resolucdo OENO 7/99 (OIV, 1999) modificou a ficha “Colagem” do Codigo
Internacional de praticas enologicas, referente a vinhos, proibindo a utiliza¢do “albumina
de sangue”. Durante a primeira década deste século e com a necessidade de encontrar
produtos alternativos aos de origem animal, estudou-se a aplicabilidade das proteinas
vegetais para a colagem de vinho, visto estas serem ja muito utilizadas na industria ali-
mentar como auxiliares tecnoldgicos. Foram feitos estudos e ensaios de colagem com
diversas proteinas vegetais, como a de trigo, ervilha, arroz, tremogo e soja, verificando-
se em algumas delas resultados bastante satisfatorios (Lefebvre et al. 2000 e 2002; Mira,
2004). As diversas empresas produtoras de produtos enologicos adaptaram esses estudos
e fabricaram colas proteicas vegetais que hoje sao utilizadas pelos vitivinicultores. Em
2003, o grupo de peritos em Seguranca Alimentar do OIV, em resposta a uma solicitagdo
do grupo de peritos em Tecnologia do vinho, emitiu um parecer favoravel a utilizagao
de proteinas vegetais na colagem de mostos e vinhos, para a dose maxima de 50 g.hL".
A resolugdo OENO 28/2004 (OIV, 2004) menciona a introducdo no Codex Enolégico
Internacional, da monografia sobre “Matérias proteicas de origem vegetal derivadas do
trigo e da ervilha”. Nos ultimos anos foram introduzidos nos produtos de colagem, as
leveduras (capsulas) que associadas a uma proteina vegetal (ervilha) ou em isolado, pro-
duzem resultados interessantes nos vinhos, tornando-os mais macios e redondos de boca.
No caso das colas produzidas a base de extracto de levedura, o seu uso ¢ relativamente
recente. As leveduras s@o usadas, tradicionalmente, para melhor controlar todo o pro-
cesso fermentativo, na produc@o de compostos aromaticos, terpenos, tiois e fendis vola-
teis. A partir dessas utilizagdes concluiu-se que a aplicag@o de leveduras no vinho trazia
algumas melhorias sensoriais, como a sensacao de aveludado (Delfini et al. 2001).

O objectivo principal deste estudo foi verificar a influéncia das colas de origem proteica
vegetal e microbiologica na composi¢do antocianica do vinho, comparando com uma

cola mineral e com uma outra de origem vegetal animal.
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2 - MATERIAIS E METODOS

Os vinhos utilizados neste trabalho correspondem a vindima de 2011 de duas castas
existentes na Tapada da Ajuda, a Trincadeira (Tr) e a Touriga Nacional (TN). As colas
usadas sdo comerciais cedidas pela Enartis (Plantis—feita a base de proteina de ervilha
— E; Pluxbenton N—feita a base de bentonite -Bent), pela AEB Group (Ve-Gel-feita a
base de proteina de ervilha e proteina de levedura—E+L), pela Ecofiltra (Biolees—feita a
base de envelopes celulares de leveduras-L), pela Proenol (Ovocol Po—feita a base de
albumina de ovo atomizada-Alb). Os ensaios foram realizados em separado, sendo que,
em cada semana, se ensaiava uma cola em duas concentragdes (C1- concentragdo mais
baixa e C2-concentragdo mais elevada), feitas em duplicado, com a excepgdo do ensaio
em branco, para as duas castas. Procedeu-se a determinagdo dos parametros da cor e aos

cromatogramas.

2.1 - Determinacoes Analiticas

2.1.1 - Caracterizacao Geral
As analises quimicas foram efectuadas no Laboratorio de Enologia do Instituto Superior
de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa. Numa primeira fase, determinou-se os
parametros base de caracterizagdo de um vinho (Massa Volumica, Acidez Volatil, Acidez
total, pH, Teor alcodlico volumétrico, Anidrido Sulfuroso livre, Anidrido Sulfuroso total,
Anidrido Sulfuroso combinado e Turbidez. Métodos descritos pelo OIV (OIV, 1990)).

2.1.2 - Determinagdes Especificas
Neste ensaio realizaram-se as seguintes determinagdes aos vinhos de todas as modali-
dades: Composicao Fendlica: Caracterizagdo da cor - Intensidade da Cor e Tonalidade
da Cor, Método descrito pelo OIV (OIV, 1990). Pigmentos Poliméricos, Pigmentos
Totais e Indice de Polimerizagdo dos Pigmentos, Antocianinas Totais, Antocianinas Cora-
das, estas determinagdes baseiam-se no método proposto por Somers ¢ Evans (1977) e
quantifica¢@o dos Taninos condensados totais por precipitacdo com metil celulose meto-
dologia descrita por Sarneckis et al. (2006). Apresentam-se os resultados nos quadros 1
e 2. Doseamento de Antocianinas monoméricas por HPLC nas condi¢des descritas por

Dallas e Laureano (1994). Todas as determinagdes foram efectuadas em duplicado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostram que turbidez tem tendéncia a decrescer com a aplicagdo das colas
vegetais. No caso das colas Alb e Bent, a turbidez média diminui com a aplicagdo das
colas em ambas as castas, verificando-se também para a cola E onde o valor médio reduz
ligeiramente para a casta Trincadeira. Para esta casta, as colas com extracto de levedura
na sua composicao (E+L e L) comprovou-se um ligeiro aumento dos valores médios de
turbidez, que podera ser explicada pela natureza da cola produzida a base de capsulas
ou extracto de levedura, com menor capacidade de aumentar a limpidez do vinho, prin-
cipalmente, ao fim dos sete dias do ensaio. Observou-se que a Intensidade da Cor e em
todas as colas usadas, para esta casta apresenta um ligeiro decréscimo, com a excepgao
da cola produzida a base de proteina de ervilha e capsulas de levedura paraa C1 (E+L).
Na casta Touriga Nacional e para a Intensidade de Cor constatou-se um decréscimo com
a aplicagdo das colas, principalmente, na albumina de ovo. A Tonalidade da cor tem um
ligeiro aumento, com a excepg¢ao da cola produzida a base de levedura onde se verificou
0 inverso, na concentragcdo mais alta. Os resultados obtidos nestes ensaios estdo de
acordo com os publicados por outros autores (Iturmendi ez al., 2010; Mira et al., 2006).
Iturmendi et al. (2010) que fizeram ensaios com extractos de levedura combinados com
bentonite verificando que a redugdo da Intensidade e Tonalidade da Cor eram menos
acentuados do que noutras colas usadas como a gelatina. No ensaio por nds efectuado
verificou-se uma tendéncia para um menor efeito na diminui¢do da Intensidade da cor
nas colas ndo tradicionais em relagdo a cola proteica classica (de origem animal). A per-
centagem de decréscimo ¢ mais elevada na albumina de ovo do que nas colas nao tradi-
cionais como a produzida a base de envelopes celulares de levedura (L) ou a feita a base
de proteina de ervilha (E). Os Pigmentos Totais, e os Pigmentos Polimerizados também
decresceram com a aplicagdo das colas, sendo a Bentonite a cola que provoca nos Pig-
mentos Totais uma redugao ¢ mais acentuada. As colas proteicas demonstram uma actua-
¢do menos agressiva para os parametros da cor do vinho que a bentonite. Contudo nos
Pigmentos Poliméricos e para a bentonite ndo ha qualquer alteragdo, verificando-se uma
reduc@o nas restantes colas proteicas, nos dois vinhos estudados. A albumina de ovo
reduz menos os pigmentos totais do que as colas ndo tradicionais, para a casta Trinca-

deira verificando-se o inverso na casta Touriga Nacional.
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Quadro 1 - Resultados obtidos nos parametros da cor e taninos para a casta
Trincadeira, comparando com as diferentes colas usadas.

Intensidade Tonalidade Pigmentos Totals Pigmentos Antocianas Totals ‘Antocianas Coradas Taninos &/}
Polimerizados (mgiLy (me/L)
m——

3 ¢ s o s ® o s %D 0 SO £ 1 SO %D 1 SO %D 0 SO %D
T 146 001 0,66 0,002 33 | 0,00 50 0,01 a9 02 54 | 04 15 006

- i 144 009 2% 068 0002 0% M2z 007 0% 46 001 8% s 10 % s 03 8 14 oS %
C2 142 012 3% 068 0002 0% 305 021 3% 46 016 8% 457 97 | % 57| 20 6% | 15 012 1%

c T 142 072 069 0,022 40 114 44 055 53 412 2 14 16 0,20
Cl 137 | 030 4% | 069 0028 1% 326 007 4% 41 016 5% S5 38 4% 60 | 48 2% | 15 017 -10%
c2 134 035 6% 069 0024 0% 321 000 6% 41 030 6% s0s 101 6% 58 08 6% 13 015 18%
T35 023 0,66 0,003 232 057 44 000 38 14 54| 21 13 003

E c1 137 011 2% 069 0003 1% 224 1,14 3% 45 028 2% 298 13,4 -6% 53 42 1% 14 0,10 8%
C2 134 031 % 069 0010 2% 224 079 4% 44 002 1% 303 150 5% 53 | 06 2% | 10 023 2%

R T 145 041 068 0,019 240 1,21 38 004 354 257 % 69 12 0,27

DG AT 030 e art 0015 3% 228 036 S 87 002 W s ss  ex | © 07 0% 14 009 10%
c2 135 016 6% 071 0016 4% 233 021 3% 37 001 2% 344 40 3% 66 35 4% 12 014 %

. T 81 020 0,66 0,004 263 | 064 40 007 93 152 2 17 24 o017

: C1 155 040 4% 069 0014 4% 245 050 T% 40 020 0% 35 16,6 9% B2 34 1% 1,3 0,12 -40%

tlca 153 037 5% | 088 0012 3% 232 086 2% 40 009 0% 30 141 6% @ | 13 2% | 15 | 035 35%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa;

C2—concentragao mais elevada; L — cola feita a base de envelopes celulares de leveduras; E —
cola feita a base de proteina de ervilha; E+L — cola feita a base de proteina de ervilha e proteina
de levedura; Alb— cola feita a base de Albumina de Ovo Atomizada; Bent - cola feito a base de

Bentonite

No que se refere as antocianinas coradas comprovou-se que a albumina retira mais anto-
cianinas do que as colas ndo tradicionais, como a cola feita a base de envelopes celulares
de leveduras (L) e a cola feita a base de proteina de ervilha (E), sendo este efeito mais
evidente na Touriga Nacional que na Trincadeira. Estes resultados sdo concordantes com
os obtidos para a intensidade da cor. Nas antocianinas totais ndo se observam diferencas
entre as duas castas e para as colas ensaiadas. Os resultados obtidos neste ensaio sdo
semelhantes aos obtidos em ensaios de outros autores que usaram colas proteicas de
origem vegetal e produzidas a base de extracto de levedura. (Mira et al, 2006; Iturmendi
etal., 2010. Assim verificou-se que todos os parametros relacionados com a cor decres-
cem com a aplicagdo de todas as colas ensaiadas, principalmente, no caso da bentonite
¢ da albumina de ovo, que induzem um decréscimo mais acentuado. E no caso dos Tani-
nos onde esse decréscimo ¢ mais acentuado como verificado por outros autores (Mira
et al. (2006) Iturmendi et al. (2010) e Cosme ef al. (2009)). Na casta Touriga Nacional

¢ para as colas proteicas vegetais, o decréscimo ronda os 28% sendo para a Trincadeira
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na ordem dos 12%. No caso da cola mineral usada constatou-se um comportamento
antagonico, onde na casta Trincadeira a redugdo tem valores na ordem dos 38% e na

Touriga Nacional apenas se verificou um decréscimo de cerca de 10%.

Quadro 2 - Resultados obtidos nos parametros da cor e taninos para a casta Touriga
Nacional, comparando com as diferentes colas usadas.

Pigmentos Antocianas Totals Antocianas Coradas

Intensidade Tonalidade Pigmentos Totals P ) b Taninos (/)
—
>3 v so P '+ S0 p 1 SO %D 1 SO s 0 SO %D 0 SO %D 0  SD %D
T 76 | O 078 | 0026 269 | 1,07 22 o001 s 214 0 | 38 17 | oo
e om0 w0 oo0s 0% 2 1mw % 2z 0o % se 20 % m 23 s 12 om 25%
c2  7ss O w0 oo 5 000 % 22 007 2% |51 00 % 3 08 2% 12 | 008 2%
Toes % 069 0022 %63 118 25 05 56 412 2 14 13 om0
clor mm % aw oe oms % 3 0w 25 01 ox s 38 4% 6 48 2% 08 | 08 A%
c2 a7 %% s% 069 0o2¢ 0% 28 000 2% 24 030 4% 505 01 6% 8 08 6% 07 0% 5%
T 0w |0 068 | 0003 184 | 057 27 000 e 114 sa | 21 15 | o
Eler 1020 %% o% o9 008 1% wmr 114 ax 28 02 e 28 134 % B 42 % 12 036 2%
“lea %% 0% ose ool 2% m3 | om % 30 oo x| % 150 % B 06 % 13 | 02 6%
T e O 068 0019 w4 121 26 00 34 257 % 69 18 005
afer o O e% | 071 0015 3% 187 | 03 8% 25 002 8% | 33 64 | % 6 07 % 15 013 13%
*le e %° 1;: 071 0016 4% 185 021 9% 24 001 8% 344 41 3% 66 35 % 20 02 11%
T e o 066 | 0,004 11 o84 25 007 w152 2 | 17 16 | 010
oler e 0% 2% 089 00 4% 10 050 6% 30 020 % 36 166 9% B 34 % 13 009 3%
ee e O 2% | 068 | 0012 3% 187 08 2% 30 009 % | 30 141 16 B 13 a4 13 om 6%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa;

C2—concentra¢ao mais elevada; L — cola feita a base de envelopes celulares de leveduras; E —
cola feita a base de proteina de ervilha; E+L — cola feita a base de proteina de ervilha e proteina
de levedura; Alb— cola feita a base de Albumina de Ovo Atomizada; Bent - cola feito a base de
Bentonite

Os resultados referentes as antocianinas monoméricas sdo apresentados nos quadros 3
a 7. Em todos os ensaios se observou um decréscimo na concentragdo, nas antocianinas,
esperado pelos resultados obtidos nos parametros fisico-quimicos da cor (intensidade
da cor, antocianinas totais, antocianinas coradas). Verificou-se que o decréscimo ¢ mais
expressivo nas antocianinas acetiladas e cumariladas. Contudo, em algumas colas obser-
vou-se comportamentos diferentes nas duas castas estudadas. Na cola L existindo um
decréscimo mais pronunciado nas acetiladas para a casta Trincadeira verificando-se que

na Touriga Nacional ¢ mais acentuado nas cumariladas.

76



Livro Actas

Quadro 3 - Valores médios das antocianinas nas castas Trincadeira (Tr) e Touriga
Nacional (TN) para a cola a base de capsulas de leveduras (L) ao fim de 7 dias de

colagem
Cola L Trincadeira Touriga Nacional
T SD c1 8D %D [+ 8D %0 T SD c1 sD % D 3 8D % D.
mgiL mgiL mglL mgiL. mgilL. mg/L
Total 3-gluc 2386 8,41 205,1 46,84 -14% 2343 0,34 2% 1764 34,91 162,1 15,53 -8% 1843 629 5%
Total 3-acet gluc 16,4 2,63 124 2,18 -25% 134 131 -19% 420 12,51 37,6 4,45 1% 354 6,88 -16%
Total 3-cum 26,0 1.47 215 5,13 7% 246 0.84 5% 389 20,36 29,0 422 -26% 31.2 0.87 -20%

Legenda: T — valor médio da testemunha; C1 — valor médio da concentragdo mais baixa; C 2 —
valor médio da concentragdo mais elevada; cola L — cola feita a base de envelopes celulares de
leveduras. SD — Desvio padrio, % D — percentagem decréscimo

Para a cola E comprovou-se que o decréscimo ¢ idéntico para todas as antocianinas onde
se observou o decréscimo ¢ mais acentuado na casta Trincadeira, no ensaio com con-

centragdo mais elevada.

Quadro 4 - Valores médios das antocianinas nas castas Trincadeira (Tr) e Touriga
Nacional (TN) para a cola a base da proteina de ervilha (E) ao fim de 7 dias de

colagem
Cola E+L Trincadeira Touriga Nacu«ional
T SD c1 SD %D c2 £ %0 T 8D c1 SD %D c2 8D %D
mglL malL LT mgiL mg/L mgiL
Total 3-gluc 2657 539 257.6 074 -3% 2348 15,45 -12% 1749 875 150,7 3913 -14% 166,7 0,32 -10%
Total 3-acet gluc 194 013 176 0.80 -10% 16,8 0.60 -13% 421 0,38 347 7.60 -18% 36,7 264 -13%
Total 3-cum gluc 309 2,56 264 110 -15% 251 3.19 -19% 295 017 228 4,98 -22% 269 014 9%

Legenda: T — valor médio da testemunha; C1 — valor médio da concentragdo mais baixa; C2—
valor médio da concentracdo mais elevada; cola E — cola feita a base de proteina de ervilha. SD —
Desvio padrio, % D — percentagem decréscimo

Na cola E+L, para a casta Trincadeira, existiu um decréscimo mais acentuado nas anto-
cianinas cumariladas. Na casta Touriga Nacional observou-se uma diminui¢cdo em todas

as antocianinas.
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Quadro 5 - Valores médios das antocianinas nas castas Trincadeira (Tr) e Touriga
Nacional (TN) para a cola a base de proteina de ervilha e extracto de levedura. (E +
L) ao fim de 7 dias de colagem

CoR B Trincadeira Touriga Nacusional
T SD T SD %D C2 3 %D T SO C1 S0 | %D Tz | SD %D
mall mgiL mgiL mgiL mglL marL
Total 3-gluc 2657 | 539 | 26576 | ore [ 3% 2048 | 1545 | -12% | 1749 | 875 | 1507 | 3s13 | 1e% [ 1867 [ 032 | -10%
Total S-acetgluc | 194 | 013 [ 17.6 [ 080 [ -10% 168 060 | -i3% | 421 036 | 347 | 7.60 | -18% | 367 | 264 | 3%
Total 3-cumgiuc | 308 | 756 | 764 | 110 | -15% 251 319 | -19% | 705 | 041 | 220 | 488 | 27% | 269 | 0.4 %

Legenda: T — valor médio da testemunha; C1 — valor médio da concentragdo mais baixa; C2—
valor médio da concentragdo mais elevada; cola E+ L — cola feita a base proteina de ervilha e
extracto de levedura. SD — Desvio padrao, % D — percentagem decréscimo

Na cola Alb, nos dois vinhos estudados, observou-se uma diminuigdo mais evidente nas
antocianinas acetiladas. No caso da bentonite (sendo uma cola de origem mineral) cons-
tatou-se um decréscimo mais acentuado, principalmente, na C2 para todas as antociani-

nas, resultado idéntico nas duas castas.

Quadro 6 -Valores médios das antocianinas nas castas Trincadeira (Tr) e Touriga
Nacional (TN) para a cola a base de albumina de ovo atomizada. (Alb) ao fim de 7
dias de colagem

Cola Alb Trincadelra Tourlga Nacional

T | S0 | C1 | S0 | %0 ] ¢ | S0 ] % T | SD | Cl | S0 | %D ] ¢ | S0 %

mgiL. mg/L mgiL D mgiL mg/L mg/L D
Total 3-gluc 2411 | 175 | 2359 | 2,75 | 2% | 2096 | 23.72 — [ 1577 | 782 | 1434 | 284 | 9% | 1389 | 097 -
13% 12%
Total 3-acet T77 | 056 | 160 | 1.06 745 | 089 1 478 | 084 | %65 | 04 —1 371 | 010 5
gluc 10% 18% 37% 26%
Total 3-cum 263 003 254 060 -3% 212 330 - 211 019 200 025 5% 189 048 -
gluc 19% 1%

Legenda: T — valor médio da testemunha; C1 — valor médio da concentragdo mais baixa; C 2 —
valor médio da concentra¢@o mais elevada; cola L — cola feita a base de envelopes celulares de
leveduras. SD — Desvio padrdo, % D — percentagem decréscimo

Quadro 7 - Valores médios das antocianinas nas castas Trincadeira (Tr) e Touriga
Nacional (TN) para a cola para a cola feito a base de Bentonite ao fim de 7 dias de

colagem
Cola Bent Trincadeira Touriga Nacional
T sD Cc1 SD %D c2 SD % T SD c1 sD %D c2 SD %
mg/L mgiL mg/L D mgiL mg/L mg/L D
Total 3-gluc 2393 | 1388 | 2267 13,36 -5% | 2108 | 8,83 | -12% 1198 [ 459 | 1149 | 3,96 4% 31 0,27 -6%
Total 3-acetgiuc | 16,7 | 100 | 145 031 [ 18% | 138 | 018 | 17% | 283 | 046 | 27.2 | 019 | 7% | 254 072 | 3%
Total 3-cum giuc | 274 | 227 | 252 356 | 8% | 215 | 180 | 22% | 165 100 | 161 059 % | 153 115 %

Legenda: T — valor médio da testemunha; C1 — valor médio da concentragdo mais baixa; C2—
valor médio da concentracdo mais elevada; cola L — cola feita a base de envelopes celulares de
leveduras. SD — Desvio padréo, % D — percentagem decréscimo
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Comparando os resultados dos ensaios de colagem ao fim de sete dias e ao fim de dois
meses (quadros 3 e 8) para a cola L observou-se que na casta Trincadeira existe um
maior decréscimo nas antocianinas acetiladas no inicio de ensaio, a partir do qual existe

uma tendéncia a estabilizar.

Quadro 8 - Valores médios das antocianinas nas castas Trincadeira (Tr) e Touriga

Nacional (TN) para a cola a base de capsulas de leveduras (L) ao fim de 2 meses de

ensaio.
: . T c1 2
Trincadeira me/L SD mg/L SD %D me /L SD %D

Total 3-gluc 1349 | 7,33 | 1157 | 1643 | -14% | 1260 | 248 | -7%
Total 3-acet gluc | 10,1 | 0,16 9,5 1,29 | 5% 97 | o051 | 4%
Total3cumgluc | 142 | 264 | 114 | 165 [-20% | 125 [1,13 | -12%

T ) c soT | %D c2 |sorT| %D
mg/L mg/L mg/L

Total 3-gluc 1083 | 1355 | 1056 | 794 | 2% | 1056 | 410 | 2%
Total 3-acetgluc | 1356 | 2,55 | 264 | 2,33 | 81% | 245 [ 143 | 82%
Total3cumgluc | 165 | 0,78 | 149 | 097 [-10% | 153 [o013 | -7%

Legenda: T — valor médio da testemunha; C1 — valor médio da concentra¢do mais baixa; C 2 —
valor médio da concentragdo mais elevada; cola L — cola feita a base de envelopes celulares de
leveduras. SD — Desvio padrao, % D — percentagem decréscimo

Touriga Nacional

Contudo o decréscimo é mais acentuado nas antocianinas cumariladas no ensaio de dois
meses do que o observado no ensaio dos 7 dias. Na Touriga Nacional existiu um maior
diminuicao percentual nas antocianas cumariladas no ensaio ao fim sete dias (estabili-
zando até a leitura feita ao fim de 2 meses), sendo o decréscimo mais pronunciado nas

antocianinas acetiladas no ensaio de dois meses.

CONCLUSOES

A clarificacdo do vinho pelas colas usadas foi seguida pela medigdo da turbidez, apds
sete dias de colagem. A turbidez tem tendéncia a decrescer com a aplicagdo das colas.
Do ponto de vista fisico-quimico, as colas estudadas afectaram com baixa percentagem
de decréscimo, os parametros da cor analisados. A sua acg¢do foi sobretudo notdria para
os taninos, tendo consequéncias a nivel da adstringéncia dos vinhos. Comparando os
parametros da cor entre os dois ensaios comprovou-se que, na casta Touriga Nacional,

hé um decréscimo mais acentuado no ensaio ao fim de dois meses. Na casta Trincadeira,
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a percentagem de decréscimo ndo ¢ tdo evidente mas conclui-se que existe um decrés-
cimo mais acentuado do que o verificado no ensaio ao fim de 7 dias. No caso dos Tani-
nos, verificou-se um comportamento diferenciado para as duas castas. Na casta Trinca-
deira existe um maior decréscimo no caso do ensaio dos 2 meses, sendo o inverso para
a casta Touriga Nacional, isto ¢ a redugdo dos taninos é mais evidente no inicio do ensaio,
estabilizando até ao final. Sendo a mesma cola, podera ser explicado este facto por se
estar perante duas castas com composi¢ao fenolica diferente. No que se refere as anto-
cianinas monoméricas comprovou-se um decréscimo global de todos os picos identifi-
cados nos cromatogramas. Este decréscimo foi mais acentuado na cola E e concentragao
em todas as antocianinas e para a cola E+L na casta Touriga Nacional. Contudo para as
colas L e Alb um maior decréscimo nas antocianinas acetiladas e cumariladas. No que
se refere ao estudo das antocianinas presentes no vinho, verificou-se que estas colas

actuam, sobretudo, sobre as antocianinas aciladas.
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POTENCIAL ENVELHECIMENTO DE VINHOS POR
TRATAMENTOS DE ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

Mickael C. SANTOS ™, Claudia NUNES (), Ana RODRIGUES @, Silvia M.
ROCHA®, Jorge A. SARAIVA®, Manuel A. COIMBRA

RESUMO

A tecnologia de alta pressdo hidrostatica (APH) consiste em submeter os alimentos a elevadas pres-
sdes com o objetivo de destruir microrganismos e inativar enzimas para a sua preservagao durante
longos periodos de tempo. Neste trabalho, o processamento por APH foi aplicado no tratamento
de vinhos como alternativa & adigdo de diéxido de enxofre (SO,) visto que alguns consumidores
sdo intolerantes e/ou alérgicos aos sulfitos. Os tratamentos de APH potenciaram a velocidade das
reagdes de polimerizag@o das antocianinas (decréscimo do teor de antocianinas livres) e promove-
ram as rea¢des de Maillard (aumento do teor de furanos, acetais e de benzaldeido), dando origem
a vinhos com caracteristicas sensoriais similares aos vinhos envelhecidos/licorosos (cor alaranjada
e aroma com notas de fruta tratada termicamente). Esta ¢ uma tecnologia que pode originar vinhos
com caracteristicas diferentes do vinho produzido tradicionalmente, o que pode ser uma vantagem
se a tradigdo for conciliada com a inovagao.

Palavras-chaves: Vinho, alta pressdo hidrostatica, envelhecimento, cor, antocianinas, composi¢ao
volatil, reacdes de Maillard, analise sensorial.

1- INTRODUCAO

Durante a ultima década, a utilizagdo de alta pressao hidrostatica (APH) para a conser-
vagdo de alimentos e também para a criagao de novos tipos de produtos alimentares,

tem aumentado substancialmente. Alimentos processados industrialmente por APH sio

MOOPNA, Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro, 3810-193 Aveiro, Portugal
@Ddo Sul —Sociedade Vitivinicola, S.A., 3430-909 Carregal do Sal, Portugal
E-mail: Mickael@ua.pt
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submetidos a pressdes na ordem de 400-600 MPa durante alguns minutos para destruir
os microrganismos e inativar as enzimas, com reduzido impacto nas suas caracteristicas
sensoriais e nutricionais (RAMIREZ et al. 2009).

No setor enologico, a utilizagdo de tratamentos de alta pressao foi testado para a con-
servagdo de sumo de uva, de mosto e de vinho, tendo sido observado que pressoes entre
300 e 500 MPa (durante 5 a 20 minutos) inativam bactérias e leveduras em vinhos tintos
e brancos sem alterar significativamente as suas caracteristicas sensoriais (BUZRUL
2012). Estes resultados sugeriam que a APH podia ser um processo alternativo a utili-
zagdo de dioxido de enxofre (SOy) para preservagdo de vinho. No entanto, TAO et al.
(2012) demonstraram que tratamentos severos de alta pressdo (650 MPa, durante 1 ¢ 2
horas) alteravam as caracteristicas fisico-quimicas do vinho tinto, diminuindo a inten-
sidade da cor e o contetido de compostos fenolicos do vinho devido ao aumento de rea-
¢des de condensagdo dos compostos fendlicos. Em termos de propriedades sensoriais,
ocorre uma redugdo na intensidade das notas frutadas apos 2 h de pressurizacdo, en-
quanto a adstringéncia, a perce¢ao de alcool e o amargor diminuem. Estas altera¢des fi-
sico-quimicas e sensoriais s3o semelhantes as que ocorrem naturalmente durante o
envelhecimento do vinho. Por esta razéo, a APH tem sido referida como uma tecnologia
que pode afetar certas reagdes quimicas no vinho e, portanto, com a potencialidade de
acelerar o processo de envelhecimento, podendo reduzir o tempo de estagio.

O objetivo deste trabalho foi aumentar o conhecimento fundamental sobre o efeito da
APH no vinho, contribuindo para a avaliagdo da viabilidade do uso desta tecnologia
para a preservagdo do vinho a longo prazo, na auséncia de SO,. O efeito da APH nas
propriedades quimicas e sensoriais de um vinho tinto foi analisado ao longo de 12 meses

de armazenamento.

2- MATERIAL E METODOS
2.1 - Tratamento das amostras
Um vinho tinto, sem a adi¢do de SO, foi produzido pela Ddo Sul SA (Carregal do Sal,
Portugal), com uvas Touriga Nacional. Apés a fermentagdo alcoolica, o vinho foi trans-
ferido para frascos de polietileno de 250 mL e rolhados. O vinho foi pressurizado durante

5 min a 20 °C a 425 MPa e 500 MPa, utilizando uma prensa hidrostatica (Avure Tech-
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nologies, Modelo 215L-600, EUA). Dois lotes de um mesmo vinho também foram en-
garrafados em garrafas de polietileno, um com adigdo de 40 ppm de SO, a quantidade
normalmente utilizada na industria vinicola, e outro lote que ndo foi sujeito a nenhum
tratamento, nem adigdo de SO, nem tratamento de alta pressdo. Todas as amostras de
vinho foram armazenadas a 80% de humidade relativa, na auséncia de luz e a uma tem-

peratura compreendida entre 10 °C e 15 °C.

2.2 - Analise fisico-quimica dos vinhos

As analises de cor foram realizadas recorrendo ao método de CIELAB usando um es-
petrofotometro equipado com uma esfera de integracdo, permitindo determinar os para-
metros, a*, b* e L*. O parametro L * refere-se a luminosidade, o pardmetro a* a relagao
verde/vermelho e o pardmetro »* a relag@o azul/amarelo (BERKE e FREITAS, 2007).

A atividade antioxidante foi determinada por uma adapta¢do ao método de ABTS des-
crito por RE et al. (1999). A quantidade de compostos fenolicos totais foi determinada
pelo método de Folin-Ciocalteu utilizando uma curva de calibragdo com écido gélico
(0250 mg/L) (CHIRA et al. 2012). A concentragdo de antocianinas foi determinada por
um método colorimétrico com variagdo de pH de 1,0 a 3,5 e medicdo dos valores de ab-
sorvancia a 520 nm (CHIRA et al. 2012). Na determinagdo da concentragdo de proan-
tocianidinas polimerizadas foi utilizado um método colorimétrico por medi¢ao de
absorvancia a 550 nm apo6s uma hidrolise acida com HCI (37%) a 100°C (CHIRA et al.
2012).

2.3 - Analise do teor de antocianinas monoméricas das amostras de vinho

As antocianinas monoméricas presentes em amostras de vinho foram analisadas por
HPLC utilizando o método descrito por GONCALVES et al. (2012).

As antocianinas foram identificadas de acordo com o seu espetro de UV-Vis. Os picos
cromatograficos de todas as antocianinas foram identificados por comparagio dos seus
tempos de retengdo com o tempo de reteng@o do padrao correspondente. A quantificacao
das antocianinas monoméricas foi feita com base numa curva de calibragdo obtida com

solugdo padrao de malvidina-3-glucésido.
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2.4 - Analise da composicao volatil das amostras de vinho

O vinho (3 mL) foi colocado em frascos de vidro de 9 mL e foram adicionados
0,6 g de cloreto de sddio. Cada vinho foi analisado em triplicado. Os frascos foram se-
lados com uma tampa contendo um septo de PTFE/Silicone e colocados num banho a
40,0 = 0,1 °C, com uma agitacao de 400 rpm. A fibra de microextragdo em fase solida
(SPME) com um revestimento de polidimetilsiloxano/carboxen/divinilbenzeno
(PDMS/CAR/DVB) com uma espessura de 50/30 pm foi exposta ao espago de vapor
da amostra durante 20 minutos.

A fibra de SPME contendo os compostos volateis foi introduzida manualmente
no injetor do cromatografo (GC x GC-ToFMS), a 250 °C para permitir a desor¢do tér-
mica dos compostos. O cromatografo estava equipado com um /liner de vidro de 0,75
mm de diametro interno e as injegdes foram realizadas em modo splitless (30 s). O equi-
pamento GC x GC — ToFMS consiste num cromatdgrafo em fase gasosa com um mo-
dulador criogénico duplo jet (periodo de modulag@o 5 s) e um forno secundario. Este
cromatografo estava equipado com uma coluna capilar de silica fundida HP-5 (60 m de
comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de filme) na primeira
dimensao, enquanto na segunda dimensao foi utilizada uma coluna DB-FFAP (1 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme). O hélio
foi utilizado como gas de arraste com um fluxo de 2,5 mL/min. O programa de tempe-
raturas do primeiro forno foi de 40 °C durante 1 minuto, seguido de um aumento de 10
°C por minuto até 230 °C e por fim 230 °C durante 2 minutos. O programa de tempera-
turas do segundo forno foi de 70 °C durante 1 minuto, seguido de um aumento de 10 °C
por minuto até 250 °C e permaneceu a esta temperatura durante 3 minutos. O detetor de
massa operou por impacto eletronico (EI) a 70 eV, com um varrimento de 33-350 m/z e
auma velocidade de aquisi¢do de espectros de 125 scans/s ¢ o valor de voltagem do de-
tetor foi de -1786 V. Foram analisadas trés aliquotas independentes de cada uma das
amostras de vinho. Os dados da area de cada pico do CG foram usados como uma abor-

dagem indireta para estimar o teor relativo de cada componente volatil.
2.5 - Analise sensorial das amostras de vinho

Uma prova cega foi efetuada, apds 8 meses em garrafa, por um painel de 7

provadores da empresa da Dao Sul SA. Cada amostra de vinho foi designada com um
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codigo de trés digitos aleatorios. Para cada vinho foi realizado uma analise descritiva

da cor, sabor e aroma.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se, pelos pardmetros CIELAB, que os vinhos tratados por APH ao longo do
armazenamento apresentavam uma maior luminosidade (L * superior) ¢ uma tonalidade
mais vermelha e amarela (a* e b* superior), quando comparados com o vinho tratado
com SO, e com o vinho sem tratamento. Os resultados obtidos pela analise de cor indi-
cam que o vinho tinto com a APH adquire uma cor mais acastanhada ao longo do arma-
zenamento. Nos vinhos pressurizados observou-se também um decréscimo na atividade
antioxidante (27% e 15% nas amostras pressurizadas a 425 MPa e 500 MPa, respetiva-
mente) e no contetido em compostos fendlicos totais (10%) principalmente devido a di-
minui¢do das antocianinas livres (50%) (Tabela 1) em relagdo aos vinhos ndo

pressurizados ao fim dos 12 meses de armazenamento.

Tabela 1 — Teor de antocianinas monoméricas presentes nas amostras de vinho sem
tratamento, com SO, e tratados com APH, a 425 MPa e 500 MPa, ao fim de 12 meses
de armazenamento.

Parametros' Sem tratamento S0, 425 MPa 500 MPa
Compostos fenodlicos
totais (mg/garrafa)’ 3,02 £0,43* 0,05 +0,01° 10,81 + 0,93¢ 38,90 +3,38¢
Antocianidinas’(mg/garrafa) Teor de antocianinas monoméricas (mg/L)’

Antocianinas Sem tratamento SO, 425 MPa 500 MPa
Delfinidina 3-glucésido 0,41 £0,10«¢ 0,62 +0,07¢ 0,32+ 0,02¢¢ 0,39 + 0,03«
Petunidina 3-glucosido 1,76 £ 0,25° 2,39 +0,29" 0,94 + 0,09¢ 1,12 £ 0,05«
Peonidina 3-glucésido 1,56 + 0,17 1,94 + 0,20° 0,77 + 0,42¢ 1,07 £0,61°¢
Malvidina 3-glucésido 57,06 £ 7,72¢ 69,70 + 3,66 23,63 +0,30¢ 23,29 +0,88°
Delfinidina 3-acetilglucésido 3,97 +1,13° 5,91+0,75° 10,51 + 0,34° 11,11 + 1,48°
Cianidina 3-acetilglucésido 0,85 +0,68° 1,51 + 0,34 2,24 +0,30* 2,33 £0,24*
Petunidina 3-acetilglucosido 0,77 +0,13¢ 0,69 + 0,26% 0,15+0,01°¢ 0,29 +0,02¢
Peonidina 3-acetilglucésido 0,48 +0,10¢ 2,90 £ 0,54 2,04 +0,10? 2,16 +£0,32°
Malvidina 3-acetilglucosido 11,95 + 0,494 12,40 + 0,834 4,45 +0,12° 4,40 £ 0,02°
Peonidina 3-cumaroilglucésido 0,35 +0,13¢ 0,57 £ 0,09¢ 0,13 +0,02° 0,11 £0,02°
Malvidina 3-cumaroilglucésido 3,45 + 0,40° 4,41 +0,51° 1,20 £0,14° 1,05+0,17°
Total 82,90 + 6,26° 103,04 + 7,53f 46,43 + 1,86° 47,32 + 3,84¢

! Todos os dados sdo expressos como média = desvio padrdo (n = 3). Na mesma linha, letras diferentes indicam
diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).
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Os vinhos pressurizados apresentaram uma maior quantidade de depdsito formado
em garrafa. O depdsito do vinho pressurizado apresentou uma quantidade de compos-
tos fenolicos totais superior (10 vezes superior para o vinho tratado com 500 MPa) em
relagdo ao vinho com SO,, sendo este aumento atribuido a presenga de maior quanti-
dade de proantocianidinas polimerizadas (Tabela 2).

Estes resultados demonstram que os tratamentos de pressio aceleraram a velocidade de
polimerizagdo dos compostos fendlicos do vinho, nomeadamente antocianinas e proan-
tocianidinas, formando compostos fendlicos polimerizados que se tornam insoltiveis no

vinho com o armazenamento.

Tabela 2- Conteudo em compostos fenolicos totais, antocianinas e proantocianidinas
no depdsito formado durante o armazenamento dos vinhos sem tratamento, com SO5 e

tratados por APH (425 MPa e 500 MPa).

Parimetros! Sem tratamento S0, 425 MPa 500 MPa
Compostos fendlicos
totais (mg/garrafa)’ 3,02 +0,43* 0,05 +0,01° 10,81 + 0,93¢ 38,90 +3,38¢
Antocianidinas’(mg/garrafa) Teor de antocianinas monoméricas (mg/L)!
Livres 0,16 +0,01* 0,01 +0,01° 0,24 +0,01° 0,25+0,01°
Poliméricas 0,84+0,01* 0,04 +£0,01° 0.83 £0.02¢ 0,92 +0,01¢
Total 1,00 +0,01* 0,05 +0,01° 1,07 +0,01° 1,18 +£0,02¢
Proantocianidinas (mg/garrafa) 9,17 + 0,84* 0,61 +0,01° 31,40 + 1,47¢ 95,21 + 4,004

Em termos de composigdo volatil as amostras de vinho pressurizadas apresentaram
teores superiores de furanos, acetais, cetonas e aldeidos, comparativamente as amostras

de vinho nao pressurizados (Figura 1).

' Todos os dados s3o expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Na mesma linha, letras di-
ferentes indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

2 Antocianinas expressas como mg de equivalentes de malvidina 3-glucésido.

* Compostos fendlicos totais expressos como mg equivalentes de acido Galico.
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Figura 1- Perfil em furanos, aldeidos, cetonas e acetais nos vinhos sem tratamento, com SO, ¢
tratados com APH, a 425 MPa e 500 MPa

O maior teor de furanos nos vinhos pressurizados é principalmente devido ao teor 3
vezes mais elevado de 2-furfural nestas amostras. O teor superior de aldeidos nas amos-
tras de vinho pressurizado é principalmente devido ao maior teor de benzaldeido (1,5
vezes superior). Estes compostos sdo considerados compostos volateis de Maillard, uma
vez que o 2-furfural pode ser formado pela desidratacdo de aglicares através da reagdo
de Maillard e o benzaldeido pode ser formado pela degradagdo de Strecker em resultado
da reagdo de Maillard.

Em termos de cetonas e acetais as amostras pressurizadas de vinho apresentavam prin-
cipalmente teores superiores de 2,3-pentanodiona e 1,1-dietoxi-etano, respetivamente,
quando comparadas com as amostras de vinho ndo pressurizados. Os acetais e os furanos
sdo também descritos como potenciais marcadores de envelhecimento, uma vez que o
seu conteudo aumenta durante o envelhecimento de vinhos licorosos (PERESTRELO
etal 2011).

Em termos de andlise sensorial, os vinhos tintos pressurizados apresentaram uma boa
apreciagao global, nomeadamente em termos de cor, aroma e sabor. Contudo, os prova-
dores referiram uma cor mais castanha, limpida e menos violeta e um aroma a compota

e a especiarias nos vinhos que foram sujeitos ao tratamento de pressdo. Estas diferencas
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de aroma podem estar relacionadas com o teor superior de compostos volateis de Mail-
lard nos vinhos pressurizados, uma vez que estes compostos sao descritos como tendo
notas de fruta processada termicamente (PERESTRELO et al. 2011).

As alteragdes nas caracteristicas do vinho tinto com os tratamentos de pressdo, nomea-
damente a cor mais acastanhada, o menor conteido em compostos fenolicos e o maior
teor em furanos ¢ aldeidos, podem dever-se a aceleracao de reagdes que naturalmente
ocorrem nos vinhos ao longo do armazenamento, como por exemplo as reagdes de po-

limerizagdo dos compostos fendlicos e as reagdes de Maillard.

CONCLUSOES

O tratamento de APH influencia a composi¢ao quimica dos vinhos, promovendo rea¢des
de Maillard e de polimerizagdo dos compostos fenolicos, as quais tém impacto nas ca-
racteristicas sensoriais do vinho. Este ¢ um aspeto que deve ser tomado em consideracdo
na aplicacdo desta tecnologia para a preservagdo dos vinhos. Atendendo as alteragdes a
nivel da cor, promovendo o acastanhamento e, ao nivel do aroma, promovendo notas
mais adocicadas e a fruta processada termicamente, a aplicagdo de APH aos vinhos abre
a possibilidade de producdo de vinhos com caracteristicas distintas aos vinhos de mesa,
mas semelhantes aos vinhos envelhecidos/licorosos.

Esta tecnologia torna-se promissora na utilizagdo de vinhos de castas muito adstringentes
e/ou com potencial de envelhecimento baixo, visto que estes apresentam uma diminui¢ao
irreversivel da qualidade apds alguns meses de envelhecimento (TAO ef al. 2012), po-
dendo assim, beneficiar a industria vinicola. Para estes vinhos, a APH pode ser poten-
cialmente usada para acelerar o seu processo de envelhecimento, reduzindo o tempo de

armazenamento, e/ou melhorar as suas propriedades sensoriais.
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A ESTABILIZACAO TARTARICA DE VINHOS

Madalena SIMOES'; Sofia CATARINO?; Maria Joio CABRITA®
RESUMO

A estabilizagao tartarica de vinhos tintos ¢ uma pratica corrente em enologia. A eliminag¢@o de uma
fracdo do 4cido tartarico € conseguida pela sua precipitagdo pelo frio, com intervengdo de catides
presentes nos vinhos, nomeadamente o potassio (K) e o célcio (Ca). Atualmente existem resinas
de troca idnica que ao removerem os catides K e Ca impedem a precipitagdo do acido tartarico.

O presente estudo pretende contribuir para a compreensao do fendémeno de precipitagdo do acido
tartarico na forma de tartarato de calcio e de bitartarato de potassio e das suas implicagdes na qua-
lidade dos vinhos. Varios ensaios a escala industrial foram efetuados com diferentes vinhos e com
um equipamento de troca idnica. Paralelamente cada um dos vinhos foi também sujeito a técnicas
tradicionais de estabiliza¢do tartarica, por forma a obter vinhos estaveis do ponto de vista da esta-
bilidade tartarica, embora com tecnologias diferentes. Foram efetuadas medigdes do teor em acido
tartarico por HPLC, dos catides por espectrofotometria de absor¢ao atdmica com chama e avaliada
a estabilidade tartarica pelo método do mini contacto.

Palavras Chave: estabilidade tartarica, troca ionica, frio, acido metatartarico.

1- INTRODUCAO

A estabilidade tartarica dos vinhos antes do enchimento ¢ uma questdo que nao raras
vezes ¢ motivo de preocupacdo dos endlogos. A precipitagdo do acido tartarico por cris-
talizagdo espontanea em condigdes naturais ¢ um fendémeno imprevisivel que pode ocor-
rer durante a vinificagdo, estagio, ou depois do enchimento, justificando-se assim os tra-
tamentos de estabilizacdo tartarica a que o vinho ¢ sujeito. A pretensdo de evitar a
ocorréncia da precipita¢do de cristais em vinhos embalados, prende-se com o facto de,

esta ser encarada pelo consumidor como um fator depreciativo, mesmo que as caracte-
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risticas organoléticas do produto ndo sejam alteradas. Assim, garantir uma perfeita esta-
bilidade fisico-quimica dos vinhos, tornou-se para qualquer produtor um objetivo a atin-
gir, com a finalidade de assegurar a qualidade exigida pelo consumidor.

O acido tartarico e o acido malico sdo os principais acidos da uva e do vinho, sendo que
uva € o unico fruto cultivado, de origem Europeia, onde se acumulam quantidades sig-
nificativas de acido tartarico. Especificamente, o isdomero L(+)-tartarico pode atingir 20
gL' no estado fenolégico do pintor e entre 3,8 e 11,3 gL' na maturagio (RIBEREAU-
GAYON et al.,1998).

O potassio ¢ um dos raros minerais translocados pela seiva através do floema. O floema
permite a translocagdo de agticares provenientes da fotossintese. Assim, durante a matu-
ragdo, o aumento da concentragdo de potassio na uva esta diretamente relacionado com
a acumulagao cinética de agucar (SCHALLER et al., 1992). A concentracdo de potassio
no vinho ¢ frequentemente elevada (RIBEREAU-GAYON et al., 2006), sendo o prin-
cipal catido do vinho, com teores entre 0,5 ¢ 2gL' (RIBEREAU-GAYON et al.,1998).
O teor de calcio no vinho pode variar entre 30 a 200 mgL!' (FLANZY, 2003) e depende
ndo s6 da quantidade existente nas uvas, mas também das operagdes tecnologicas e das
condig¢des de armazenamento. No entanto, pelo facto de ser bivalente ¢ mais reativo que
0 potassio na precipitagdo e floculag@o de coldides (RIBEREAU-GAYON et al.,1998).
Existem duas técnicas de estabiliza¢do tartarica a disposicao dos enologos: estabilizagao
quimica e estabilizagao fisica, sendo esta ultima a mais usada e mais antiga através do
tratamento por frio cujo objetivo €, provocar de uma forma preventiva, uma cristalizacao
para eliminar as substancias em sobressaturagdo. A estabiliza¢do quimica pretende blo-
quear a sobressaturagdo do meio, com a ajuda de aditivos inibidores capazes de impedir
as precipitagdes a longo prazo.

Mais recentemente, a aplicagdo de um processo de substituicdo promovido por resinas
de troca de ides, com recurso a permutadores cationicos, desde 2009 autorizada pelo
Reg. (CE) N° 606/2009, abriu um novo campo de agdo alternativo nos processos de esta-
bilizagao tartérica.

O presente estudo contemplou a avaliagdo da estabilidade tartarica de vinhos tintos sujei-
tos aos tratamentos fisico, quimico e de substitui¢do, pretendendo-se verificar o seu

efeito sobre algumas caracteristicas dos vinhos.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1. Vinhos

No ensaio foram utilizados 4 vinhos tintos da casta Aragonez provenientes da vinificacdo
de uvas da campanha de 2012. Para a caracterizag@o fisico-quimica, os parametros massa
voliimica, teor alcodlico adquirido, acidez volatil e acido malico, foram determinados
recorrendo ao equipamento de andlise winescan (metodologia FTIR — Fourier Transform
Infrared), a acidez total e agtcares redutores foram determinados pelo método oficial
portugués (NP 2139/87 e NP 2223/88 respetivamente), o anidrido sulfuroso foi deter-
minado pelo método de Paul (Regulamento CEE 2676/90).

2.2. Delineamento experimental

Apos a fermentagdo malolactica, os vinhos foram sujeitos aos seguintes tratamentos:
estabilizacdo tartarica pelo frio (VF), estabilizag@o tartarica por adi¢do de acido meta-
tartarico (VAM) e estabilizacdo tartarica através de resinas de troca ionica (VR). Os
ensaios foram efectuados em duplicado. A resina de troca ionica utilizada foi a pHstab
da AEB Bioquimica

2.2. Determinacao do acido tartarico

O é4cido tartarico foi determinado por HPLC num Ultimate 3000 da Dionex com um
detetor DAD. As amostras foram previamente diluidas em H3PO,4 IN e filtradas. O
método cromatografico foi uma corrida isocratica com H3POy4 5 x 107 M, fluxo de 0,6
mL min"' numa coluna RP18 Licrospher da Merck e a detegdo foi feita a 210nm. Foi

estabelecida uma reta de calibragdo com 5 pontos, obtendo-se R>= 0,9997.

2.3. Determinacio do calcio e do potassio

O potassio (K) e o calcio (Ca) foram determinados segundo o método OIV (2012) (OIV-
MA-AS322-02) e OIV (OIV-MA-AS322-04), respectivamente, num espectrofotometro
de Absor¢do Atémica com chama (Perkin Elmer, AAnalyst 100), equipado com quei-
mador de ar-acetileno e lampadas de catodo oco de potassio e de célcio (Perkin Elmer).
O K ¢ determinado directamente no vinho diluido ap6s adi¢éo de CsCl para suprimir a
ionizagdo do K. O Ca ¢ determinado directamente no vinho diluido, apos adi¢do de um

tampdo espectral (LayO3)

2.3.Teste minicontato
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Determinou-se a estabilidade tartarica dos vinhos através do teste minicontacto de acordo
com CAVALLUCCI (2006). Para tal foi utilizado o equipamento Check Stab Alfa 2006
Thunder (Delta Acque), cujo principio se baseia na medi¢do da condutividade elétrica
antes e apos a aceleracdo maxima da precipitagdo dos cristais de tartarato, presentes

numa amostra de 100 cm? de vinho, a temperatura de 0°C.

2.4. Determinacdes espectrofotométricas

Os teores em polifenois totais, flavondides totais, flavonoides ndo antocianicos e anto-
cianas totais foram determinados segundo DI STEFANO et al, 1989. A intensidade e
tonalidade da cor foram determinadas segundo GLORIES (1984) e SUDRAUAD
(1958).

2.5. Tratamento estatistico

Para avaliar se as diferencgas entre os resultados obtidos para os diferentes tratamentos,
para cada vinho, eram significativas, efectuou-se uma analise de varidncia com teste de

comparagdo de médias a p<0.05 com o programa SPSS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados da analise sumaria dos vinhos testemunha.

Tabela 1 — Resultados da analise sumaria dos vinhos testemunha

Teor Acidez -
Vi Massa alcoblico vol4til Acidez total Acido | Agiicares | $O, SO,

inho | volimica o B pH | milico | redutores | Livre | Total

(g em?) adquiride (g dc. (g H;T LY) LY L)

£ (%ovol.) acético L) £ 8

(mgL)

1T 0,9921 135 0,46 43 387 0,10 13 41 96
2T 0,9921 13,5 048 43 3,84 0,06 12 43 77
3T 0,9925 14,0 044 49 378 0,09 13 44 93
4T 0,9933 13,6 0,46 56 377 0,14 14 43 103

As figuras 1 e 2 mostram os resultados relativos aos parametros acido tartarico, acidez

total e pH nos vinhos em estudo.
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Figura 1 — teores de 4cido tartdrico (g L)
letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0.05), para cada vinho
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Figura 2 — acidez total (g H,T L) e pH
letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0.05), para cada vinho

Da observagao das figuras podemos verificar que, a adi¢do do acido metatartarico nao
alterou significativamente os teores de acido tartarico dos vinhos. Com exce¢@o do vinho
2, a aplicagdo de frio conduziu a uma diminuigdo dos teores de acido tartarico, mas ao
submeter os vinhos a um tratamento através das resinas de troca idnica verificou-se que
os teores em acido tartarico sdo mais elevados comparativamente aos outros tratamentos.
A acidez total diminui com a aplicagdo de frio, apresentando vinhos tratados com as
resinas valores inferiores de pH.

Foram ainda determinados os teores dos principais catides envolvidos, o célcio e o potds-
sio (figura 3), nas testemunhas e nos vinhos tratados através do uso da resina de troca
ionica. Foram ainda determinados alguns pardmetros relacionados com os compostos

fenodlicos (figura 5) e com a cor (figura 4).
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Figura 5 — teores de polifendis totais, flavonéides totais, flavondides ndo antociinicos
e de antocianas totais (mg (+)catequina L)

Da observagao das figuras 3 e 4 podemos afirmar que tal como esperado, os teores de
K e de Ca diminuiram em todos os vinhos ap6s tratamento com as resinas. Contudo,
existe um impacto na cor, visto observar-se uma diminuicao da intensidade e aumento
da tonalidade. Estas varia¢des da intensidade e tonalidade da cor estardo possivelmente
relacionadas com as alteragdes do pH dos vinhos submetidos ao tratamento com as resi-
nas, pois apenas se verificaram ligeiras diminui¢des no teor em flavonoides totais e nao
antocianicos.

Na figura 6 apresentam-se os valores obtidos pelo teste de minicontacto para as variagdes
de condutividade antes e depois da adi¢cdo de KHT. Considerando que a partir de uma
variagao superior a 20 [JS, os vinhos se consideram instaveis (COUTO, 2008), conclui-
se que a aplicac@o de acido metatartarico, assim como o tratamento por resinas, conduziu
a vinhos estabilizados. J4 a aplicagdo do frio em caso algum deu origem a vinhos esta-

veis.
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Figura 6 — varia¢io da condutividade obtida no teste de minicontacto (uS)
letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0.05), para cada vinho

4. CONCLUSOES

A aplicacdo de resinas de troca idnica para a estabiliza¢do tartarica de vinhos tintos,
demostrou ser uma tecnologia com interesse, conduzindo a vinhos estaveis, provocando
uma diminui¢do do pH que ¢ altamente benéfica para a estabilidade e conservagao dos
vinhos ao longo do tempo. Esta técnica ndo provocou alteragdes significativas na com-
posi¢do fendlica mas afectou a cor dos vinhos, deixando-os com uma cor mais intensa
e viva. A aplicag@o de 4cido metatartarico originou vinhos estaveis, porém ¢ sabido que
esta estabilidade pode ser comprometida ao longo do tempo de armazenamento dos
vinhos. A aplica¢@o de frio ¢ uma técnica que apesar de conduzir a um abaixamento dos

teores de acido tartarico, nem sempre conduz a vinhos estaveis.

Agradecimentos: os autores gostariam de agradecer a AEB Bioquimica Portuguesa,
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A MACROOXIGENACAO CONTROLADA EM MOSTOS
BRANCOS: UM CASO PRATICO

Claudia LOPES!; Raquel GARCIA?, Maria Jodo CABRITA?

RESUMO

Durante o seu envelhecimento em garrafa, os vinhos brancos tendem a sofrer alteragdes nas suas
caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas o que pode levar a uma perda de qualidade. Desta
forma, com este trabalho pretende-se compreender a influéncia da macrooxigenagdo controlada
em mostos brancos nas caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos ao longo do tempo.

Para o efeito foi efectuado um ensaio a escala industrial em que um mosto branco, inicialmente
colocado num deposito de 20 000L, foi dividido em dois depositos (8 000L). A um destes depositos
foi efectuada uma macrooxigenagdo controlada ao mosto, € ao outro ndo. No final das fermentagdes
alcoolicas os vinhos foram filtrados e engarrafados.

As amostras em estudo foram sujeitas a um processo de envelhecimento acelerado, a uma tempe-
ratura constante de 55°C e por um periodo de 14 dias, de forma a avaliar as possiveis alteragdes na
sua composi¢do quimica e nas suas caracteristicas cromaticas.

Palavras-Chave: macrooxigenagao, envelhecimento acelerado, compostos fendlicos, HPLC

1. INTRODUCAO

Hoje em dia, uma das maiores preocupagdes em torno dos vinhos brancos ¢ a sua insta-
bilidade durante o processo de envelhecimento em garrafa.
Com o passar do tempo, os vinhos brancos tendem a sofrer alteragdes nas suas caracte-

risticas organolépticas e fisico-quimicas - composi¢do volatil, composi¢ao fenodlica, e

! Aluna do mestrado de Viticultura e Enologia da Universidade de Evora

2ICAAM - Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas, Universidade de Evora,
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cor (acastanhamento) - o que pode levar a uma perda ndo s6 da qualidade como, também,
do seu valor comercial (LOPEZ-TOLEDANO et al., 2004). O acastanhamento dos
vinhos resulta de uma séria de reacgdes oxidativas complexas por parte dos compostos
fenodlicos (KALLITHRAKA et al., 2009).

A macrooxigenagdo ¢ uma técnica pré-fermentativa, que se baseia na adigdo controlada
de oxigénio ao mosto, até a sua saturagao, provocanto uma diminui¢do do teor em com-
postos fendlicos e conferindo uma estabilidade da cor ao vinho final, prolongando assim
o seu tempo de vida em garrafa (CEJUDO-BASTANTE et al., 2011). A introdugdo da
macrooxigenacdo dos mostos no processo de vinificagdo tem, assim, o objectivo de
tentar evitar/prevenir que tais alteragdes acontegam, eliminando eventuais problemas de
oxidagdo e diminuindo o consumo excessivo de aditivos, tal como o SO,.

A adigdo de oxigénio ao mosto, durante a prensagem, permite a eliminacdo dos com-
postos fendlicos facilmente oxidaveis, o que provoca uma diminui¢ao do teor de com-
postos fendlicos, principalmente ao nivel dos acidos hidroxicindmicos e seus derivados,
mas confere uma maior estabilidade ao nivel da cor. O acastanhamento pode ser, assim,
evitado através da formagao de GRP (grape reaction product), resultante da reacgao entre
as glutatinonas e o-quinonas formadas por meio de reac¢des de oxidagao dos polifenois
presentes nas uvas (CEJUDO-BASTANTE et al., 2012; NEVARES & Del ALAMO,
2008; CHEYNIER et al., 1991).

Desta forma, este trabalho tem como objectivo estudar o efeito da macrooxigenacdo
num vinho branco a escala industrial, ao nivel da cor e dos compostos fenolicos de baixo
peso molecular, através da realizagdo de um ensaio de envelhecimento acelerado, que

pretende traduzir as condigdes reais de envelhecimento em garrafa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Os vinhos

As uvas das castas Siria e Rabo de Ovelha, da colheita 2012 da Adega Cooperativa de
Reguengos de Monsaraz (Alentejo, Portugal), foram desengacadas, esmagadas e colo-
cadas numa cuba de 25000L para homogeneizagao, sendo posteriormente divididas em
duas cubas de 8000L. O conteudo de cada uma das cubas foi prensado duas vezes com

uma prensa pneumatica, sendo que a uma das cubas foi aplicada uma macrooxigenagao

102



Livro Actas

controlada do mosto (Ensaio — E), com doses de 4.9mL L' e 5.5mL L' de oxigénio em
cada uma das prensagens, e a outra cuba que seguiu o procedimento normal, serviu como
controlo (Testemunha — T). Os mostos tratados foram entdo transferidos para cubas de
microvinificagdes (200L) para a realizagdo normal da fermentacéo alcodlica (com adi¢do
de SO, enzima pectolitica e leveduras) a 15°C, sendo esta monitorizada ao longo do
tempo através da densidade ¢ da temperatura. No final, e apos uma clarificagdo estatica,

os vinhos foram filtrados e engarrafados.

Os vinhos sofreram, entdo, um processo de envelhecimento acelerado. Estes foram dis-
tribuidos por frascos de ambar devidamente fechados e colocados numa estufa a
55.0+£2.0°C. Amostras foram retiradas passados 0, 2, 5, 7, 9, 12 ¢ 14 dias de envelheci-

mento para analise.

Todos os parametros fisico-quimicos analisados, tanto dos mostos como dos vinhos,
foram determinados recorrendo ao equipamento de analise grape scan e wine scan (meto-

dologia FTIR — Fourier Transform Infrared), respectivamente.
2.2. Determinaciio dos compostos fendlicos de baixo peso molecular

Realizou-se uma extracgdo liquido-liquido a partir de 20mL de amostra e 3x10mL de
éter dietilico. O extracto organico obtido foi evaporado até a secura num Rotavapor
Buchi R-114 a 25°C, e o residuo foi resuspenso em 1mL de metanol-agua (1:1v/v) e fil-
trado para analise em HPLC.

A determinagao dos diversos compostos fenoélicos foi feita segundo o método de Rodri-
guez-Delgado et al (2001). Recorreu-se a um HPLC Dionex Ultimate 3000 equipado
com bomba quaternaria, detector de fotodiodos, um injector automatico programado
para injectar 10uL e um sistema de obtencdo e tratamento de dados com o software
Chromeleon© versdo 6.80. Utilizou-se uma coluna hidro-RP-80A synergi da Phenome-
nex (250 mm x 4,6 mm x 4 um). O solvente A foi metanol-acido acético-agua (10:2:88
(v/v)) e o solvente B foi metanol-acido acético-agua (90:2:8 (v/v)). Realizou-se uma
corrida em gradiente: 100% até 85% de A em 15 minutos, até 50% de A em 10 minutos
e até 30% de A em 9 minutos. O fluxo foi de 0,8 mL/min e a detecgdo foi feita a 280 e

320nm. Foram obtidos espectros de 190 a 600nm.
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A identificag@o dos picos foi feita por comparagdo dos tempos de retengdo e dos espec-
tros de UV-Vis dos compostos com padrdes. As concentragdes dos compostos (expressas
em mgL") foram determinadas a partir das rectas de calibragdo obtidas pela injec¢do de

solugdes padrdo com diferentes concentragdes.

2.3. Determinacdes espectrofotometricas

Para a determinagdo do acastanhamento nos vinhos, mediu-se a sua absorvancia (A45()
num Espectrofotometro Beckman DU 530, contra um branco de agua, numa célula de
1 cm de percurso optico.

A determinagao espectofotométrica do teor em polifendis totais foi feita a partir do
meétodo de Folin-Ciocalteau, adaptado para analise em vinhos brancos. Fez-se uma dilui-
¢do das amostras de 1:2 em acido sulfurico IN. Um volume de ImL de cada amostra
diluida, seguido de 2mL de 4cido sulfurico de 1IN, ¢ passado por um Sep-Pak C18
(Waters Sep-Pak® Classic C18, Waters Corp.), previamente activado com 2mL de meta-
nol e SmL de acido sulfurico 0.1N. Eluiu-se com 2mL de metanol e SmL de agua desti-
lada para balao de 20mL. Adicionou-se 1mL da solug¢do de Folin-Ciocalteau e 4mL de
solugdo de carbonato de sodio a 10%, perfazendo-se o volume com agua destilada. A
leitura das solugdes ¢ feita apos 90 minutos, num Espectofotometro Beckman DU 530
a 750nm, numa célula de 1 cm de percurso Optico, contra um branco preparado de igual
forma mas com agua. O teor em polifendis totais ¢ expresso em mg de catequina/dm?.

PT (mg catequina/dm?) = 186.5%(A7¢q)*factor de diluigdo

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise sumaria dos mostos e vinhos, tanto para o Ensaio (E) como para a Testemunha
(T), ¢ apresentada nas tabelas 1 e 2, onde se pode verificar que ha uma ligeira diferenca
entre eles. Logo apds a macrooxigencao ¢ possivel ver que existe um menor Indice de
Polifenois, bem como de intensidade corante, nos mostos tratados, tal como seria de

€sperar.
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Tabela 1 — Andlise suméria dos mostos

Acidez
volitil Indice de I idade da A iani
Amostra (@ ic. Polifendis Abs 280 Abs 520 Cor (mg/L)
AcéticoL™)
T 0.03 116 17.2 0.9 3.5 75
E 0.07 10.2 153 0.1 2.3 54
Tabela 2 — Anilise sumaria dos vinhos brancos
&
Teor Acidez L
Amos M'a ssa alcodlico volatil Acidez total A;ll{m Agiicares S‘OZ soz
tra voliimica adquirido (g dc. (@ H;TLY) pH mélico | redutores Livre Total
(g em) (%vol) | AcéticoL) &L?) (8L (mgL) (mgL)
T 0.9901 13.12 0.32 6.54 338 132 0.75 12 69
E 0.9905 13.03 0.31 6.64 340 133 1.05 25 93

Na Tabela 3 apresenta-se a lista de padrdes e parametros de detec¢do de cada um, e na
Figura 1 encontram-se esquematizadas as variagdes encontradas para os teores nos dife-

rentes compostos fenolicos de baixo peso molecular

Tabela 3 — Lista dos Padrdes

Composto Detecgdio () Equaciio da Recta R?
Acido Gdlico 280 y =0,6045x +0,1238 0,9997
Acido Protocatéquico 280 y =3,0633x + 0,088 0,9999
‘Aldeido Protocatéquico 280 y = 1,44x +0,6466 0,9763
Acido Vanilico 280 y=3,192x + 0,3823 0,9991
Acido Siringico 280 y =0,7081x - 0,012 0,9999
Vanilina 280 y =0,9334x + 0,0594 0,9999
Acido p-cumérico 320 y =0,6858x + 0,0094 0,9998
Acido Ferulico 320 y =0,442x - 0,0348 0,9991
Acido Galico Acido Protocatéquico

ur
NE

Concentragio (mg/L)

Tempos (dias) Tempo (dias)
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Figura 1 — Compostos fenélicos de baixo peso molecular

As variagdes demostradas pelos graficos (Fig.1) ao longo do tempo ndo nos permitem
inferir uma tendéncia clara de aumento ou diminuig¢do dos teores dos diferentes com-
postos fendlicos. Porém observa-se que os teores de acido p-cumarico e acido fertlico
apresentam valores superiores nos vinhos cujos mostos foram macrooxigenados. Todos
0s outros compostos apresentam valores superiores nos vinhos testemunha. Estes resul-
tados estdo de acordo com outros autores CEJUDO-BASTANTE et al. (2012), NEVA-
RES&DEL ALAMO (2008), CHEYNIER ef al. (1991), KALLITHRAKA et al. (2009),
entre outros. De facto, em ensaios de envelhecimento acelerado e de acordo com os
mesmos autores, este aumento dos teores dos acidos p-cumarico e fertlico deve-se a
diminuic@o dos teores dos acidos hidroxicinamicos e seus derivados, provocado pela

macrooxigenacgao aplicada aos mostos.
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Tal como foi referido anteriormente, a macrooxigenacdo provoca uma diminui¢do dos
compostos fendlicos facilmente oxidaveis, sendo os ésteres dos acidos hidroxicindmicos
os mais afectados. Estas alteracdes ao nivel dos teores dos compostos fendlicos vao ter
um impacto directo na cor do vinho. E sabido que, uma maior ou menor concentragdo
em compostos fendlicos presentes nos mostos e vinhos vai ter influéncia no processo
de acastanhemento (EL HOSRY et al., 2009). Tal pode ser comprovado na Fig.2, que
nos mostra a evolugdo do acastanhamento para ambos os vinhos, no decorrer do teste
de envelhecimento acelerado. Verificou-se que ocorreu uma alteragdo da cor para ambos

os vinhos, contudo o acastanhamento mostrou-se mais acentuado no vinho Testemunha.
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Figura 2 - Evolucéio do Acastanhamento (A,;,) ao longo do tempo (em dias), para "
ambos os vinhos (T e E)

Apesar de a macrooxigenag¢ao induzir um acastanhamento ao mosto, facto esse que jus-
tifica os valores de absorvancia iniciais do vinho E serem ligeiramente superiores aos
do vinho T, o facto de provocar uma diminui¢@o na composigao fenolica do mosto e nos
vinhos resultantes, faz com que as alteragdes cromaticas que vao ocorrem com o passar
do tempo ndo sejam tdo marcantes.

Quanto aos polifenois totais (Fig 3), o seu teor mantem-se praticamente constante ao
longo do tempo, resultado que esta de acordo com KALLITHRAKA et al. (2009).
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Figura 3 — Evolugio do teor em polifendéis totais (mg catequina/dm?) ao longo do
tempo (em dias), para ambos os vinhos (T e E)

Apesar de ligeiras variagdes, o teor em polifenois totais mantém sempre dentro do
mesmo intervalo de valores, para ambos os vinhos, o0 que ndo nos permite inferir sobre

possiveis diferencgas entre eles.

4. CONCLUSOES

As condigdes de armazenamento de um vinho e o seu envelhecimento em garrafa tém
um grande efeito na sua composicao fenolica e caracteristicas organolépticas. A aplica-
¢do do teste de envelhecimento acelerado as amostras em estudo, com a adopg@o de uma
temperatura constante (55.0+2.0°C) por um razodvel periodo de tempo (14 dias), per-

mitiu-nos inferir sobre o desenvolvimento dos vinhos brancos em garrafa.

A geral diminui¢do dos compostos fenolicos que se observou parece ter sido causada
pela macrooxigen¢ao aplicada ao mosto, e transmitido aos seus vinhos, o que esta de
acordo com estudos anteriormente realizados sobre este tema. Esta diminui¢do vai,

assim, contribuir para uma estabiliza¢@o da cor do vinho.

Desta forma, ¢-nos possivel afirmar, que a aplicagdo controlada de oxigénio (macrooxi-
genagdo) ao mosto ira conferir uma maior estabilidade as caracteristicas fisico-quimicas
do vinho final, permitindo um melhor e prolongado envelhecimento em garrafa, ndo

descuidando da qualidade.
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AVALIACAO DOS TEORES EM TANINOS ELAGICOS E
DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE EM DIFERENTES
TIPOS DE APARAS DE MADEIRA DE CARVALHO

Antonio M. JorpAO ’; Fernando J. GONCALVES !; Ana C. CORREIA'; Ari De
MARTI ?

RESuUMO

As aparas de madeira de carvalho existentes no mercado nacional, evidenciam uma grande diver-
sidade ao nivel da origem botanica das madeiras utilizadas (apresentadas de forma isolada ou em
misturas), do tipo de queima, das dimensdes e ainda das formas com que sdo apresentadas no mer-
cado (chips, cubos, granulados, blocos, etc). Assim, tendo em conta esta grande variedade de pro-
dutos alternativos de madeira de carvalho existentes no mercado, o presente trabalho teve por obje-
tivo efetuar uma quantificacdo dos diferentes taninos elagicos e da actividade antioxidante de
extratos obtidos a partir de 14 diferentes amostras de aparas de madeira de carvalho comerciais
existentes no mercado nacional.

Dos resultados obtidos, verificou-se que os teores em taninos elagicos, assim como a actividade
antioxidante, apresentaram uma elevada dispersao de valores, estando estes, fortemente relaciona-
dos com a espécie de madeira de carvalho utilizada na elaborag@o das diferentes aparas, com a
dimensao destas e ainda com o nivel de queima.

Palavras chave: Aparas de madeira, actividade antioxidante, madeira de carvalho, taninos elagi-
cos.

1-INTRODUCAO
Desde 2006, que a Unido Europeia através do Regulamento da Comissao n°1507/2006,
clarifica a utilizacdo de pedacos de madeira de carvalho para fins enoldgicos. Tal facto,

leva a que atualmente a utilizagao de aparas de madeira de carvalho tenha uma utilizacao

! Instituto Politécnico de Viseu (CI&DETS) - Escola Superior Agraria, Quinta da Alagoa, Estrada
de Nelas, 3500-606 Viseu. Email: antoniojordao@esav.ipv.pt

2 AEB Bioquimica Portuguesa S.A., Zona Industrial de Coimbrdes, Fragosela, 3500-618 Viseu.
Email: demari.aeb@mail.telepac.pt
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bastante generalizada na elaboragdo dos vinhos, com vista ao aumento nomeadamente
da complexidade sensorial destes, em substituicdo do tradicional estagio em barricas de
madeira de carvalho.

Sao varios os compostos existentes naturalmente na madeira de carvalho (celulose, hemi-
celulose, lenhina e outros componentes extrataveis, como sejam os taninos elagicos),
assim como outros, que se formam durante a operagdo de queima, como ¢ o caso de
vérios compostos volateis (VIRIOT et al., 1993; JORDAO et al., 2005; 2007) e que
durante o contacto com o vinho vao ser extraidos.

Os taninos elagicos pertencem ao grupo dos taninos hidrolizaveis, estando presentes na
madeira de carvalho, podendo representar até cerca de 10% do peso da madeira seca
(SCALBERT et al., 1988). Os seus teores dependem, nomeadamente, da origem geo-
grafica da madeira, das praticas florestais, da idade da arvore e da espécie de carvalho
(VIVAS, 2002). Outros fatores associados as operagdes realizadas na tanoaria, influen-
ciam também os teores em taninos elagicos presentes nas madeiras, como seja a secagem
e ainda a operagio de queima (FERNANDEZ DE SIMON et al., 1999; JORDAO et al.,
2007).

Varios autores sugerem que 0s taninos elagicos desempenham um importante papel nos
processos de oxidagdo dos vinhos, nomeadamente devido ao facto de absorverem o oxi-
génio presente, contribuindo para a protecdo dos varios constituintes do vinho contra os
fendmenos de caracter oxidativo que podem afetar negativamente a qualidade destes
(VIVAS & GLORIES, 1996; MOUTOUNET et al., 1989).

Atualmente no mercado existe uma grande variedade de tipos de aparas de madeira de
carvalho, como por exemplo sob a forma de cubos, blocos, granulados, entre outros,
existindo também um elevado niimero de terminologias associadas as varias empresas
que comercializam estes produtos.

Assim, tendo em consideragdo a elevada diversidade deste tipo de produtos enologicos
¢ a necessidade de aprofundar o conhecimento sobre a sua composi¢ao, o presente tra-
balho teve por objetivo efetuar uma quantificagdo dos diferentes taninos elagicos, do
acido elagico e da actividade antioxidante de extratos obtidos a partir de varias amostras

de aparas de madeira de carvalho comerciais existentes no mercado nacional.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

Foram estudadas 14 diferentes amostras comerciais de aparas de madeira de carvalho,
fornecidas pela empresa AEB Bioquimica Portuguesa S.A., e cujas principais caracte-

risticas se encontram resumidas no quadro 1.

Quadro 1 - Principais caracteristicas das diferentes aparas de madeira comerciais

estudadas.
Codigos das : N . . Espécie de madeira . .
amgs tras Designagdo comercial Nivel de queima P carvalho Dimensdo (mm)
FB Full body Médio + forte @ Q. petraea + Q. alba 8.0
SCH Super chocolate Meédio + forte * Q. petraea + Q. alba 8.0
DTM Domin oak M Médio Q. pefraea 2.5x50x0.5"
DTF Domin oak F Forte Q. petraea 25x50x0.5"
A2M Boisélevage AZM Médio Q. alba 2.0
A2F Boisélevage A2F Forte Q. alba 2.0
ASM Boisélevage ASM Médio Q. alba 8.0
ASF Boisélevage ASF Forte 0. alba 8.0
F2L Boisélevage F2L Ligeiro Q. petraea 2.0
F2M Boisélevage F2M Médio Q. petraea 2.0
F2F Boisélevage F2F Forte Q. petraea 2.0
F8L Boisélevage FSL Ligeiro Q. petraea 8.0
F8M Boisélevage FSM Médio Q. petraea 8.0
F8F Boisélevage F8F Forte Q. petraea 8.0
aMistura em 50% de cada nivel de queima; * Dimensdes 1 x largura x ) em cm. -

Da analise do quadro 1, ¢ possivel verificar que as amostras analisadas apresentavam

varias formas e dimensdes, estando tal facto também ilustrado na figura 1.

(A) (B) © D)

Figura 1 - Aspeto visual de algumas das diferentes aparas comerciais de madeira de carvalho estu-
dadas. (A) Domin oak F; (B) Boisélevage A8M; (C) Boisélevage F2M; (D) Boisélevage F2L

2.2 - Métodos
Para a obtengdo dos extratos das diferentes aparas objeto de estudo foi seguida a meto-
dologia descrita por VIRIOT ef al. (1994), na qual os taninos elagicos sao extraidos com

o recurso a dois solventes (acetona/agua) durante 160 minutos a temperatura ambiente.
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A partir dos extratos produzidos, efetuou-se a avaliagdo dos 4 taninos elagicos mais
representativos e do acido elagico por HPLC, recorrendo-se a metodologia descrita por
VIRIOT et al. (1994). A avaliagdo da actividade antioxidante, foi realizada através de
duas metodologias: DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) e ABTS (RE et al., 1999).
A quantificagdo dos compostos fenolicos totais dos extratos foi também efetuada recor-
rendo-se a0 método descrito por SINGLETON & ROSSI (1965). Todas as extragdes e

determinagdes foram efetuadas em duplicado.

2.3 - Tratamento estatistico dos resultados

Para analisar as diferengas estatisticas entre os resultados, efetuou-se uma analise de
variancia e comparagao dos valores médios (ANOVA, uma variavel), tendo as diferengas
entre os valores médios sido feita com o teste Scheffler (p<0.05). O programa usado

para o tratamento estatistico foi o Statistica versdo 6.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos, apontam para a existéncia de valores mais elevados em compostos
fenolicos totais (figura 2) nos extratos das amostras de aparas de madeira da espécie Q.
petraea, relativamente aos extratos das amostras de aparas da espécie Q. alba. Estes
resultados estdo na mesma linha de resultados anteriormente obtidos por outros autores
(DUSSOT et al., 2002; ALONON et al., 2011).

Foi ainda possivel constatar a existéncia de uma elevada variagao de valores, tendo os
teores em compostos fendlicos totais variado entre 128.3 (amostra DTF) e 824.8 mg/L
(amostra F2F). Por outro lado, verificou-se que no geral, ocorreu uma tendéncia para
um incremento dos teores em compostos fendlicos totais em fun¢do do aumento do nivel
de queima das amostras. Esta tendéncia ¢ atribuida a termodegradagéo da lenhina resul-

tante da operag@o de queima (HALE et al., 1999).
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Figura 2 - Teores em fenois totais quantificados nos extratos das aparas de madeira de carvalho.

*Valores com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (p < 0.05)

Nas figuras 3 e 4, sdo apresentados os resultados referentes aos taninos elagicos e aos

teores em acido elagico, quantificados nos extratos das diferentes aparas estudadas.

Taninos elagicos (mg/g madeira seca)

M

45
40 ORoburina E
35 | ORoburina D
B Castalagina
30 1 B Vescalagina i
25
15 1
5 4
cmEampEl .

FB SCH DTM DTF A2M A2F A8M ASF F2L F2M F2F F8L F8M F8F

Amostras

Figura 3 - Teores em taninos elagicos quantificados nos extratos das aparas de madeira de carva-

Os resultados

lho (valores expressos em equivalentes de acido elagico).

permitiram verificar que os extratos obtidos a partir das aparas de madeira

da espécie Q. petraea, apresentaram valores em taninos elagicos e de acido elagico supe-

riores, relativamente aos extratos obtidos a partir de aparas da espécie Q. alba (figura

3). Por outro lado, foi ainda possivel constatar que o incremento do nivel de queima tra-

duziu-se num decréscimo dos teores em taninos elagicos. Assim, os extratos obtidos a

partir de aparas com um nivel de queima indicado como forte (DTF, A8F, F2F e F8F)
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apresentaram valores de taninos eldgicos mais baixos relativamente aos extratos de
aparas com as designacdes de queima ligeira e média. No caso dos teores em acido ela-
gico (figura 4), os resultados apontaram para um incremento dos seus teores com o nivel
de intensidade da queima das aparas. Este aumento, resulta da termodegradacéo que os
taninos elagicos sofrem durante a queima, resultando dai a libertagéo de acido elagico

(VIRIOT et al., 1993).
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FB  SCH DTM DTF A2M A2F A8M AS8F F2L F2M F2F FS8L F8M F8F
Amostras

Figura 4 - Teores em acido elagico quantificados nos extratos das aparas de madeira de
carvalho.

*Valores com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (p < 0.05)

Os resultados obtidos permitiram ainda constatar que para iguais caracteristicas das
aparas de madeira estudadas (espécie de carvalho e nivel de queima), os teores em tani-
nos elagicos e de acido elagico foram extraidos em maior quantidade a partir das aparas
de menor dimensao (2.0 mm) relativamente as amostras de aparas de maiores dimensoes
(8.0 mm). Assim, a razdo superficie/volume serd um importante fator a considerar na
maior ou menos extragao destes compostos para os vinhos.

Considerando que muito dos compostos presentes nas aparas de madeira apresentam
uma potencial actividade antioxidante, efetuou-se uma avaliagdo dessa actividade nos
extratos das diversas aparas objeto de estudo (figura 5).

Assim, para as amostras objeto de estudo obteve-se um intervalo de valores muito acen-
tuado, tendo a actividade antioxidante variado entre 16.9 e 201.1 ¢ entre 8.8 ¢ 184.0
umol/g, respetivamente com a utilizagdo do método DPPH e ABTS. Tal como aconteceu
para os teores em fendis totais, taninos elagicos e acido elagico, foram no geral os extra-

tos das aparas elaboradas a partir de Q. petraea, os que apresentaram valores mais ele-
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vados de actividade antioxidante.

Os resultados obtidos permitiram ainda constatar que no geral, os extratos das aparas
com intensidade de queima ligeira e média apresentaram valores de actividade antioxi-
dante mais elevada relativamente aos extratos de aparas submetidas a niveis de queima
consideradas como forte. Tal facto, permite indicar também que a queima induz a uma
redugao dos niveis de actividade antioxidante dos extratos obtidos.

Tal como se verificou para os fenois totais e para os restantes compostos objeto de ana-
lise, foi também nos extratos obtidos a partir das aparas de menor dimensao que foi pos-

sivel quantificar valores de actividade antioxidante mais elevada.
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Figura 5 - Actividade antioxidante quantificada nos extratos das aparas de madeira de carvalho.

*Valores com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes (p < 0.05)
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4 - CONCLUSOES

Considerando os resultados alcangados, conclui-se que os teores em fenois totais, taninos
elagicos, acido elagico e ainda a actividade antioxidante dos diferentes extratos obtidos
a partir das diferentes aparas de madeira de carvalho comerciais estudadas estao forte-
mente dependentes da origem botanica da madeira, dos niveis de queima ¢ ainda das
dimensoes das aparas.

Assim, os extratos obtidos a partir das aparas de Q. petraea apresentaram valores mais
elevados de fenois totais, taninos elagicos, acido elagico e actividade antioxidante com-
parativamente aos valores quantificados nos extratos obtidos a partir de aparas de Q.
alba.

Os resultados apontaram ainda para que a utilizagdo de aparas de madeira com niveis
de queima mais elevados induzem a existéncia de valores mais elevados em fendis totais,
assim como de acido elagico, ao contrario do que acontece para os valores em taninos
elagicos. Por outro lado, embora ocorra com a queima um incremento dos valores em
compostos fendlicos, a actividade antioxidante apresentou uma tendéncia para diminuir.
Por tultimo, verificou-se que as aparas de madeira de menores dimensdes tendem a per-
mitir uma maior extragdo dos compostos objeto de estudo ¢ ainda uma actividade anti-

oxidante mais elevada, comparativamente as mesmas aparas mas de maiores dimensdes.
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CARACTERISTICAS CROMATICAS E COMPOSTOS
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RESUMO:
Actualmente assiste-se a um interesse crescente pelo conhecimento das caracteristicas de espécies
botanicas alternativas ao carvalho, como por exemplo, a cerejeira, a acacia e o castanheiro e das
implica¢des do seu uso nas caracteristicas organolépticas dos vinhos.
O presente trabalho pretende contribuir para o conhecimento das caracteristicas cromaticas e da
composicao fenolica de diferentes espécies de madeiras com diferentes graus de tosta e do impacto
da sua utilizagdo em vinhos tintos.
Assim, em solugdes hidroalcodlicas e em vinhos tintos com as diferentes madeiras em estudo serao
avaliadas as caracteristicas cromaticas e a composi¢ao fenolica. As madeiras em estudo serdo o
carvalho e o castanheiro portugueses, a acacia e a cerejeira, apresentando cada uma destas madeiras
quatro diferentes niveis de tosta.

Palavras-chaves: aparas; cor; compostos fendlicos

1-INTRODUCAO:

Nos ultimos anos, diversos autores tém-se dedicado ao estudo de madeiras alternativas
ao carvalho, e a influéncia da sua aplicagdo nos vinhos. Os principais trabalhos assentam
no estudo da composicdo fenolica e da composicao volatil e/ou aromatica, quer das pro-
prias madeiras, quer de solugdes hidroalcoodlicas (simulando vinho), ou ainda de vinhos

fermentados e/ou maturados na presenca de madeira.
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As espécies botanicas que tém sido alvo de interesse sdo varias para além do carvalho,
mas principalmente castanheiro, acécia e cerejeira.

A composi¢do quimica das madeiras utilizadas para fins enologicos depende da espécie
botanica e da sua origem geografica e ainda de uma série de processos a que estas se
encontram sujeitas para serem utilizadas com essa finalidade. De entre os diferentes pro-
cessos, destacam-se os tratamentos térmicos, nomeadamente a secagem e o processo de
tosta, que vao imprimir alteragdes ao nivel da composi¢@o quimica das madeiras.
Considerada como sendo o passo tecnoldgico mais importante em todo processo de pre-
paragdo das madeiras, a tosta permite alterar a estrutura fisica da madeira devido ao
aumento da temperatura, o que ¢ crucial por forma a facilitar a formagao das aduelas.
Contudo, o facto mais relevante em todo este processo consiste na grande alteragdo da
composicao quimica devido a degradagdo térmica dos polimeros da madeira (Alanon et
al., 2009). A duragdo e a intensidade do tratamento térmico ao longo do processo de
tosta das madeiras vdo definir indubitavelmente as suas caracteristicas. Embora seja
uma etapa importante, ndo ha consenso entre os diversos fabricantes sobre o bindmio

tempo/ temperatura e as designagdes de tostas ligeiras, médias ou fortes.

2 - MATERIAL E METODOS:

2.1 As madeiras: as quatro espécies de madeira estudadas neste ensaio foram fornecidas
pela Tanoaria J.M. Gongalves, Lda. As amostras de cerejeira (Prunus cerasus) e de
acacia (origem botanica desconhecida) sdo provenientes da regido centro da Franga, e
as madeiras de castanheiro (Castanea sativa) e carvalho (Quercus robur) sdo de origem
nacional, da zona de Carrazeda de Ansides e da regido das Beiras, respectivamente. Cada
uma destas espécies foi submetida a um processo de secagem natural durante 25 meses
(cerejeira e acacia), 22 meses (castanheiro) e 32 meses (carvalho). A tosta foi idéntica
para as quatro madeiras e teve a durac@o de 2 horas, com as seguintes temperaturas: sem
tosta = ndo sujeita a temperatura, tosta ligeira = 160°C, tosta média = 200°C, tosta forte
= 240°C. Todas a amostras foram fornecidas na forma de aparas.

2.2 As extracgdes: foram preparadas solugdes hidroalcodlicas com 12 % etanol e pH =
3.2 (acido tartarico) que serviu como meio de extracgdo, simulando uma amostra de

vinho, contendo 60 g de aparas /L. A extrac¢do ocorreu durante 21 dias, no escuro e a
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temperatura ambiente. No final, as amostras foram filtradas e guardadas a 2°C. Todas
as extragdes foram efectuadas em duplicado.

2.3 Os vinhos: a um vinho tinto (Touriga Nacional, Casteldo e Trincadeira), da colheita
de 2012, com teor alcodlico de 14° (%v/v), pH de 3,77 e acidez total de 5,72 (gL"
expresso em acido tartarico, foram adicionadas 5 gL' de cada uma das aparas em estudo.
O ensaio foi realizado em duplicado e com uma testemunha a qual ndo se adicionaram
aparas.

2.4 Métodos: o teor de polifendis totais das solugdes hidroalcoodlicas e dos vinhos foi
determinado pelo método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON e ROSSI, 1965). A deter-
minagdo dos espectros de absorvancia entre 250 e 450 nm, foi realizada num espectrofo-
tometro Lange DR 5000, utilizando uma célula de quartzo com percurso 6ptico de 1 cm.
Os teores em antocianinas totais e livres foram determinados segundo Di Stefano ef al.,
(1989). As antocianinas totais foram calculadas a partir do maximo de absorvancia no
visivel de uma solugdo de vinho com etanol cloridrico. As antocianinas livres, previa-
mente separadas por um Sep-Pak C18, foram diluidas em etanol cloridrico, registando-
se a sua absorvancia maxima no visivel.

Para a determinagdo da intensidade e tonalidade da cor dos vinhos realizou-se um var-
rimento no espectro visivel (380 a 750nm) em cuvetes de 1 mm de percurso optico num
espectrofotometro Lange DR 5000. A intensidade da cor vem definida pela soma das
absorvancias a 420, 520 ¢ 620nm (Glories, 1984) e a tonalidade pelo quociente das
absorvancias a 420 e 520 nm (Sudraud, 1958).

Todas as analises referidas anteriormente foram realizadas em duplicado.
LC-DAD/ESI-MS: as amostras (10 pL) foram injectadas numa coluna Grace Smart
RPC18, 150 mm x 2.1 mm ID, 3.0 pm, mantida a 30°C, instalada num LC Surveyor
Thermo Finnigan com DAD e um espectrometro de massa LCQ (ESI, ion trap). Foi
usado um sistema binario: solvente A (dgua — acido formico (99.9:0.1 (v/v)) e B (meta-
nol), com o gradiente 5-45% B de 0-35 min; até¢ 70% B de 35-40 min e 70% B durante
10 min, com fluxo de 0,2 mLmin"'. No DAD a detecgio foi feita entre 200-600 nm. As
condi¢des do espectrometro de massa foram: temperatura do capilar de 300 °C, voltagem
da fonte 5.0 kV, corrente da fonte de 100.0 pnA, voltagem do capilar de —20.0 V no modo

de ido negativo, deteccao entre m/z 100-1200. A fonte de fragmentag@o era de 30V.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Solucgdes hidroalcodlicas

A figura 1 mostra os espectros de absorvancia obtidos a partir dos extractos hidroalcod-

licos das quatro madeiras analisadas, sujeitas aos diferentes niveis de tosta.

Nas madeiras de acdcia, carvalho e castanheiro a tendéncia da linha de absorvancia nao

varia em funcdo do nivel de tosta, mas tal ndo se verifica na madeira de cerejeira, obser-

vando-se um comportamento diferente da tosta forte em relag@o aos restantes niveis de

tosta, apresentando um ligeiro aumento entre os 310 e os 390 nm.

A figura 1 mostra ainda um evidente maximo de absorc¢éo aos 280 nm nas madeiras de

acacia e cerejeira, por sua vez, nas madeiras de carvalho e castanheiro é possivel observar

uma diminui¢do gradual da absorvancia até aos 350 nm, mostrando a partir dai um com-

portamento praticamente constante, ndo variando com o aumento do comprimento de

onda aplicado. Resultados similares foram obtidos por De Rosso et al., (2008).
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Figura 1. Espectros de absorvancia (250-450nm) dos extractos hidroalcodlicos dos quatro tipos
de madeira sujeitos aos diferentes niveis de tosta.
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Na tabela 1 apresentam-se os valores para os polifenois totais das solugdes hidroalcod-
licas, onde se pode verificar que a madeira de cerejeira, seguida logo depois da de acécia,

sdo as que menos compostos fendlicos cedem a solugao hidroalcodlica.

Tabela 1 - Polifendis totais das solucdes hidroalcoélicas (mg (+)catequinal.!

Sem Tosta Tosta Ligeira |Tosta Média |Tosta Forte
Acacia 811.28+17.36° | 827.13£72.99° 762.79£15.380 | 646.22+37.10°
Cerejeira  [229 4029 870 228 465.60° 207022289 | 175.316.81
Castanheiro [ 2064562897 | 1921.88+137.20° | 1644.00£45.11° | 1371.71£71.19
Carvalho [ 162060+41.81° |1919.09+24.65¢ | 1428.59:39.36° | 969 808926+

Também se pode observar que a medida que o grau de tosta aumenta, os teores em com-
postos fenolicos cedidos t€m tendéncia a diminuir, com excepgdo do extracto obtido
com madeira de carvalho, no qual se observa um aumento de concentragdo da amostra
ndo tostada para a tosta ligeira, seguindo-se um progressivo decréscimo, sendo a madeira
com tosta forte aquela que apresenta os teores mais reduzidos.Nas figuras seguintes (Fig.
2 e 3) mostram-se os perfis cromatograficos dos diversos extractos hidroalcodlicos obti-

dos a partir das varias madeiras estudadas.

125



Livro Actas

RTC.00 - 50.00 RTC.00-50.00
247

a)

150my sl Te, o 355
28 Q30 722 20T 3840 1ns o

20673z

LR TRTPTeey

scced c) 30000 ¢)

1931 >,

0 16000
i e =
354z s % 20064 sed oo
0 S350 07 do1gm e

d)

=
Time jmiry

A - Cerejeira B - Castanheiro

Figura 2 — Perfis cromatograficos de solucdes hidroalcodlicas com aparas de cerejeira (A) e
castanheiro (B): a) sem tosta, b) tosta ligeira, c) tosta media, d) tosta forte.

As figuras mostram que nao so o perfil cromatografico é diferente para as diferentes
espécies botanicas, como ¢ evidente a influéncia do aumento do grau de tosta no perfil
cromatografico. Para além dos compostos fendlicos que aparecem em todas as solugdes
em concentragdes diferentes consoante o grau de tosta, nomeadamene acidos fenolicos,
derivados furanicos ¢ aldeidos fendlicos (Soares et al, 2012), as diferentes madeiras
caracterizam-se por possuirem outros compostos fenodlicos caracteristicos que podem
ser utilizados para a sua diferenciac@o e cujos espectros de massa nos permitem afirmar
que sdo maioritariamente flavonoides. Em particular, a acécia caracteriza-se pelo apa-
recimento de robinetina e dihidrorobinetina que ndo aparecem nas restantes espécies em
estudo.
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Figura 3 — Perfis cromatogrificos das solucdes hidroalcodlicas com aparas de carvalho (C)
e acacia (D): a) sem tosta, b) tosta ligeira, c) tosta media, d) tosta forte.

Os valores apresentados na tabela 2, mostram que relativamente aos teores em polifenois
totais e antocianas totais verificaram-se pequenas diferencas entre os diferentes niveis
de tosta aplicados as madeiras, assim como em relagdo a testemunha. Por seu lado, o
teor em antocianas livres mostrou comportamento diferente entre espécies botanicas e
niveis de tosta. De um modo geral, nos vinhos com adi¢ao de madeiras de acacia ¢ car-
valho observou-se um decréscimo do teor de antocianas livres com o aumento do grau
de tosta. O castanheiro também mostrou comportamento semelhante, excepto na tosta
forte, na qual se verificou um aumento do teor em antocianas livres. Em relacdo aos
vinhos com adi¢do de madeiras de cerejeira ndo ¢ possivel definir um comportamento

relativamente a este parametro.
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Tabela 2 — Polifendis totais, antocianas totais e antocianas livres dos vinhos com
as diferentes madeiras em estudo.

Sem tosta Tosta Ligeira Tosta Média Tosta Forte Testemunha
Polifenois totais (mgL-! (+)-catequina)
Cast | 2407 25+114 37" | 2293,95+40,92® | 2214,69+97,07* | 2239,87+40,52% | 2213,76+54,07*
Aca | 2207,69+2 35" 2247,33+1,52° | 2218,88+3,19" | 2146,62+341° | 2213,76+54 07"
Cer | 201047+41,45* | 2087,40+43,35" | 2115,38+9,18" | 2077,61+28,97™ | 2213,76+54,07°
Car 2130+38,77* 2109,78+42,70" | 2087,40+20,34* | 2078,54+4.93* | 2213,76+54,07°
Antocianas Totais (mgL-! (+)-catequina)
Cast | 602,49+1221* 61233+1221* | 58307+48,62* | 59823+1943* | 62244 +563*
Aca | 63441+1751* 636,27+18,81° 6354715,16 625471394 | 62244 +5,63°
Cer | 626,16+14,50° 634,14+13,09° 635,74+137 627234926 622,44 + 563"
Car | 638,93+5,10" 634,94+10,11™ | 629,04+9,13® 649.04+17,66" | 62244 +5,63°
Antocianas Livres (mgL™! (+)-catequina)
Cast | 376,39+10.76¢ 342 87+2 66" 319.47+1,02¢ 360,16+3,19¢ 360,10 £ 8.21¢
Aca 375,86+6.46° 366.81+5.31% 358,30+1,02° 345,80+1,23° 360,10 + 8,21°
Cer 341,54+3,13° 360,.96+2,01¢ 316,54+137 391,02+1,844 360,10 + 8.21¢
Car 356.44+507¢ 341,545,070 331.44+1,37® 328,51+6,35° 360,10 £ 8.21¢
Intensidade da cor
Cast | 9,260+0.058 9515+0,214" | 9,790+0,543* | 10,215+0,745" | 9.515+0,664°
Aca 8,660+0,958° 9,110+0,046° 9,585+0,121° 9,685+0,271° 9.,515+0,664°
Cer 8.,950+0 046* 8,880+0,115* 9,200+0,012¢ 9,240+0 ,000* 9,515+0,664*
Car 8,395+04212 8,925+0,121%® 9,080+0,069® 9,100+0,127+® 9,515+0,664
Tonalidade da cor

Cast | 0,660+0,003: 0,672+0,005° 0,654+0,011 0,644+0 014 0,650+0,021+
Aca | 0.67820003° 0,685£0,000% | 0,703£0,000% | 0,719£0,000¢ | 0,650£0,021°
Cer 0,645+0,0022 0,669+0,002° 0,663+0,002 0,659+0,002 0,650+0,021®
Car 0,675£0,011° 0,666+0,003* 0,664+0,001* 0,661+0,003* 0,650+0,021¢

Legenda: Cast- castanheiro; Aca-acacia; Cer- cerejeira; Car- carvalho. Letras diferentes na

linha significam diferencas significativas a p<0,05
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4-CONCLUSOES:

Este ensaio pretende contribuir para o estudo de diferentes espécies de madeiras, sujeitas
a diferentes niveis de tosta, com possivel interesse enoldgico.

Através dos resultados obtidos pode concluir-se que as varias espécies botanicas estu-
dadas apresentam grandes diferengas ao nivel da sua composig¢do quimica, pelo que se
pode afirmar que a espécie botanica ¢ um facto de variabilidade.

O efeito da intensidade da tosta foi outro parametro analisado neste estudo, e verifica-
se que de facto, a tosta provoca alteragdes significativas na composi¢do quimica das
madeiras, provocando a degradagdo de alguns constituintes e o aparecimento ou aumento

do teor de outros.
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A COMPOSICAO VOLATIL DE APARAS DE
DIFERENTES ESPECIES BOTANICAS COM
INTERESSE ENOLOGICO

Bruno SOARES!, Nuno MARTINS?, Raquel GARCIA?, Marco GOMES da
SILVA*, Maria Joao CABRITA’

RESUMO:

O estudo da composi¢ao volatil de diferentes espécies botanicas com interesse enologico pode ser
abordado com diferentes perspectivas desde o estudo das proprias madeiras ao estudo da compo-
sigdo volatil de solugdes hidroalcodlicas contendo as madeiras em estudo e finalmente ao estudo
de vinhos fermentados e/ou maturados em contacto com as madeiras.

A avaliagao sensorial quer das solugdes hidroalcoolicas quer dos vinhos ¢ também uma ferramenta
importante para a descri¢cdo/descriminag¢do do impacto da utilizagdo das madeiras de diferentes
espécies botanicas

O presente trabalho tem dois objectivos: 1) contribuir para a caracterizagdo da composigao volatil
de aparas de diferentes espécies botanicas; 2) perceber que compostos volateis sdo extraidos das
madeiras para uma solugdo hidroalcodlica, simulando vinho e qual o seu impacto sensorial

Palavras chave: Vinho, aparas de madeira, compostos volateis, analise sensorial, cromatografia
gasosa

1-INTRODUCAO
Desde ha muito que a composicao das madeiras de carvalho de origem americana e fran-
cesa tem sido objecto de aprofundada investigacdo, levando ao reconhecimento das suas

potencialidades para fins enologicos. O OIV (Office International de la Vigne et du Vin)

1235]CAAM - Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas, Universidade de Evora,
Niicleo da Mitra, Ap. 94, 7002-554 Evora, Portugal
4+ REQUIMTE, CQFB, Departamento de Qui'mica, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Univer-
sidade Nova de Lisboa, 2829-516 Caparica, Portugal
! bmosoares@hotmail.com; > martins.nuno86(@sapo.pt; * raquelg@uevora.pt; * mdr@fct.unl.pt
> mjbc@uevora.pt

131



Livro Actas

apenas autoriza a utilizagdo de barricas de carvalho e castanheiro em enologia, no
entanto, a resolugdo Oeno 3/2005 vem permitir a sua utilizagdo também na forma de
alternativos (dominds, aparas e aduelas). Com a possibilidade de utilizar madeiras na
forma de “alternativos”, equaciona-se a hipotese de utilizar madeiras de outras espécies
botanicas no processo de maturacdo de vinhos, algumas delas até ja outrora utilizadas,
mas que acabaram por cair em desuso devido a problemas associados ao fabrico das
vasilhas. Deste modo, ndo se pretende substituir o carvalho, amplamente utilizado no
mundo vinicola actual e que apresenta um prego elevado, mas sim complementar e/ou
melhorar as caracteristicas dos vinhos obtidos, pela utilizagdo de outras espécies bota-
nicas.

No dominio da vitivinicultura, cedo se reconheceu a influéncia da madeira na qualidade
dos vinhos e aguardentes (Singleton, 1974; Ribéreau-Gayon et al., 1976; Monties, 1987;
Moutounet ef al., 1999).

Durante o periodo no qual os mostos/vinhos se encontram em contacto com as madeiras
tém lugar uma série de transformagdes profundas que ocasionam importantes modifi-
cagdes na vivacidade e intensidade da cor, na estrutura e adstringéncia, assim como na
sua composi¢ao aromatica. Para além destas alteragdes ao nivel das caracteristicas sen-
soriais, este processo confere limpidez e estabilidade ao vinho (Margalit, 2004).

As madeiras usadas em enologia libertam para o vinho uma série de compostos quimicos
que vao intervir nas inumeras reac¢des que tém lugar durante o envelhecimento, e desta
forma vao contribuir para o bouquet dos vinhos. Neste contexto sdo de salientar os tani-
nos, os compostos aromaticos, principalmente derivados fendlicos e os polissacaridos
soluveis. A quantidade de substéncias libertadas para o vinho depende do tipo de madeira
utilizado (Marco ef al., 1994), dos tratamentos de secagem e tosta aplicados a madeira
(Sefton et al., 1993; Chatonnet et al, 1994; Cutzach et al, 1997), e ainda, de uma série
de outros factores, tais como o tempo de contacto da madeira com o vinho ¢ as caracte-
risticas dos vinhos (Puech, 1987; Spillman et al,1998).

Por estas razdes, o uso de aparas, dominds ou aduelas como alternativa as tradicionais
barricas, no processo de fermentagdo e/ou envelhecimento de vinhos, esta a ser ampla-
mente considerado, uma vez que permite conferir um aroma e sabor ao vinho de uma

forma semelhante. Com a utilizag@o desta técnica alternativa, é possivel em simultaneo
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acelerar o processo de maturagdo e reduzir os custos de produc@o dos vinhos obtidos. O
facto de todo este processo poder realizar-se em qualquer tipo de cuba constitui também
uma mais valia.

E neste sentido que surge o presente trabalho, no qual se pretende analisar a composigio
volatil de aparas de madeiras de carvalho, cerejeira, accia e castanheiro, sujeitas a

quatro tratamentos térmicos distintos.

2 - MATERAL E METODOS

2.1. Amostras

As quatro espécies de madeira estudadas neste ensaio foram fornecidas pela tanoaria
J.M. Gongalves, Lda., na forma de aparas. As amostras de cerejeira (Prunus cerasus) e
de acacia (origem botanica desconhecida) sdo provenientes da regido centro da Franca,
ao passo que, as madeiras de castanheiro (Castanea sativa) e carvalho (Quercus robur)
sdo de origem nacional, sendo a primeira proveniente da zona de Carrazeda de Ansiaes,
e a segunda da regido das Beiras. Cada uma destas espécies foi submetida a um processo
de secagem natural, embora com tempos distintos: cerejeira e accia - 25 meses, casta-
nheiro - 22 meses, carvalho portugués - 32 meses. A tosta foi idéntica para as quatro
madeiras e teve a duragdo de 2 horas, com as seguintes temperaturas: sem tosta = ndo

sujeita a temperatura, tosta ligeira = 160°C, tosta média = 200°C, tosta forte = 240°C.

2.2. Extraccao

2.2.1. Solucdes hidroalcooélicas

Foi preparada uma solugdo hidroalcodlica com 12 % etanol e pH = 3.2 (4cido tartarico)
que serviu como meio de extracgdo, simulando uma amostra de vinho. Foram colocados
12 gramas de aparas em 200 mL dessa solug@o durante um periodo de 21 dias, a tempe-
ratura ambiente e na auséncia de luz. Para o efeito utilizaram-se frascos de 250 mL de
volume, os quais foram agitados regularmente por forma a maximizar a extrac¢ao de
compostos a partir da madeira. Apos esse periodo de tempo, as solu¢des foram filtradas,
sendo armazenadas sob as mesmas condigdes descritas anteriormente. Todas as extrac-
¢oes foram efectuadas em duplicado (4 madeiras * 4 niveis de tosta * 2 repeti¢oes = 32

amostras).
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2.2.2. Extrac¢ao com Liquido Pressurizado — PLE

A extracgdo solido-liquido dos compostos volateis das diversas amostras em estudo foi
realizada por PLE (Extrac¢do com Liquido Pressurizado) vulgarmente conhecido como
ASE (Accelarated Solvent Extraction), marca registada da Dionex que comercializa o
sistema denominado ASE 100. Este método de extracgdo tem sido proposto como um
método de extrac¢do exaustivo e bastante eficiente uma vez que permite extracgdes rapi-
das e completas (Giergielewicz-Mozajska et al., 2001), ¢ demonstra também ser um
método preciso, que possibilita a reducdo do volume de solvente e dos tempos de extrac-
¢do, sem degradacdo térmica dos compostos volateis (Giergiclewicz-Mozajska et al.,
2001).

De cada uma das amostras foram pesadas aproximadamente 3 g de madeira previamente
triturada, seguida de homogeneizagao com 1.5 g de terras de diatomaceas, sendo a mis-
tura resultante colocada numa célula de extrac¢do (devidamente acondicionada com fil-
tros de celulose em ambas as extremidades).

Apbs a preparagdo da célula, esta foi colocada no forno do equipamento iniciando-se o
processo de extrac¢do, atendendo as seguintes condi¢des: temperatura de 150° C, pressao
maxima de 1700 psi, utilizando diclorometano como solvente de extracgdo. Apos alguns
ensaios, com vista a optimizag@o do processo de extraccao, foi considerado que 3 ciclos
estaticos de extrac¢do com 7 minutos de durac@o cada seriam suficientes para extrair o
maior niimero e quantidade de compostos, tendo sido estas as condi¢des de extraccao
utilizadas para cada amostra.

Apos a extrac¢do no ASE, o extracto (aproximadamente 30 mL) foi seco com NaySQOy,
adicionado com 1 mL de uma solugéo de 3-octanol em diclorometano de concentragdo
0,08mg/mL e, em seguida, a mistura resultante foi filtrada. Posteriormente, procedeu-
se a sua concentragdo no rotavapor (BUCHI Rotavapor R-114) até se obter um volume

de aproximadamente 2mL. Todas as extra¢des foram realizadas em duplicado.

2.3. Analise sensorial
As diversas solugdes hidroalcoodlicas obtidas foram analisadas por um painel de prova-
dores (uns treinados outros ndo, num total de 44) com o objectivo de avaliar se as alte-

rag¢des induzidas pelos diversos tipos de madeira utilizados, sdo detectadas pelo painel
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de provadores, apenas utilizando o sentido do olfato. Para tal, optou-se pela realizagao
de provas triangulares, apresentando-se ao provador trés amostras codificadas, sendo-
lhe indicado que uma delas ¢ diferente das outras duas, cabendo ao provador identificar
a amostra que ¢ diferente. Esta prova foi organizada e os resultados analisados de acordo
com a norma ISO 6658 de 2005. Para cada conjunto de 3 amostras apenas varia a espécie

botanica, para 0 mesmo grau de tosta.

2.4. Anilise cromatogrifica

Os extractos foram analisados por cromatografia gasosa, utilizando um cromatografo
gasoso (Thermo Finnigan-Trace GC) equipado com um detector selectivo de massas
(Thermo Finnigan Polaris Q) e um injector automatico. As condi¢des cromatograficas
utilizadas foram as seguintes: o gas de arraste foi o hélio com fluxo constante de 1,0
mL/min; a coluna, uma ZB-Wax de 30 m x 0,25 mm de diametro e 0,25 pm de espessura
de filme (Zebron Capillary GC da Phenomenex) foi mantida inicialmente a 40° C por
um periodo de minuto e depois foi aquecida a 4 °C/min até atingir 100 °C, seguida de
novo aquecimento de 8 °C/min até aos 250 °C, onde se manteve 10 minutos; o volume
de amostra injectado em modo splitless (por 1 minuto) foi 1,0 pL a uma temperatura de
250 °C. A deteccao por espectrometria de massa foi feita por impacto electronico (EI)
no modo de "full scan”, utilizando uma energia de ionizagdo de 70 eV, e a temperatura
da linha de transferéncia foi de 230°C.

Os extractos obtidos por ASE foram também analisados por cromatografia gasosa bidi-
mensional abrangente (GC x GC - FID), utilizando o cromatégrafo Agilent 7890A equi-
pado com um modulador LMCS (-20°C) e um detector de ionizag¢ao de chama FID.
Foram utilizadas as seguintes colunas: 1* Dimensao - HP-5ms-UI, 30 m x0,25 mm, com
0.25 [Jm de espessura de filme;

2* Dimensdo - SLB-IL61, 1,2 m x 0,10mm, com 0.08 [Jm de espessura de filme.

As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: gas vector foi o hidrogénio com um
fluxo constante de 1,5 mL/min; o forno a 40°C durante trés minutos, 10°C/min até aos
60 °C, 8 °C/min até aos 150°C e 10 °C/min até 280°C, mantendo-se esta temperatura
durante 30 minutos; o volume de amostra injectado (em modo splitless com duracio 1

minuto e meio) foi de 1,0 [JL a uma temperatura de 280 °C. A temperatura do detector
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foi de 280°C; o periodo de modulacao teve a duragéo de 8 segundos e a taxa de aquisi¢do

de dados foi de 100 Hz.

3. DISCUSSAO DE RESULTADOS

3.1. Analise sensorial

O ensaio desenvolvido no ambito da analise sensorial das diversas solugdes hidroalcod-
licas foi conduzido de modo avaliar se os provadores identificavam como sendo diferente
o aroma das solugdes hidroalcodlicas contendo as diferentes espécies botanicas em
estudo, para o mesmo grau de tosta.

A analise das respostas dos provadores permite concluir que os extractos obtidos a partir
de madeiras de diferentes espécies botanicas sdo significativamente diferentes. Deste
modo, ¢ possivel afirmar-se que do ponto de vista olfactivo as quatro espécies botanicas
estudadas sdo significativamente diferentes, considerando um nivel de confianca de
95%, para todas as comparagdes.

Genericamente, pode entender-se que a quantidade e qualidade dos compostos cedidos
ao meio ¢ diferente de espécie para espécie, uma vez que as alteragdes verificadas no
seu perfil sensorial sdo de tal forma marcantes que é possivel a sua detecgdo por parte

do painel de provadores.

3.2. Composic¢io volatil das aparas

Os extractos das madeiras de carvalho e castanheiro mostraram perfis cromatograficos
relativamente semelhantes, tendo sido identificados em ambas as madeiras compostos
como: furfural, 5-hidroximetilfurfural, vinilguaiacol, triacetina, eugenol, vanilina, isoeu-
genol, siringaldeido, 4-hidroxi-2-metoxi-cinamaldeido, acido palmitico, 3,5-dimetoxi-
4-hidroxicinamaldeido e 4cido linoleico. Embora ndo tenha sido possivel identificar
todos os compostos presentes nos cromatogramas das diversas espécies botanicas é pos-
sivel concluir que o castanheiro ¢ a madeira que apresenta maior diversidade de com-
postos volateis. Também ¢ importante referir que apenas na madeira de carvalho foi
detectada a presenca de esqualeno e tocoferol.

Embora seja caracterizada pela sua dureza e baixa porosidade a acacia mostrou ser uma

madeira com elevado teor em compostos volateis. Apds analisar o seu perfil cromato-
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grafico ¢é possivel verificar que esta madeira € rica em compostos tais como o furfural,

S-metilfurfural, triacetina e eugenol.

A figura 1 ilustra, para algumas familias de compostos, o efeito da tosta.

= z

2 2 7000

K | |7 s000 7

H - £ so00 i
£ % a000 |7

i 2 3000
3 % 2000 7
= E—— £ ;
= = = w00

g 2 0 ,/7-_L7-

E Sem Tosta Tosta Média g Sem Tosta Tosta Média

= Lactonas m Aldeidosfurdnicos = Lactenas mAldeidosfurdnicos
= Aldeidosfendlicos = Fendisvolateis @ Aldeidosfendlicos B Fendisvolateis
Carvalho Castanheiro

g £ >

£ 3000 § 3000

22500 32500 7

£ 2000 £ 2000

£ 1500 § 1500 +°

émoo + S 1000 |~

500 500
g 0 - 1 - i 0 —T 3k
E Sem Tosta Tosta Média E Sem Tosta Tosta Média
W Lactonas mAldeidosfuranicos B Lactonas mAldeidosfurdnicos
= Aldeidosfendlicos  m Fendisvoliteis © Aldeidosfendlicos M Fendisvoldteis

Cerejeira

Acacia

Figura 1 — teores totais de lactonas, aldeidos fendlicos, aldeidos furanicos e fenéis volateis
nas aparas das diferentes espécies botanicas, sem tosta e com tosta média.

Relativamente a intensidade do nivel de tosta aplicado as madeiras foi notorio que este

factor influencia significativamente a composi¢do quimica das madeiras, modificando

consequentemente a natureza e quantidade das substancias extraiveis. Devido a isso, a

determinacdo do grau de tosta a aplicar ¢ um aspecto de grande importancia durante o

processamento das madeiras, contudo a sua abordagem torna-se um pouco problematica

até por nao estar claramente definido o bindmio tempo temperatura que define as termi-

nologias de tosta ligeira, média ou forte.

Nas amostras analisadas verificou-se que o aumento do nivel de tosta levou a formacao
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de compostos como a vanilina, o siringaldeido e o 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamaldeido,
ao passo que o isoeugenol, o acido linoleico e o acido palmitico apresentaram compor-
tamente contrario, ou seja, degradaram-se com o processo de tosta. Por sua vez, o 5-
hidroximetilfurfural aumentou ao passar da amostra sem tosta para a tosta ligeira, tendo
depois sofrido um processo de degradagdo com o aumento do nivel de tosta.

E importante referir que este tipo de estudo ndo pode ser analisado isoladamente, muito
embora permita conhecer quais 0s compostos presentes nos varios tipos de madeira, nao
¢ possivel saber com exactiddo quais os que irdo passar efectivamente para o vinho
durante o periodo em que estdo em contacto. Para além disso existe ainda um outro
factor que interessa ter em consideragdo, que € a cinética de extrac¢do, uma vez que este
pardmetro permite controlar a libertagdo de compostos pela madeira, tendo influéncia
directa na determinagao do tempo ideal de contacto entre o vinho e a madeira.

A cromatografia multidimensional permite obter ainda mais informagao sobre a com-
posicao das diferentes espécies de madeiras. Assim, os extractos de carvalho, castanheiro
¢ acacia parecem ter uma composi¢do semelhante, enquanto os extractos da cerejeira se

caracterizam por uma predominancia de flavanonas e chalconas.

4. CONCLUSOES

Ap0s analisar os resultados obtidos neste ensaio, que contribuiu para o estudo de dife-
rentes tipos de madeiras com possivel interesse enoldgico, pode concluir-se que as varias
espécies botanicas estudadas apresentam diferencas significativas ao nivel da sua com-
posigdo volatil, e como tal, o factor espécie botanica pode ser considerado com um para-
metro indutor de variabilidade.

O efeito da intensidade da tosta foi outro pardmetro analisado neste estudo, e verifica-
se que a tosta provoca alteragdes significativas na composigao volatil das madeiras, pro-

vocando a degradacdo de alguns constituintes e a formagao de outros mais volateis.
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RESUMO
As castas Malvasia Fina e Gouveio da Regido Demarcada do Douro originam vinhos com proprie-
dades organoléticas muito caracteristicas. A casta Malvasia Fina caracteriza-se, por dar origem a
um vinho elegante e fino, com pouca intensidade e complexidade, tanto no aroma como no gosto.
Jé4 a casta Gouveio por sua vez caracteriza-se, por originar um vinho de cor citrina, frutado, fresco,
vivo e com riqueza acida. Assim, foi o objetivo do presente trabalho avaliar a composigao fisico-
quimica e sensorial dos vinhos brancos provenientes das castas Malvasia Fina e Gouveio, vinifi-
cados em cubas de ago inoxidavel e em barricas de madeira. Pretende-se com o presente trabalho
ter um melhor conhecimento do impacto da vasilha de vinificagao na qualidade final dos vinhos
produzidos a partir destas duas castas.
Os resultados obtidos mostram que os vinhos vinificados em barricas de madeira apresentam um
teor mais elevado de compostos fenolicos totais. Contudo, os vinhos monovarietais da casta Gou-
veio apresentam teores de compostos fenolicos totais superiores independentemente da vasilha de
vinificagdo. Apos analise de componentes principais foi possivel discriminar os vinhos em trés
grupos em fungdo da casta e da vasilha de vinificagdo.

Palavras chave: vinho branco, Gouveio, Malvasia Fina, composi¢do fendlica, perfil sensorial.
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1- INTRODUCAO

O uso da madeira de carvalho pode desempenhar um papel importante na producdo de
vinho, por ter um efeito no vinho resultante em termos de cor, sabor, perfil tanino e tex-
tura. O contacto da madeira de carvalho com os vinhos fornece a estes notas aromaticas
que sdo muito apreciadas, tais como, coco, baunilha, cravo, madeira ¢ fumo (GARDE-
CERDAN et al. 2010), bem como taninos. Além disso, a vinificagdo e o envelhecimento
do vinho em barricas de madeira leva a oxidagdo suave de certos compostos, resultando
em reducdo da adstringéncia e amargura, estabiliza¢@o da cor, e desaparecimento de
aromas vegetativo-herbaceas excessivos (GARDE-CERDAN e ANCIN-AZPILICUETA
2006). No entanto, a vinificagdo/envelhecimento do vinho em barricas de madeira
também tem algumas desvantagens: o prego elevado das barricas, a exigéncia de muito
espaco na adega e a duracio limitada das mesmas (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al.
2011). A sua higienizagdo também ¢ mais dificil que a das cubas de ago inoxidavel.
Ainda assim, para intensificar as caracteristicas aromaticas e de sabor dos vinhos bran-
cos, um dos métodos mais utilizado ¢ a vinificagdo em barricas de carvalho, apresen-
tando estes caracteristicas diferentes dos vinhos vinificados em cubas de ago inoxidavel.
A vinificagdo de vinhos brancos em madeira &, segundo IBERN-GOMEZ et al (2001),
uma forma de os tornar mais complexos no flavour adquirindo novos sabores e aromas,
como por exemplo, de compostos fenodlicos volateis e ndo volateis que vao contribuir
para o seu perfil sensorial distinto, o qual ¢ considerado um factor de qualidade. Uma
das caracteristicas dos vinhos brancos que s2o vinificados em madeira de carvalho ¢
apresentarem uma cor palida. Contudo, o uso de barricas de madeira ndo €, no entanto,
adequado a todos os vinhos (HERNANDEZ-ORTE et a/ 2009; LIBERATORE 2010)
principalmente por os aromas e sabores provenientes da madeira, que resultam da migra-
¢do de compostos da madeira para o vinho, poderem dominar sobre os outros.

Assim, de forma a contribuir para um aprofundamento do comportamento dos mostos
provenientes das castas Malvasia Fina e Gouveio da Regido Demarcada do Douro, que
originam vinhos com propriedades organoléticas muito proprias, foi objetivo deste tra-
balho avaliar a composi¢ao fisico-quimica, fenolica e sensorial dos vinhos brancos pro-
venientes dessas castas, vinificados em barricas de carvalho e cubas de ago inoxidavel.
Pretendeu-se assim ter um melhor conhecimento do impacto da vasilha de vinificagdo

na qualidade sensorial dos vinhos produzidos a partir destas duas castas.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Vinhos

Foram utilizados no presente estudo dois vinhos monovarietais brancos das castas Mal-
vasia Fina e Gouveio (colheita de 2011), produzidos na Regido Demarcada do Douro,
sub-regido cima Corgo. Os mostos das duas castas foram vinificados em cubas de ago
inoxidavel e barricas de madeira de carvalho. Todos os ensaios foram efetuados em

duplicado.

2.2 - Analise dos parametros enolégicos convencionais
Teor alcodlico % (v/v), densidade, pH, acidez total, acidez volatil, sulfuroso livre e total

foram determinados de acordo com os métodos descritos pela OIV (2012).

2.3 — Compostos fendlicos totais, flavonoides e nio-flavonoides

Para avaliacdo da composicao fenolica, das amostras efetuou-se a determinacgdo dos
compostos fenolicos totais (RIBEREAU-GAYON et al. 1982), compostos fendlicos fla-
vondides e compostos fendlicos nao flavondides (KRAMLING e SINGLETON, 1969),

Todas as determinagdes foram efetuadas em duplicado.

2.4 — Caracteristicas cromaticas e cor

Os espectros de absor¢ao das amostras de vinho foram registados com um espectrofo-
tometro numa gama de 380-770 nm, utilizando uma células de quartzo de 1 centimetro
de percurso. Os dados das caracteristicas cromaticas foram recolhidos para determinar
a medida de L* (%) (luminosidade), a* (coordenada da cromaticidade vermelha) e b*
(coordenada da cromaticidade amarela) de acordo com o método da OIV (2012). A cor
dos vinhos foi determinada pela absor¢ao a 420 nm também de acordo com os métodos
da OIV (2012).

2.5 - Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada por um painel treinado. As amostras foram apresentadas
ao painel em copos de prova (ISO 3591:1977), marcados com trés digitos e numa ordem
aleatoria. Treze atributos foram selecionados: aspeto (intensidade da cor, limpidez),

aroma (frutado, floral, herbaceo, especiarias, quimico) e flavor (doce, acido, adstrin-

143



Livro Actas

gente, persisténcia, corpo, equilibrio do flavor). Os atributos foram quantificados através
de uma escala de intensidade de cinco pontos (ISO 4121:2003). Todas as avaliagdes
foram realizadas entre as 10:00 e as 12:00 num laboratério devidamente equipado para

a analise sensorial (ISO 8589:2007).

2.6 - Analise estatistica

Tanto os dados das analises fisico-quimicas como os dados da andlise sensorial foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o programa Statistica versao 10.
As diferengas entre os valores médios foram efetuadas com o teste Tukey (p < 0,05)
para os dados das analises fisico-quimicas Os dados da analise sensorial foram analisa-
dos com recurso a Analise em Componentes Principais (ACP) aplicando o mesmo pro-
grama de analise estatistica com o intuito de diferenciar os vinhos em fung¢ao da casta e

da vasilha de vinificacao.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Efeito da casta e da vasilha de vinificacido nas caracteristicas fisico-quimicas,
composicio fenolica e caracteristicas cromaticas dos vinhos

O Quadro 1 apresenta os dados das caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos Malvasia
Fina e Gouveio vinificados em ago inoxidavel e em barrica de carvalho. Observa-se que
a acidez total foi sempre significativamente superior nos vinhos vinificados em barricas
de carvalho em comparagdo com os vinhos vinificados em cubas de ago inoxidavel,

independentemente da casta utilizada.

Quadrol — Caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos das castas Malvasia Fina e
Gouveio vinificados em cubas de ago inoxidavel e em barricas de carvalho.

Massa volimica [Etanol] Acidez volatil Acidez total S0; livre S0; total

Vinhos (g/mL) (%viv) 8] (g/L) (mg/L) (mgiL) pH
Malvasia Fina 0.9894:+0,0000¢ 12,4000 0.2320,00¢ 5,15+0,04¢ 3610 120428 3,1420010
(Ago inoxiddvel)

Malvasia Fina 0,99100,0000¢ 12,2400 0,39+0,01 6,300,040 25¢1 152+1¢ 3,190,000
(Madeira)

Gouveio 0,9909:0,0000¢ 12,520 00 0,52+0,01¢ 530001 3620 15142 3,18+0,01°
(Aco inoxiddvel)

Gouveio 0.99030,00000 12,6+0,0¢ 0.542001¢ 6,290,020 261 14018 3,15:0010

(Madeira)

Valores com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05) para o parametro avaliade (teste Tukey)
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Os vinhos vinificados em madeira de carvalho apresentaram teores significativamente
superiores de compostos fendlicos totais, flavonoides e ndo-flavonoides independente-
mente da casta. Este facto podera estar relacionado com a extragdo de compostos fend-
licos da madeira (Quadro 2). Contudo, os vinhos provenientes da casta Gouveio apre-
sentaram teores significativamente superiores em compostos fendlicos totais e
flavonoides quando vinificados em cubas de ago inoxidavel comparativamente aos

vinhos obtidos da casta Malvasia Fina.

Quadro 2 — Compostos fenodlicos totais, flavonodides e ndo-flavonoides, taninos totais
e indice de gelatina dos vinhos das castas Malvasia Fina e Gouveio vinificados em
cubas de ago inoxidavel e em barricas de carvalho.

Vinhos Nio flavondides Flavondides Fendlicos tolais Taninos totais Indice de

(mg/L écido gdlhico) (mg/L dcido (mg/L dcido galhico ) (g/L) gelatina
galhico)

Malvasia Fina b a a 9

(Ago inoxidavel) 96+2 125+1 2211 0,1+0.0 1.72

Malvasia Fina a " " b

(Madeira) 162+1 3167 4780 0,2+0,0 495

Gouveio " b b b

(Ago inoxiddvel) 8420 1614 2454 02400 3,60

Gouveio . c © 3

(Madeira) 10541 3016 4077 0,300 495

Valores com a mesma letra nao sio significativamente diferentes (p < 0,05) para o pardmetro avaliado (teste Tukey)

O indice de gelatina ¢ baseado na capacidade dos taninos reagirem com as proteinas,
formando combinagdes estaveis. Esta reatividade ¢ responsavel pela sensagdo de ads-
tringéncia. O indice de gelatina obtido para estes vinhos ¢ baixo, contudo € superior nos
vinhos vinificados em vasilha de madeira (Quadro 2), o que esta de acordo com os valo-
res de taninos determinados.

Quer o vinho obtido da casta Malvasia Fina quer o obtido da casta Gouveio quando vini-
ficados em cubas de ago inoxidavel mostram valores significativamente mais elevados
de luminosidade (L * (%)). Ja a cor (absorvancia a 420nm), ¢ significativamente mais
elevada nos vinhos que foram vinificados em vasilhas de madeira, independentemente
da casta, o que esta em acordo com a coordenada b* (cor amarela) determinada pelo

método CIELab (Quadro 3).
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Quadro 3 — Caracteristicas cromaticas (L*(%), a*, b*) e cor dos vinhos das castas
Malvasia Fina e Gouveio vinificados em cubas de ago inoxidavel e em barricas de

carvalho.
Vinhos L*(%) a* b* Cor
Malvasia Fina 99,60 ,0° -1420.11° 3.83£0,05° 0.351+0,001*
(Aco inoxidavel)
Malvasia Fina 91,8+0,1* -1.5410 04" 10,31+0.08¢ 0.481+0,000¢
(Madeira)
Gouveio 97 4+0,1° 0,37+0,02* 4,57+0,04" 0,361+0,007°
(Ac¢o inoxiddvel)
Gouveio . .
(Madeira) 933403 -1,56+001" 10,03+0,27 0.465+0 009

Valores com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05) para o parimetro avaliado (teste Tukey)

3.2 - Efeito da casta e da vasilha de vinificacido nas caracteristicas sensoriais dos
vinhos

O perfil sensorial de cada um dos vinhos ¢ mostrado graficamente na Figura 1 em que
a média dos valores atribuidos pelos provadores a cada atributo (cor, limpidez, aroma
frutado, aroma floral, aroma herbaceo, aroma especiarias, aroma quimico, doce, acido,
adstringente, corpo, equilibrio gustativo e persisténcia) ¢ marcado no eixo correspon-
dente. O centro da figura representa o ponto de menor valor da escala utilizada na ava-
liagdo, enquanto a intensidade aumenta do centro para a periferia. O perfil sensorial
revela-se quando se faz a conexdo dos pontos. Pela analise do grafico (Figura 1) verifi-
camos que o vinho da casta Malvasia Fina vinificada em madeira, se destaca pelos des-
critores cor e especiarias e na vinificagdo em cubas de ago inoxidavel pelos descritores

corpo, equilibrio, persisténcia, limpidez, aroma frutado e aroma floral.

Persisténcia Limpidez

Equilibrio Aroma frutado

—s—Malvasia (Inox)

Corpo Aroma floral
#-Malvasia (Madeira)
——Gouveio (Inox)
—=—~Gouveio (Madeira)
Adstringéncia Aroma herbaceo
Acido Aroma a especiarias

Doce Aroma a quimico

Figura 1 — Perfil sensorial das quatro amostras de vinho em estudo.
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Os vinhos da casta Gouveio vinificados em Madeira e em cubas de aco inoxidavel apre-
sentam um perfil organoléptico onde nenhum dos descritores avaliados se apresenta
como mais relevante.

Para melhor compreender o impacto da vasilha de vinificacdo na qualidade sensorial
dos vinhos produzidos a partir destas duas castas (Malvasia Fina e Gouveio) efetuou-se

uma analise em componentes principais (Figura 2).
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Figura 2 — Projecio da cov-ACP das amostras dos vinhos das castas Malvasia Fina e Gouveio,
vinificadas em cubas de ago inoxiddvel e barricas de carvalho, avaliadas sensorialmente (A). Proje¢io
da cov—ACP dos atributos sensoriais avaliados nas mesmas amostras de vinho (B).

Avaliando a proje¢do da Figura 2 (A) verificamos que a Componente Principal 1 foi
quem mais contribuiu para agrupar os vinhos vinificados em vasilha de madeira,
enquanto que a Componentes Principal 2 explica a distancia dos vinhos das castas Gou-
veio e Malvasia Fina vinificados em cubas de ago inoxidavel. Dentre os atributos sen-
soriais analisados, o carater /impidez foi quem mais contribuiu para a Componente Prin-
cipal 1 enquanto que para a Componente Principal 2 foi o descritor aroma a especiarias
que deu a maior contribui¢do (Figura 2 - B). O aroma a especiarias caracteriza os vinhos
da casta Malvasia Fina, quando vinificado em madeira (Figura 1). Alguns compostos
volateis da madeira que podem influenciar o aroma do vinho como os fenois volateis
(4-etilfenol, 4-etilguaiacol e a vanilina - aroma a baunilha) podem, também, conferir um
certo aroma a “especiarias” (DIAZ-PLAZA et al. 2002; BOZALONGO et al. 2007).
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4 - CONCLUSOES

Quando vinificados em madeira (barricas de Carvalho) os vinhos de ambas as castas
apresentam caracteristicas organolépticas semelhantes, provavelmente devido a influen-
cia dos compostos aromaticos cedidos pela madeira ao vinho, durante a vinificagao.
Esses compostos sobrepdem-se ao aromas caracteristicos de cada casta. A vinificagao
em cubas de aco inoxidavel parece favorecer as caracteristicas sensoriais proprias de
ambas as castas permitindo a sua distingdo. A casta Malvasia Fina, vinificada em cubas
de aco inoxidavel, apresenta como caracteristica organoléptica a limpidez e os aromas
frutados e florais ¢ a casta Gouveio, mais apagada a nivel de aromas, caracteriza-se
pelos descritores quimico e acidez. Contudo, a vinificagdo de vinhos brancos em vasilhas
de madeira podera ser uma forma de encontrar novos produtos que possam satisfazer os

diferentes gostos dos consumidores.
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RESUMEN

Se sabe que la aplicacion de extractos de roble a las viilas modifica la composicion volatil de las
uvas y de sus vinos. Eugenol, guayacol y whiskylactonas son componentes volatiles del extracto
de roble, por ello su aplicacion a las vifias nos sirven como referencia. En este trabajo se realizaron
aplicaciones foliares a las viias de disoluciones de estos compuestos y se analizo el potencial aro-
matico de las uvas mediante el analisis de la glucosa G-G por HPLC-RID. Con estas uvas se ela-
boraron vinos en los que se analizo la composicion volatil por SBSE-GC-MS y también se eva-
luaron mediante un andlisis sensorial. Los resultados mostraron que los tratamientos aumentaron
la cantidad de precursores aromaticos glicosidicos de la uva y que se modifico consecuentemente
la composicion volatil y el perfil sensorial aromatico de los vinos elaborados.

Palabras clave: potencial aromatico, uvas, vinos, eugenol, guayacol, whiskylactonas

INTRODUCCION

La percepcion aromatica del vino es uno de los parametros de calidad mas importantes
a la hora de evaluar y consumir un vino. Los compuestos quimicos que determinan el
aroma del vino tienen tres origenes diferentes: los caracteristicos de la variedad de uva
(aromas primarios), los que se producen en el proceso de vinificacion (aromas secunda-
rios) y los que se originan durante el envejecimiento del vino terminado (aromas tercia-
rios). El aroma varietal consta de un grupo muy complejo de sustancias que pueden pre-
sentarse en forma libre (moléculas volatiles y por tanto olorosas), o como precursores
(moléculas que no huelen), entre los que abundan los precursores glicosidicos. Estos

ultimos constituyen un importante potencial del aroma del vino, ya que durante el pro-
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ceso de vinificacion y a lo largo del envejecimiento, se pueden ir transformando en molé-
culas olorosas. La concentracion de estos aromas varietales esta modulada por las con-
diciones edafoclimaticas y culturales de la zona, agrupados como “efecto terroir”, que
da lugar a vinos con caracteristicas y origen identificable (DELOIRE et al., 2005). En
varios estudios se ha puesto de manifiesto que uvas procedentes de vifias cultivadas pro-
ximas a lugares en los que hubo incendios forestales, produjeron vinos que tenian aroma
a humo (KENNISON et al., 2008). Recientes estudios han demostrado que cuando se
aplica un extracto de roble a la vifia los compuestos volatiles del extracto son asimilados
por la uva y estan presentes en los vinos elaborados con ellas (MARTINEZ-GIL et al.,
2011; MARTINEZ-GIL et al., 2012). También se ha puesto de manifiesto, mediante el
analisis de sus agliconas por cromatografia de gases, que la composicion glicosidica de
las uvas se modifico con los tratamientos foliares de extracto (MARTINEZ-GIL et al.,
2013). Algunos estudios sugieren que la glicosilacion de volatiles en la planta es una
forma de acumular estos compuestos, limitando asi su toxicidad (WINTERHALTER
& SKOUROUMOUNIS, 1997). De esta manera, los compuestos exogenos a la vifia
pueden contribuir formando parte de los precursores glicosidicos presentes en las uvas,
que mas tarde daran las agliconas olorosas mediante procesos de hidrolisis o enzimaticos
(GUNATA et al., 1985).

El extracto de roble estd compuesto por diversos volatiles como eugenol, guayacol y
whiskylactonas, entre otros compuestos que pueden ser asimilados por las plantas y acu-
mulados en las uvas, como se ha observado después de realizar aplicaciones foliares,
lo que sugiere que podran modificar la concentracion de los precursores aromaticos gli-
cosidicos presentes en las uvas. Las whiskylactonas carecen del grupo hidroxilo nece-
sario para formar el enlace glicosidico con el aztcar y formar el precursor aromatico,
pero para este fin, se produce una apertura del anillo produciendo su isémero con grupo
hidroxilo (HAYASAKA et al., 2007, WINTERHALTER, 2009).

En este trabajo, se evalua la variacion del potencial aromatico glicosidico de uvas
Monastrell, después del tratamiento foliar de las vifias con disoluciones acuosas de euge-
nol, guaiacol, cis y trans whiskylactonas, mediante la determinacién de la glucosa libe-
rada de sus precursores por cromatografia liquida de alta resolucién con detector de
indice de refraccion (HPLC-IR) (SALINAS et al., 2012). A partir de estas uvas se ela-
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boraron sus vinos correspondientes, a los que se analizé su composicion aromatica por
SBSE-GC-MS vy se realizo también un analisis sensorial en tres momentos diferentes
(después de la fermentacion alcoholica, después de la malolactica y al cabo de 6 meses

en botella).

MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

La experiencia se realizo durante la campafia de 2010 en cepas de Monastrell (Vitis vini-
fera cv), de 8 afios de edad, cultivadas en espaldera en la parcela experimental de la BSI

de Jumilla (D.O. Jumilla).

3.2. Disoluciones

Las disoluciones de eugenol, guayacol, cis y trans whiskylactonas se prepararon a partir

de sus estandares comerciales (Sigma-Aldrich, Gillingham, England).

3.3. Tratamientos

Los tratamientos se realizaron en envero, mediante una aplicacion foliar. Las disolucio-
nes se aplicaron a las plantas con un pulverizador de mochila, quedando toda la parte
foliar de la vid mojada. Se realizaron 4 tratamientos: E (disolucion de eugenol (6%
(v/v)), G (disolucion de eugenol (6% (v/v)), E+G (disolucion de eugenol y guayacol
(0.6 % (v/v) cada uno)), W (disolucion de whiskylactonas (6% (v/v)). Cada tratamiento
se efectud sobre 16 plantas de la misma fila, dejando una sin tratar entre cada uno de
ellos, para evitar posibles contaminaciones. Ademas, se dejé una fila adicional para el
control. Previamente a la aplicacion se afiadio a las disoluciones un coadyuvante (Flu-
vius, BASF, Espafia) para facilitar la adherencia y penetracion del extracto. Se dosifico
arazon 0,25 mL Fluvius/ 1L de extracto a aplicar. Cada planta fue tratada, aproximada-
mente, con 300 mL de disolucion. Los tratamientos se realizaron cuando la temperatura

ambiente era inferior a 20 °C, sobre las 8 de la manana.
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3.4. Vinificacion

Las uvas se recolectaron manualmente, en perfecto estado sanitario, con una madurez
tecnologica en torno a 2.5 (°Baumé /acidez total (g/L 4cido tartarico)). La uva se procesod
siguiendo el sistema tradicional de vinificacion en tinto. De cada tratamiento se elabo-
raron 15 L de vino en duplicado en depositos de acero inoxidable de 30 L. La fermen-
tacion alcoholica transcurrio a 22+1°C. Se inocularon 20g/hL de levaduras selecciona-
das, cepa UCLM S377 (Springer Oenologie). Finalizada la fermentacion alcoholica se
trasegaron los vinos a recipientes de SL y se inocularon 8g/hL de bacterias, Lall 11-4
(Lallemand), para llevar a cabo la fermentacion malolactica y completar asi la vinifica-
cion. Posteriormente los vinos se sulfitaron hasta 8g/hL de SO, total y se embotellaron

para su conservacion.

3.5. Analisis de precursores

Se determind mediante el analisis de la glucosa glicosidica (glucosa G-G) liberada por
hidrdlisis acida de los precursores aromaticos glicosidicos, valiéndonos de un HPLC
provisto de un detector de indice de refraccion siguiendo el método de SALINAS et al,
(2012). De cada muestra se prepararon dos extractos diferentes, sustituyendo las dos
horas de maceracion por una extraccion con microondas, utilizando para ello un sistema
de microondas NEOS. Posteriormente se siguieron las siguientes etapas: eliminacion de
los polifenoles glicosilados y aislamiento de los precursores glicosilados del aroma, eli-
minacion de la glucosa libre, hidrélisis acida de los precursores y andlisis por HPLC-

IR. Cada extracto se analiz6 por duplicado.

3.6. Analisis de volatiles

Se siguié el método de MARIN et al. (2005), basado en la SBSE-GC-MS y el empleo
de un twister de 10 x 0,5 mm (Gerstel, Miilheim a/d Ruhr, Alemania). A 25 mL de vino
se afiadio 3-metil-1-pentanol como SIy a continuacion se realizé la absorcion por inmer-
sion del twister con agitacion de 500 rpm durante 60 minutos y temperatura de 25°C. Los
analitos desorbidos fueron transferidos al cromatdgrafo de gases (Agilent 7890A GC-
5975C insert XL MDS). Los volatiles se identificaron y cuantificaron usando rectas de

calibrado de los patrones comerciales y utilizando la libreria NIST del equipo analitico.
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3.7. Analisis sensorial

Se realiz6 un analisis sensorial olfativo descriptivo de cada vino. El panel de cata lo for-
maron § jueces expertos, de entre 30-55 afios. Las catas se realizaron al finalizar la fer-
mentacion alcohodlica, después de la malolactica y a los 6 meses de permanecer el vino
en botella, por lo que de cada tratamiento y catador se recogieron seis fichas de cata.

Los descriptores se puntuaron desde 1 (ausencia) hasta 7 (maxima presencia).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra la concentracion de glucosa G-G () de los precursores aromaticos
tras liberarse la aglicona volatil. Se observa que las uvas procedentes de los tratamientos
de las vifias con los compuestos de referencia (E, G, E+G y W) tienen mayor cantidad
de glucosa G-G que el control. Los tratamientos afectaron de manera significativa a la
concentracion de precursores, lo que apoya, que al menos gran parte de estos volatiles
fueron absorbidos por la planta y acumulados en la uva en forma de precursores glico-
silados. La cantidad de cada compuesto glicosilado no fue determinada, ya que para ello
es necesario tener patrones de los mismos pero no existen en el comercio. No obstante,
este método nos da una medida cuantitativa de los precursores aromaticos, que poste-
riormente podran liberar sus agliconas volatiles en el vino. Las barras de la Figura 1
representan la concentracion de los volatiles de origen varietal que hay en los vinos pro-

cedentes de estas uvas.

a. varietales + E,GW b. varietales sin compuestos aplicados
1] 1 2 3 4 . 6 0 1 2 3 4 5 3
12 ¢+ 1,85 12 O 1,85
10 18 10 F1g
HFA
8 B
o 0 175 @emL O O O k1,75
6 6
17 @emeses baz
a ommicG) 4
N 1,65 2 F 1,65
0 16 [i} 16
E G E+G W CONTROL E [} E+G W CONTROL

Figura 1- Relacion entre la concentracién de glucosa G-G en uvas ( ¢ ) v la concentracién de voldtiles
(umol/L) de procedencia varietal de los vinos (a. teniendo en cuenta los compuestos aplicados, b. sin tener en
cuenta los compuestos aplicados.
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En la Figura 1.a. se han tenido en cuenta las concentraciones de los compuestos aplica-
dos, junto con los de origen varietal y se observa que hay una relacion entre los volatiles
determinados mediante GC y la concentracion de glucosa G-G de las uvas. Los vinos
procedentes de los tratamientos tuvieron mayor concentracion de estos volatiles que el
control, siendo mayor su concentracion en los vinos del tratamiento E+G. Cuando no
tenemos en cuenta los compuestos aplicados (eugenol, guayacol y whiskylactonas) para
calcular la concentracion total de los volatiles varietales (Figura 1.b), vemos que todos
los vinos procedentes de los tratamientos tienen mayor concentracion de estos compues-
tos, al menos en algun punto de muestreo, aunque las diferencias son menores y el com-
portamiento diferente. Estos resultados sugieren que la aplicacion de formulaciones con
compuestos volatiles exodgenos a la vifia, como eugenol, guayacol y whiskylactonas,
afecta a la composicion volatil de los vinos en dos sentidos: incrementa considerable-
mente la concentracion de los volatiles aplicados y modifica la de otros volatiles. En la
Tabla 1 se muestran los compuestos analizados, junto a su umbral de percepcion olfativa.
En la Figura 2 se muestra el VA (valor de aroma) correspondiente a los volatiles aplica-
dos (2.a.) y a los volatiles varietales (2.b). EI VA nos da una idea de la importancia que
tienen estos compuestos en el aroma global del vino, siendo mayor cuanto mayor es su
VA y nos permite evaluar de manera sencilla los datos obtenidos a partir del analisis
cuantitativo expresado como informacion sensorial. Los aromas varietales constituyen
entre un 70-85% del VA total de los compuestos analizados (fermentativos, fruta, varie-
tales). La cantidad de eugenol, guayacol y whiskylactonas aument6 de manera signifi-
cativa en los vinos procedentes de los tratamientos, lo que nos hace pensar que daran
sus notas caracteristicas a los vinos. La suma de VA de los varietales (1.b) sigue la misma
tendencia que la concentracion, siendo mas aromaticos los vinos procedentes de los tra-

tamientos que el control, especialmente para el procedente del tratamiento E+G.
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percepeidn olfativo (U.P.O.) a. VA de compuestos aplicados
o
120
u.p.0. 100
Compuesto %0
(ne/L) o
Guayacol 9.5 20
E-whiskylactona 370 o
Z-whiskylactona 54 £ ¢ b W contRoL Eea
Eugenol 6 b. VA de varietales 2
Linalol 15 o
Citronellol 100
Nerol 15
B-Damascenona 0.05
Geraniol 30
Geranyl acetona 60
B-lonona 5 £ g G W CONTROL
Nerolidol 15
Farnesol ¢ 1000 Figura 2- VA total de volitiles de compuestos
Vanillato de etilo 990 a[_ylicados (l.a), aromas varietale_s (1b) de _lus
) R vinos después de la fermentacién alcohdlica,
Cinamato de etilo 11 maloldctica y  después de 6  meses.
Dihidroxicinamato de etilo 1.6

En la Figura 3 se muestra el analisis sensorial olfativo de los vinos estudiados en los

diferentes muestreos. Se observa que en todos los muestreos los catadores apreciaron

diferencias entre los vinos, puntuando con mayor intensidad aromatica los vinos pro-

cedentes de los tratamientos. Estos vinos también fueron los que mayores puntuaciones

obtuvieron en los descriptores clavo y madera/roble. Eugenol y guayacol aportan notas

a especia, clavo y ahumado y su aroma detectable en el vino se relaciona tras su contacto

con la madera, quizas por eso estos vinos también obtuvieron grandes puntuaciones del

descriptor madera/roble.
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Figura 3- Analisis sensorial olfativo de los vinos elaborados.
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La presencia de whiskylactonas (cuyos descriptores son coco y madera/roble) fue apre-
ciada en los vinos que provienen de las uvas tratadas con W, estos obtuvieron las mayores
puntuaciones de la nota madera/roble. Otro aspecto a destacar en el analisis sensorial es
que aunque el VA total de los aromas varietales en vinos del tratamiento de W no es el
mayor, los catadores destacaron a estos vinos como los mas afrutados y con mas notas
varietales, especialmente después de la fermentacion malolactica. Este hecho puede ser
explicado por la complejidad aromatica que engloba al conjunto de volatiles de un vino
y a los efectos de interaccion que hay entre ellos. Concretamente la trans-whiskylactona
estd considerada como un compuesto impacto (BOIDRON et al., 1988) que puede
romper el buffer aromatico del vino, de forma que le confiere diferentes notas aromati-
cas. El trabajo ha demostrado que hay una relacion directa entre la cuantificacion de la
glucosa G-G en las uvas y la intensidad aromatica de sus vinos. Las uvas de los trata-
mientos tenian mayor cantidad de precursores aromaticos y dieron vinos de mayor inten-
sidad aromatica. La aplicacion de eugenol, guayacol y whiskylactonas a las vifias incre-
menta la concentracion de los precursores glicosidicos de la uva, y como consecuencia,
modifica la composicion volatil de los vinos, dando un perfil aromatico diferenciado
asociado a esas sustancias exdgenas. Estos compuestos se incorporaron a la uva en forma
de precursores glicosidicos y posteriormente liberan sus aglicona volatil al vino, al que
le pueden comunicar su aroma. Por tanto, la determinacion del potencial aromatico gli-
cosidico de la uva por HPLC-IR es una herramienta sencilla que da una informacion

valiosa para predecir la intensidad aromatica varietal que tendra un vino.
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DIFERENCIACAO DE VINHOS MONOVARIETAIS DAS
CASTAS TOURIGA NACIONAL E ARAGONES PELO
PERFIL ANTOCIANICO

Ema CALCADA', Fernanda COSME? e Ana BARROS!

RESUMO

O consumidor atual é cada vez mais exigente relativamente a garantia da origem e da composi¢ao
do vinho que consome, sendo uma das preocupagdes do setor vitivinicola a correta identificacao e
caracterizagdo de vinhos monovarietais. Por essa razdo, ¢ necessario estabelecer métodos objetivos
para a caracteriza¢do dos vinhos com vista a normaliza¢ao dos processos de controlo. A utilizagdo
de ferramentas analiticas adequadas para a autenticacdo de vinhos tintos monovarietais ¢ essencial
para este setor, uma vez que estes vinhos desempenham um papel fundamental a nivel do mercado
mundial. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar o perfil antocianico por HPLC de vinhos
monovarietais das castas Aragonés e Touriga Nacional com o intuito de os discriminar. Os resulta-
dos obtidos permitiram identificar 15 antocianinas monoméricas, incluindo antocianinas monoglu-
cosiladas, acetiladas e cumariladas em diferentes proporgoes, dependendo da casta.

Palavras-Chave: vinho, perfil antocianico, Touriga Nacional, Aragonés, analise em componentes
principais

1-INTRODUCAO

As antocianinas s3o 0os compostos fendlicos responsaveis pela cor das uvas e dos vinhos
tintos, que podem ser associados a caracterizagdo da casta, uma vez que sdo substancias
sintetizadas nas uvas (CRAVERO e DI STEFANO 1990). As condi¢des ambientais sob

as quais decorre o desenvolvimento do bago tém grande influéncia na quantidade de
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compostos responsaveis pela cor, mas a natureza e as percentagens relativas destas
substancias obedecem a um determinante genético que as torna mais ou menos cons-
tantes (CALO et al. 1994).

A procura de vinhos monovarietais tem tido um crescimento nos tltimos anos, o que
torna imperioso dispor de técnicas laboratoriais e ferramentas analiticas expeditas para
poder certificar a sua autenticidade e consequentemente proteger os consumidores,
especialmente quando o rétulo menciona a casta utilizada na vinifica¢do desse vinho.
Varios autores tém utilizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a
determinagao do perfil de antocianinas de uvas e de vinhos tintos (OIV, 2003; BAER et
al. 2008; OTTENEDER et al. 2001; AROZARENA et al. 2000a ¢ b; REVILLA et al.
2001; BURNS et al. 2002; OTTENEDER et al. 2002; SCHWARZ et al. 2004), sendo
possivel a sua utilizagdo para diferenciar as castas e consequentemente efetuar a auten-
ticidade do vinho (ZHAO et al. 2010).

O objetivo deste trabalho foi identificar o perfil de antocianinas por HPLC de vinhos
tintos monovarietais da casta Aragonés e Touriga Nacional de forma a verificar se seria

possivel diferencia-los.

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Vinhos
Foram analisados vinhos tintos jovens monovarietais da casta Aragonés e Touriga Nacio-

nal.

2.2 — Determinacio e identificacdo das antocianinas monoméricas

As antocianinas monoméricas dos vinhos foram determinadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), sendo usado para o efeito um equipamento Dionex (3000
Dionex Corporation) equipado com um detector de fotodiodos. A coluna utilizada foi
uma Teknocroma C-1g com 250 cm de comprimento e 4 mm de didmetro € 5 mm de
particula (Teknocroma, Barcelona). A fase A - solugdo aquosa de acido formicoa 5 % e
a fase B de metanol, ambos de qualidade analitica (Panreac). A agua ultra-pura foi obtida
a partir de um sistema de purificagdo de Mili-Q (Millipore). O gradiente usado foi de 5

% B, a 5 minutos, gradiente até 60 % de B em 60 minutos, 60 % B de 5 minutos. O
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detector de fotodiodos operava entre 200-600 nm e o perfil cromatografico foi registado
a 520 nm. O volume injectado de amostra foi de 50 []l e o fluxo de 1 mL/min, sendo a
analise feita a 35 °C. Cada uma das antocianinas foi identificada de acordo com
DALLAS ¢ LAUREANO (1994), pela ordem de eluigdo, o tempo de retengdo e espec-

tros de ultravioleta visivel. Todas as analises foram efectuadas em duplicado.

2.3 — Anilise estatistica

Para analisar as diferencas estatisticas entre o perfil de antocianinas, efectuou-se uma
analise de variancia (ANOVA) utilizando o programa Statistica versdo 6. As diferengas
entre os valores médios foi efetuada recorrendo ao teste Tukey (p < 0,05). A diferencia-
¢do das castas pelo perfil de antocianinas foi efetuada com recurso a analise em compo-

nentes principais recorrendo-se também ao programa Statistica versdo 6.

3 - RESULTADOS

De forma a se poder identificar as diferentes antocianinas de cada amostra de vinho nos
cromatogramas obtidos por HPLC, foi necessario determinar previamente os diferentes
tempos de reteng@o das antocianinas separadas. Foram detectadas e identificadas 15
antocianina monoméricas nos vinhos monovarietais das castas Touriga Nacional e Ara-

gongs, cujos tempos de retencdo se apresentam no Quadro 1.

Quadro 1 - Tempo de retengdo (tr), das antocianinas detectadas nos vinhos das castas de
Touriga Nacional e Aragonés estudados.

Antocianina tr = DP (min)
delfinidina-3-monoglucésido 1708 £0.21
cianidina-3-monoglucésido 2259+022
petunidina-3-monoglucdsido 2775+0.22
peonidina-3-monoglucésido 30,31 £ 0,19
malvidina-3-monoglucésido 31,68 0,19
delfinidina-3-acetilglucdsido 35,79 £ 0,20
cianidina-3-acetilglucésido 36,98 +0,20
petunidina-3-acetilglucésido 38,82 +0,23
peonidina-3-acetilglucésido 40,17 £ 0,19
malvidina-3-acetilglucésido 4326 +0,21
delfinidina-3-p-cumarilglucésido 45,15+0,21
cianidina-3-p-cumarilglucdsido 4585 +0.26
petunidina-3-p-cumarilglucésido 46,15+0,23
peonidina-3-p-cumarilglucdsido 4726 +021
malvidina-3-p-cumarilglucésido 4961 +0.20

DP - desvio padrao
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A figura 1 mostra a percentagem de area da série das antocianinas monoglucosiladas,
acetiladas e cumariladas determinadas nos vinhos monovarietais das duas castas.

Foram constatadas diferengas significativas (p < 0,05) entre os vinhos quanto a série
das antocianinas monoglucoésiladas e acetiladas. Verificou-se que os vinhos monovarie-
tais das castas Aragonés apresentavam uma maior percentagem de area da série das anto-
cianinas monoglucosiladas enquanto que os vinhos monovarietais das castas Touriga
Nacional apresentavam uma maior percentagem de area da série das antocianinas ace-
tiladas. Relativamente a série das antocianinas cumariladas ndo foram encontradas dife-

rengas significativas entre os vinhos das duas castas em estudo.

100 4

%o de area

Monoglucésidos Acetilglucosidos Cumarilglucésidos

Figura 1 — Percentagem de drea das séries de antocianinas monoglucésiladas, acetiladas e

cumariladas dos vinhos monovarietais das castas Touriga Nacional (TN) e Aragonés (Arag).
‘Valores com a mesma letra nao sao significativamente diferentes (p < 0.05) para o pardmetro avaliado (teste Tukey ).

A figura 2 mostra a percentagem de area das antocianinas monoméricas da série das
antocianinas monoglucosiladas, acetiladas e cumariladas.

Na série das antocianinas monoglucosiladas, a cianidina-3-monoglucésido e a petuni-
dina-3-monoglucdsido sdo as antocianinas monoméricas que apresentam diferencas sig-
nificativas (p < 0,05) na percentagem de area entre os vinhos vinificados da castas Tou-
riga Nacional e Aragonés, sendo a sua percentagem superior nos vinhos vinificados a
partir da casta Aragonés (figura 2A). Ja a peonidina-3-monoglucésido apresentou uma
percentagem de area significativamente superior nos vinhos vinificados da casta Touriga

Nacional.
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Na série das antocianinas acetiladas, apenas foi observada uma diferenga significativa
(p <0,05) entre os vinhos provenientes das duas castas em estudo para a malvidina-3-
acetilglucosido (13,5 e 7,8 % de area da malvidina-3-acetilglucésido no vinho da casta
Touriga Nacional e Aragonés, respectivamente), sendo os vinhos vinificados a partir da
casta Touriga Nacional mais ricos nesta antocianina (figura 2B).

Apesar de ndo terem sido detectadas diferencas significativas na percentagem de area
da serie das antocianinas cumariladas (figura 1), quando se faz a analise tendo em con-
sidera¢do cada uma das antocianinas monoméricas desta série, pode constatar-se que
existem diferengas significativas entre os vinhos das duas castas quanto a petunidina-p-
cumarilglucoésido, peonidina-p-cumarilglucésido e malvidina-p-cumarilglucésido, sendo
a percentagem de area das duas primeiras superior nos vinhos vinificados da casta Ara-
gonés (0,1 e 0,2 % de area da petunidina-p-cumarilglucésido, 0,6 e 1,3 de area da peo-
nidina-p-cumarilglucésido no vinho da casta Touriga Nacional e Aragonés, respectiva-
mente) e a Gltima antocianina superior nos vinhos vinificados a partir da casta Touriga
Nacional (8,6 ¢ 7,9 % de 4rea da malvidina-p-cumarilglucésido no vinho da casta Tou-

riga Nacional e Aragonés, respectivamente) (figura 2C).
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Cumariladas

% area

mTN
Arag

Delfinidina Cianidina

antocianinas cumariladas

Figura 2 - Perfil das antocianinas monoméricas dos vinhos monovarietais das castas Touriga
Nacional (TN) e Aragonés (Arag). Série monoglucosilada (A), série acetilada (B) e série

cumarilada (C).
Valores com a mesma letra nio sdo significativamente diferentes (p < 0.05) para o parimetro avaliado (teste Tukey ).

De forma a melhor elucidar se o perfil das antocianinas descrimina os vinhos vinificados
a partir das duas castas, foi efetuada a analise em componentes principais utilizando os
dados das séries das antocianinas monoglucosiladas, acetiladas e cumariladas (figura
3), verificando-se que a primeira e a segunda componente explicam 88,73% da variancia
total (CP1 - 55.66 % e CP2 - 33,07 %). Os resultados apontaram para a existéncia de
uma diferenciagdo dos vinhos em fungéo da casta, localizando-se os vinhos vinificados
a partir da casta Aragonés no 1° e 4° quadrante enquanto que os vinhos vinificados a
partir da casta Touriga Nacional se localizam no 2° e 3° quadrante.

Na figura 3, a primeira componente (CP 1 - 55,66%) esta relacionada positivamente
com a série das antocianinas monoglucosiladas e negativamente com a série das anto-
cianinas acetiladas e a segunda componente (CP 2 - 33,07%) esta negativamente rela-

cionada com a série das antocianinas cumariladas.

166



Livro Actas
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Figura 3 - Projegdo dos vinhos das castas Touriga Nacional (TN) e Aragonés (Arag) e da

série das antocianinas monoglucosiladas, acetiladas e cumariladas no plano definido pelas
duas componentes principais.

Os vinhos colocados a direita (maioritariamente vinhos vinificados a partir da casta Tou-
riga Nacional) caracterizaram-se por apresentarem uma maior percentagem de area de
antocianinas acetiladas, enquanto que os vinhos colocados a esquerda (maioritariamente
vinhos vinificados a partir da casta Aragonés) caracterizaram-se por apresentarem uma
maior percentagem de area de antocianinas monoglucosiladas (figura 3).

Foi ainda efetuada a analise linear discriminante com o intuito de perceber melhor a
descriminagdo dos vinhos em fungdo do seu perfil de antocianinas. Verificou-se que os
vinhos monovarietais da casta Aragonés e Touriga Nacional estdo praticamente discri-
minadas (94%) (figura 4). Das 21 amostras de vinhos da casta Aragonés analisadas, 2
foram classificadas como Touriga Nacional e das 32 amostras de vinhos Touriga Nacio-
nal analisadas, apenas uma foi classificada como Aragonés, o que mostra o potencial do

perfil das antocianinas para discriminar os vinhos monovarietais quanto a casta.
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Total 94,33962 20 33

Figura 4 -. Anilise linear discriminante dos vinhos monovarietais da casta Touriga Nacional (TN)

e da casta Aragonés (Ara) tendo como base o perfil de antocianinas.

4 - CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram que de um modo geral, os vinhos monovarietais
da casta Aragonés apresentam uma maior percentagem de antocianinas monoglucosila-
das (78,1 %) em relagdo aos vinhos monovarietais da casta Touriga Nacional (71,5 %).
No entanto, os vinhos monovarietais da casta Touriga Nacional apresentaram uma maior
percentagem de antocianinas acetiladas (18,3 %) quando comparados com os vinhos
monovarietais da casta Aragonés (12,5 %). J4 as antocianinas cumariladas apresentaram
percentagens idénticas nos dois vinhos (9,9 % para os vinhos monovarietais da casta
Aragonés e 9,5 % para os vinhos monovarietais da casta Touriga Nacional). As diferen-
¢as no perfil de antocianinas dos vinhos monovarietais das castas Touriga Nacional ¢
Aragonés permite praticamente discrimina-los, como se pode constatar pelos resultados
obtidos na analise em componentes principais (88,73 %) e pela analise linear discrimi-
nante (94 %).
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ESTABILIZACAO PROTEICA DE VINHOS BRANCOS
POR ADICAO DE MANOPROTEINAS E IMPACTO NA
QUALIDADE

Tania RIBEIRO?; Concei¢ao FERNANDES'; Fernando M. NUNES 2; Luis
FILIPE-RIBEIRO?; Fernanda COSME’

RESUMO

As proteinas, embora em reduzida concentragdo no vinho branco, podem ser fatores de instabili-
dade, e podem afetar a limpidez e/ou originar depdsitos amorfos. Para prevenir a instabilidade pro-
teica € tradicionalmente efetuada a colagem dos vinhos brancos com bentonite. Contudo, esta cola
inorganica apresenta algumas limita¢des, particularmente quando aplicada em doses elevadas. Neste
contexto, foram avaliadas varias manoproteinas comerciais para a estabiliza¢do proteica dos vinhos,
como possiveis alternativas a bentonite. Para o efeito caracterizaram-se onze manoproteinas, quanto
a sua composicao proteica e em agucares. A sua eficacia foi avaliada relativamente ao seu potencial
de estabilizagdo proteica, bem como ao seu efeito no potencial de acastanhamento, composic¢ao
fenolica e nas caracteristicas sensoriais do vinho.

Palavras-chave: vinho branco; estabilidade proteica; manoproteinas; bentonite; composigao feno-
lica, caracteristicas sensoriais.

1- INTRODUCAO

No vinho branco a instabilidade proteica ¢ considerada um defeito que pode conduzir a
rejeigio do produto (RIBEREAU-GAYNON et al. 2006; SAUVAGE et al. 2010). A des-
naturagdo e consequente precipitacdo das proteinas instaveis presentes no vinho, podem
originar turvag¢do ou formagdo de depdsitos amorfos apos o engarrafamento (WATERS
et al. 2005). A concentragdo de proteinas, assim como a composi¢ao das frac¢des pro-

teicas, dependem da casta, condi¢des climaticas, estado de maturagdo das uvas e pro-

!Centro de Investigagdo de Montanha, Escola Superior Agraria (CIMO-ESAB) Instituto Poli-
técnico de Braganga, Portugal. email: conceicao.fernandes@ipb.pt

2Centro de Quimica de Vila Real (CQ-UTAD) Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro.
5001-801 Vila Real, Portugal. email: fnues@utad.pt

3Instituto de Bioengenharia e Biotecnologia, Centro de Genomica e Biotecnologia, (IBB/CGB-
UTAD) Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Edificio de Enologia, 5001-801 Vila
Real, Portugal. email: fcosme@utad.pt; fmota@utad.pt

171



Livro Actas

cesso de vinificagdo (PASHOVA et al. 2004; SAUVAGE et al. 2010). A colagem com
bentonite é o processo mais comum na remoc¢ao de proteinas do vinho, porém a sua efi-
ciéncia depende do tipo de bentonite, dose adicionada, composi¢do do vinho em protei-
nas, temperatura ¢ pH (RIBEREAU-GAYNON et al. 2006). Pelo facto de a bentonite
nao apresentar especificidade para as proteinas instaveis do vinho (LAMBRI et al. 2010),
a sua utilizacdo pode conduzir a consequéncias indesejaveis, como remo¢ao de molé-
culas relacionadas com a cor, aroma e sabor, modificando as caracteristicas sensoriais
(HQJ et al. 2000). Assim, tém sido estudadas alternativas, como por exemplo a aplicagdo
de manoproteinas (GONZALEZ-RAMOS et al. 2008) que quando usadas como estabi-
lizantes, podem prevenir a turvagdo (GONZALEZ-RAMOS et al. 2006) e eventualmente
melhorar as caracteristicas sensoriais do vinho (ESCOT et al. 2001).

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes manoproteinas, com-
parativamente a bentonite, na estabilizacdo proteica e na qualidade final do vinho,
nomeadamente na composi¢ao fenolica, caracteristicas cromaticas e sensoriais em vinho

branco.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Vinho

Foi usado um vinho branco da regido Demarcada do Douro, da colheita de 2011, com
as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: teor alcoolico 14,2 % (v/v); massa volumica
(20°C) 0,9890 g/cm’; acidez total 5,5 g/L (em &cido tartarico); pH 3,29, acidez volatil
0,31 g/L (em &acido acético) e o teste de estabilidade proteica (teste do calor 80 °C, 30
minutos, vinho instavel se A NTU > 2 NTU), o vinho apresentou-se instavel com 7,1

NTU.

2.2 - Ensaios de estabilidade proteica

Foram testadas onze manoproteinas (NS, VP, BM, Mb, B150, BB, NF, B20, PG, V, BA)
diferentes quanto ao peso molecular e processo de extragdo, e uma bentonite (M —calcica
ativada). As 11 manoproteinas, foram aplicadas na dose maxima recomendada pelo fabri-
cante e no caso da bentonite aplicou-se a dose média. As manoproteinas e a bentonite

foram preparadas de acordo com as especificagdes dos fabricantes. Os ensaios de cola-
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gem foram conduzidos em 375 mL de vinho a temperatura de 20 °C durante 7 dias.

Todos os ensaios foram efetuados em duplicado.

2.3 - Caracterizaciao das manoproteinas

A andlise qualitativa e quantitativa em agucares foi realizada por cromatografia de troca
ionica com detegdo amperométrica por pulsos, apds hidrolise acida. A concentragdo de
proteina total foi determinada pelo método de Kjeldahl. Todas as analises foram reali-

zadas em duplicado.

2.4 - Métodos analiticos

O teor alcoodlico, a massa volimica, a acidez total, a acidez volatil e o pH foram deter-
minados num FTIR Baccus. A estabilidade proteica foi avaliada pelo teste do calor
(RIBEREAU-GAYON e PEYNAUD 1961). O indice de polifendis totais (IPT) foi deter-
minado pela medigio da absorvancia a 280 nm (RIBEREAU-GAYNON et al. 2006). O
potencial de acastanhamento foi determinado de acordo com SINGLETON e KRAM-
LING (1976). As caracteristicas cromaticas foram determinadas de acordo com os méto-

dos da OIV (2012). Todas as analises foram realizadas em duplicado.

2.5 - Analise sensorial

A analise sensorial dos vinhos foi realizada por um painel de provadores treinados, tendo
sido seleccionados quinze atributos: aspecto (limpidez, cor), aroma (intensidade aroma-
tica, frutado, floral, vegetal, oxidado, quimico) e sabor (dogura, acidez, amargo, inten-
sidade gustativa, volume gustativa, equilibrio gustativo, persisténcia). Estes atributos
foram quantificados através de uma escala de intensidade de dez pontos (ISO 4121,
2003).

2.6 - Analise estatistica

Realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) aos dados fisico-quimicos e sensoriais,
utilizando o programa Statistica versdo 6. As diferencas entre os valores médios foram
efetuadas com o teste Tukey (p < 0,05) para os dados das analises fisico-quimicas e com

o teste de Duncan (p < 0,05) para os dados da analise sensorial.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 — Efeito da aplicacio de manoproteinas na estabilidade proteica de vinhos
A estabilidade proteica dos vinhos aos quais foi adicionado bentonite e diferentes tipos

de manoproteinas foi avaliada pelo teste do calor (Quadro 1).

Quadro-1-Teste de estabilidade proteica pelo calor aplicado ao vinho branco e volume de borras,
apos o tratamento com manoproteinas e bentonite.

Teste do calor Volume de borra

0
++

Contirolo C
Bentonite M
NS
VP
BM
Mb
B150
Manoproteinas BB
NF
B20
PG
v
BA s -
Testes de estabilidade: instdvel (1), estdvel (s). Volume de borras: inexistente (0); reduzido (-); médio (+): elevado (++). Controlo (C),
bentonite (M), manoproteinas (NS, VP, BM, Mb, B150, BB, NF, B20, PG.V, BA).

P e

Como esperado, a bentonite foi eficaz na remogdo das proteinas instaveis do vinho.
Também nove das onze manoproteinas testadas se mostraram eficientes na estabilizagdo
proteica do vinho. O volume de borras produzido pela aplicacdo da bentonite foi mar-
cadamente superior ao resultante da aplicacdo das manoproteinas, o que implica poten-

cialmente uma menor perda de vinho (Quadro 1).

3.2 — Caracterizaciio das manoproteinas
Para compreender a relagdo entre a composi¢do das manoproteinas e o seu efeito na
estabilizag@o proteica, estas foram caracterizadas quanto ao teor em agucares totais,

manose e glucose e proteina total (Figura 1).
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—&— Aclcares Totais
—{— Manose
—&— Glucose

—>—ProteinaTotal

Figura - 1 Composi¢io em agticares totais, manose, glucose e protefna total (g/100 g) das
manoproteinas testadas neste estudo.
Manoproteinas (NS, VP, BM, Mb, B150, BB, NF, B20, PG.V, BA).

Os resultados obtidos sugerem que as manoproteinas mais eficazes na estabilizagao pro-
teica dos vinhos sdo as que possuem uma maior concentragdo em manose € menor con-

centragdo de proteina total (Quadro 1).

3.3 — Efeito da aplicacido da bentonite e das manoproteinas no indice de
polifendis totais e potencial de acastanhamento do vinho branco

Os resultados indicam que a bentonite testada ndo induz alteragdes significativas (p >
0,05) no indice de polifendis totais, porém algumas manoproteinas provocaram uma
diminuigao significativa (p < 0,05) (Figura 2).

Abs (nm)

6.8
6.3
6.2
59
56

53

C M NS VP BM Mb BI130 BB NF B20 PG v BA

Figura - 2 Indice de polifendis totais do vinho branco apés a aplicagdo da bentonite e das manoproteinas.

Controlo (C), bentonite (M), manoproteinas (NS, VP, BM, Mb, B150, BB, NF, B20, PG.V, BA).Valores com a mesma letra niio sio
significativamente diferentes (p < 0.05) para o parimetro avaliado (teste Tukey).
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Os resultados obtidos para o potencial de acastanhamento mostraram um decréscimo
apos a aplicacao de bentonite; 0 mesmo se verifica apos a aplicagdo de manoproteinas,

principalmente da NF e B20 (Figura 3).

Abs (nm)
0.06

005
0.04
0.03
002

0.01

0

C. NS VP M. Mbp BI150 ,BB NF_ R2 PG. v BA 2
Figura - 3 Potencial dlgl acastanhamento (ﬁ) vinho granco apds a apllcagaoﬁa%“q[lgg_ggg e das manoproteinas.

Controlo (C), bentonite (M), manoprotefnas (NS, VP, BM, Mb, B150, BB, NF, B20, PGV, BA).Valores com a mesma letra nao sio
significativamente diferentes (p < 0.03) para o pardmetro avaliado (teste Tukey).

3.4 — Efeito da aplicacido da bentonite e das manoproteinas na variacido da cor do
vinho branco

Apos aplicacdo do sistema CIELab, foi possivel calcular a variacdo da cor (AE*) dos
vinhos tratados relativamente ao vinho sem tratamento. A variacdo da cor (AE*) é a
média geométrica de AL*, Aa* e Ab*, esta pode ser visualmente discriminada pelo olho
humano quando apresenta valores superiores a 2 unidades CIELab. Comparando os
vinhos entre si, ¢ possivel verificar que os valores de AE* mais elevados foram obtidos

apenas para o vinho tratado com a manoproteina VP (Figura 4).
= AE
-

7

M NS VP BM Mb B150 BB NF B20 PG v BA

Figura - 2 Variagio da cor do vinho branco apés aplicagdo da bentonite e das manoprotefnas.

Bentonite (M). manoproteinas (NS, VP, BM. Mb. B150. BB, NF. B20, PG.V. BA).Valores com a mesma letra no sao
significativamente diferentes (p < 0.05) para o parimetro avaliado (teste Tukey).
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3.5 — Avaliacao sensorial

Ap0s analise sensorial do vinho submetido a diferentes tratamentos ndo se verificaram

diferengas significativas (Quadro 2), contudo verifica-se uma maior pontuagao total atri-

buida a alguns vinhos onde foram aplicadas manoproteinas.

Quadro-2 — Pontuagdes atribuidas a cada descritor ap6s a andlise sensorial dos vinhos antes e
depois do tratamento com bentonite ¢ manoproteinas (média+DP).

. Benlonite Manoprotefnas
Descritores _—
c M NS VP BM Mb B130 BB NF B20 PG v BA
Cor 722° 5220 (752 3220 3220 52" 822 82° 8z B2 Ba2 752 (2
Limpidez 7430 5420 743° 743 7430 743 743 743° Te3 a3 B 7430 743
Intensidade 7420 6220 621 621t 61 61 61 7210 7510 7210 7510 7810 61t
Frutado 7420 510 642 612 642 5120 61 5120 621 6el* Gl 5420 61t
Floral 520 31 5421 542+ S5e20 5120 542t 612t 6:1*  6el*  Ssl* 5120 542+
Vegetal 3120 3120 3420 3520 3420 3130 3420 3120 3:20 2420 a2 3120 242+
Oxidado 220 2620 2210 2420 2e20 2220 2420 220 383 262 33 3120 2420
Quimico 320 3220 3820 3820 3820 330 2820 320 2220 2s2 3s2 320 2s2
Dogura 5120 5820 542° Selt 5470 5120 42 512° S:0 S5e a2 5220 Sel*
Acidez 721° 6420 74l 61t 642 6420 622 7210 Gel* bt 6x2 651t 622
Amargo 4120 31 3420 351t 3820 3120 3520 320 382 3 3a 4120 351t
Tntensidade Gustativa  6:+2* 610 610 6l 61 ENE 61 61 622 6el* 6l 61 el
Volume Gustativo 61 610 7al* el 6420 Gl 61 61 Tel* Gel* 6l 642 el
Equilfbrio Gustativo 61 Gl Galwc Tadv Galvc Gal®c 6xlP Gl el Gxl®c  Tal® Sk Tels
Persisténcia 612 610 61 61 610 6l 61 61 Telr el 6l 6x1* 61
Total 81 77 30 30 78 76 76 50 82 7 80 79 79

Controlo (C), bentonite (M), manoproteinas (NS, VP, BM, Mb, B150, BB, NF, B20, PG, V, BA). Valores com a
mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (p < 0.05) para o descritor avaliado (teste de Duncan).

4 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a eficacia da bentonite na estabilidade
proteica dos vinhos. Por outro lado, as manoproteinas também demonstraram uma
influéncia positiva na estabilizagdo proteica do vinho. Ao nivel sensorial ndo se verifi-
caram diferengas significativas (p < 0.05), a excepgdo do descritor equilibrio gustativo,
onde os vinhos estabilizados com as manoproteinas foram mais pontuados quanto aos
descritores frutado e floral. As manoproteinas parecem poder ser uma alternativa eficaz
ou um complemento ao método tradicional (colagem com bentonite), porem, convém
salientar que estes resultados devem ser encarados como preliminares, sendo necessario

realizar mais estudos com outros tipos de vinhos.
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DESOXIGENACAO APOS TRANSPORTE: IMPACTO
NAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS
E SENSORIAIS DO VINHO LOUREIRO

Susete RODRIGUES"??, Luis FILIPE-RIBEIRO?, Fernando M. NUNES?,
Fernanda COSME?

RESUMO

A gestao do oxigénio representa um grande desafio em enologia, uma vez que a excessiva exposicao
ou prote¢ao podera provocar defeitos sensoriais. Na produgdo de vinho branco, ¢ normalmente evi-
tado o contato excessivo com o0 oxigénio, uma vez que, podera afectar o aroma, cor e, eventual-
mente, reduzir o tempo de prateleira (shelf-life). A monitoriza¢@o e o controlo dos niveis de oxigénio
nas diferentes etapas de produgdo sdo de extrema importancia. O transporte de vinho a granel ¢
uma das etapas na qual o oxigénio pode entrar em contacto com o vinho de forma descontrolada,
pelo que o principal objectivo deste trabalho foi verificar o efeito do transporte e do processo de
desoxigenagdo na qualidade do vinho Loureiro. O vinho foi monitorizado em trés etapas funda-
mentais: antes e apos o transporte do vinho a granel, e apos o processo de desoxigenagdo. Em cada
etapa foi analisado o impacto sobre a composigdo fendlica, caracteristicas cromaticas e sensoriais.
Os resultados obtidos demonstram o impacto negativo do transporte na qualidade do vinho, no
entanto, também demonstra que o processo de desoxigenagao pode ser uma mais-valia técnica para
minimizar o efeito negativo da excessiva exposigao do vinho ao oxigénio.

Palavras-chave: vinho Loureiro, oxigénio, desoxigenagdo, compostos fenolicos, impacto senso-
rial.

1- INTRODUCAO
A evolugdo do vinho esta extremamente dependente da quantidade de oxigénio dissol-
vido (GODDEN et al. 2005), por este ser essencial ao seu desenvolvimento influen-

ciando a sua cor, aroma e sabor (LEMAIRE 1995). No entanto, quando o oxigénio esta

! Caves do Monte — Vinhos SA, Sousela — Lousada, email: susete@cavesdomonte.com

2 Instituto de Biotecnologia e de Bioengenharia — Centro de Gendmica e Biotecnologia, (IBB-CGB-
UTAD), UTAD, Edificio de Enologia 5001-801 Vila Real, Portugal. email:fcosme@utad.pt,
fmota@utad.pt

3 Centro de Quimica de Vila Real (CQ-UTAD), Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro,
5001-801 Vila Real, Portugal. email: fnunes@utad.pt.
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presente em certas etapas da produgdo ou em niveis elevados, pode provocar efeitos
negativos, tais como a estimulagdo do crescimento de microrganismos indesejaveis e
alteragdes importantes na cor e no aroma do vinho (CAILLE et al. 2010).

O termo oxigenacao refere-se normalmente a exposicéo controlada de um vinho ao oxi-
génio e implica geralmente um impacto positivo na sua qualidade. Em contraste, o termo
oxidagdo (ou oxidado) é frequentemente associado as consequéncias negativas da expo-
sicdo excessiva ao oxigénio (BLACKBURN 2004). A degradagdo oxidativa ¢ principal-
mente devida a reagdo promovida pelo oxigénio em si, o que é bastante diferente do que
acontece durante o envelhecimento, em que as alteragdes na composi¢ao sdo devidas a
varios tipos de reagdes.

A degradacio oxidativa do vinho depende de varios fatores, tais como a composi¢ao do
vinho, a concentragdo de oxigénio dissolvido, o pH, a temperatura de armazenamento,
a concentragdo e o tipo de compostos fenolicos, bem como a presenga de antioxidantes
exogenos, como o didxido de enxofre e o acido ascorbico (WILDENRADT e SINGLE-
TON 1974; SINGLETON ¢ KRAMLING 1976; VIVAS et al. 1993).

A oxidagdo dos vinhos brancos leva a uma perda dos seus atributos sensoriais, nomea-
damente das caracteristicas aromaticas dos vinhos jovens, ou seja, dos aromas florais e
frutados (SINGLETON e KRAMLING 1976; ESCUDERO et al. 2000), ¢ a cor evolui
para uma tonalidade acastanhada (acastanhamento ndo enzimatico) (LEMAIRE 1995).
A degradacdo aromatica ocorre antes da alteragdo cromatica.

A introdugdo do oxigénio pode ocorrer durante as operagdes de transferéncia, na filtracdo
e antes do engarrafamento (GODDEN et al. 2005). Assim, a monitoriza¢do do oxigénio
no vinho ¢ importante para maximizar a sua qualidade, dado que a sua presenga em
excesso resultara numa possivel oxidagao, diminuindo a sua qualidade e consequente-
mente o seu tempo de vida util (shelf-life).

O tempo de vida ttil de um vinho € uma preocupacao primordial em enologia por estar
diretamente relacionada com a sua resisténcia a oxidacdo. Na verdade, o vinho contém
um grande niimero de antioxidantes naturais pertencentes a diferentes familias de com-
postos fenolicos (ESCUDERO et al. 2002), por outro lado contem um elevado numero
de constituintes que podem ser facilmente oxidados, tais como, ides ferro, acido ascor-

bico, compostos fenolicos e etanol (BOULTON et al. 1996).
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O transporte de vinho a granel ¢ uma etapa critica, na qual o oxigénio pode entrar em con-
tacto com o vinho de forma descontrolada. Sdo transportados diariamente milhares de
litros de vinhos a granel, pelo que a remogao eficaz do oxigénio em excesso em tempo
util, podera melhorar a qualidade e/ou minimizar possiveis oxidagdes resultantes do trans-
porte do vinho. Assim, o objetivo deste trabalho foi efectuar a monotorizagdo das concen-
tragdes de oxigénio dissolvido presentes no vinho Loureiro antes e depois do transporte e
apos desoxigenagdo; bem como o acompanhamento dos vinhos durante um periodo de

nove meses, avaliando também a sua evolugdo fisico-quimica, fendlica e sensorial.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Vinho

Foi utilizado um vinho Loureiro, colheita 2010 (teor alcoolico 9,0 % (v/v); acidez total
10,3 g/L e pH 2,91). As amostras foram codificadas com a Etapa: 0 — antes do transporte,
1 — depois do transporte, 2 — desoxigenagio e o Tempo: TO (tempo inicial), T1 (primeiro

més), T3 (terceiro més), T6 (sexto més) e T9 (nono més).

2.2 - Delineamento experimental

As amostras foram recolhidas em triplicado nas trés etapas (figura 1). O acompanha-
mento da evolugdo dos parametros fisico-quimicos foi realizado no tempo TO, T1, T3,
T6 ¢ T9 ¢ a analise sensorial foi realizada no tempo TO0, T3 ¢ T9.

O processo de desoxigenacdo consistiu no varrimento do vinho com azoto (pureza >
99,5 %) com um difusor durante a recegdo do vinho, na quantidade de 10 % do caudal
da bomba.

(12 horas aberta)

Trecwicets N arenel Bomba Difusor Tubagem

10% Caudal Pureza om 50 metros gl
Azoto > 99,5%

Etapa 0 Etapa 1 Etapa2
[Antes do (Depois do (Desoxigenacdo)
transporte) transporte)

Figura 1 — Esquema representativo do delineamento experimental.
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As amostras foram recolhidas em garrafas de vidro (bordalesa prestigio, cor canela) com
750 mL de capacidade, espaco de cabega a volta dos 6 mm, sulfuroso livre do vinho
corrigido para 40 mg/L. As garrafas foram fechadas com rolha técnica (Twin Top) devido
a baixa taxa de difusdo de oxigénio (LOPES et al. 2006) durante o tempo total do estudo,
9 meses. As amostras foram colocadas 12 horas na posi¢do vertical e posteriormente

foram armazenadas na posi¢do horizontal a 20 °C.

2.3 - Métodos analiticos e tratamento estatistico

As metodologias analiticas utilizadas para a analise fisico-quimica do vinho encontram-
se descritas no quadro 1.

Para o tratamento estatistico dos dados obtidos utilizou-se o programa STATISTICA
(versdo 6) tendo sida utilizada a analise de variancia (ANOVA) para detectar diferencas
entre as variaveis. A diferenca entre os valores médios dos dados das analises fisico-
quimicas foi feita pelo teste de Tukey (HSD 5%) e nos dados da analise sensorial apli-

cou-se o teste de Duncan (5%).

Quadro 1 — Parimetros analiticos e metodologias utilizadas para a andlise fisico-quimica do vinho.

Parimetro Referéncia do método

Andlise sumdria OlIV (2012)

Oxigénio dissolvido OXI 45P Crison

Acetaldeido Kit enzimdtico

Indice de gelatina GLORIES (1984)

Indice de polifendis totais RIBEREAU-GAYON et al. (2006)
Capacidade de acastanhamento SINGLETON e KRAMLING (1976)
Andlise sensorial 1SO 4121, 2003

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Efeito do transporte e desoxigenac¢io nas caracteristicas fisico-quimicas

A acidez volatil aumentou durante os nove meses de estudo (figura 2). No vinho antes
do transporte, etapa 0, houve um aumento de 0,28 g/L para 0,39 g/L. O vinho desoxige-
nado foi o que apresentou um menor aumento deste parametro, havendo diferengas sig-

nificativas no nono més.
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Figura 2 - Evolugdo dos teores da acidez volitil e do sulfuroso livre ao longo dos nove meses.
Tempo: TO (tempo inicial), T1 (primeiro més), T3 (terceiro més), T6 (sexto més) e T? (nono més). Valores com a mesma letra nao
sfio significativamente diferentes (p < 0,05) para o pardmetro avaliado (teste Tukey).

Nas amostras correspondentes a etapa 1 (apos transporte) os niveis de sulfuroso livre
diminuiram significativamente ¢ a0 mesmo tempo aumentaram os niveis de oxigénio
dissolvido (figura 2). Estes resultados estdo de acordo com JACOBS (1976) que rela-
cionou a diminui¢do dos niveis de sulfuroso livre com a presenca de oxigénio dissol-
vido.

3.2 - Efeito do transporte e desoxigenac¢io no oxigénio dissolvido e acetaldeido

Os valores de oxigénio dissolvido aumentaram 2,71 mg/L durante o transporte (figura
3). O processo de desoxigenacdo baixou o oxigénio dissolvido para valores perto de
zero (0,09 mg/L). Nestas condigdes experimentais o transporte aumentou sempre 0s
niveis de oxigénio dissolvido, o que vai de encontro a estudos anteriores realizados por
VIDAL et al. (2001).
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Figura 3 - Evolucao dos teores do oxigénio dissolvido ao longo dos nove meses.
Tempo: TO (tempo inicial), T1 (primeiro més), T3 (terceiro més), T6 (sexto més) e T9 (nono més). Valores com a mesma letra nio
sdlo significativamente diferentes (p < 0.05) para o parametro avaliado (teste Tukey).

O teor de acetaldeido ndo apresentou alteragdes significativas durante os nove meses
do estudo nas trés etapas, idénticos resultados foram obtidos por ESCUDERO et al.
(2002).

3.3 - Efeito do transporte e desoxigenac¢io no indice de polifendis totais
O indice de polifendis totais (IPT) diminuiu significativamente ao longo dos nove meses

nas trés etapas (0, 1 e 2) (figura 4).

Antes transparte
= Apds transporte

m Apds desoxigenagio

TO T1 RE] T6 T
Tempo (meses)

Figura 4 - Evolugdo do indice de polifendis totais ao longo dos nove meses.
Tempo: TO (tempo inicial), T1 (primeiro més), T3 (terceiro més), T6 (sexto més) e T9 (nono més). Valores com a mesma letra nio
sdo significativamente diferentes (p < 0,05) para o parimetro avaliado (teste Tukey).

184



Livro Actas

A maior diminuigao foi observada no vinho desoxigenado. A diminui¢do dos compostos
fenolicos ao longo do tempo de armazenamento estd em acordo com estudos anteriores

(DE BEER et al. 2008).

3.4 - Efeito do transporte e desoxigenacio na cor e nas caracteristicas cromaticas
A cor a 420nm aumenta ao longo dos nove meses de armazenamento (figura 5), o que
esta de acordo com SINGLETON e KRAMLING (1976). Apos o terceiro més foram
detetadas diferencas significativas (p < 0,05) neste parametro com exce¢do do vinho
desoxigenado, o qual teve diferencgas significativas s6 apos o sexto més. O vinho deso-
xigenado (etapa 2), independentemente do tempo (3, 6 ou 9 meses), foi o que apresentou
uma menor evolugdo na cor. Em contraste o vinho apds transporte (etapa 1) foi o que
apresentou uma maior evolugdo. Os resultados indicam que a desoxigenacdo podera
atrasar a evolucdo da cor e que o transporte aumentara a sua evolucao, o que ndo ¢ dese-
javel em vinhos brancos.

O potencial de acastanhamento do vinho Loureiro antes e apds transporte (etapa 0 e 1),
aumentou significativamente logo ap6s o terceiro més (figura 5), enquanto o vinho deso-

xigenado se mostrou relativamente estavel neste parametro.

0,25 ¢ 0,08 1 Potencial de acastanhamento
or

T0 T T3 T6 T3 Antes transporte
Tempo (meses Tempo (meses)
po ) W ApGS transporte
B Desoxigenacdio
* - diferenca do aumento de absorvincla a 420nm entre
03 vinhos com e sem azoto.

Figura 5 - Evolucio da cor e do potencial de acastanhamento ao longo dos nove meses.
Tempo: TO (tempo inicial), T1 (primeiro més), T3 (terceiro més), T6 (sexto més) e T9 (nono més). Valores com a mesma letra nio
sdo significativamente diferentes (p < 0,05) para o pardmetro avaliado (teste Tukey).
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3.5 - Efeito do transporte e desoxigenagao nas carateristicas sensoriais
Foram verificadas diferencas significativas no descritor herbaceo, frutado e amargo. No
primeiro més a maior pontuacdo foi atribuida ao descritor frutado no vinho antes do

transporte e no nono més para o vinho desoxigenado (quadro 2).

Quadro 2 - Pontuagdo média atribuida a cada descritor apés andlise sensorial dos vinhos.

Tempo inicial Terceiro més Nono més

TOLO TOL1 TOL2 T3LO T3L1 T3L2 TLO ™L1 ™L2

_ Intensidade corante 2.84° 3.00° 2.84° 334 3.50° 3.18° 3.83° 4.00° 4.00°
g - |Tonalidade corante 2.84° 3.00° 284 367 3.50¢ 417 4.00° 417 4.00¢
- Limpidez 633" 5.66™ 4.50" 6.30" 7.50° 766" 7.50° 7.50" 767
r |oxidado 1.50° 1.50° 1.50° 3% 300 316 333 3.00° 3.004
Frutado 6.16" 533 5.00° 567" 433 633" 567" 5.50° 617"

g Floral 533 433 4.00* 5.00° 533° 4.00° 6.00° 5.50° 4.83*
E 7 |Herbiceo 4.50* 4.00* 267" 407 433 467" 40T STt 433
Especiarias 233 2.50° 217 283 3.16° 3.16* 367 367 3.50°
Acetaldeido 333 367° 283" 4.00° 333° 4.50° 317 533 417"

r [Amargo 633" 6.50" 7.50° 4.50 4.50° 4.00° 450" 400 4.00°
Acidez 733 767 6.83¢ 733 733 750* 767 767 7.83*

B Dogura 3.00° 283 283 233 2.50° 250* 233 2.00° 2.16°
2 7 |corpe 4.00° 417 433 450° 5.00° 4383 367 317 333*
Equilibrio 350° 3.00° 3.50° 383 4.00° 367 367 a7 367

L [Persisténcia ERb 533° 5.00° ST 550° 517 5.50° 533 5.33*

TO (tempo inicial), T3 (terceiro més), T9 (nono més). Etapa: 0 — antes transporte, | — apds transporte, 2 - desoxigenagao. Valores com a

mesma letra ndo sdo signifativamente diferentes (p < 0.05) para o descritor avaliado (teste de Duncan).
O vinho que foi sujeito ao processo de transporte aumentou ao longo dos nove meses o
carater herbaceo. Também, ESCUDERO et al. (2002) identificaram um aumento do
aroma herbaceo na presenga de oxigénio. O descritor amargo teve uma pontuagao mais
baixa, apos trés meses. O descritor de aroma a acetaldeido ndo se alterou significativa-
mente ao longo dos nove meses de estudo, estes resultados estdo em conformidade com
os valores de acetaldeido obtidos analiticamente e em linha com os trabalhos de ESCU-
DERO et al. (2002).
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4 - CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram que os niveis de oxigénio aumentam significati-
vamente durante o transporte a granel (mais do que 2 mg/L), provocando simultanea-
mente, uma diminuig¢ao significativa dos niveis de sulfuroso livre e uma subida da acidez
volatil ao longo do tempo. O processo de desoxigenagdo pode diminuir os valores de
oxigénio dissolvido de 4 mg/L para valores proximos de 0 mg/L. A evolugdo da cor foi
mais lenta nas amostras desoxigenadas. Na analise sensorial o vinho desoxigenado foi
o mais pontuado no descritor frutado (no terceiro e nono més).

Este trabalho mostrou claramente, que o transporte tem um impacto negativo na quali-
dade do vinho branco em varios aspectos. No entanto, a desoxigenacdo permite manter
niveis de sulfuroso livre e acidez volatil mais estaveis ao longo do tempo, preservando
simultaneamente a cor e o caracter frutado do vinho. Assim, a desoxigenag¢do podera
ser uma técnica vantajosa e conducente a manuten¢do ou melhoria da qualidade. Os
resultados obtidos neste trabalho sdo importantes para a industria vitivinicola, tendo em
conta que o nivel de oxigénio dissolvido no vinho e o seu controlo sdo um factor de qua-

lidade absolutamente incontornavel.
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UTILIZACAO DA CARBOXIMETILCELULOSE PARA A
ESTABILIZACAO TARTARICA DE VINHOS BRANCOS

Raquel GUISE!?; Luis FILIPE-RIBEIRO!; Diana NASCIMENTO!; Olga
BESSA'"?; Fernando M. NUNES?; Fernanda COSME?

RESUMO

Os cristais de tartarato formam-se naturalmente no vinho e sdo uma das principais instabilidades
no vinho engarrafado. A utilizacdo de carboximetilcelulose (CMC) tem por objectivo a estabilizagdo
tartarica, estando autorizado para vinhos até¢ 100 mg/L (Regulamento (CE) No. 606/2009). O CMC
utilizado em enologia é caracterizado, principalmente, pelo seu grau de eterificagdo, conhecido
como grau de substitui¢do (GS) (nimero de grupos acido carboxilico por unidade de anidro-glu-
cose), e pelo seu grau de polimerizagdo (GP) (numero de unidades de glucose por polimero). O
objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia de quatro CMC’s (trés na forma liquida e um na
forma sélida) em duas concentragdes (5 e 10 g/hL) sobre a estabilidade tartarica de dois vinhos
brancos bem como a sua influéncia no teor de acido tartarico, composi¢ao mineral e caracteristicas
sensoriais. Através do teste de mini-contacto verificou-se que os diferentes CMC’s baixaram a con-
dutividade a niveis que garantiram a estabilidade tartarica do vinho, havendo uma relagdo positiva
entre a diminuic@o da condutividade e a quantidade aplicada. Os resultados fornecem informacdes
importantes para a industria vitivinicola, permitindo conhecer melhor esta nova ferramenta e opti-
mizar a sua aplicacdo na estabilizagdo tartarica dos vinhos.

Palavras-chave: vinho branco, CMC, condutividade, acido tartarico, impacto sensorial, estabili-
dade tartarica.

1-INTRODUCAO

O 4cido tartarico ¢ um acido organico caracteristico das uvas e presente no mosto em
concentracdes de 2 a 6 g/L (KLIEWER et al. 1967; SANTOS et al. 2000), variando o
seu teor em fungao da regido, da casta, do tipo de solo, das praticas culturais e enoldgicas.

O 4cido tartarico no vinho pode aparecer sobre trés formas: HyT (4cido tartarico), HT

! Centro de Quimica de Vila Real (CQ-UTAD), Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro,
5001-801 Vila Real, Portugal. email: fnunes@utad.pt.

2 Instituto de Biotecnologia e de Bioengenharia — Centro de Gendmica e Biotecnologia, (IBB-CGB-
UTAD), Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Edificio de Enologia, 5001-801 Vila Real,
Portugal. email: fcosme@utad.pt, fmota@utad.pt.
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(ido bitartarato) ou T* (ido tartarato), devido ao equilibrio acido-base, podendo precipitar
no vinho sobre a forma de dois sais, hidrogenotartarato de potassio (KHT) pouco soluvel
(Ksp 3,8x10* a 18 °C) e/ou tartarato neutro de célcio (TCa) insoluvel (Ksp 7,7x107 a
25 °C) (RIBEREAU-GAYON et al. 2006). A solubilidade do hidrogenotartarato de
potassio depende do teor alcodlico, forga ionica, pH e temperatura do vinho. Em fungao
do pH do vinho, as formas de acido tartarico variam quantitativamente, sendo que ao
pH do vinho (pH 3,0 - 3,6) prevalece o bitartarato de potassio. Este da origem a formacao
de um precipitado cristalino nos depositos de armazenamento, e mais grave em garrafas
de vinho acabado (CARDOSO 2007). Este deposito ¢ indcuo a saude do consumidor,
prejudicando apenas a apresentagdo dos vinhos (SANTOS et al. 2000; RIBEREAU-
GAYON et al. 2006), sendo provavelmente o tipo de instabilidade mais frequente e que
afecta todo o tipo de vinhos (CANTARELLI 1963).

Existem varias técnicas para estabilizar o vinho do ponto de vista tartarico, nomeada-
mente: arrefecimento do vinho, resinas de troca idnica, electrodialise, aplicagio de acido
metatartarico e mais recentemente a aplicagdo de carboximetilcelulose (CMC).

O CMC ¢ um aditivo alimentar identificado com o codigo E466, usado ha varios anos
(RIBEREAU-GAYON et al. 2006) como agente modificador de viscosidade e estabili-
zador de emulsdes (BOWYER et al. 2010). A partir de 2008, a Organizacdo Internacio-
nal de la Vigne et du Vin (OIV) autorizou a utilizagdo do CMC, inicialmente apenas nos
vinhos brancos e espumantes (Resolugdo OENO 2/2008). Recentemente, o Regulamento
(CE) N.° 606/2009 aprovou a adigdo de CMC a todos os tipos de vinhos até¢ 100 mg/L.
A carboximetilcelulose de sddio ¢ um hidrocoldide macromolecular obtido por eterifi-
cagdo dos grupos hidroxilo das unidades de glucose (CRACHEREAU et al. 2001) da
celulose com acido monocloroacético na presenca de hidroxido de sédio (OIV 2012).
As principais caracteristicas estruturais do CMC sdo o seu grau de substitui¢do (nimero
de grupos carboxilo por unidade anidro-glucose) e o seu grau de polimerizagdo (com-
primento da cadeia, ou seja, numero de moléculas de glucose que compdem a cadeia
polimérica) (WUCHERPFENNIG et al. 1984; CRACHEREAU et al. 2001). Depen-
dendo das condi¢des de reagdo adoptadas no processo de produgdo, ¢ possivel obter-se
CMC’s com diferentes graus de polimerizacéo e de substituicio (CRACHEREAU et al.
2001).

192



Livro Actas

Assim, o objectivo do presente trabalho foi avaliar o impacto de diferentes CMC’s e
diferentes doses de aplicag@o na estabilidade tartarica dos vinhos. Foram realizados
ensaios em dois vinhos brancos para comparar os efeitos da aplicagdo dos CMC’s sobre
a diminuigdo da condutividade, composi¢do mineral, teor de acido tartarico e caracte-

risticas sensoriais.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 —Vinhos

No presente trabalho foram utilizados dois vinhos brancos da colheita de 2010, um da
Regido Demarcada do Douro e outro da Regido Demarcada dos Vinhos Verdes, ambos
com instabilidade tartarica. As caracteristicas quimicas dos vinhos eram respectivamente,
teor alcodlico (v/v) 13,0 e 12,5%; acidez total 6,6 e 8,3 g/L (expresso em acido tartarico);
acidez volatil 0,23 ¢ 0,30 g/L (expresso em acido acético); pH 3,11 e 3,17; teor de 4cido
tartarico 2,32 e 3,05 g/L; potassio 483 e 670 mg/L e variacdo da condutividade elétrica
no teste de mini-contacto (Ax) de 63 e 98 [JS/cm.

2.2 - Tratamentos de estabilidade tartarica

Foram testados quatro CMC’s (A, B, C, e D) em duas concentra¢des, média (D1 - 5
g/hL) e maxima (D2 - 10 g/hL) de acordo com as doses autorizadas pelo OIV (2012). O
ensaio de estabilidade tartarica foi efectuado para cada um dos vinhos em provetas de
250 mL. O vinho sem aditivo foi considerado o controlo. Os aditivos foram cuidadosa-
mente adicionados a cada vinho e permaneceram, durante 7 dias a 20 °C em contacto
com o vinho. As amostras foram centrifugadas a 537,6 x g durante 15 minutos antes de

serem analisadas. Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

2.3 - Teste do mini-contacto

O teste do mini-contacto consiste em medir a variacdo da condutividade eléctrica (Ax)
de um vinho, a temperatura de 0 °C, sob agitagdo continua, e 15 min ap6s a adi¢do de
cristais de bitartarato de potassio micronizados (BULLIO 2002). Nesta anélise, foi uti-
lizado um equipamento Tartar Check (Ing. C. Bullio, San Prospero, Italia). A variagdo

de condutividade elétrica (Ax), expressa em []S/cm, indica o nivel de estabilidade (Ax)
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< 30 muito estavel, 30 - 50 estavel, 50 - 70 em risco e > 70 instavel.

2.4 - Composi¢io mineral
Os catides potassio, calcio, sodio e magnésio foram determinados por espectrofotometria
de absorgdo atomica (OIV 2012).

2.5 - Acido tartarico
A determinagao do acido tartarico foi realizada de acordo com o método colorimétrico
de Rebelein modificado por Vidal e Blouin (REBELEIN, 1969).

2.6 - Analise fisico-quimica sumaria
Teor alcoolico % (v/v), pH, acidez total e acidez volatil foram determinados de acordo

com os métodos descritos pela OIV (2012).

2.7 - Grau de substituicdo das CMC’s

Para a determinag@o do grau relativo de substituicdo da CMC foi utilizado a quantidade
relativa de glucose e glucose carboximetilada, determinada por cromatografia de troca
aniénica com detecdo amperométrica por pulsos ap6s hidrélise acida (IM H5SOy, 2,5
h). A separacdo foi realizada com uma coluna (150 mm x 3 mm) CarboPac PA-20 e uma
pré-coluna (Dionex) CarboPac PA20, utilizando eluente A - 1,25 mM de solucdo de
NaOH contendo 2 mM de Ba(OH),, eluente B - 400 mM de acetato de sédio contendo
2 mM de Ba(OH), e eluente C - 500 mM NaOH contendo 2 mM de Ba(OH),. O volume
de injeccao foi de 5 pl, a um taxa de fluxo de 0,3 mL/min e a temperatura da coluna foi
mantida a 35 °C. O programa de elui¢o utilizado foi: 0 — 19 min, 100 % de A, B para
aumentar 50 % até 27 min e mantida até 37 min, aumento para 40 % C e decrescendo
para 0 % B até 47 min e mantida até 57 min. A coluna foi condicionada com 100 % de
A durante 15 min antes da injec¢do. O detector eletroquimico consistiu de um eléctrodo
de trabalho Au, o eléctrodo de referéncia de Ag/AgCl e o eléctrodo contador Ti. O grau
de substitui¢ao relativo foi calculado como a razdo da area da glucose em relagdo a area

da glucose carboximetilada. Todas as analises foram realizadas em duplicado.
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2.8 - Viscosidade

A viscosidade foi determinada de acordo com GOMEZ-DIAZ e NAVAZA (2002). Foram
preparadas cinco solugdes com concentragdes distintas, de 1; 0,7; 0,5; 0,3 e 0,2 g/L solu-
¢do de CMC (composi¢ao do tampao 1 g CMC/1L NaCl a 0,1 M). Para uma das CMC's
foi utilizada uma concentragdo diferente, 2; 1,4; 1; 0,6 ¢ 0,4 g/L, devido a baixa visco-
sidade. A viscosidade relativa foi medida com um viscosimetro Ubbelohde ASTM

D2515 capilar a 20 + 0,1 °C em banho-maria. A viscosidade intrinseca ¢ definida como:

[77 ] = (nred )c_>0

Foi obtido por extrapolagdo dos dados de concentrag@o de viscosidade reduzida versus
concentragdo zero. A intercegdo no eixo das abcissas ¢ a viscosidade intrinseca. O peso

molecular foi calculado com base na equagdo de Mark Houwink:
- Vil
In]= kM

Com K =0,00123, 2 =-0,91.

A analise foi realizada em triplicado.

2.9 - Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada por um painel treinado. As amostras foram apresentadas
ao painel em copos de prova, marcados com trés digitos e numa ordem aleatoria. Dez
atributos foram seleccionados: aspecto (cor, limpidez), aroma (frutado, floral, vegetal,
especiarias, quimico) e sabor (doce, amargo, persisténcia, acidez, equilibrio). Os atrib-
utos foram quantificados através de uma escala de intensidade de dez pontos (ISO

4121:2003).

2.10 - Analise estatistica

Os dados fisico-quimicos e sensoriais obtidos foram submetidos a anélise de varidncia
(ANOVA) utilizando o programa Statistica 6. As diferencas entre os valores médios
foram efetuadas com o teste Tukey (p < 0,05) para os dados fisico-quimicos e com o

teste de Duncan (p < 0,05) para os dados da analise sensorial.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Viscosidade e grau de substituicio das CMC’s

As quatro CMC's analisadas apresentaram diferentes valores de viscosidade e de grau
de substituicdo (figura 1). A viscosidade das CMC oscilou entre 1,03 mPa/s (CMCC) a
1,35 mPa/s (CMCD) e o grau de substitui¢do variou de 0,89 para a CMC mais substituida
(CMCA) a 1,58 para a CMC menos substituida (CMCD).

Viscosidade Graude substituigio
14 18
135 "
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125
f
i 12 12
n
115 .
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108
1 06
CMCA oes o [a i} CMC A e omcc mco
e o

Figura 1 - Viscosidade e grau de substituicdo das CMC em estudo.

3.2 — Efeito da adi¢do da carboximetilcelulose na estabilizacio tartarica dos vinhos
A condutividade decresceu significativamente (p < 0,05) apo6s a adicdo das quatro
CMC's em ambos os vinhos em estudo (figura 2 e 3). Contudo, o efeito do tipo e con-
centragdo de CMC variou em fungdo do vinho. Assim, no Vinho Verde, que tinha uma
instabilidade tartarica superior, o grau de substitui¢do das CMC's, teve um efeito na
estabilizacdo tartarica superior. Além disso, a concentracdo de CMC aplicada, tem

também um efeito dependente do grau de substitui¢ao.

Instével

Risco

Bx (uS/em)
3

Estavel

Mto estavel
i . i : ; 5

T cmCc CMC CmC CMC CMC CMC CMC CMC

ADL AD2 BD1 BD2 CD1 (CD2 DDl DD2

Figura 2 — Decréscimo da condutividade apés adigdo das diferentes CMC’s no vinho branco
Verde. T- vinho sem tratamento, CMC’s (A, B, C, e D) em duas concentragdes (DI - 5 g/hL; D2 - 10 g/hL). Valores com a mesma
letra nio séo significativamente diferentes (p < 0.05) para o parimetro avaliado (teste Tukey).
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No que diz respeito ao tipo de CMC, o CMCA apresenta o grau de substitui¢do mais
elevado (figura 1), e ¢ 0 CMC que proporciona o decréscimo mais elevado da conduti-
vidade eléctrica (Ax) quando comparado com o vinho sem tratamento (figura 2). Para
as outras CMC's usadas, que apresentam um grau de substitui¢do inferior do que a
CMCA, a concentragdo de CMC tem também um efeito significativo (p <0,05) sobre a
estabilizagdo tartarica, no entanto, a concentra¢ao mais alta proporciona um decréscimo

superior nos valores de Ax em relagdo a concentragdo mais baixa.
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a
b
de de de de de 9T e
20 I ' . I ' I I Mto estavel
0 -+ = =3 - 2

T CMC CMC CMC CMC CMC CMC CMC CMC
AD1 ADZ BD1 BD2 (D1 CD2 DD1 DD2

Bx (us/em)
&

Figura 3 — Decréscimo da condutividade apds adi¢do das diferentes CMC’s no vinho branco
Douro. . T- vinho sem tratamento, CMC’s (A, B, C, e D) em duas concentragdes (D1 - 5 g/hL; D2 - 10 g/hL). Valores com a mesma
letra nao sdo significativamente diferentes (p < 0.05) para o pardmetro avaliado (teste Tukey).

O vinho branco Douro apresentou uma menor instabilidade tartarica inicial, tendo-se
verificado menor efeito do grau de substituigdo e da concentragdo da CMC aplicada na
reducdo dos valores de Ax, com exce¢do do CMCB que teve a menor capacidade de
reduzir os valores de Ax, como aconteceu para o Vinho Verde descrito anteriormente

(figura 3).

3.2 — Composi¢io mineral e teor em acido tartarico

Apos adigdo dos diferentes tipos e concentragdes de CMC's, ndo foram observadas dife-
rengas significativas no teor em acido tartarico, potassio, calcio e magnésio relativamente
a testemunhas em ambos os vinhos. No entanto, observou-se um aumento do teor em
sodio em todos os vinhos apos a aplicacao das diferentes CMC'’s (figura 4). Este aumento
pode ser explicado pela transferéncia de sédio da CMC’s para o vinho, uma vez que

estas tém na sua constituigdo sodio.
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Figura 4 - Teor de sddio no vinho branco Douro e Verde ap6s adigao das diferentes CMC’s.
T- vinho sem tratamento, CMC’s (A, B. C, e D) em duas concentragdes (D1 - 5 g/hL: D2 - 10 g/hL). Valores com a mesma letra nao sio
significativamente diferentes (p < 0.05) para o pardmetro avaliado (teste Scheffler).

3.3 - Analise sensorial
O perfil sensorial dos vinhos ¢ ilustrado na Figura 5, sendo o valor médio atribuido pelos

provadores a cada um dos atributos marcado no eixo correspondente.
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Figura 5 - Descritor do aspeto, aroma e sabor dos vinhos brancos Douro (A) e Vinho Verde (B)
ap6s aplicacdo das diferentes carboximetilcelulose de sédio.
T- vinho sem tratamento, CMC's (A, B, C, e D) em duas concentragdes (D1 - 5 g/hL; D2 - 10 g/hL).

Na analise sensorial dos Vinho Verde e Douro os provadores ndo detectaram diferengas
significativas entre as amostras de vinho tratadas com diferentes CMC. Apesar dos pro-
vadores ndo terem detectado diferengas podemos dizer pela analise da figura 5 (B), que
a adi¢do de CMC D1 se destacou em relagdo ao atributo frutado e floral, enquanto o

CMC A2 se destacou no atributo vegetal.
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4 - CONCLUSOES

Apbs a adicdo das diferentes CMC's aos vinhos, verificou-se um decréscimo significa-
tivo da condutividade. Verificou-se também, uma relagdo directa entre a concentragdo
das CMC’s aplicadas e o decréscimo da condutividade do vinho. No entanto, o efeito
dos diferentes tipos de CMC (grau de substituigdo) e concentra¢des aplicadas depende
também da matriz do vinho (condutividade inicial, teor de potassio e de acido tartarico).
Todos os CMC's utilizados nao alteraram significativamente (p < 0,05) a concentragdo
de acido tartarico, composi¢do mineral e as caracteristicas sensoriais dos vinhos. Con-
tudo, o uso das CMC’s aumentou a concentra¢ao de sddio nos vinhos, o que esta rela-

cionado com a sua composi¢ao.
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CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS
DO RESIDUO DESALCOOLIZADO RESULTANTE DA
DESTILACAO VINICA

Fernando J. GONCALVES!2; Silvia M. ROCHA?; Manuel A. COIMBRA?

RESUMO

O residuo desalcoolizado resultante do processo de destilag@o vinica utilizado para a produgio de
aguardente pode ser uma importante fonte de compostos bioativos, os quais estio associados a efei-
tos benéficos para a satide humana. A fim de caraterizar estes compostos, dois vinhos tintos foram
evaporados durante 1h a pressdo atmosférica, permitindo obter os respetivos residuos desalcooli-
zados. Os resultados obtidos colorimetricamente mostraram quantidades comparaveis de antocia-
ninas, taninos, fendis totais e de atividade antioxidante, para os vinhos e para os respetivos residuos
desalcoolizados.

Palavras chave: Vinho, Desalcoolizagdo, Compostos bioativos, Atividade antioxidante

1. INTRODUCAO

A destilagdo dos vinhos ¢ realizada para obter aguardente vinica, necessaria para a for-
tificagdo de bebidas, nomeadamente o vinho do porto. No processo de destilacdo, o
vinho ¢ sujeito a condi¢des de temperatura e acidez elevada, do qual resulta um residuo
liquido desalcoolizado (vinho desalcoolizado), que representa cerca de 85% do total de
vinho. A este residuo ndo ¢é, normalmente, dado nenhum préstimo. No entanto, estdo
presentes compostos fendlicos com as suas caracteristicas bioativas ou, eventualmente,
modificados pelas condi¢des da destilagdo vinica. Os principais compostos fenodlicos do
vinho tinto sdo as antocianinas, as proantocianidinas, catequinas e os acidos fenolicos
(Katalinic et al., 2004). Os beneficios para a saide humana do consumo moderado de

vinho estdo associados aos efeitos antioxidantes dos compostos fendlicos.

! CI&DETS, Instituto Politécnico de Viseu, Viseu, Portugal
2 QOPNA, Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro, 3810-193 Aveiro, Portugal
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Apesar dos estudos realizados sobre a composi¢ao fenolica e a atividade antioxidante
de vinhos, existe ainda apenas um reduzido nimero de publicagdes sobre o efeito da
destilag@o sobre estes parametros. Assim, este estudo teve como objetivos a caraterizacao
da composicao fendlica geral dos vinhos e dos respetivos vinhos desalcoolizados, bem
como a avaliag@o do efeito do processo de destilagdo na atividade antioxidante dos

vinhos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Neste estudo foram usados dois vinhos tintos da regifio do Dao, dos anos de 2006 (VT1)
€ 2009 (VT2). O VT1 foi produzido a partir de uvas das castas Touriga Nacional, Tinta
Roriz e Jaen (~2:1:1) com um periodo de macerac@o de 8 dias; o VT2 a era um vinho
monovarietal produzido a partir da casta Touriga Nacional, com uma maceragao de 12
dias.

Cada vinho foi evaporado a temperatura ambiente até 75% do seu volume inicial, dando
origem aos respetivos vinhos desalcoolizados (VD1 e VD2). No sentido de comparar a
composi¢do de VT1 com VD2 e de VT2 com VD2, foi adicionado, aos vinhos desal-
coolizados, um volume de dgua destilada igual ao volume removido durante a desal-
coolizagdo.

2.2 Compostos fendlicos totais

A quantifica¢@o dos compostos fenoélicos totais foi realizada pelo método de Folin-Cio-
calteau, de acordo com Gongalves et al. (2012). Os resultados foram expressos em mg/L
em equivalentes de acido gélico (GAE).

2.2 Antocianinas Totais

A determinagdo das antocianinas totais fez-se de acordo com o método descrito por
Cheynier et al. (1989) e Boulton (2001). O teor em antocianinas nas uvas foi expresso
em mg/L em equivalentes de malvidina 3 glucésido (EMv3Q).

2.3 Taninos Totais

O teor em taninos totais foi determinado de acordo com o método descrito por Ribé-
reau-Gayon e Stonestreet (1965). Os resultados foram expressos em g/L.

2.4 Atividade Antioxidante
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A atividade antioxidante total das amostras foi determinada pelos métodos DPPH e
ABTS, seguindo as condi¢des descritas por Brand-Williams et al. (1995) e Miller et al.
(1993), respetivamente.

2.5 Fracionamento dos Compostos Fendlicos

O fracionamento dos compostos fenoélicos foi feito por adaptagdo do procedimento des-

crito por Sun et al. (2006).

3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS
A composicao fenolica geral dos vinhos tintos (VT1 e VT2) e dos respetivos vinhos

desalcoolizados (VD1 e VD2) esta apresentada na tabela 1.

Tabela 1: Composigdo fendlica geral dos vinhos tintos e dos respetivos vinhos
desalcoolizados.

Compostos
Fendlicos Totais Taninos Antocianinas Totais
Amostras (mg/L GAE) (g/L) (mg/L EMv3Glc)
VT 1 1318 + 19 1,21 +0,12 2414+73
VD 1 1323 + 37 1,17+0,18 2344+41
VT2 3071 + 81 1,62 +0,21 4154 +232
VD2 3040 + 39 1,56 £0,11 4214 £ 147

Média + desvio padrao. GAE- equivalentes de acido galico; Mv3Glc-malvidina 3-

glucosideo.
O VT1 continha 1318 mg/L de compostos fendlicos totais, expressos como equivalentes
de 4cido galico, enquanto o VT2 continha 3071 mg/L. Dois dos fatores que podem expli-
car esta diferenca sdo as castas usadas para a elaboragdo dos vinhos ¢ a duragdo da mace-
ragdo pelicular. O VT2 foi produzido a partir da casta Touriga Nacional, com uma mace-
ra¢do mais longa, quando comparado com o VTI, produzido a partir de uma mistura
das castas Touriga Nacional, Tinta Roriz e Jaen. Da mesma forma, Jordao et al. (2012)
descreveram valores mais elevados de compostos fenolicos totais para um vinho da casta
Touriga Nacional, quando comparado com um vinho da casta Tinta Roriz. Os valores
quantificados para o VD1 e VD2 foram 1323 e 3040 mg/L, respetivamente, muito seme-
lhantes aos respetivos vinhos.
Relativamente ao conteudo em taninos totais, o VT1 (1,21 g/L) e 0 VT2 (1,62 g/L) con-
tinham valores estatisticamente semelhantes ao VD1 (1,17 g/L) e VD2 (1,56 g/L). O

203



Livro Actas

VT2 continha um valor (415,4 mg/L EMv3Glc) de antocianinas totais superior ao VT1
(241,4 mg/L EMv3Glce). Por observagao da tabela 1, é possivel verificar que os vinhos
desalcoolizados apresentavam teores de antocianinas totais semelhantes aos vinhos
tintos. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Bogianchini et al. (2011),
que descreveram teores de antocianinas e de taninos semelhantes em vinhos e nos res-
petivos vinhos desalcoolizados por osmose inversa.

O VT2 continha quantidades superiores dos parametros fendlicos analisados quando
comparado com o VT1, o que pode ser explicado pela maceragdo mais longa a que o
VT2 foi sujeito. A composi¢@o fenolica geral semelhante dos vinhos e dos respetivos
vinhos desalcoolizados analisados mostra que o processo de desalcoolizagdo a tempe-
ratura ambiente ndo originou perda significativa de compostos fenolicos.

Os resultados de atividade antioxidante determinada pelos métodos do ABTS e DPPH,

para os vinhos e dos respetivos vinhos desalcoolizados estdo descritos na figura 1.

BVT1I ®VDI BVT2 BVD2

Atividade Antioxidante (mM Trolox)

ABTS DPPH
Método

Figura 1: Atividade antioxidante dos vinhos e dos respetivos vinhos desalcoolizados
determinada pelos métodos do ABTS e DPPH.

Os valores obtidos pelo método do ABTS foram 9,2 (VT1) e 13,7 (VT2) mM de equi-
valentes trolox ¢ 6,5 (VT1) ¢ 9,3 (VT2) mM de equivalentes trolox, quantificados pelo
método do DPPH. Estes valores estdo de acordo com os descritos para a atividade anti-
oxidante de vinhos tintos, compreendidos entre 4,0 ¢ 17,4 mM e entre 2,2 ¢ 11,1 mM

TE pelos métodos do DPPH e ABTS, respetivamente (Fernandez-Pachon et al., 2004;
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Villano et al., 2006). Os valores de atividade antioxidante quantificados para os vinhos
desalcoolizados era estatisticamente semelhante aos obtidos para os respetivos vinhos,
independentemente do método utilizado.

Para avaliar a contribui¢do de cada classe de compostos fenolicos para atividade anti-
oxidante dos vinhos, estes foram fracionados por extragdo em fase solida, permitindo
obter 4 fragdes. A frag@o 1 era principalmente constituida por acidos fendlicos, a fracao
2A por flavanodis monoméricos e flavondis, a fragao 2B por procianidinas oligoméricas
e a fragdo 3 por antocianinas e procianidinas poliméricas.

A figura 2 mostra valor da atividade antioxidante de cada fracdo, determinada pelo

método ABTS, expressa em mmol de trolox por massa de composto fenolico.

O Acidos Fenélicos

OFlavanois monoméricos
@ Procianidinas Oligoméricas|

B Antocianina e Procianidinag
poliméricas

Antioxidant Activity
(mmol TE/ g GAE)
(=]

VD1 VD2
Vinho desalcoolizado

Figura 2: Atividade antioxidante relativa (mmol ET/g EAG) dos compostos fendlicos

presentes nas diferentes fracoes.

Os resultados mostram que a fragdo composta por antocianinas e procianidinas mono-
méricas tinha maior atividade antioxidante por grama de composto fendlico, seguida
pela fragdo rica em procianidinas oligoméricas. A atividade antioxidante depende, ndo
s0, do total de compostos fenodlicos, mas da atividade antioxidante dos compostos indi-
viduais presentes em cada fragao.

A contribuigao das diferentes fragdes de compostos fenolicos, para a atividade

antioxidante dos vinhos, tendo em conta a sua quantidade relativa nos mesmos, esta

apresentada na figura 3.
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O Acidos Fendlicos

DFlavanois monoméricos

8 BProcianidinas Oligoméricas
B Antocianina e Procianidinas poliméricas

Antioxidant Activity
(mM TE)

VD1 VD2
Vinhos desalcoolizados

Figura 3: Atividade antioxidante (mM TE) das diferentes fracdes de compostos fendlicos

dos vinhos desalcoolizados.

O VD1 e VD2 apresentaram a mesma ordem de reatividade das fragdes, sendo que a
fragdo rica em antocianinas e em procianidinas monoméricas representava entre 71 e
61% da atividade antioxidante de VD1 e VD2, respetivamente. Estes resultados estdo
de acordo com varios estudos (Xanthopoulou et al. 2010; Simonetti et al., 1997; Wang
et al, 1997), os quais mostram que a fragdo rica em antocianinas era mais importante

para a atividade antioxidante de vinhos tintos.

4.CONCLUSOES

Os dois vinhos e os correspondentes vinhos desalcoolizados continham quantidades de
compostos fendlicos totais, de taninos e de antocianinas semelhantes.

Apesar das diferencas dos métodos utilizados, os resultados obtidos permitem concluir
que o processo de desalcoolizag@o usado ndo teve alterago significativa na atividade
antioxidante dos compostos fendlicos presentes.

Os resultados mostram que a fragdo nio alcodlica do vinho pode ser uma importante

fonte de compostos com propriedades bioativos.
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FERMENTACAO E ESTAGIO DE VINHO ROSE EM
MADEIRA

Avalia¢ao das suas potencialidades

Paula BRAGANCA ; Oscar GATO @; Olga LAUREANO O, Jorge
RICARDO DA SILVA O,

RESUMO:

O vinho rosé¢ tem sido procurado pela sua frescura, estrutura leve e aroma intenso, mas enquanto
o vinho branco “evoluiu” com varias técnicas de vinificagdo (maceragdo pré-fermentativa, fermen-
tacdo e estagio em barrica, etc) a vinificagdo de vinho rosé estagnou.

Surgiu entdo o interesse do presente trabalho: um ensaio elaborado na Adega de Borba de fermen-
tacdo e estagio de vinho rosé em barrica e em inox com aduela, & semelhanga da técnica amplamente
utilizada na vinificagdo de vinhos brancos. A caracterizagdo dos compostos fendlicos e da cor,
aliada a analise sensorial efectuada, permitiram demonstrar as principais diferengas das seis moda-
lidades. Destaca-se especialmente a apreciagao global superior dos vinhos fermentados e estagiados
em barrica de carvalho americano e francés, cujas notas a baunilha e boisé aumentaram a comple-
xidade do caracter frutado.

Palavras-chave: Vinho ros¢, fermentagdo em barrica, estagio em barrica, aduelas.

1.INTRODUCAO

A definicdo de vinho rosé assenta geralmente na caracterizacdo da sua cor, independen-
temente do seu modo de elaboragdo. E tido como um tipo intermédio entre o vinho tinto
e o branco, partilhando com o primeiro as castas utilizadas e parte do teor em compostos
fenolicos, nomeadamente as antocianinas. Ao vinho branco assemelha-se pela estrutura
leve, teor alcoolico equilibrado, frescura e aromas frescos e frutados (Fauvet e Guittard,

1998). Estas caracteristicas parecem ter despertado interesse nos consumidores, o que

(1) Instituto Superior de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa, Tapada da Ajuda, 1349-017
Lisboa, Portugal. E-mail: paulinha_braganca@hotmail.com; jricardosil@jisa.utl.pt, olgalau-
reano@isa.utl.pt.

(2) Adega de Borba, Largo Gago Coutinho e Sacadura Cabral, 25. Apartado 20-7151-913, Borba,
Portugal. E-mail: Oscar.Gato@adegaborba.pt.
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ndo deve significar que ndo se experimentem novas técnicas e estilos de vinho rosé. De
entre os métodos de elaboracdo de vinhos rosé, a prensagem directa/”’bica-aberta” e a
maceragdo pré-fermentativa e/ou sangria seguidos de fermentacdo em fase liquida, sao
talvez os mais comuns. Tem-se excluido a técnica de fermentacao e estagio em madeira,
utilizada para aumentar a complexidade aromatica dos vinhos, nomeadamente os bran-
cos. Esta técnica ¢ muitas vezes complementada com a utilizagdo das borras, por terem
um poder redutor forte, capacidade de diminuir o impacto sensorial da madeira (Cha-
tonnet et al., 1992) e permitem melhorar a sua qualidade organoléptica, através dos com-
postos libertados na autdlise das leveduras (Barrio-Galan et al., 2011). Dado estes aspec-
tos, foi testado neste trabalho a fermentag@o e estagio do vinho rosé em barrica e em
inox com aduela. Foi mantida uma Testemunha que permaneceu durante todo o processo

de vinificac¢@o e conservagdo em inox, sem contacto com madeira.

2.MATERIAL E METODOS

2.1 Vinho

Foram utilizadas as uvas da vindima de 2012 dos socios da Adega de Borba, localizada
na cidade de Borba, distrito de Evora. As castas utilizadas neste vinho rosé foram Ara-
gonez (+37%), Touriga Nacional (£26%), Trincadeira (£15%), Syrah (+8%), Cabernet
Sauvignon (£6%) e outras (+8%).

O método de vinificagdo utilizado foi semelhante ao da fermentagio e estagio de vinho
branco com madeira e com battonage, destacando-se apenas a maceragao pelicular a
frio (8h) e passagem do mosto, apenas apds o arranque de fermentacdo a densidade de
cerca de 1070, para as barricas e sempre-cheios de inox com aduelas. Todos os depdsitos
foram colocados na sala de frio, a uma temperatura de 16°C. Destaca-se igualmente que
durante a fase de estagio se detectaram aromas intensos a reduzido, optando-se por tras-
fegar com arejamento as barricas e sempre-cheios, de modo a separar as borras. Apds

lavagem dos depositos, estes foram de novo atestados e sulfitados.
2.2 Delineamento experimental

Um total de 6 modalidades de vinho rosé foram testadas neste trabalho: Testemunha,

mantido sempre em cuba de inox, sem qualquer contacto com madeira, CF - 1 barrica
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nova de carvalho francés (225 L, tosta média, grao fino), CA - 1 barrica nova de carvalho
americano (225 L, tosta média, grio fino), CP - 1 barrica nova de carvalho portugués
(225L, tosta média, grdo fino), Ad CF - 1 sempre-cheio de 60 L com aduela de carvalho
francés (1 aduela/hL, tosta média), Ad CA - 1 sempre-cheio de 60 L com aduela de car-

valho americano (1 aduela/hL, tosta média).

2.3 Composi¢io fisico-quimica geral dos vinhos

O vinho foi analisado semanalmente através da tecnologia FTIR (Espectrometria de
Infravermelhos por Transformada de Fourier) no WineScan™, em relagéo aos seguintes
parametros: massa volimica, teor alcodlico em volume, acidez volatil, acidez total,
extrato seco, pH, acgtcares redutores, acido malico, acido lactico, indice de polifenois

totais a Aygopm» SO2 livre e SO, total.

2.4 Caracterizac¢ao da cor

Para determinar a Intensidade (IC) e a Tonalidade (T) da cor dos vinhos rosé foi utilizado
0 método de Saudraud modificado (OIV, 2013).

Para a medigéo e calculo das caracteristicas cromaticas dos vinhos, através dos valores
tristimulares (X, Y, Z), de acordo com a Comission International de l’Eclairage (CIE,
1986), utilizou-se 0 método espectrofotométrico com o auxilio de um programa de com-
putador.

A Cor devido a co-pigmentacdo (CC) foi determinada segundo o método proposto por

Boulton (2001), usando-se a formula de Gutiérrez (2003).

2.5 Determinaciio dos compostos fendlicos globais

Antocianinas coradas (Ac), Antocianinas totais (At), Grau de ioniza¢do de antociani-
nas(6), Pigmentos Totais (Pt), indice de Polimerizagdo de Pigmentos (IPP) e indice de
Polifenois Totais (IPT) foram avaliados pelo método de Somers e Evans (1977). Os Pig-

mentos Poliméricos (Pp) calculados segundo o método de Somers (1971).

2.6 Determinaciio da superficie de contacto da madeira/ volume de vinho

Considerou-se a area das barricas como a de um cilindro de altura h e raio r (r ¢ a média
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entre o raio do topo e o raio da barriga da barrica) e a area da aduela a area total de um
paralelepipedo de comprimento a, largura b e altura ¢ (At barrica= (2pr x h) + (2pr?) e
At aduela = 2ab + 2bc + 2bc). As medidas foram retiradas dos catdlogos das marcas uti-
lizadas no ensaio e os valores resultantes das areas divididas pelo volume de vinho que

continham.

2.7 Analise sensorial

Os diferentes vinhos foram submetidos a uma cuidada analise sensorial, constituindo-
se um painel de 13 provadores especializados e treinados do Instituto Superior de Agro-
nomia e da Adega de Borba, de modo a identificar as principais diferengas dos vinhos
rosé deste ensaio. Criou-se uma ficha de prova descontinua com atributos hedonicos e
discriminativos, com escala para Cor, Aroma e Gosto (1 — Inexistente, 2 a 5 — Excelente)

e para Equilibrio e Apreciacdo Global (1 — Mediocre a 5 — Excelente).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando o Quadro 1 conclui-se que os valores estdo dentro dos limites legais esta-
belecidos pelo Instituto da Vinho e do Vinho. Todos apresentam uma acidez elevada,
pH baixo e estdo tecnicamente secos. De notar que, pela quantificagdo do acido malico
e lactico, os vinhos ndo realizaram a fermentagao malolactica. No Quadro 2, a Intensi-
dade da cor (IC) dos vinhos Testemunha e Ad CF ¢ ligeiramente superior, além de serem
os vinhos com o vermelho (a*) mais pronunciado (Fig.1) e Croma (c*) mais elevado. A
Tonalidade (T) ¢ superior nos vinhos com madeira, o que indica maior predominancia
da absorvéncia a 420nm (amarelo). Os valores de b* sdo positivos (amarelo) para todos
os vinhos e ¢ mais marcada nos vinhos Ad CA e Ad CF (Fig.1). A maior luminosidade
(L*) dos vinhos em barrica pode dever-se a clarificacdo espontanea existente nas barri-
cas, tornando os vinhos mais limpidos e brilhantes (Quadro 2). As Antocianinas Coradas
(Ac), Antocianinas Totais (At) e o Grau de lonizagao das Antocianinas () sdo superiores
no vinho Testemunha (Quadro 2). A presenca de madeira parece influenciar a concen-
tracdo em antocianinas, especialmente em barrica, cuja superficie de contacto por

volume de vinho é 10x superior a superficie de contacto das aduelas (109 e 11,5 cm?/vol
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vinho, respectivamente). A presenca de madeira parece favorecer o declinio das anto-
cianinas (Jordao et al, 2006) e/ou ter capacidade de absorver polifenois do vinho (Bar-
rera-Garcia et al, 2007). Os valores de Pigmentos Totais (Pt) sdo muito semelhantes,
embora para a Testemunha, Ad CA e CP sejam ligeiramente superiores. Os Pigmentos
Poliméricos (Pp) e o Indice de Polimerizagio de Pigmentos (IPP) sdo ligeiramente supe-
riores para os vinhos estagiados com aduelas (Quadro 2). A maior polimerizagdo pode

dever-se ao maior contacto com o oxigénio (Perez-Prieto et al., 2003).

Quadro 1 — Resultados das analises sumarias realizadas no WineScanTM.?

MV TA AV AT | EST | pH | ARed | Milico Lietico IPT | SO2L | SO2T Data
Testemunha 0993 | 125 [ 032 | 661 | 241 | 314 23 1,7 0 19.6 7 110 17-Dez
CA 0992 | 129 [ 037 | 671 | 227 | 315 LI 18 0 182 9 103 17-Dez
CF 0992 | 129 | 037 | 672 | 227 | 3,14 LI 1.9 0 1] 9 102 17-Dez
CcP 0992 | 129 | 037 | 680 | 228 | 3,13 12 18 0 189 9 97 17-Dez
AdCA 0992 | 126 | 035 | 665 | 223 | 312 Ll 17 0 17.7 5 104 17-Dez
AdCF 0992 | 126 | 034 | 6,71 | 224 | 311 12 1,7 0 175 5 104 17-Dez

Quadro 2 - Valores para a IC e T da cor, L*, ¢*, h*, Ac, At, @, Pt, Pp, e IPP dos seis vinhos*
(%) | Pt(ua) | Ppa) | IPP(%)

Amostra | ICwa) | Twa | L* o+ h* (m%gftr"u (mégi )

Testemunha | 2081 | 0478 | 9386 ] 1121 | 0.3 7 06 %0 576 0% 3
AdCA 1938 | 068 | 9343 | 821 | 022 T 03 T 596 046 3
AdCF 2000 | 0553 | 9433 [ 1024 | 0.9 8 o7 15 543 037 7

CA 1619 0539 | 95,78 8,03 0,14 15 99 15 535 0235 5
CF 1584 | 0572 | 9565 | 79 | 0.8 3 97 5 ERE] 0736 3
cP 1652 | 0573 | 9558 | 8.5 | 0.8 3 104 IE 566 027 3

Fig.1 — Valores das coordenadas CIE a* e b* dos seis vinhos.*
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Segundo Boulton (2001) os vinhos tintos jovens podem apresentam Cor devido a Co-
pigmentagdo (CC) de 30 a 50%. Os vinhos rosé em estudo encaixam no intervalo de CC
dos vinhos tintos jovens (Fig.2), provavelmente por conterem cerca do dobro da con-
centracdo em antocianinas referida por Boulton (2001) para rosés (50mg/L). Pela Fig.3
conclui-se que os vinhos com madeira apresentam um Indice de Polifenois Totais (IPT)
superior ao vinho Testemunha, evidenciando a transferéncia de compostos fenolicos da
madeira para o vinho, especialmente em CP. Jordao et al. (2007) confirmam o maior
teor em elagitaninos, acido elagico e compostos fenolicos volateis (apds queima) do car-
valho portugués quando comparado com o americano e francés. Analisando o Quadro
3, existiu penalizagdo das Ad CA e Ad CF, embora ndo se deva traduzir na penalizacao
da técnica de fermentagdo e estagio de vinho rosé com aduelas, mas sim na penalizagao
do aroma oxidado. Destacam-se a CA e CF com uma apreciac@o global superior (Muito
Bom), pela boa percepgao da cor rosada e pelo bom equilibrio do caracter frutado com
as notas boisé, baunilha, coco e alguma especiaria. Ambos os vinhos mostraram também
um bom corpo/volume de boca, frescura e persisténcia com notas de madeira em aroma
retronasal. Segue-se o vinho ros¢ CP com uma classificagdo de Bom. Pode concluir-se
que talvez o carvalho portugués nao esteja tdo adequado como as restantes espécies de
carvalho, por mascarar mais os aromas frutados. O vinho Testemunha, com avaliacao
ligeiramente inferior, mas ainda no Bom, ¢ conotado como um bom rosé classico, com

frescura e fruta no aroma.

Fig. 2 — Valores da cor devido a copigmentagéo dos seis vinhos.” Fig 3 — Valores do IPT para os seis vinhos.*

Quadro 3 — pontuagdes médias e desvio padrdo da avaliagdo sensorial dos seis vinhos.*

T idp| CA | dp | CF | dp | CP | dp | AdCA | dp | AACF | dp
Vermelho 35 07 ] 29 | 08 | 29 |0 | 3 058 | a2 06 39 067
cor Rosado 37 108 33 | 13 | 34 | 13| 34 | 59| 29 INE] 32 09
CC (%) IPT
36 35 20 139 131 137 137 162
B 3434 "o @) (124 139131 BT 1Y “ppT
33 10
i 5
0 ! & r < )l < o4
& g ¢ F & &8 S ¢ & & ¢ 9
A S & v
& &
& &
CA - barrica de carvalho americano; CF — barrica de carvalho francés ; CP - barrica de carvalho portugués ; Ad CF — sempre-cheio com

aduela de carvalho francés; Ad CA - sempre-cheio com aduela de carvalho americano.
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alaranjado 12 | 04 13 0.5 1,1 028 1,1 0.28 12 0.38 1,1 028
Trutado silvestre 32 1.1 25 1.1 27 1,25 Z 1,19 28 142 24 1,04
Trutado maduro 32 ] 25 T 32 7,09 34 71z 7 T4 8 754
Floral 2 0,9 i35 05 15 0,66 15 0,66 16 0,96 i3 0,78
‘baunilha 14 07 23 0.8 25 0,97 34 7,04 13 045 i3 713
aroma
Coco 12 04 23 T4 16 0,65 18 0,73 i3 0,85 i3 0,97
especiaria i3 06 21 1.0 22 7,09 b 0,97 15 0,88 i3 0,66
Boisé 15 0,7 32 13 29 719 39 0,86 i3 124 16 077
prancha/serradura 13 08 17 T3 2 729 24 133 13 12 14 0,65
frescura/acidez EX) 08 37 1,0 4 0.71 36 0,96 33 1,09 39 086
persisténcia 32 09 s 08 36 0,65 35 0,88 29 0,95 31 086
corpo/velume de boca 29 06 39 06 36 065 38 073 29 09 32 0,69
Gosto
adstringéncia 13 0.5 1.6 09 19 095 22 093 19 0,95 19 099
amargor 14 0.7 15 1,0 16 104 22 0,99 25 1,05 19 1,12
madeira (retronasal) 15 0,7 32 0,9 29 08 35 0,97 19 144 22 i21
Apreciagao Global 29 0,9 s 0,97 35 0,78 32 073 16 0.87 25 0.88

* T — Testemunha; Ad F — sempre-cheio com aduela de carvalho francés; Ad A — sempre-cheio com aduela de
carvalho americano; CA — barrica de carvalho americano; CF — barrica de carvalho francés ; CP — barrica de
carvalho portugués.

4. CONCLUSAO

Com a realizagdo deste ensaio foi possivel avaliar as potencialidades e os principais efei-
tos da aplicagdo de uma técnica amplamente utilizada na vinificagdo de vinhos brancos,
a fermentag@o e estagio em contacto com madeira, em vinho rosé. Para tal, foram ensaia-
das modalidades em inox, inox com aduela (carvalho francés e americano) e com barrica
(carvalho francés, americano e portugués).

Ao fim de cerca de 3 meses de estagio, os vinhos apresentavam diferencgas a nivel das
caracteristicas da composicao fenolica e da cor e diferengas ainda mais evidentes na
analise sensorial.

Na composi¢ao fenodlica e da cor podem destacar-se como principais diferengas: Superior
IC dos vinhos Testemunha, Ad CA e Ad CF; Valores superiores de b* (amarelo) nos
vinhos Ad CA e Ad CF que terdo tendéncia a agravar-se com o tempo, dada a saturacao
do vinho em oxigénio; IPT superior nos vinhos fermentados e estagiados em madeira,

com clara superioridade para o vinho CP.
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Na analise sensorial das seis modalidades de vinho rosé destacaram-se: Testemunha
mostra-se um rosé classico com boa acidez e aromas frutados; Vinhos CA, CF e CP com
boa frescura, melhor estrutura e volume de boca que os restantes, sem se mostrarem
adstringentes ou amargos; Modalidade CA com notas mais evidentes a baunilha, cdco e
boisé¢; Modalidade CP com notas mais evidentes a especiaria, prancha/serradura e per-
cepcao a madeira pela via retronasal; Apreciagao global superior para os vinhos CA e
CF.

Deste modo, pode concluir-se que os vinhos rosé resultantes da fermentacao e estagio
em barrica de carvalho americano e francés foram preferidos ao vinho Testemunha e as
restantes modalidades. Em rela¢do a Testemunha, aumentaram a complexidade aroma-
tica, sem que a presenca da madeira os marcasse em demasia, uma vez que ao aroma
frutado se conjugaram os aromas a baunilha e boisé, entre outros. Apresentavam igual-
mente uma boa acidez e melhor volume de boca, essenciais para um vinho equilibrado.
Pode ainda concluir-se que esta técnica precisa de ser melhor estudada, tanto a nivel
pratico como tedrico, uma vez que existe pouca bibliografia sobre vinho rosé e inexis-
tente sobre vinho rosé fermentado e estagiado em contacto com madeira, que se demons-

trou uma nova alternativa com potencialidades que devem ser exploradas.
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EVALUACION DEL POTENCIAL AROMATICO
GLICOSIDICO DE VINAS TRATADAS CON EXTRACTO
DE ROBLE. INFLUENCIA EN EL AROMA DEL VINO

Kortes SERRANO DE LA HOZ'; Ana l. PARDO-GARCIA!; Manuel
CARMONA!?; Amaya ZALACAIN!; Gonzalo L. ALONSO!; M. Rosario
SALINASY

RESUMEN

Recientemente se ha demostrado que la aplicacion de un extracto de roble a vifas de distintas varie-
dades modifica la composicion aromatica de sus vinos, afectando también a las agliconas de los
precursores aromaticos de las uvas. El analisis de estos precursores suele abordarse a través de la
determinacion pormenorizada de las agliconas volatiles mediante Cromatografia de Gases y Espec-
trometria de Masas (GC-MS), pero resulta un proceso complicado y trabajoso, mientras que el ana-
lisis de la glucosa glicosidica (glucosa G-G) liberada de estos precursores resulta mas sencilla para
determinar el potencial aromatico de la uva. En este trabajo se evalua el potencial aromatico glico-
sidico, mediante el analisis de glucosa G-G de uvas Monastrell, cuyas vifias han recibido distintos
tratamientos con extractos acuosos de roble. Se analizaron mediante SBSE-GC-MS los aromas de
sus vinos y se sometieron a un analisis sensorial en tres momentos distintos (después de las fer-
mentaciones alcoholica y malolactica, y tras permanecer 6 meses en botella). Los resultados obte-
nidos muestran que la calidad aromatica de la uva se correlaciona con los aromas encontrados en
el vino, se propone por tanto como un indice mas para evaluar la calidad en la uva.

Palabras clave: precursores aromaticos glicosidicos, potencial aromatico, uvas tintas, extracto de
roble.

1- INTRODUCCION
Entre todos los constituyentes del aroma de los vinos, los que provienen de la uva juegan

un papel determinante en la calidad y tipicidad del vino. Diversos estudios han puesto

! Catedra de Quimica Agricola. E.T.S.I. Agronomos, Universidad de Castilla-La Mancha, Avda.
Espafia, s/n, 02071, Albacete, Espafia. *e-mail: Rosario.Salinas@uclm.es

2Parque Cientifico y Tecnoldgico de Albacete, Universidad de Castilla-La Mancha, 02071, Alba-
cete, Espafia.
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de manifiesto que cuando se aplica un extracto acuoso de roble a la vifia, los compuestos
aromaticos del extracto son asimilados por la uva y estan presentes en los vinos elabo-
rados con ellas (MARTINEZ-GIL et al., 2011; MARTINEZ-GIL et al., 2012; MARTI-
NEZ-GIL et al., 2013). El conjunto de compuestos de la uva relacionados con el aroma
responden a dos grupos de sustancias generadas en el metabolismo secundario, los
aromas libres o moléculas olorosas, y los precursores del aroma o moléculas no olorosas
pero que bajo determinadas condiciones, como durante el proceso de vinificaciéon y a lo
largo del envejecimiento, se pueden transformar en moléculas olorosas. En este ltimo
grupo predominan los precursores glicosilados, en los que la aglicona volatil estd unida
auna molécula de glucosa mediante un enlace O-glicosidico. Estos precursores son una
fuente potencial del aroma ya que al romperse el enlace se produce la liberacion de la
aglicona volatil con el consecuente impacto en el aroma del vino. La medida de este
potencial puede realizarse hidrolizando el enlace glicosidico por via enzimatica o por
via acida, y midiendo la concentracion bien de la aglicona o bien de la glucosa que se
libera (glucosa G-G). Las agliconas tienen estructuras muy complejas y altamente diver-
sas, pero pueden ser analizadas individualmente, una vez roto el enlace glicosidico,
mediante métodos basados en la cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GUNATA et al., 1985; IBARZ et al., 2006; LOSCOS et al., 2009). En este proceso de
ruptura también se produce una proporcion equimolecular de glucosa, por lo que la deter-
minacion de esta glucosa glicosidica (glucosa G-G) resulta mas sencilla, permitiendo
estimar la concentracion total de los precursores glicosilados del aroma presentes en la
muestra y por tanto el potencial aromatico de la uva. Recientemente se ha desarrollado
este método mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con detector de Indice
de Refraccion (HPLC-IR) (SALINAS et al., 2012).

El objetivo de este trabajo es conocer la relacion entre la glucosa G-G de las uvas tratadas
con extracto acuoso de roble y la calidad aromatica de sus vinos. Para ello, se determina
el potencial aromatico glicosidico de esas uvas, mediante el analisis de la glucosa G-G
liberada por hidroélisis acida. Este potencial se relaciona con la composicion aromatica

y con el andlisis sensorial de sus vinos.
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2 - MATERIALES Y METODOS

Extracto de roble

El extracto de roble utilizado lo proporcioné la empresa Protea France S.A.S. Es un
extracto acuoso empleado como aditivo alimentario para bebidas espirituosas y zumos

de frutas, lo que garantiza que no presenta riesgo de toxicidad.

Material vegetal y tratamientos realizados

Las uvas utilizadas fueron de la variedad Monastrell recogidas durante la cosecha de
2010, cultivadas en una parcela experimental de la BSI de Jumilla (D.O. Jumilla, Sureste
de Espafia). Se utilizaron dos formulaciones en agua del extracto de roble: al 25% y
100% que se aplicaron en una ocasion sobre las uvas (25%-1y 100%-1), y la del 25%
también se aplico en cuatro ocasiones (25%-4) para alcanzar la del 100%. Los trata-
mientos se realizaron sobre toda la superficie foliar de las cepas a partir del inicio del
envero cada uno sobre 16 plantas. Las uvas se recolectaron manualmente, en perfecto
estado sanitario y una parte representativa se congeld a -18°C hasta el momento de su

analisis.

Vinificacion

Las uvas que no fueron congeladas se procesaron siguiendo el sistema tradicional de
vinificacion en tinto. De cada tratamiento se elaboraron 15 L de vino por duplicado en
depdsitos de acero inoxidable de 30 L. La fermentacion alcoholica transcurrié a 22+1°C
y se inocularon levaduras seleccionadas. Finalizada la fermentacion alcohdlica se trase-
garon los vinos a recipientes de 5L y se inocularon bacterias para llevar a cabo la fer-
mentacion maloldctica y completar asi la vinificacion. Posteriormente los vinos se sul-
fitaron y se embotellaron para su conservacion. Los vinos obtenidos fueron 25%-1,
25%-4, 100%-1 y control.

Analisis del potencial aromatico glicosidico en uvas
Se determind mediante el analisis de la glucosa glicosidica (glucosa G-G) liberada por
hidrolisis acida de los precursores aromaticos glicosidicos, valiéndonos de un HPLC

provisto de un detector de indice de refraccion siguiendo el método de SALINAS et al,
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(2012). De cada muestra se prepararon dos extractos diferentes, sustituyendo las dos
horas de maceracion por una extraccion con microondas, utilizando para ello un sistema
de microondas NEOS. Posteriormente se siguieron las siguientes etapas: eliminacion de
los polifenoles glicosilados y aislamiento de los precursores glicosilados del aroma, eli-
minacion de la glucosa libre, hidrdlisis acida de los precursores y analisis por HPLC-
IR. Cada extracto se analizé por duplicado. Paralelamente, se realizo el mismo analisis
para cada muestra afiadiendo B-D-fenilglucosa (20 mM) como estandar interno, para

establecer el factor de retencion en el cartucho de extraccion (FR).

Analisis de volatiles en los vinos

Se sigui6 el método de MARIN et al. (2005), basado en la SBSE-GC-MS y el empleo
de un twister de 10 mm x 0,5 mm. A 25 mL de vino se afiadi6 3-metil-1-pentanol como
estandar interno y a continuacion se realizé la absorcion por inmersion del twister con
agitacion de 500 rpm durante 60 minutos y temperatura de 25°C. Los analitos desorbidos
fueron transferidos al cromatdgrafo de gases. Los volatiles se identificaron y cuantifi-
caron usando rectas de calibrado de los patrones comerciales y utilizando la libreria
NIST del equipo analitico. El muestreo se llevo a cabo en tres momentos distintos: tras
la fermentacion alcoholica, al finalizar la fermentacion malolactica y después de 6 meses.
Cada vino se analiz6 por duplicado, por lo que se obtuvieron 4 resultados por cada vino

resultante del correspondiente tratamiento realizado en las vifias.

Analisis sensorial

Se realiz6 un andlisis sensorial descriptivo de los vinos en los distintos momentos de
muestreo. El panel de cata lo formaron 8 jueces expertos, de ambos sexos. La ficha de
cata incluy¢ los siguientes descriptores: intensidad olfativa, aromas fermentativos, varie-
tales, frutales, frutas maduras, hierbas, madera/roble, clavo, cuero, vainilla, especiado y

coco. Se puntuaron desde 1 (ausencia) hasta 7 (maxima intensidad).
3 - RESULTADOS Y DISCUSION

El método para la determinacion de la glucosa G-G requiere el calculo del factor de

retencion (FR) del patrén afiadido, que es necesario para conocer el efecto de la matriz
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en la retencion en el cartucho de extraccion de los precursores aromaticos glicosilados.
En este caso, aunque la matriz de partida es la misma al ser uvas de la misma variedad,
se obtuvo el FR para saber si existian diferencias entre las uvas por efecto de los trata-
mientos con extracto de roble (Tabla 1). Se observaron diferencias significativas en las
uvas procedentes del tratamiento 100%-1, mientras que las uvas control, 25%-1y 25%-
4 mostraron una retencion similar entre ellas, por lo que se tomd el valor medio de 1,46
para estas ultimas y 1,57 para el 100%-1. La mayor retencion de la muestra 100%-1

puede ser debida a su mayor contenido en antocianos (PARDO-GARCIA et al., 2013).

Tabla 1. Factores de retencion (FR) de las distintas muestras de uva.

Tratamiento Extraccion FR FR weaio
control é { :ig 1.47¢
25%-1 : : gé 1,500
25%-4 ! Uio 1A
100%-1 1 ! §§ 1,570

La Tabla 2 muestra el contenido de glucosa G-G de las dos extracciones diferentes rea-
lizadas en las uvas. Cabe destacar los bajos coeficientes de variacion encontrados entre
ambas (< 9%), lo que pone de manifiesto la representatividad del tamafo de la muestra
(50 g. de uva).

Tabla 2. Concentracién de precursores glicosilados de las distintas muestras de uva.

Glucosa G-G =~ Media G-G

Tratamiento  Extraccién

(mM) (mM)
control é } gg 1,60
25%-1 . }gﬁ 1,61
25%-4 3 : g 1,710
100%-1 : i:;g 1810
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Los resultados muestran que las uvas procedentes de los tratamientos 25%-4 y 100%-1
tuvieron un mayor contenido en precursores glicosilados del aroma, mientras que no se
encontraron diferencias significativas entre las uvas usadas como control y las del tra-
tamiento 25%-1. Esto demuestra que la aplicacion del extracto de roble a las cepas afecta
a la composicion aromatica de la uva en su forma glicosilada, lo que estd de acuerdo
con anteriores trabajos en los que se estudiaban las agliconas volatiles (MARTINEZ-
GIL et al.,2013). Por otra parte, la aplicacion a la cepa de la misma cantidad de extracto
mediante la formulacion 100%-1 o la formulacion o 25%-4, influyo en el potencial aro-
matico glicosidico, ya que se encontraron diferencias significativas entre ambos, siendo
el tratamiento 100%-1 el de mayor valor. Esto demuestra que la distribucion del extracto
de roble también influye en el aroma varietal.

En la Tabla 3 se muestran los grupos aromaticos en los que se han clasificado los com-
puestos volatiles determinados en los vinos, para lo que se han considerado sus descrip-

tores mas usados en la bibliografia.

Tabla 3. Compuestos volitiles analizados mediante SBSE-GC-MS, grupo de clasificacién, descriptor més
comtin y umbral de percepcidn olfativa (UPO).

Grupo Compuestos

4-Etilguayacol Especiado 33 4-Etilfenol Cuero, establo 440
4-Vinilfenol Medicinal 180 Isobutanol Graso, amargo, verde 75000
Cinamato de etilo* Afrutado, floral 1.1 3-Metil-1-butanol Fusel, alcohol 30000
Dihidrocinamato de etilo* Floral 16 Lactato de etilo Licteo, dcido 150000
Nonanal Verde 1 Decanoato de etilo Jabdn 500
Linalol* Floral, citrico 15 Succinato de dietilo Vinoso 1200
Citronelol* Citrico 100 Acido hexanoico Queso 3000
Nerol* Floral, citrico 15 Acido octanoico Queso 500
Geraniol* Floral, citrico 30 Acido decanoico Jabén 6000
Geranil acetona* Floral 60 Butirato de etilo Afrutado 20
[-Ionona* Violetas 5 Hexanoato de etilo Afrutado 5
Nerolidol* Floral 15 Acetato de hexilo Afrutado 670
Farnesol c* Floral 1000 Benzaldehido Almendra amarga 2000
ﬁ-Damasncnnna' Ciruela, floral 0,05 Acetato de etilo Afrutado, disolvente 7500
Guayacol* Humo, tostado 95 Octanoato de etilo Jabén, dulce 580
Eugenol* Clavo 6 Acetato de isoamilo Plitano 1600
Vanillato de etilo* Vainilla 990 2-Feniletil alcohol Rosa. floral 10000
Siringol* Humo 570 Acetato de 2-feniletilo Afrutado, floral 250

? R Hierba cortada @ | Furfural Almendra tostada | 14100

= ﬁggig?}-m @ Hierba cortada 8000 = 5-Metil-furfural Almendra tostada | 45000

E 400 © | y-Nonalactona Coco, graso 30

Los compuestos identificados con * pueden proceder de precursores aromdticos glicosilados.

En la Figura 1 se muestra el porcentaje de contribucion de cada grupo de compuestos al
aroma del vino tras permanecer seis meses en botella. La concentracién mayoritaria en
todas las muestras es la de los compuestos clasificados como aromas fermentativos (>

97%), mientras que los compuestos varietales apenas alcanzaron el 0,4% del total. Se
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observé que en todos los casos, los tratamientos con extracto de roble aumentaron las
concentraciones de compuestos fermentativos. En los vinos de los tratamientos 100%-
1 y 25%-4 hubo un incremento importante de aromas varietales asi como de furfural, 5-
metil-furfural y g-nonalactona. También se observo una disminucion en la concentracion
de aromas herbaceos frente al control. Por otra parte, teniendo en cuenta los umbrales
de percepcion olfativa (UPO) de los compuestos analizados y el porcentaje expresado
como VA (valor de aroma), el impacto de los aromas varietales sobre el vino adquiere
una importancia significativa (> 70%). El vino control manifesté el mayor valor en
cuanto a aromas fermentativos, mientras que 100%-1y 25%-4 fueron los de valores mas
bajos. Todos los vinos procedentes de las cepas tratadas con extractos de roble obtuvie-
ron un mayor impacto aromatico varietal que el control, siendo el 100%-1 el mas ele-
vado. De igual forma, las notas aromaticas herbaceas sufrieron una disminucion en todos
estos vinos respecto al control. En cuanto a los compuestos agrupados como “otros”,

aumentaron de forma més evidente en los vinos 25%-4.

A B)

CONTROL 030% 0% conmoL

| 1,98% 034%
s e B

| 1,30% 025%
25%4 25%4 227%
25%1 1,31% 5%1 25,05% 0.28%

80% i — iy o = —l

i 0% - v o,
0% -
80%

45%
70,14%

f

85% .
90% = 131%, 29%
95%
WFERMENTATIVO DVARIETAL HERBACEQ @OTROS 100% WFERMENTATIVO DVARIETAL MHERBACEQ BIOTROS 100%

Figura 1. Porcentaje de volatiles de los vinos que han permanecido 6 meses en botella segin el grupo
de clasificacién. A) Referido a concentracién y B) Referido al valor de aroma (VA).

En la Figura 2 se muestra la relacion entre la composicion aromatica de los vinos en
cada momento de muestreo y el contenido de glucosa G-G de las uvas para cada trata-

miento.
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Relacién entre los compuestos voldtiles (totales) Relacién entre los aromas que pueden proceder de
delvino y la glucosa G-G de las uvas — precursores glicosilados con la glucosa G-G de las uvas
= T = 09 T 19
3 H
E < 08+ L8
g ol £
= £ 3 o741 17 g
3 s 8 % £
- g H 1,6 8
8 o e 06 g
g o £ 150
] 3| £ 05 2
E z| & 1473
£ = § oa 132
<
0,3 + T = T 1,2
25%-1 25%-4 100%-1 CONTROL 25%-1 25%-4 100%-1 CONTROL
UFA HFML HG6M #GLUGG LUFA WFML W6M #GLUGG

Figura 2. Relacién entre la composicién aromiética de los vinos y la glucosa G-G de sus uvas. Se
muestra la evolucién en cada momento de muestreo: FA, fermentacion alcohdlica; FML, fermentacion
maloléctica; 6M, al cabo de 6 meses en botella.

Respecto al total de compuestos volatiles, se observa como todos los vinos procedentes
de uvas que recibieron alguno de los tratamientos obtuvieron valores superiores al con-
trol tras la fermentacion malolactica. El mismo comportamiento se observa al relacio-
narlos con los aromas del grupo “varietales” que pueden proceder de precursores glico-
silados (identificados en la Tabla 1), siendo mucho mas acusado el aumento en los vinos
100%-1y 25%-4 tras seis meses en botella. El mayor valor de potencial aromatico gli-
cosidico (glucosa G-G) correspondio a las uvas 100%-1, mientras que la mayor libera-
cién de aromas en el vino se observé para la muestra 25%-4. Esto pone de manifiesto
que el namero de aplicaciones segtin la formulacion empleada influye en la sintesis de
los precursores glicosilados y en su posterior liberacion.

El analisis sensorial confirma el analisis quimico como se puede ver en la Figura 3. Des-
tacamos que al cabo de 6 meses de la FML, respecto al control, los vinos procedentes
de las cepas tratadas, tienen una mayor presencia de aromas a madera, hecho que atri-
buimos a la asimilacion de la planta de los compuestos del extracto. Ademas, las pun-
tuaciones para los descriptores “varietal”, “frutal” y “frutas maduras”, que son caracte-

risticos de Monastrell, son mayores, por lo que se incrementa la tipicidad varietal.
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DespuésFA Después FML Despuésb meses
Intensidad olfativa Intensidad olfativa Intensidad olfativa
5 5 T ST
Vainilla, 4 | Fermentativas Vainilla ,Fermentativas Vainilla, 4 | Fermentativas
X X
\ \
Cueroj__ p¥  Varietales Cugro/__ | Varietales Cuero 1\ Varietales
R i Rl J ~~
v
Clavo " i ~fFrutales  Clavo'™ frutales  Clavor "~ Frutales
/ /
Madera/roble” “Frotasmaduras  Madera/roble” T Frutas maduras Madera/roble T *Frutas maduras
Hierbas. Hierbas. Hierbas
———CONTROL ~=-2=-25%-1 —u--25%4 =-&-=100%1

Figura 3. Andlisis sensorial de los vinos en los tres momentos de muestreo (FA: después de la fermentacion
alcohélica; FML: después de la fermentacién maloldctica; 6 meses: al cabo de seis meses en botella).
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Resumo

A vinificagdo ¢ um processo de transformagdo de alimentos que depende totalmente de uma com-
plexa fermentagao realizada por varios microrganismos que atuam sinergicamente. De fato, a diver-
sidade microbiana, a qualidade e variedade da uva e as condi¢des de fermentagéo sao fatores criticos
para o sabor e bouquet dos vinhos, conferindo assim a sua identidade. Revelar o microbioma com-
plexo das uvas e dos mostos, a sua dindmica e compreender os fatores ecologicos que explicam a
biodiversidade, tem sido um desafio para a enologia.

Este trabalho apresenta o primeiro panorama completo das comunidades microbianas, caracteri-
zando o microbioma natural presente nos mostos iniciais e durante as fermentagdes espontaneas.
Considerando que a maioria dos microrganismos ndo ¢ cultivavel foi realizada uma abordagem
metagenomica usando a plataforma GS 454 FLX Titanium para estudar de forma exaustiva a bio-
diversidade microbiana de seis regides vinicolas portuguesas: Minho, Douro, Dao, Bairrada, Estre-
madura e Alentejo.

Os nossos dados mostraram uma elevada biodiversidade, onde o microbioma da uva difere signi-
ficativamente do microbioma das fermentagdes e as alteragdes na biodiversidade sao mais signifi-
cativas entre os fungos e leveduras. Curiosamente verificAmos que as regides vitivinicolas portu-
guesas tém comunidades microbianas naturalmente diferentes, que podem também contribuir para
o terroir de alguns vinhos tradicionais.

Palavras-chave: Uva; Fermentagao espontanea; Microbioma; Terroir microbiano; Metagenomica;
Pirosequenciacao
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1-INTRODUCAO

As uvas aportam um complexo microbioma, que inclui uma grande diversidade de
fungos filamentosos, leveduras e bactérias com diferentes caracteristicas fisioldgicas e
metabolicas, desempenhando um papel de destaque no processo de vinificagdo (PRETO-
RIUS, 2000; FLEET, 2003; BARATA ef al., 2012).

A fermentagao espontanea do vinho é realizada pelo microbioma indigeno (HEARD,
1999; PrETORIUS, 2000; CIANI ef al., 2006; RENOUF ef al., 2007) tendo este um papel
importante na fermentagdo. Contudo, a maioria dos estudos de microbiologia dos vinhos
focam-se na caracterizagdo de estirpes de Saccharomyces cerevisiae, € nao sobre o papel
das comunidades microbianas, que continuam a ser pouco compreendidas (PRETORIUS,
2000; FLEET, 2008; NisioTou et al., 2011). No entanto, a necessidade crescente de pro-
duzir vinhos com estilos Ginicos e desejaveis, associada a desmitificacdo do papel nega-
tivo das comunidades microbianas indigenas, relangou a discuss@o e a necessidade de
melhor estudar estas comunidades microbianas e o seu potencial enquanto fonte de meta-
bolitos Unicos e distintos (HEARD, 1999; JOLLY ef al., 2006; FLEET, 2008).

Neste trabalho foi utilizada a sequenciac@o paralela massiva do ADN com o intuito de
desvendar tanto os microrganismos cultivaveis como os ndo cultivaveis presentes nas
uvas e durante as fermentagdes espontaneas de diferentes regides vitivinicolas portu-
guesas. Tirando beneficio da pirosequenciago, as comunidades bacterianas e fingicas

foram sequenciadas em simultaneo.

2-MATERIAL E METODOS

2.1-Colheita das uvas e fermentagdes espontaneas

As amostras de uvas foram recolhidas durante a vindima de 2010 de seis regides portu-
guesas: Minho (Mi), Douro (Dr), Ddo (D), Bairrada (B), Estremadura (E) and Alentejo
(Al). Um total de 17 amostras de uvas foram colhidas, esmagadas e a fermentacao foi
realizada no laboratdrio sob condi¢des asséticas. Para cada amostra foi analisado o
microbioma em 3 pontos temporais distintos: uvas ou mosto inicial (MI), inicio da fer-

mentacdo (IF) e final da fermentacao (FF).
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2.2-Extracao do ADN, construcio das bibliotecas de ADN e pirosequenciacio

O ADN total de 51 amostras foi extraido usando um protocolo proprietario de extracao
de ADN de mostos, ¢ a biblioteca de ADN foi construida para cada amostra individual-
mente. Todas as reagdes de PCR foram realizadas em 30 pL, e cada mistura de reacao
continha 2 pL de ADN total, 1.5 unidades de FastStart High Fidelity Taq DNA polyme-
rase (Roche, USA), 1x tampdo de reagdo com MgCl, (1.8 mM) incorporado (Roche,
USA), 0.2 mM de dNTPs (Bioron, Germany) e 0.8 uM dos primers para a regido V6 e
0.4 uM dos primers para as regides D2 e ITS2. Para as bactérias, as condi¢des de ampli-
ficagdio consistiam num passo de desnaturacdo inicial a 94°C (Smin.), seguido de 20
ciclos de desnaturag@o a 94°C (35s), hibridac@o a 50°C (35s) e extensdo a 72°C (40s) e
por fim um passo de extensdo final a 72°C (5min). As condigdes de amplificagdo usadas
para os fungos e leveduras foram as mesmas, mas o PCR foi realizado com 25 ciclos.
As amostras foram misturadas de acordo com o numero de moléculas de ADN, em con-
centra¢des equimolares e submetidas para pirosequenciagdo usando a plataforma GS

FLX Titanium (454 Life Sciences, Roche, USA) do Biocant (Cantanhede, Portugal).

2.3-Processamento dos dados da pirosequenciacio e andlise estatistica

As sequéncias obtidas foram tratadas com uma pipeline de anota¢ao automatica imple-
mentada na Unidade de Bioinformatica do Biocant. As diferencas da biodiversidade
(Chaol) entre as amostras MI, IF e FF foram avaliadas através de ANOVA usando SPSS
20.0 (IBM, USA). Na comparag¢ao da estrutura da comunidade microbiana foi realizada
uma Analise por Componentes Principais (PCA) usando o Bionumerics 6.5 (Applied
Maths NV, Belgium).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-Diversidade e riqueza das comunidades microbianas

As fermentagdes espontaneas analisadas revelaram possuir uma populagdo de micro-
rganismos bastante mais heterogénea, diversa e rica quando comparada com trabalhos
anteriormente publicados, tendo-se também identificado microrganismos anteriormente
ndo associados a fermentagdo de vinhos, em particular um conjunto significativo de

microrganismos ndo cultivaveis.
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Da sequenciag@o massiva das regides V6, ITS2 e D2 das amostras MI, IF e FF prove-
nientes de diferentes regides vitivinicolas obteve-se um total de 1.160.482 sequéncias
com elevada qualidade, que foram agrupadas de acordo com a sua semelhanca filoge-
nética. Assim, todas as sequéncias que apresentassem semelhangas entre si superiores a
97% foram agrupadas em Unidades Taxonoémicas Operacionais (OTUs). Em média, a
amostras de uva analisadas apresentaram uma biodiversidade de procariotas e de euca-
riotas de 78 e 70 espécies, respetivamente. No entanto, e como esperado, esta biodiver-
sidade diminui drasticamente durante o processo fermentativo, sendo que o niimero de
espécies de fungos e leveduras registado foi de 33 no inicio de fermentagdo e de 20 no
final de fermentagdo. Relativamente a populag@o bacteriana, observou-se um decréscimo
na biodiversidade logo no inicio de fermentacdo que depois se manteve, tendo sido dete-
tadas 56 potenciais espécies tanto em inicio como no final da fermentagéo.
Analisando a dinamica da popula¢do microbiana ao nivel do filo, as variagdes na biodi-
versidade corroboram a existéncia de uma forte modulagao das fermentagdes esponta-
neas sobre a diversidade fungica, sendo esta menor na comunidade de bactérias, uma
vez que se verificaram diferencas estatisticamente significativas (p<0.05) para os filos
Ascomycota e Basidiomycota e ndo para o filos Actinobacteria, Firmicutes e Proteo-
bacteria. Notavelmente, uma maior biodiversidade foi observada para as bactérias com-
parativamente com a populagdo de fungos. Entre as duas regides eucarioticas, a sequen-
ciagdo da regido D2 apresentou uma maior biodiversidade, quando comparada com a
regido ITS2.

msF 0,05
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Actinobacterla | Firmicutes
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Média Chaol (£ SEM)
= E ] g

H

Figura 1: Dindmica da biodiversidade associada as regides V6, ITS2 e D2 ao nivel do filo.
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3.2-Comunidade Microbiana da Uva

As amostras de uvas apresentaram uma elevada diversidade microbiana, derivada da
vinha nomeadamente, da filosfera e do meio ambiente (PRETORIUS et al., 1999; RENOUF
et al.,2007; MILLS et al., 2008; MARTINS, 2012; PINTO ef al., Submetido).

A populagdo eucariota das uvas ¢ caraterizada por fungos ubiquos como Aureobasidium,
Rhodotorula, Hanseniaspora, Metschnikowia, Saccharomyces, Candida, Ramularia,
Lewia, Filobasidiella, Leptosphaerulina e Schizosaccharomyces, assim como familias
bacterianas: Halomonadaceae, Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Microbacte-
riaceae, Oxalobacteriaceae, Comamonadaceae, Shingomonadaceae, Nocardioidaceae,
Xanthomonadaceae e Methylobacteriaceae.

Como esperado, a populacdo de Saccharomyces estava presente em baixas quantidades,
uma vez que esta populag@o apresenta niveis bastante reduzidos ou até mesmo ausentes
nas uvas e nas folhas da videira (PRETORIUS ET 4L., 1999; WESTHUIZEN et al., 2000; JoLLY
etal., 2003; PINTO et al., Submetido). Adicionalmente, fungos filamentosos foram iden-
tificados nas uvas, tal como Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Penicillium
ou Rhizopus, que sdo indesejaveis uma vez que afetam a qualidade do vinho. Aspergillus
niger, Penicillium glabrum e P. brevicompactum foram identificados em todas as regides
e a sua presenca no vinho deve ser evitada uma vez que estes sdo produtores de Ocra-
toxina A (Tort e PRETORIUS, 2000).

Curiosamente, amostras com uma maior abundancia de fitopatogenos (Botryosphaeria
dothidea ¢ Erysiphe necator) também apresentaram uma maior prevaléncia de micro-
rganismos fitoprotetores (4. pullulans e Rhodotorula), verificando-se desta forma uma
correlagdo direta entre dois grupos fungicos. Foram ainda detetadas nas uvas bactérias
acido-lacticas (LAB) e bactérias acido-acéticas (AAB), embora em baixas quantidades,

indicando assim que as proprias uvas sao fontes de contaminagdo dos mostos.

3.3-Microbioma das fermentacdes espontineas de diferentes regides vitivinicolas
De forma a perceber a variagdo espacial das populagdes, o microbioma dos mostos e
dos estados de fermentac@o foram correlacionados com as diferentes regides de Deno-
minagdo de Origem Controlada (Figura 2). De acordo com cada regido, o Aureobasidium

foi o fungo dominante nas uvas com excecao do Alentejo, onde se verificou uma predo-
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minancia de Lachancea. As amostras de uva provenientes da Bairrada, Ddo e Minho
sdo caraterizadas por Hanseniaspora, Hyphopichia e Botryotinia, respetivamente,

enquanto a Rhodotorula carateriza as amostras do Douro e Minho.
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Figura 2: Abundincia relativa dos 10 microrganismos eucariotas (superior) ¢ procariotas (inferior) ao longo
do MI, IF e FF das diferentes regides portuguesas.

A comunidade bacteriana identificada foi bastante distinta ao longo das diferentes
regides, sendo o Alentejo e Bairrada as regides cujas fermenta¢des apresentaram perfis
bacterianos mais distintos: enquanto a fermentagao da Bairrada foi dominada por Ente-
robacteriaceae, as fermentagdes do Alentejo foram dominadas por Halomonadaceae e
Enterobacteriaceae. Estas familias foram também identificadas no Dao, Douro, Estre-
madura e Minho, embora se verificarem abundancias relativas inferiores e variaveis
entre estas regides. As amostras provenientes do Dao, Douro e Minho tiveram uma popu-
lagdo bacteriana similar, caraterizada por Pseudomonadaceae, Microbacteriaceae, Oxa-
lobacteriaceae, Sphingomonadaceae, Comamonadaceae e Enterobacteriaceae. Estas
familias foram também encontradas na Estremadura mas a niveis de abundancia infe-
riores.

No que diz respeito & populacdo de fungos e leveduras do inicio da fermentacéo, a popu-
lagao de Saccharomyces aumentou em todas as regides, como esperado. De notar ainda

que no inicio de fermentagdo a regido do Alentejo apresentou um maior abundancia de
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Lachancea e o Minho foi principalmente caraterizado por Hanseniaspora, Lachancea,
Metschnikowia e Aureobasidium. Também foram identificadas leveduras vinicas como
Metschnikowia, Torulaspora, Schizosaccharomyces, Candida, Issatchenkia e com menor
frequéncia Pichia. Contudo, as suas abundancias relativas variaram de acordo com a
regido de origem, e de fato cada DOC apresentou no inicio de fermentagao um terroir
microbiano caracteristico e inico, com diferentes abundancias destas leveduras e padroes
especificos de modulagdo microbiana.

Finalmente, os finais de fermentacdo do Alentejo, Douro e Minho apresenta-
ram uma composicdo similar entre si (Saccharomyces e Lacchancea), enquanto a Bair-
rada e Dao foram maioritariamente caraterizadas por Saccharomyces (> 90%). A regiao
da Estremadura continha Saccharomyces, assim como Schizosaccharomyces, em eleva-
das quantidades.

As amostras IF e FF ndo apresentaram grandes diferencas nos perfis bacterianos, sendo
a familia Enterobacteriaceae ubiqua e bastante abundante em todas as regides. Nas
regides do Dao, Douro e Minho esta familia bacteriana esteve presente em niveis eleva-
dos, e um grande niimero de sequéncias pertencentes a familia Acetobacteriaceae foi
observado nas regides da Bairrada e Estremadura. A regiao do Alentejo apresentou um
microbioma Unico, onde as familias Halomonadaceae ¢ Leuconostocaceae estavam pre-
sentes em baixas quantidades.

E interessante notar que as amostras com elevadas quantidades de S. cerevisiae no final
da fermentagdo apresentaram baixos niveis de bactérias lacticas (LAB), nomeadamente
Leuconostoc e Weisella, sugerindo que esta levedura exerce pressao sobre as LAB.

Na analise da dindmica e relagdes entre as comunidades microbianas das diferentes
regides portuguesas usando PCA, verificou-se uma clara separagdo entre as amostras
de uva e as amostras do processo de fermentagdo, estando as amostras de inicio de fer-
mentacdo (IF) distribuidas entre as amostras uvas/mosto inicial e as de final de fermen-
tagdo (FF). Esta separagdo deve-se principalmente a presenca de Aureobasidium, Rho-
dotorula, Lachancea e outros microrganismos ambientais no MI e Saccharomyces e

Enterobacteriaceae nos pontos de fermentagao (SF e EF).
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Figura 3: Andlise por Componentes Principais da comunidade microbiana ao longo do MI, IF e FF para as
diferentes regides vinicolas portuguesas, baseado no niimero de sequéncias.

4-CONCLUSAO

Neste trabalho demonstrou-se que o microbioma das uvas e das fermentagdes ¢ distinto
entre as 8 regides vitivinicolas portuguesas estudadas, pelo que se conclui que o micro-
bioma deve ser também considerado como um fator adicional de singularidade e varia-
bilidade entre os vinhos ¢ as regides vinicolas. Este achado reforga a necessidade de
desvendar a microflora natural destas regides e explorar sua populacdo microbiana nat-
ural, assim como estudar o seu impacto e potencial na producdo de vinhos com estilos

unicos, diferenciados e inovadores.
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ENOKIT: SISTEMA MOLECULAR PARA DETECCAO E
IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS NO VINHO

Susana SOUSA'! e Ana Catarina GOMES!'*

RESUMO
O processo de fermentagdo de mostos vinicos envolve um conjunto alargado de microrganismos
que contribuem para as propriedades organoléticas do produto final. No entanto, a qualidade final
do vinho pode ser comprometida devido a presenga de microrganismos indesejados que produzem
metabolitos que conferem caracteristicas e aromas desagradaveis.
Neste trabalho desenvolvemos um sistema molecular para detecdo rapida, eficaz e simultdnea de
41 microrganismos de interesse enologico, em menos de 48 horas. Esta dete¢@o pode ser feita em
qualquer etapa do processo de produgao, desde o mosto inicial até ao vinho engarrafado, assim
como na monitorizagdo de aguas de lavagem utilizadas nas adegas. Para tal, foi otimizado um pro-
tocolo para extragdo de ADN a partir de mostos e vinhos e foram desenhados primers especificos
para detecdo molecular destas espécies por PCR. Paralelamente, desenvolvemos um protocolo de
detecao de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis e Zygossacharomyces spp. baseado em PCR quan-
titativo, que permite detetar e quantificar estes microrganismos em 48h.
O ENOKIT demonstrou ser uma ferramenta 1til e fiavel, sendo adequado para monitorizagao da
populagdo microbiana ao longo das fermentagdes, bem como, para detegdo e identificagdo de micro-
rganismos spoilage que podem levar a perdas de producdo com elevado impacto econdémico.

Palavras-chave: Kit de identificacdo molecular; Microrganismos spoilage; Detegdo e quantificacao
de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis e Zygossacharomyces spp.

1-INTRODUCAO
A fermentacao de mostos vinicos ocorre de forma espontanea apos o esmagamento das
uvas, em que os aguicares passam a estar disponiveis para serem metabolizados por leve-

duras e bactérias. Nas fases iniciais da fermentacao, as leveduras mais abundantes sdo

! Unidade de Gendmica, Biocant — Associa¢do de Transferéncia de Tecnologia
Parque Tecnologico de Cantanhede, Nucleo 04, Lote 3,
3060-197 Cantanhede, Portugal
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a Hanseniaspora uvarum e Candida stellata (FUGELSANG e EDWARDS, 2007) e
ainda algumas das espécies pertencentes aos géneros Metschnikowia e Pichia. Estas
leveduras ndo-Saccharomyces sdo maioritariamente responsaveis pelo despoletar da fer-
mentacdo alcodlica (FLEET, 2003). No entanto, a populacdo microbiana altera-se com
o avancar da fermentagdo, devido ao aumento da percentagem de etanol que causa um
aumento significativo de stress fermentativo. Nesta fase, as estirpes de Saccharomyces
cerevisiae tolerantes ao etanol, dominam a fermentagédo e sdo responsaveis pelo seu tér-
mino (SCHULLER et al, 2006).

Quando os agucares provenientes do mosto sdo totalmente metabolizados, a concentra-
¢do de leveduras decresce e a fermentagdo malolactica ¢ entdo desencadeada por uma
série de bactérias, principalmente a Oenococcus oeni. Estas bactérias contribuem para
a desacidificagéo de vinhos com pH mais baixo, tornando-os mais agradaveis ao paladar
(LIU, 2001) e também para a estabilizagdo microbiana do vinho, removendo nutrientes
residuais e algumas toxinas bacterianas (FLEET, 2003).

Considerando que na produgao de vinho ¢ critica a dindmica do consoércio microbiano,
existe uma necessidade constante de a controlar e assegurar a sua qualidade e estado de
conservagdo. Assim, ¢ importante evitar a contaminagdo por microrganismos indeseja-
veis como as Brettanomyces/Dekkera bruxellensis e as Zygossacharomyces spp.

As bactérias spoilage mais comuns sdo alguns Lactobacillus nomeadamente, Lactoba-
cillus brevis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum (BENEDUCE et al,
2004), Lactobacillus hilgardii (LONVAUD-FUNEL et al, 1999), Pediococcus damnosus
(BENEDUCE et al, 2004), algumas Acetobacter nomeadamente, Acetobacter aceti, Ace-
tobacter pasteurianus (BARTOWSKI et al, 2003), e Glucanobacter oxydans (SOKOL-
LEK et al, 1998).

Os fungos filamentosos tém igualmente um papel importante na qualidade final do
vinho. Diversos fungos podem contaminar as uvas ainda na vinha e, esta contaminagio
podera persistir durante a produgao do vinho. Destes microrganismos serve de exemplo
a Botrytis cinerea e alguns Aspergillus. O crescimento destes fungos nas uvas disponi-
biliza condigdes favoraveis para o crescimento de bactérias acido-acéticas que produzem
acido acético e outras substancias que retardam o crescimento das leveduras durante a

fermentagdo, e ainda para o crescimento de bactérias produtoras de aminas biogénicas.
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Para além disso, alguns destes fungos produzem micotoxinas, como a Ocratoxina A,
produzida por algumas espécies de microrganismos pertencentes aos géneros Aspergil-
lus e Penicillium, que permanecem no vinho e s@o ingeridas pelo consumidor final
(FLEET, 2003).

O crescimento de microrganismos indesejados durante as diferentes fases da vinificagdo
pode levar a diminui¢ao da qualidade e aceitabilidade do vinho, devido a produgédo de
acidez volatil, sabores desagradaveis e turbidez conferida pela presenga de polissacari-
deos (SPONHOLZ, 1993). Para o produtor, a monitorizagao das alteragdes microbianas
que ocorrem durante o processo de vinificagdo ¢ importante por varias razdes: para moni-
torizar as leveduras durante a fermentac@o alcodlica, para verificar o crescimento das
bactérias durante a conversao malolactica e, finalmente para assegurar a estabilidade do
vinho antes do engarrafamento e armazenamento (DELFINI e FORMICA, 2001).
Muitos microrganismos enologicos tém sido identificados com base em métodos tradi-
cionais que envolvem técnicas de microbiologia classica. No entanto, estes métodos
possuem limitagdes quer ao nivel da dete¢@o de microrganismos (ndo cultivaveis) quer
em termos de rapidez. Deste modo, as tecnologias de Biologia Molecular aparecem
como uma ferramenta 1til na detegdo e identificagdo de microrganismos de forma rapida
e eficiente em qualquer fase do processo de produgdo do vinho.

O objetivo deste estudo consiste no desenvolvimento de um sistema de diagnostico
molecular que permita a detegdo eficiente em tempo util de um vasto leque de micro-

rganismos enologicos.

2-MATERIAL E METODOS

2.1-Extrac¢do de ADN total de Mostos/Vinhos

Para extragdo do ADN total, recolheram-se as células de 3mL de mosto/vinho por cen-
trifugacao seguindo-se uma lavagem do pellet com agua estéril. Para a extragdo do ADN,
desenvolvemos e otimizamos um protocolo proprietario especifico para a matriz vinho
e mosto. A qualidade do ADN extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose
a 0.7%.
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2.2-Selecao de primers especificos

Com base na literatura, foram selecionados 41 microrganismos:

Acetobacter aceti Brett./Dekkera anomala Saccharomyces bayanus
Acetobacter pasteurianus Brett./Dekkera bruxellensis Saccharomyces cerevisiae
Glucanobacter oxydans Hanseniaspora uvarum Saccharomyces paradoxus
Lactobacillus brevis Issatchenkia terricola Saccharomyces pasteurianos
Lactobacillus curvatus Issatchenkia orientalis Saccharomyces ludwigii
Lactobacillus hilgardii Kluyveromyces marxianus Schizosaccharomyces pombe
Lactobacillus plantarum Kluyveromyces thermotolerans Torulaspora delbrueckii
Qenococcus oeni Lodderomyces elongisporus Zygosaccharomyces bailii
Pediococeus damnosus Metschnikowia pulcherrima Zygosaccharomyces bisporus
Candida cantarelli Pichia anomala Zygosaccharomyces rouxii
Candida stellata Pichia guilliermondii Botrytis cinerea

Candida vanderwalrii Pichia membranifaciens Aspergillus niger

Candida vini Rhodotorula glutinis Aspergillus tubigensis
Debaryomyces hansenii Rhodotorula mucilaginosa

A partir da base de dados Genbank do NCBI, obtiveram-se as sequéncias dos diversos
genes utilizados no desenvolvimento dos primers e posteriormente, foi utilizado o sofi-
ware BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor) que permitiu efetuar os alinha-
mentos das sequéncias genéticas das diferentes espécies e identificar zonas adequadas
para a selegdo de primers. Finalmente, efetuou-se um BLAST na base de dados do NCBI
para verificar a especificidade dos primers. Assim, foi obtido um par de primers espe-
cifico para cada uma das espécies incluidas no ENOKIT.

Todos os primers foram desenhados de modo a possuirem a mesma temperatura de liga-
¢do ao ADN gendmico da respetiva espécie. Desta forma, numa inica experiéncia é pos-

sivel detetar simultaneamente qualquer uma das espécies incluidas no kit.

2.3-Teste de especificidade dos primers

Todos os primers especificos foram testados utilizando estirpes de referéncia ou estirpes
identificadas no laboratdrio por sequenciagio de Sanger.

As reagdes de PCR foram preparadas num volume de 25uL contendo, 1uL de ADN alvo
(100ng/uL), 0.2uM de cada primer, 0.2mM de cada ANTP, 1.7mM de MgCl, e tampao
de PCR incomplete 1x (Bioron). Para cada reagéo foram utilizadas 1.25U de enzima taq
DNA polimerase (Bioron). As amostras foram amplificadas usando o termociclador
Mastercycler® pro da Eppendorfnas seguintes condigdes: desnaturacdo inicial durante
Smin a 95°C, seguida de 35 ciclos com desnaturagao durante 1min a 95°C, ligacdo dos

primers durante 40s a 52°C e extensdo durante Imin a 72°C, com uma extensdo final de
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10min a 72°C. Finalmente, 3uL do produto final de PCR foi analisado por eletroforese
em gel de agarose a 1% ou por eletroforese capilar no HT DNA Labchip da Caliper

LifeSciences, para verificar o amplicdo correspondente a espécie em questdo.

2.4-Teste de sensibilidade dos primers

A sensibilidade de detecao do kit de diagnodstico foi determinada inoculando quantidades
sucessivas de uma cultura pura de cada espécie (25000, 2500, 250 e 25 células/mL) num
mosto em que esta ndo existia. De seguida, procedeu-se a extragdo do ADN total das
diferentes amostras de mosto e a amplificagdo por PCR sob as condi¢des anteriormente

descritas e usando os primers especificos para a espécie inoculada.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-Teste de especificidade dos primers

Neste trabalho foram desenhados pares de primers especificos para cada uma das espé-
cies selecionadas, cuja especificidade foi testada contra o ADN da proépria espécie,
extraido a partir de microrganismos de referéncia depositados na DSMZ (colegao ger-
manica de microrganismos e culturas celulares). Verificou-se que para todos os primers
o tamanho do produto de amplifica¢@o obtido por PCR correspondia ao esperado e ndo
existiam amplificagdes ndo especificas com as restantes espécies, como se verifica no

exemplo da Figura 1.

M123 4567 89101112 131415161718192021222324 M

Figura 1: Teste de especificidade dos primers de Kluyveromyces marxianus. Foram utilizados os ADNs das
seguintes espécies: 1- C. cantarelii, 2- C. stellata, 3- C. vanderwaltii, 4- D. hansenii, 5- H. uvarum, 6- 1. orientalis,
7- I terricola, 8- K. marxianus, 9- K. thermotolerans, 10- L. elongisporus, 11- Panomala, 12- P. guilliermondii,
13- P membranifaciens, 14- S. bayanus, 15- S. cerevisiae, 16- S. paradoxus, 17- S. pasteurianus, 18- S. ludwigii,
19- S. pombe, 20- T. delbrueckii, 21- Z. bailii, 22- Z. bisporus, 23- Z. rouxii, 24- C-.
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3.2-Teste de sensibilidade dos primers

Para determinar o limite de sensibilidade de detecdo do kit inocularam-se quantidades
conhecidas de células quer de leveduras quer de bactérias em amostras de mosto esteri-
lizado, por forma a obter mostos com concentragdes crescentes de microrganismos, entre
25 ¢ 25000 células/mL. O ADN total de cada mosto foi extraido e utilizado para detecao
da espécie inoculada por PCR. Em todas as condigdes testadas, obtiveram-se sempre
amplificagdes nos mostos inoculados com 25 células/mL, pelo que este foi considerado
como sendo o limite de detegdo, demonstrando-se assim a extrema sensibilidade do
ENOKIT.

3.3-Validacao do kit

Com o objetivo de validar o ENOKIT, recolheram-se varias amostras de mosto, vinho
¢ aguas de lavagem, num total de 24 amostras, que foram posteriormente analisadas. O
produto resultante da amplificacdo foi visualizado por eletroforese. Na globalidade das
amostras foram detetados microrganismos pertencentes a 15 espécies nomeadamente,
A. aceti, G. oxydans, O. oeni, C. cantarelli, C. vanderwaltii, D. hansenii, H. uvarum, I.
terricola, M. pulcherrima, P. guilliermondii, P. membranifaciens, S. cerevisiae, T. del-
brueckii, Z. bailii e Z. bisporus.

Verificamos que o kit permite a deteco e identificacdo simultanea de diferentes espécies
presentes em amostras reais e, portanto, pode ser aplicado com sucesso na monitorizacao
da microflora vinica e dete¢do de microrganismos spoilage durante o processo de pro-

dugdo de vinho.

3.4-1dentificaciio e quantificacio de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis e Zygosac-
charomyces spp.

O ENOKIT permite ainda uma quantificacdo de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis
e Zygossacharomyces spp, obtida através de PCR quantitativo em tempo real. Na figura
2 apresenta-se o resultado da andlise de um vinho quanto a presenca de Zygosaccharo-
myces e verificou-se que a amostra possui apenas ADN da levedura Zygosaccharomyces

rouxii.
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Figura 2: A) Identificagdo de Zygosaccharomyces rouxii numa amostra de vinho utilizando os
primers especificos desta espécie; B) Identifica¢do de Zygosaccharomyces bailii numa amostra
de vinho utilizando os primers especificos desta espécie.

Para a Brettanomyces/Dekkera bruxellensis foi desenvolvido um protocolo para quan-
tificacdo relativa e absoluta por PCR em tempo real. Na Figura 3 foram analisados trés
vinhos quanto a presenca e quantificagdo relativa de Brettanomyces/Dekkera bruxellen-
sis e conseguimos ver que na amostra 1 foi detetado mais ADN da referida espécie do

que nas amostras 2 e 3.
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Figura 3. Identificagdo e quantificacdo relativa de Brettanomyces bruxellensis em 3 amostras de
vinho utilizando os primers especificos desta espécie.

Para quantificacdo absoluta de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis (Figura 4A) inocu-
laram-se diferentes quantidades de uma cultura pura deste microrganismo (2500, 1250,
250, 125 e 25 células/mL) num vinho filtrado para elaboragido de uma reta padrao (Figura
4B). Procedeu-se a extragcdo de ADN das amostras com diferentes quantidades de células
inoculadas com posterior amplificagdo por PCR em tempo real. Assim, foi possivel
determinar que a concentragdo Brettanomyces/Dekkera bruxellensis na amostra 1 foi de

185 células/mL.
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Figura 4: A) Identificagdo e quantificacdo absoluta de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis

numa amostra de vinho utilizando os primers especificos desta espécie. B) Reta padrao
elaborada com 2500, 1250, 250, 125 e 25 células/mL de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis.

4 - CONCLUSAO

O ENOKIT, baseado em técnicas de biologia molecular, pode ser aplicado a amostras
de qualquer etapa do processo de produgio de vinhos: uvas, mosto, vinho, utensilios
utilizados durante a producdo, reservatorios de estagio ou envelhecimento, aguas de
lavagem utilizadas nas adegas, entre outros. Este kit, ao permitir a dete¢ao simultanea,
rapida e eficiente de 41 microrganismos de interesse enologico em menos de 48 horas,
disponibiliza uma solugdo eficaz para o controlo microbiolégico durante a produgdo do
vinho.

Neste trabalho desenvolvemos ainda uma metodologia para identificagdo e quantificagdo
relativa de Zygosaccharomyces rouxii e Zygosaccharomyces bailii, e quantificagdo abso-
luta de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis. A dete¢do destes microrganismos spoilage
¢ fundamental para a qualidade final do vinho sendo que este tipo de metodologia per-

mite exatamente fazer este tipo de detecdo em tempo util.
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PRODUCCION DE LEVADURAS NO-Saccharomyces PARA
VINIFICACION
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RESUMEN

Se analiza la produccion de nuevas estirpes vinicas de levaduras Torulaspora con distintos medios
de cultivo, y se comparan los resultados con los correspondientes a levaduras comerciales de refe-
rencia. El nimero de células viables antes y después del secado fue mayor en Melaza 1X que en
YEPD. Al incrementar la concentracion de nutrientes en el medio de melazas, Melaza 2X, el ren-
dimiento en produccion y la viabilidad celular antes y después del secado disminuyeron conside-
rablemente. La produccion de levaduras Saccharomyces fue mayor que la de Torulaspora en
cultivos con tiempos de incubacion cortos (2 dias), como se suele proceder en la industria. Tiempos
de incubacion largos (8 dias) mejoraron el rendimiento de los cultivos de Torulaspora, superando
a Saccharomyces tanto en YEPD como en Melaza 1X, aunque siempre se aprecidé mayor proporcion
de células muertas (o en estado sub-letal) en Torulaspora que en Saccharomyces.

Palabras clave: levaduras vinicas, produccion, vino, melaza, Saccharomyces, Torulaspora.

1 - INTRODUCCION

Las vinificaciones industriales se suelen realizar en la mayoria de las regiones vinicolas
del mundo con indculos de levaduras vinicas seleccionadas del genero Saccharomyces
(Fleet and Heard, 1993; Ribéreau-Gayon, 1985; Sudrez, 1990). Teéricamente, la levadura
afladida al mosto domina durante la fermentacion alcohoélica sobre las levaduras silves-
tres y es la que mas aporta a los aromas secundarios producidos durante la fermentacion
(Fleet and Heard, 1993), aunque no se puede descartar la contribucion de las distintas

levaduras silvestre al sabor y aroma de los vinos. Los compuestos producidos por las

! Departamento de Ciencias Biomédicas Area de Microbiologia, Edificio Juan Remén Camacho,
Avda. de Elvas s/n. 06071 Badajoz (Spain). mramirez@unex.es.
3 IUT Génie Biologique, Université de Bourgogne BP 17867 21078 DIJON CEDEX (France).
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levaduras durante la fermentacion pueden variar y ser caracteristicos de cada estirpe,
determinando asi la calidad final del vino y, por tanto, los resultados de las evaluaciones
sensoriales. El tipo y cantidad de estos compuestos, volatiles y no volatiles, que se pro-
ducen durante el metabolismo fermentativo de las levaduras, depende de los factores
ambientales que afectan al crecimiento de la levadura (composicion del mosto, tempe-
ratura, aireacion, etc.) y de factores genéticos estables caracteristicos de cada estirpe
especifica de levadura. La fuerte correlacion existente entre los metabolitos producidos
durante la fermentacion y la estirpe de levadura utilizada ha motivado la seleccion y uti-
lizacion de las estirpes productoras de aromas y sabores mas agradables, muchas de las
cuales estan hoy disponibles en el mercado de productos enologicos.

Estudios recientes sugieren que algunas levaduras no-Saccharomyces pueden ser utili-
zadas para corregir ciertos defectos del vino o para intensificar o mejorar sus propiedades
organolépticas, y conseguir asi productos mas originales y diferenciados. El principal
origen de esta mejora de la complejidad aromatica de los vinos parece ser la sucesion
de poblaciones de levaduras distintas durante la fermentacion alcoholica con alternancia
de levaduras no-Saccharomyces y Saccharomyces. A diferencia de las levaduras Sac-
charomyces, las no-Saccharomyces secretan al medio mas enzimas (como esterasas, gli-
cosidasas, lipasas, proteasas, celulasas, etc.), que degradan ciertos componentes del
mosto mejorando algunos procesos tecnoldgicos (como la maceracion, filtracion, clari-
ficacion, rendimiento alcohdlico, extraccion de color, etc.) y, en general, la calidad aro-
matica del vino. Algunas de estas levaduras no-Saccharomyces parecen tener efectos
interesantes sobre el aroma y sabor de bebidas alcoholicas (Cabaris, et al., 1999; Ciani
and Maccarelli, 1998; Ciani and Picciotti, 1995; Herraiz, et al., 1990; Moreno, et al.,
1991), ademas de producir baja cantidad de compuestos indeseables en el vino como
acetaldehido, acetoina, acido acético, y acetato de etilo (Cabrera, et al., 1988; Ciani and
Ferraro, 1998; Herraiz, et al., 1990; Martinez, et al., 1990). Por esta razon se ha evaluado
su utilidad para reducir la acidez volatil del vino co-inoculadas con levaduras Saccha-
romyces en cultivos mixtos o de forma secuencial (Ciani, et al., 2006; Ciani and Picciotti,
1995; Herraiz, et al., 1990), y de manera singular en vinos elaborados con mostos muy
ricos en azticar (de 350 a 450 g/L) procedentes de uvas botritizadas (Laffon-Lafourcade,

etal., 1981).
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Se sabe que la limitacion de oxigeno durante la fermentacion influye mas en la super-
vivencia de algunas levaduras no-Saccharomyces, como Torulaspora delbrueckii y
Klyveromyces thermotolerans, que en Saccharomyces cerevisiae (Hansen, et al., 2001).
Ademas, se ha descrito que las interacciones entre células inhiben el crecimiento de
estas dos levaduras. En presencia de altas concentraciones de células de Saccharomyces
cerevisiae se inhibe el crecimiento de 7. delbrueckii'y de K. thermotolerans (Hansen, et
al., 2001; Nissen and Arneborg, 2003; Nissen, et al., 2003). A pesar de todo esto, tanto
T. delbrueckii como K. thermotolerans se pueden adquirir en el mercado (marcas Hansen
o Lallemand) para elaborar vino; aunque su utilidad practica en bodegas comerciales
esta por confirmar y atin no son levaduras vinicas de uso generalizado. Ambas compaiias
aseguran resultados positivos y fermentaciones correctas, pero la realidad es que con
mostos de graduacion superior a 13 °Be la fermentacion es muy lenta y se suele parar,
comprometiendo asi la calidad del vino elaborado.

Las levaduras T delbrueckii actuarian en el comienzo de la fermentacion alcohdlica en
clara competencia por los nutrientes con las levaduras Saccharomyces silvestres del
mosto en la inoculacion secuencial (segin la propuesta de Lallemand), o con las leva-
duras Saccharomyces del mosto mas las inoculadas (segun la propuesta de coinoculacion
inicial de Hansen). En ambos casos serian remplazadas progresivamente por la estirpe
inoculada de S. cerevisice que dominaria la fermentacion. En ningtn caso 7. delbrueckii
llegaria a ser la levadura dominante de la fermentacion. Su supuesta aportacion positiva
a la calidad del vino se limitaria al principio de fermentacion, y esta aportacion puede
ser facilmente modificada por las levaduras dominantes en el proceso a partir de fer-
mentacion tumultuosa hasta el final. La cantidad de estas levaduras no-Saccharomyces
al final de fermentacion es muy pequefia, y la mayoria no son viables debido a su sen-
sibilidad a concentraciones de alcohol superiores 10 °GL (Hansen, et al., 2001), aunque
esta sensibilidad puede mejorar ligeramente si se afiade al mosto ergosterol y Tween 80
(Pina, et al., 2004).

Evidentemente, el efecto global de estas levaduras no-Saccharomyces en la fermentacion
y la calidad del vino dependen estrictamente de la proporcion de levaduras Saccharomy-
ces/no-Saccharomyces del inoculo(Comitini, et al., 2011), lo que nos obliga a optimizar

el proceso para las condiciones concretas de cada vinificacion en bodega. Una posible
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optimizacion consiste en inocular el mosto con levaduras no-Saccharomyces asesinas
(killer) que maten las levaduras Saccharomyces y puedan imponerse mejor durante la
fermentacion y contribuir de forma mas significativa a la mejora de la calidad del vino.
El objetivo del presente trabajo fue analizar la idoneidad de nuevas estirpes de levaduras
killer Torulaspora para ser producidas con un esquema de operativo similar al utilizado
para las levaduras Saccharomyces con vistas a una posible produccion industrial y

comercializacion.

2 - MATERIALES Y METODOS

2.1 - Cepas de levaduras

Se utilizaron 5 cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae: EX85 (autoctona selec-
cionada comercial, K2), EX85R (resistente a cicloheximida, no killer K2), E7AR1 (resis-
tente a cicloheximida, K2), Rod23 (resistente a rodamina, K2) y EX229 (autoctona sil-
vestre, K/us); y cuatro de Torulaspora delbrueckii: EX1180 (autoctona silvestre, Kbarr),
EX118011C4 (resistente a cicloheximida, Kbarr), EX1180K- (mutante espontaneo,

resistente a cicloheximida, no killer Kbarr), T.Lallemand (comercial de Lallemand).

2.2 — Medios de cultivo, condiciones de crecimiento y determinacién de rendimien-
tos

Se emplearon tres medios de cultivo: YEPD ( 20 g/L glucosa, 20 g/L extracto de leva-
dura, 10 g/L peptona), Melaza 1X (50 mL/L melaza, 2 g/L extracto de levadura, 0,75g/L
(NHy)3POy4, 1g/L MgSO4*x7TH5O0, 0,1 mg/L tiamina, 0.125 mg/L biotina, 10 mg/L pan-
totenato calcico, pH 3,5-4 ajustado con HCI), y Melaza 2X (100 mL/L melaza, 4 g/L
extracto de levadura, 0,75g/L (NHy)3POy, 1g/L MgSO4x7H,O0, 0,1 mg/L tiamina,
0.125 mg/L biotina, 10 mg/L pantotenato calcico, pH 3,5-4 ajustado con HCI).

Se parti6 de cultivo puro conservado a -80°C, se inoculo en placa de YEPD y se incubd
a 30°C 48h. Posteriormente, se inocularon SmL de YEPD liquido y se incubaron durante
24h a 30°C con agitacion (200 rpm). A partir de estos cultivos se inocularon (10%) los
medios de produccion de levaduras (YEPD, Melazas 1X y Melazas 2X) y se incubaron

a 30°C durante 4 dias con agitacion constante (200 rpm).
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Se realiz6 un seguimiento del crecimiento determinando diariamente la ODgpy, (las
muestras se diluyeron en agua hasta que la OD alcanzo un valor entre 0,05 y 0,6; y el
blanco se realizé con el medio de cultivo estéril pertinentemente diluido) y el numero
de células totales (contadas en camara de Neubauer después de diluir hasta 10 con agua
destilada estéril).

Al inicio y al final del crecimiento se realizo el test de viabilidad (dilucion de los cultivos
hasta 10~ en agua estéril y siembra de 100 pL en placa de YEPD) a 30°C 48h. Al final
del crecimiento se analizo el rendimiento en peso hiimedo (se centrifugaron 30mL de
cada cultivo a 3000 rpm/3 min, se retird el sobrenadante y se peso el precipitado), ren-
dimiento en peso seco (los tubos con los precipitados de levaduras se incubaron abiertos
en una estufa a 37°C, se pesaron los tubos cada semana hasta que la medida del peso se
estabilizo), el porcentaje de células muertas y de yemas con azul de metileno (recuento
de células azules muertas y yemas en foto realizada en microscopio optico a 400 aumen-
tos de una preparacion con SpL de azul de metileno 0,05% y SpL de cultivo), viabilidad
después del secado (por duplicado, 200uL de cultivo se centrifugaron 3 min a 3000 rpm,
se quitd el sobrenadante, se resuspendieron en 20uL de YEPD liquido, se afiadieron a
un filtro de papel doblado, se depositaron en placas de Petri estériles, una placa se seco
en una estufa a 37°C noche y otra placa igual se conservo hiimeda a 4°C 1 noche, y
seguidamente se resuspendieron las levaduras de los dos filtros correspondientes a cada

cultivo, seco y himedo, en SmL de YEPD y se analiz6 la viabilidad en placa.

3 - RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 — Crecimiento de las levaduras en distintos medios de cultivo

Se realizaron cultivos paralelos de todas las levaduras en medio YEPD (usual para la
multiplicacion de inoculas de levaduras en el laboratorio), Melazas 1X (usual para la
multiplicacion de las levaduras en la industria) y Melazas 2X (para intentar suplir alguna
posible carencia nutritiva en alguna de nuestras levaduras). Se apreciaron diferencias
en la evolucion de la ODggygnp entre las distintas levaduras en todos los medios utili-
zados. No obstante, los valores alcanzados en los cultivos de todas las Torulaspora

fueron siempre mayores que los correspondientes a Saccharomyces en los medios YEPD
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y Melaza 1X. Esta diferencia fue menos patente con Melazas 2X, alcanzando algunos
cultivos de Saccharomyces valores similares a los de Torulaspora (Figura 1A, 1By 1C).
Sorprendentemente, esta diferencia entre las levaduras Saccharomyces y Torulaspora
no se aprecio en la evolucion del nimero de células totales en ninguno de los medios
utilizados, mas bien al contrario, en varios puntos de muestreo el nimero de totales fues
mayor en Saccharomyces que en Torulaspora (Figura 1D, 1E y 1F). Esto puede ser
debido a que las levaduras Torulaspora tienen tendencia a flocular (Figura 2), lo que
puede originar una sobre-estimacion de los valores de ODg )y, €n estas levaduras. En
general, los valores més altos de ODg ), ¥ de células totales se obtuvieron con Mela-

zas 1X, especialmente en los cultivos de después de 48 horas.
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8 8 & 2
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Figura 1. Cinéticas de crecimiento de las levaduras en medio YEPD, Melazas 1X y
Melazas 2X.

Saccharomyces cerevisiae Torulaspora

Figura 2. Microfotografias
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3.2 — Rendimiento de los cultivos de levaduras

En general, comparando los rendimientos de los tres medios de cultivo para el conjunto
de levaduras utilizadas, la mejor produccion de levaduras correspondi6é a Melaza 1X,
aunque aumentd considerablemente la muerte celular respecto a YEPD. No obstante,
también aumentd considerablemente el nimero de viables antes y después del secado
de las levaduras. Al aumentar la cantidad de nutrientes, Melaza 2X, disminuy6 de forma
decepcionante el rendimiento y la viabilidad de todas las levaduras (Figura 3). Esto
podria se debido a un posible incremento de la represion catabolica por exceso de azi-
cares (Efecto Crabtree) o a la presencia de mayor cantidad de los compuestos toxicos

habitualmente presentes en las melazas.

Medias Saccaromyces y Torulaspora

E.0D 600nm (x101)

@ Células totales (celimL) (x108)

mY% Células muertas

O Viabilidad antes de secado (UFC/mL) (x108)
mViabilidad después de secado (UFC/mL) (x10"8)
& Peso himedo (g/L) (x10°1)

m Peso seco (giL) (x10%-1)

YEPD Melaza 1x Melaza 2x
Figura 3. Medias de los rendimientos del crecimiento de las levaduras Saccharomyces y
Torulaspora en diferentes medios de cultivo.
Comparando los resultados en los tres medios de cultivo de las levaduras Torulaspora
y Saccharomyces por separado, después de 4 dias se observé que los rendimientos de
los cultivos de Torulaspora fueron mejores que los de Saccharomyces, tanto en YEPD
como en Melaza 1X, a pesar de que hubo mas células muertas en los cultivos de Toru-

laspora (Figura 4).

Saccharomyces

Torulaspora

00D 600nm (x10%1)

BCélulas loaes (celimL) (x10°8)

W% Células muerlas

@Viabiidad antes de secado (UFC/mL) {10°6)
BYiabiidad después de secago (UFCIML) (<10')
BPesohimedo (gl (x101)

®Pesoseco glL) (x101)

YEPD Melaza 1x Melaza 2x YEPD Melaza Ix Melaza 2x

Figura 4. Rendimientos del crecimiento de las levaduras Saccharomyces y Torulaspora

después de 4 dias en diferentes medios de cultivo.
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4 - CONCLUSIONES

La produccion de levaduras Torulaspora en los medios habituales de laboratorio y la
industria resulta mas complicada que la de las levaduras Saccharomyces porque crecen
mas lentamente y pierden viabilidad a medida que el cultivo envejece. El incremento
de nutrientes en el medio no mejora el rendimiento de la produccion de levaduras Toru-
laspora ni Saccharomyces. La produccion de levaduras Torulaspora resulta interesante
si se alarga el tiempo de cultivo hasta tres dias, con el consiguiente incremento en los

costes de produccion.
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INFLUENCIA DE LA MACERACION PELICULAR Y DE
LA INOCULACION SECUENCIAL DE LEVADURAS EN
VINOS BLANCOS
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RESUMEN
En este trabajo se ha evaluado el efecto de dos novedosas estrategias de vinificacion (maceracion
pelicular e inoculacion secuencial de levaduras) con el objetivo de mejorar la calidad de vinos blan-
cos (Chardonnay y Palomino fino), especialmente su perfil aromatico. Los resultados obtenidos
fueron diferentes dependiendo de la variedad de uva estudiada.
Los vinos de la variedad Chardonnay presentaban diferencias significativas en parametros enolo-
gicos, acidos organicos y compuestos volatiles tanto mayoritarios como minoritarios. Estas dife-
rencias se reflejaron en la cata, donde los vinos mejor evaluados fueron los de la inoculacion
secuencial.
Los vinos de la variedad Palomino fino mostraron diferencias mucho menores. Solo se observaron
diferencias significativas en los acidos malico y succinico, y en algunos compuestos volatiles, tanto
mayoritarios como minoritarios, aunque con menor grado de significacion que en Chardonnay. En
este caso la maceracion pelicular fue el ensayo mejor puntuado, si bien hay que destacar que la im-
plantacion de las levaduras en la inoculacion secuencial no fue tan exitosa como en Chardonnay.

PALABRAS cLAVE: Chardonnay, inoculacion secuencial, levaduras comerciales, maceracion peli-
cular, mtDNA-RFLP, Palomino fino, perfil aromatico.

INTRODUCCION
La fermentacion espontanea del mosto de uva para la elaboracion de vino constituye un
complejo proceso microbiologico y bioquimico en el que las levaduras juegan un papel

clave transformando los aztcares en etanol, didxido de carbono y un gran niimero de

! IFAPA Centro Rancho de la Merced. CAPMA. Junta de Andalucia. Apdo. 589. 11471 Jerez de la
Frontera. — Tfno: 671 560 352. Fax: 956 03 46 10. e-mail: mariab.puertas@juntadeandalucia.es

2 Departamento de Microbiologia y Genética, Facultad de Ciencias del Mar y Ambientales, Uni-
versidad de Cadiz. Poligono del Rio San Pedro s/n, 11500. Puerto Real. Cddiz, Spain
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otros productos secundarios (FLEET y HEARD, 1993). Durante la fermentacion espon-
tanea de los mostos se produce una sustitucion secuencial de las distintas especies de
levaduras, de manera que se pueden diferenciar tres fases durante el proceso. En la pri-
mera fase cuando el grado alcoholico es bajo predominan levaduras de diversos géneros
como Kloeckera, Hansenula, Pichia, Candida, Torulaspora, Kluyveromyces, etc. Tales
levaduras aseguran el inicio de la fermentacion pero a medida que ésta avanza y aumenta
el grado alcoholico son desplazadas por otras pertenecientes al género Saccharomyces,
siendo las cepas de la especie Saccharomyces cerevisiae las principales responsables de
la fermentacion alcoholica. Es esa diversidad de cepas de levaduras la que aporta al vino
la complejidad y tipicidad en las caracteristicas sensoriales (EGLI et al., 1998; SWIE-
GERS et al., 2005).

Sin embargo, la fermentacion espontanea conlleva algunos riesgos para el proceso como
por ejemplo, inicios tardios, fermentaciones lentas, o proliferacion de levaduras conta-
minantes u otras indigenas que no aporten al vino las caracteristicas deseadas, ademas
de conducir a resultados no reproducibles.

Para minimizar este tipo de problemas, en muchas regiones del mundo se utilizan desde
hace aflos levaduras secas activas (LSA). Son levaduras normalmente comerciales, y su
uso en la mayoria de las bodegas como cultivos iniciadores de las fermentaciones se ha
convertido en una practica comun para asegurar la reproducibilidad del producto final
aflo tras afio. Ademas, el empleo de estas levaduras normaliza la microbiota inicial y, de
esta forma, da lugar a fermentaciones controladas, con un consumo total de azucares,
evitando también el riesgo de contaminacion por otros microorganismos no deseados.
En los ultimos afios estd aumentado la demanda en la utilizaciéon de nuevas cepas de
levaduras adaptadas a los distintos tipos de vinos (PRETORIUS y BAUER, 2002). En
este sentido estan cobrando un especial interés las levaduras no-Saccharomyces las
cuales pueden mejorar la composicion quimica y propiedades sensoriales del vino. La
fermentacion mixta, utilizando cultivos iniciadores controlados de levaduras S. cerevi-
siae y no-Saccharomyces, es una forma practica de aumentar la complejidad y mejorar
las caracteristicas especificas de los vinos (ROMANO et al., 2003; CIANI y COMITINI,
2010).

Por otro lado, en la elaboracion de vinos, en los que se ha empleado una maceracion

pre-fermentativa, se ha observado un perfil aromatico diferente al de los vinos elaborados
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de forma tradicional. El objetivo de este proceso es favorecer la extraccion de constitu-
yentes del hollejo, en particular de los precursores de aromas, obteniendo mayor inten-
sidad y riqueza de aromas varietales, y extrayendo otros componentes que aporten al
vino mayor estructura en boca (DARIAS-MARTIN et al., 2004).

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar en los vinos de las variedades Chardonnay y
Palomino fino de la cosecha de 2011, el efecto de la maceracion pelicular y de la inocu-
lacion secuencial de dos levaduras comerciales, una cepa de la especie 1. delbrueckii y

otra de S. cerevisiae.

2. MATERIALES Y METODOS
Mostos
Este estudio se llevo a cabo en la campaiia de 2011 con uva de las variedades Chardon-

nay y Palomino fino.

En los ensayos Control (CT) e Inoculacion secuencial (IS) la uva se vendimié manual-
mente, se despalilld y se prenso en prensa neumatica. A la salida de la prensa se adiciond
anhidrido sulfuroso (40 ppm) y enzimas Lallzyme HC (1 g/Hl) para facilitar el desfan-
gado, que se realiz6 a 4 °C durante 20 horas. Tras el desfangado el mosto se dividio en
tres partes (triplicados) y se paso a los fermentadores donde se corrigié la acidez total y

se inocularon las levaduras.

La uva para el ensayo de maceracion pelicular (MP) se dividio inicialmente en tres partes
iguales. Se despalill6 y se adicion6 anhidrido sulfuroso (40 ppm) y enzimas Lallzyme
Cuvee Blanc (2 g/100 Kg). Se mantuvo macerando en camara durante 6 horas a 4°C.
Posteriormente se pas6 a prensa neumatica. Al mosto se le adicionaron enzimas
Lallzyme HC (1 g/HI) para facilitar el desfangado y se mantuvo en camara a 4 °C durante
20 horas.

Levaduras utilizadas
Los mostos fueron inoculados con las siguientes levaduras:
* Level 2TD® de Lallemand (Inoculacion secuencial de la cepa Torulaspora

delbrueckii E291 + una cepa de Saccharomyces cerevisiae especifica E491),
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en el ensayo IS. La primera levadura inoculada fue T delbrueckii, y cuando
la densidad descendio 15 puntos se adiciond la segunda levadura de S. cere-
visiae.

* Lalvin YSEO QA23® de Lallemand en los ensayos CT y MP

Fermentaciones

Las fermentaciones se realizaron por triplicado en depdsitos de acero inoxidable de 100
L de capacidad con sistema de refrigeracion por ducha de agua. Las levaduras comer-
ciales se inocularon siguiendo las instrucciones del fabricante. La temperatura se con-
trolé a 17-18°C y la evolucion de las fermentaciones se siguié mediante las medidas
diarias de densidad y temperatura. Una vez finalizada la fermentacion, el vino fue des-
liado, sulfitado, y tras un proceso de clarificacion y estabilizacion en frio, embotellado

y conservado hasta su posterior analisis quimico y sensorial.

Control microbiolégico

Se analiz6 la implantacion de las levaduras inoculadas al final de las fermentaciones
para los ensayos de inoculacion control (CT) e inoculacion secuencial (IS). El método
utilizado fue el analisis del polimorfismo para la longitud de los fragmentos de restric-
cion del DNA mitocondrial. De las muestras tomadas del mosto al finalizar las fermen-
taciones se hicieron diluciones y siembra en placa de medio YPD (1% extracto de leva-
dura, 2% peptona, 2% glucosa y 2% agar) las cuales fueron incubadas durante 3-4 dias
a 30 °C. Después se seleccionaron al azar 15 aislamientos para su estudio por mtDNA-
RFLP. Cada aislamiento fue crecido en medio liquido YPD durante toda la noche, reco-
giendo posteriormente el precipitado mediante centrifugacion a 4000 rpm, 20 °C. El
DNA fue purificado aplicando el método descrito por RODRIGUEZ et al., 2011. Los
fragmentos de restriccion fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% hechos con el tampon TBE 1X y 0,5 pg/mL de bromuro de etidio. La imagen de
cada gel fue digitalizada en el aparato Molecular Imager (Gel Doc XR) y analizados uti-

lizando el software Quantity One 1-D (Bio-Rad).

Determinaciones analiticas de los mostos y los vinos
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Los parametros quimico-enologicos de los mostos y vinos mostrados en las tablas se
determinaron siguiendo los métodos internacionales de analisis, entre ellos la determi-
nacion de los compuestos volatiles mayoritarios (OIV, 2012). Los compuestos minori-
tarios se analizaron mediante la técnica de micro-extraccion en fase solida-espacio de
cabeza y cromatografia de gases-espectrometria de masas, segun la metodologia descrita

por BARROS et al., 2012.

La valoracion sensorial de los vinos se llevo a cabo por un panel de 8 catadores expertos.
Para la seleccion y entrenamiento de los catadores asi como para la copa de cata se han
seguido las normas AENOR (UNE 87024-1:1995 y UNE 87022:1992). Primero, para
conocer si habia diferencias entre los ensayos, se realizaron pruebas triangulares AENOR
(norma UNE-EN ISO 4120:2008). Después se realizaron las catas descriptivas con una

ficha de cata que incluia diversos descriptores puntuados en una escala de 0 a 10.

Anadlisis estadistico
El analisis de los datos se realizo utilizando el software estadistico Statistix version 8.0.
Los datos se sometieron al analisis de la varianza (ANOVA) y se analizaron las diferen-

cias significativas segun el criterio de Tukey con un nivel de significacion p<0.05.
3. RESULTADOS Y DISCUSION
Mostos

Las caracteristicas de los mostos desfangados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros enoldégicos de los mostos desfangados

CHARDONNAY PALOMINO FINO

CcT IS MP CcT IS MP

°Brix 216 213 21,8 21,6 212 213

Acidez total (g/L. de TH>) 5,64 5.64 5,18 342 3,50 2,78

pH 347 3,51 3,55 3,77 382 3.86

Acido tartarico (g/L) 391 3.82 349 6,15 6,02 454

Acido malico (g/L) 291 3.52 3,34 0,52 0,53 0,61
Sulfuroso libre (ppm) 15 10 13 20 18 11
Sulfuroso total (ppm) 42 31 35 45 45 39
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Cinética fermentativa y control de implantacion de las levaduras inoculadas

Las fermentaciones transcurrieron normalmente, aunque se observaron algunas diferen-
cias. Para ambas variedades la velocidad de fermentacion en fase tumultuosa fue similar
en las fermentaciones inoculadas con la levadura QA23 S. cerevisiae (CT y MP), y mas
lenta en las fermentaciones IS. En cualquier caso, todas las levaduras completaron el

proceso correctamente dando lugar a vinos con menos de 2,2 g/L de azucares residuales.

Tabla 2. Control de implantacion de las levaduras al final de la fermentacion

alcohdlica
CHARDONNAY PALOMINO FINO
Ensayo | QA23 | E491 | E291 | | QA23 | E491 | E291 | Otra
(sc) | (sc) | (Td) (sc) (S¢) | (Td) | s
cT1 7% 2% | 67% 27% | 6%
CT2 100% 87% 13%
cT3 100% 93% 7%
I1S1 100% 87% 13%
1S 2 100% 20% 47% 33%
IS 3 100% 60% 40%

En la variedad Chardonnay, el analisis de los perfiles de restriccion, de un total de 42
aislamientos, mostrd que las levaduras inoculadas al inicio del proceso se habian implan-
tado, en el ensayo CT en un 77 % en uno de los fermentadores (CT1) y en el 100 % en
los otros dos, CT2 y CT3 (Tabla 2). En el caso de la fermentacion IS, tras el anélisis de
45 aislamientos, se observo que la cepa de T delbrueckii TD E291, inoculada al princi-
pio, no solo se implanto al inicio, sino que fue dominante al 100 % al final de cada fer-
mentacion ensayada, incluso tras la inoculacion de la cepa de S. cerevisiae E491. En los
ensayos IS se ha puesto de manifiesto que las levaduras inoculadas no se han implantado
como se esperaba, verificaindose que la levadura 7. delbrueckii es capaz de agotar los
azucares del mosto al final de la fermentacion, ademas de su prevalencia cuando el grado
alcoholico es elevado, como también se ha observado en otros estudios (GANGA y
MARTINEZ, 2004).

En la variedad Palomino fino, el analisis de un total de 45 aislamientos mostrd que la

levadura inoculada, QA23 S. cerevisiae, al inicio del proceso se implant6 en los tres
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ensayos CT en distintos porcentajes, segun la replica (Tabla 2); ademas se detecto la
presencia de la 7. delbrueckii TD E291, que no habia sido inoculada, siendo este hecho
indicativo de contaminacion de los fermentadores. En el caso de los ensayos IS se ana-
lizaron también 45 aislamientos y se observo que la cepa de 7. delbrueckii TD E291,
inoculada al principio, no se implant6 al 100 % como en el Chardonnay. Asimismo, apa-
recieron otras levaduras no inoculadas, mientras que solo aparecio la cepa de levadura
inoculada S. cerevisiae E491 en uno de los fermentadores (IS2) en un 20 %, por tanto,
la dinamica de las levaduras inoculadas tampoco fue la esperada seglin la teoria, ya que

al final tendria que estar presente mayoritariamente la levadura S. cerevisiae inoculada.

Determinaciones analiticas de los vinos
Los resultados de las determinaciones analiticas de los vinos de Chardonnay y de Palo-

mino fino se muestran en la Tablas 3, 4, 5, 6, 7 y 8.
En todas las tablas letras diferentes equivalen a diferencias significativas (n=3) de los
parametros entre los ensayos. n.s.; nivel de significacion, ---; no significativo, *; p<0.05,

**: p<0.01, ***; p<0.001

Tabla 3. Parametros quimico enolégicos

CHARDONNAY PALOMINO FINO
CT IS MP | ns. | CT | IS | MP | ns.
13,1 | 12,6 s

Alcohol (%v/v) ab b 13,67 13,4 | 13,4 | 13,4
1 26 RS ——

Aztcares (g/L) 1,24% b 2,112 1,66 | 1,65 | 1,20
5 12 EEE2 ——

Acidez total (g/LTH,) | 5,88° b 5,90 3,94 | 3,58 | 4,13
0,24 .

Acidez volatil {(g/L AcH) | 0,327 b 0,20° 0,26 | 0,24 | 0,24
3,49 | 3,42 | ™

pH 3,360 a ab 3,41 | 3,39 | 3,35
7,32 =

Glicerina (g/L) 6,26° a 7,042 6,96 | 7,25 | 6,89
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Los vinos de Chardonnay IS tuvieron menor graduacion alcoholica, menor acidez total,
menor acidez volatil y mayor contenido en glicerol, similar comportamiento se ha des-
crito para la variedad Pedro Jiménez (MATURANO et al., 2012). Los vinos Chardonnay

MP presentaron 1 g/L mas de azicar y mayor cantidad de glicerina que los CT.

Las técnicas aplicadas IS y MP en la variedad Palomino fino no han tenido efecto sig-

nificativo sobre los parametros quimico-enolégicos mostrados en la Tabla 3.

Tabla 4. Acidos organicos

CHARDONNAY PALOMINO FINO
CT S MP | ns. CT s MP | ns.
Citrico (g/L) 0,48 0,47 | 0,47 0,39 0,34 0,40
1,17 | 1,34 | *F
Tartarico (g/L) 1,58° b b 1,83 2,13 2,15
2,78 | 3,26 | *** | 0,60 0,53 |
Malico (g/L) 3,27° b 2 2 0,36"° 2
Lactico (g/L) 0,19 0,15 | 0,20 0,24 0,30 0,22
084 | 0,74 | ™ | o058 0,50 | ***
Succinico (g/L) 0,53® 2 2 b 0,77° b
0,23 | 0,19 *
Acético (g/L) 0,30° b b 0,26 0,23 |0,21

Para ambas técnicas, IS y MP, en los vinos de Chardonnay se obtuvieron concentraciones
mas bajas de los acidos tartarico y acético, y mas altas del acido succinico, respecto al
CT. El acido malico disminuy6 con la IS, pero no con la MP. La obtencion de un menor
contenido en acético coincide con estudios similares realizados en mostos fermentados
con Saccharomyces 'y Torulaspora (BELY et al., 2008) u otras especies de levaduras
(CIANI y FERRARO, 1996).

Los vinos IS de Palomino fino presentaron mayor cantidad de succinico y menor de
malico que el CT, comportamiento analogo al de la variedad Chardonnay. Sin embargo,
en los vinos MP no se encontraron diferencias significativas de succinico respecto al
CT. En los vinos de Palomino fino no hubo diferencias significativas en los acidos acé-

tico y tartarico.
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En ninguna de las dos variedades se detectaron diferencias en los acidos citrico y lac-

tico.

Tabla 5. Parametros relacionados con el color

CHARDONNAY PALOMINO FINO

CT IS MP | ns.| CT IS MP | ns.
D.0.420nm | 0,090° | 0,089t | 0,208 | ** | 0.109 | 0.124 | 0.120 | -
D.0.520nm | 0,020® | 0,020° | 0.029% | * | 0.020 | 0.028 | 0.026 | —
I.F.C. 391 | 368° | 4,83* |**| 409 | 4,04 | 4,74 | —
.P.T. 6,19 | 532¢ | 730* | * | 683 | 663 | 7,50 |
L 96,70 | 95,61 | 96,17 | = | 96,70 | 95,61 | 96,17 |
a* 08 | -1,25 | 0,79 | — | -1,64 | -1,43 | -1,49 | —
b* 12,17 | 12,86 | 13,66 | - | 13,76 | 16,04 | 15,00 | -

Los vinos Chardonnay MP presentaron valores mas altos de absorbancias, tanto a 420
nm (amarillos) como a 520 nm (rojos), y mayores valores de I.F.C. e L.LP.T. Esto es logico,
ya que los vinos procedentes de maceracion en las condiciones realizadas, y con poco
SO,, pueden mostrar més tendencia al pardeamiento al ser mayor la extraccion de com-

puestos fenolicos (GOMEZ-MIGUEZ et al., 2007)

En cuanto a los tonos verdosos, los vinos Chardonnay IS son los que presentaron valores
mas negativos de la coordenada CIELab a* (relacionada con los tonos verdes) y los
Chardonnay MP los que presentaron valores mas altos de la coordenada CIELab b*
(relacionada con los tonos amarillos), aunque las diferencias no fueron significativas en

ninguna de ellas (a* y b¥).

En los vinos de Palomino fino, no se encontraron diferencias significativas ni en las
coordenadas CIELab ni en las absorbancias a 420 y 520 nm, ni siquiera en los vinos MP

respecto al CT.
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Tabla 6. Compuestos volatiles minoritarios

CHARDONNAY PALOMINO FINO
CT IS MP n.s. CT IS MP ns.
64,00 *
Esteres (ppm) 80,352 b 66,34 " 23,71 22,40 22,32
*** [ 27840 | 198,52 | 179,71 | *
Alcoholes (ppm) 19,19% | 13,98°| 23,50° : b b
15,54 * *
Acidos {ppm) 20,722 b 16,00 *° 17,122 | 12,35° 20,80°
Comp. carbonilicos {(ppm) 3,89 4,82 3,39 - 3,15 3,30 0,90
Terpenos (ppm) 0,08"° 0,09"° 0,132 *EE 0,070 0,06 " 0,107 | ***
124,24 | 97,53 | 109,36 | **
Suma total (ppm) 2 b b 119,96 103,99 110,58

Para los vinos de Chardonnay, las diferencias mas significativas se detectaron en terpe-
nos y alcoholes. Se encontraron mayores contenidos de estos compuestos en los vinos
MP, si bien, el contenido en ésteres de los vinos CT determiné que fueran estos vinos

los que presentaron mayor composicion aromatica global.

En el caso de los vinos IS, los contenidos en acetatos (compuestos asociados con notas
afrutadas) resultaron superiores a CT y MP, tal como aparece reflejado en otros estudios
(IZQUIERDO CANAS et al., 2011).

En los vinos de Palomino fino, las diferencias mas significativas se encontraron en el
contenido de terpenos, siendo mayores en los vinos MP. Para los alcoholes y los 4cidos,
se describen nuevamente diferencias significativas en los vinos MP respecto al CT e IS.

En el resto de compuestos no se detectaron diferencias apreciables.

Los esteres incluyen: acetato de etilo, butirato de etilo, hexanoato de etilo, octanoato de
etilo, decanoato de etilo, acetato de isoamilo, acetato de hexilo, lactato de etilo, octanoato
de metilo y 2-fenil acetato. Los alcoholes incluyen: 1-hexanol, c-3-hexen-1-ol y 2-feni-
letanol. Los acidos incluyen: isobutirico, octanoico, decanoico ¢ isovalérico. Los com-
puestos carbonilicos incluyen: hexanal, benzaldehido y diacetilo. Los terpenos incluyen:

geraniol, linalol, terpineol y nerol.
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Tabla 7. Compuestos volatiles mayoritarios

CHARDONNAY PALOMINO FINO

CT 1S MP [ ns.| CT IS MP ns.
FEE

Acetaldehido (ppm) 62° 26°¢ 48" 37 54 38 -
Acetato de etilo (ppm) 34 31 24 29 23 17 -
Metanol (ppm) 29b | 28% | 632 | 7| 452 | 37b | 790 | *F
N-Propanol (ppm) 19° | 672 | 21® | ™* | 20° | 72° | 17 | ™™
Isobutanol (ppm) 13° | 282 | 15° | ***| 23 32 20
Isoamilicos (ppm) 145% | 190° | 1658 | *** | 151 | 2182 | 196% | **

3 Alcoholes superiores (ppm) | 177° | 285° | 201% | ¥ [ 194® | 3222 | 242% | ¥

En los vinos de Chardonnay, las mayores diferencias se encontraron en los alcoholes
superiores (N-propanol, isobutanol e isoamilicos), con valores mas altos en los vinos IS
respecto a los MP y los CT. Los vinos MP son los que presentaron, como era de esperar,

mayor contenido de metanol.

En los vinos de Palomino las concentraciones de N-propanol y de isoamilicos fueron
muy superiores en los vinos IS respecto a los CT y MP. Al igual que en los vinos de

Chardonnay, los MP fueron los que presentaron mayor contenido de metanol.

Analisis sensorial de los vinos
Se constatd que no habia diferencias sensoriales, entre los triplicados de cada ensayo,

mediante las pruebas triangulares realizadas.

Posteriormente se realizaron las catas descriptivas. En la Figura 1 se muestran los resul-
tados del analisis sensorial. En el Chardonnay fueron mejor valorados los vinos IS en la
mayor parte de los atributos. Sin embargo, en los vinos de Palomino fino los mejor valo-
rados fueron los MP.

Los vinos de Chardonnay con IS, en los que la levadura dominante al final de la fer-
mentacion fue 7. delbrueckii, destacaron por su mayor intensidad aromatica, sobre todo
tanto de notas afrutadas como de citricos, fruta blanca y tropical, de manera que se podria

correlacionar la presencia de esta levadura con las caracteristicas sensoriales obtenidas
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en los vinos IS. Asimismo, resultaron més largos y agradables en boca. Los vinos MP
fueron mas similares a los vinos CT, observandose en estos tltimos la presencia mayo-

ritaria de la levadura inoculada QA23 al finalizar el proceso de fermentacion.

En el caso de la variedad Palomino fino, los vinos preferidos fueron los MP, aunque las

diferencias no fueron tan acusadas como para los IS en Chardonnay.

Figura 1. Grificas del analisis sensorial. a) Chardonnay b) Palomino fino
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RESUMO
A selegdo e o plantio de uma vinha sdo fatores criticos no futuro sucesso da produgdo de vinho.
Assim, o objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um sistema integrado que permita néo so6 a carac-
terizagdo genética inequivoca da planta, em qualquer fase do seu desenvolvimento, como também
a sua identificag@o tibiqua apoés plantio, util em todo o processo de gestdo da vinha. Este sistema é
suportado por trés modulos:

(1) um servigo unico de genotipagem optimizado, com base em 14 microssatélites e num protocolo
de ADN a partir do lenho da videira, permitindo assim obter uma melhor caracterizagdo genética
da videira a menores custos;

(2) um TAG de frequéncia de radio (RFID) para implante na videira, com 2,12 mm de didmetro e
8 mm de comprimento, e que emite a 125 kHz. Neste trabalho verificimos que a introdugao destes
TAGs nao teve impacto na fisiologia da videira;

(3) um dispositivo movel para ler as etiquetas e estabelecer a interface com o utilizador, suportado
por uma base de dados de gestao da vinha.

Globalmente, combinamos tecnologias moleculares com sistemas de informagéo, com a expectativa
de contribuir para uma melhoria na gestdo da vinha ao longo de todo o ciclo de produgéo.

Palavras-chave: Microssatélites, videira, base de dados, sistemas de identificagdo por radiofre-
quéncia.
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1-INTRODUCAO

Sendo o sector da vinha e do vinho um dos mais importantes de toda a produgao agricola
em Portugal, o aumento da competitividade do sector é fundamental quer para o desen-
volvimento da agricultura quer do proprio pais. A competitividade ¢ atingida pela redu-
¢do dos custos de producio e pelo aumento do valor do produto final que passa, funda-
mentalmente, pela melhoria da qualidade. A racionalizagdo da utilizacdo dos fatores de
producdo contribui decisivamente para a redugdo dos impactos ambientais de qualquer
cultura e, em particular, da vinha (Braga, 2009).

Neste trabalho, conjugamos tecnologias moleculares e tecnologias de informagao com
o objetivo de desenvolver um sistema integrado de gestdo da videira, contribuindo assim
para uma melhoria nos fatores de produco da vinha. As duas questdes subjacentes a
este trabalho e as quais pretendemos dar resposta sdo: como é que conseguimos assegurar
a identidade da videira, numa fase pré-plantio, e desta forma mitigar os custos com
replantagdo de vinhas? e Como é que podemos contribuir para uma gestéo videira-a-
videira?

Para responder a primeira questdo, ha que ter em consideragao a identificagdo de varie-
dades de videira, que tem sido tradicionalmente baseada na ampelografia. No entanto,
esta técnica ¢ bastante afetada pela fase do ciclo vegetativo, pelas condigdes ambientais,
e muitas é vezes erronea (CARIMI et al. 2011). Assim, desde o surgimento dos marca-
dores moleculares, os Microssatélites (SSRs) t€m sido dos mais utilizados na identifi-
cagdo de cultivares de videira. No entanto, a caracterizagdo genética de videiras é quase
sempre feita a partir de ADN das folhas, pelo que em determinadas situagdes € necessario
recolher ADN de outros tecidos, nomeadamente, quando a videira se encontra em
repouso vegetativo, quando a videira é propagada por enxertia e raramente existe folha-
gem, ou mesmo nos porta-exertos (LIN and WALKER, 1997). Sendo a correcta identi-
ficacdo de cultivares de extrema importancia, torna-se assim imperativo haver alterna-
tivas a recolha de ADN através da folha e deste modo procedeu-se a optimizagdo de um
protocolo de extrac¢do de ADN a partir do lenho da videira, para posteriormente iden-
tificar as cultivares pelo seu perfil genético de microssatélites.

J& para responder a segunda questdo, ha que desenvolver um sistema ubiquo de identi-

274



Livro Actas

ficagdo de videiras na vinha e, para tal, uma das hipdteses sera explorar as novas tecno-
logias de traceabilidade baseadas em identifica¢@o por radiofrequéncias (RFID), que
permitem a rapida identificagdo da planta assim como o acesso remoto a uma base de
dados de gestdo da vinha. Estes sistemas ja sdo amplamente utilizado na identificagdo
de bens e animais, e a sua utilizacdo em plantas comega a dar os primeiros passos
(LUVISI et al. 2010). Um sistema RFID é composto por trés componentes principais:
identificador (ou 74G), leitor e base de dados, em que a 74G envia a identificagdo dos
dados, e estes sdo recebidos pelo leitor e transmitidos ao sistema de base de dados.

Assim, 0 nosso objetivo ¢ de uma forma integrada responder a ambas as questdes levan-
tadas, aplicando tecnologias moleculares e de informagao, ambas suportadas por uma
base de dados robusta que incorpore todos os dados importantes no desenvolvimento

da vinha, e desta forma permita um aumento da eficiéncia na sua gestao.

2-MATERIAL E METODOS

2.1-Identificacio molecular da videira

Foram colhidas — folhas e lenho — de cerca de 400 amostras, representantes da biodi-
versidade existente em Portugal. O ADN das folhas foi extraido usando o Kit NucleoSpin
da Macherey-Nagel, enquanto que para a extragdo do ADN do lenho foi desenvolvido
um protocolo proprietario. Posteriormente foi feita uma avaliagdo da qualidade do ADN
por espectrofotometria ¢ PCR em tempo real.

Para a identificacdo molecular da casta da videira, foi selecionado um conjunto de 14
microssatélites (SSRs): os seis /oci recomendados pela OIV, n° 801 a 806 em OIV (2009)
(VVMDS5, VVMD7, VVMD27, ViZAG62, ViZAG79 e VVS2); os trés loci propostos
pelo projeto GrapGen06 (VVMD32, VVMD25 e VVMD28) (BOWERS et al. 1999), e
adicionalmente cinco /oci propiciadores de uma maior resolucdo genética (VVIbO1,
VVIg52, VVIh54 e VVInl6) (MERDINOGLU et al. 2005). Os microssatélites foram
amplificados em multiplex usando primers marcados com fluordforos (Applied Biosys-
tems). Desta forma, os 14 SSRs foram agrupados em apenas 3 rea¢des multiplex, o que
permite uma redugdo substancial dos seus custos de analise. As reagdes em PCR Mul-

tiplex foram realizadas num volume final de 12.5 puL e a separacédo dos produtos de PCR
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foi feita por electroforese capilar no 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para
a analise de fragmentos usou-se o software Genemapper (Applied Biosystems) e como

tamanho standard o GeneScan 500 Liz (Applied Biosystems).

2.2-Inserc¢iio da 74G RFID na videira e avaliacio do impacto deste na fisiologia da
planta

Para a identificacdo da videira selecionaram-se 74 Gs de RFID cilindricos com dimensao
de 2,12 x @8mm, e que emitiam a 125 kHz, segundo o protocolo EM4102 (Figura 1 A).
Para o ensaio selecionaram-se 40 videiras adultas da casta Baga e 40 videiras da casta
Touriga Nacional, todas elas na Quinta da Recochina, Cantanhede. Em cada casta foram
inseridos identificadores de RFID em 20 videiras, sendo as restantes 20 videiras, sem
identificador, consideradas como testemunha. Nestas videiras adultas a perfura¢do para
a inser¢do do RFID foi feita no tronco a 30cm do solo, em direc¢do diagonal, recorrendo
aum berbequim com uma broca de 3mm, sendo @ TAG instalada a 3cm de profundidade
(Figura 1 B). Esta operacao foi realizada quando as videiras se encontravam no estado

PRl

fenoldgico “gomo de algoddo”. O impacto da inser¢do da 74G RFID na videira foi ava-
liado através da medigdo dos seguintes parametros: evolugao do estado fenologico, abro-
Ihamento, fertilidade, area foliar, densidade do coberto vegetal, evolugdo da maturagio
das uvas e caracterizagdo quantitativa da vindima.

Foram ainda testados 40 enxerto-prontos da casta Syrah, onde a perfuragio para a inser-
¢do do RFID foi feita recorrendo também a um berbequim com uma broca de 3mm na
vertical, na zona do lacre, sendo a TAG instalada a 15mm e a 35mm de profundidade
(Figura 1 C). Esta operagdo foi realizada imediatamente antes da plantagao das videiras,
quando estas se encontravam no estado fenologico “gomo de algodido”. Posteriormente
mediu-se a taxa de vingamento dos enxertos prontos, como indicador do impacto do

TAG na videira.
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Figura 1- (A) 74Gs RFID inseridas na videira; (B) Inser¢do da 74G em videiras adultas; (C) Insergdo da 74G
em enxertos prontos

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-1dentificacdo molecular da videira

Com o objetivo de desenvolver um método eficaz para genotipagem de videira foram
seleccionados 14 microssatélites nucleares que incluem os seis SSRs recomendados pela
OLlV, trés usados no GrapeGen06 e adicionalmente cinco seleccionados por nds, indica-
dos na literatura, pelo seu poder discriminatorio e pela sua localizagdo no genoma.
Com este conjunto de 14 /oci fomos capazes de varrer 11 dos 19 cromossomas da videira,
aumentando a resolugdo de polimorfismos gendomicos, comparativamente com o projecto

GrapeGen06 e o set da OIV (Figura 2).
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Figura 2- Distribuigdo dos microssatélites usados no genoma da Videira.
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Com este conjunto de 14 SSRs, genotipamos cerca de 400 individuos, de um total de
290 castas. Posteriormente, o perfil genético obtido para cada individuo foi comparado
com outras bases de dados, nomeadamente com a Francesa (Project PlantGrape), Espa-
nhola (SIVVEM), a Vitis International Variety Catalogue (VIVC) e o Consoércio
EAN/ITQB/EVN/ISA/UTAD, por forma a validar os resultados. De todos os pertis obti-
dos, 98% coincidiram com os publicados. Os restantes 2% estdo neste momento a ser

reanalisados.

3.2- Impacto fisiolégico da insercio da 74G RFID

Com o objetivo de avaliar o impacto da insergdo da 74G de RFID na fisiologia da videira
foram avaliados a evolugdo do estado fenoldgico, o abrolhamento, a fertilidade, a area
foliar, a densidade do coberto vegetal, a evolugdo da maturag@o das uvas e a caracteri-
zagao quantitativa da vindima.

Relativamente a evolugdo do estado fenologico, o ensaio foi realizado em 2012, que que
revelou ser um ano atipico, em consequéncia dos valores reduzidos de precipitagdo
durante os meses de Inverno. Contudo, a comparagio dos estados fenologicos das videi-
ras com e sem 7AG ndo revelou quaisquer alteragdes, pelo que se conclui que este ndo
impacta na fenologia da videira.

No que diz respeito ao abrolhamento e a fertilidade, mediram-se os valores médios do
numero de lancamentos, da percentagem de abrolhamento e dos indices de fertilidade
potencial e pratico das videiras em estudo (com e sem 74G), ndo tendo sido observadas
alteragdes significativas entre estas (Tabela 1). Similarmente, também ndo foram dete-
tadas alteragdes entre estes dois grupos na estrutura do coberto vegetal, nomeadamente
na area foliar (Tabela 2), na dimensdo da sebe (Tabela 3), e na densidade do coberto
(Tabela 4).
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Tabela 1- Efeito do chip nas castas Baga e Touriga Nacional no mimero de langamentos (NLanc), na
percentagem de abrolhamento (%A), no indice de fertilidade potencial (IFPot) e no indice de fertilidade
pritico (IFPra). Com chip-CC e sem chip-SC. ns- com p value =0.05

) i Nlanc %abrolh | Indfertprat | Indfertpot | p value
Baga cc 13,8943,40 | 95,80+7,53 | 1,3540,33 | 1,41:0,33 ns
SC 13,3543,77 | 95,4146,17 | 1,2610,51 | 1,3240,54
Touriga cC 11,25+1,8 | 96,975,70 | 1,5910,25 | 1,63:0,22 ns
Nacional 5C 12,05+2,8 | 98,3+4,63 | 1,660,23 | 1,6910,23

Tabela 2- Efeito do chip nas castas Baga e Touriga Nacional na drea foliar. Legenda: drea foliar por
sarmento (AF/Sarmento), na drea foliar por cepa (AF/Cepa) e na drea da folha principal (AF/Principal).Com
chip-CC e sem chip-SC. ns- com p value >0.05.

Data Est.Fenolégi Modalidade | AF/ Sarmento|AF/folha principal| AF/Cepa [ p value
. CcC 0,2510,05 197,22456,31 | 3,40+0,88
Baga 06-Ago [nicio pintor - - - - - - ns
sC 0,2310,04 | 199,46452,53 | 2,96:0,81
Touriga o & 0,2140,04 | 156,22429,43 | 2,21+0,75
R 06-Ago Inicio pintor ns
Nacional sC 0,200,03 | 146,40#31,19 |2,290+0,62

Relativamente a resposta dos enxertos prontos a inser¢do da 74G de RFID, todas as
videiras sobreviveram a inser¢éo da 74G e o seu desenvolvimento no primeiro ano foi
idéntico ao das restantes plantas ndo marcadas.

Monitorizou-se ainda a evolugdo da maturagdo das uvas de videiras com e sem TAG,
tendo-se medido o peso dos bagos, o teor em alcool provavel, a acidez total e o teor em
antocianinas totais (Tabela 5). Uma vez mais ndo foram detetadas diferengas significa-
tivas entre as videiras com e sem a 7AG, podendo-se afirmar portanto que este também
ndo impacta na evolu¢do da maturagdo da uva. Finalmente, foi feita uma analise quan-
titativa da vindima, com registo do nimero de cachos por cepa e do peso médio dos

cachos, que se revelaram idénticos nos dois grupos de estudo (Tabela 5).

Tabela 3- Efeito do chip nas castas Baga e Touriga Nacional na altura da sebe (Hsebe), largura da base
(Lbase), largura da zona de frutificacio (Lcachos), largura vegetacio (Lvegetal), largura do topo (Ltopo) e na
superficie foliar exposta (SFE) em metros. Com chip-CC e sem chip-SC. ns- com p value >0.05

Data |Est.F i i Hsebe Lbase | Lcachos |Lvegetal| Ltopo SFE p value
L cc 0,93#0,12 | 0,5720,12 | 0,3340,07 | 0,6320,13)| 0,5320,11 | 2185,31+440,45
04-Ago {nicio pintor ns
8 sC 0,91+0,11 | 0,6120,12 | 0,3140,07 | 0,64:0,12| 0,5640,08 | 2253,52404,35
aga
& . . cc 0,94+0,17 | 0,8+0,00 | 0,5740,12 | 0,610,12| 0,4920,09 | 10086,54+1596,05
08-Set |inicio Maturaca ——————————{ ns
sC 0,9:0,11 | 0,8+0,00 | 0,5940,09 | 0,64:0,09| 0,5120,12 | 9880,25:922,85
cc 1,0240,12 | 0,5620,78 | 0,29+0,44 | 0,54#0,82 | 0,4520,95 | 12333,33+1220,20
03-Ago | (nicio pintor e s
Touriga sC 0,98+0,08 | 0,57+0,66 | 0,2840,45 | 0,56:0,96| 0,4240,85 | 11988,5418,57
Nacional - . cc 097+0,11 | 0,5+0,07 | 0,28+0,03 | 0,5320,06| 0,34%0,10| 11511,46+959,89
07-Set |inicio Maturacd —— ns
sC 0,93+0,09 | 050,07 | 0,2940,04 | 0,53+0,08| 0,3520,09 | 11226,04+1116,87
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Tabela 4- Efeito do chip nas castsa Baga ¢ Touriga Nacional em relagdo ao nimero de camadas de
folhas (NCF) e ao ndmero de folhas interiores (NFint). Com Chip-CC e Sem Chip-SC. ns- com p value >0.05

Data Est. Fenolégico | Modalidade NCF Nfint p vaule
. . cC 3,17+41,67| 1,27+1,38
04-Ago Inicio pintor ns
SC 3,06+1,48| 1,2441,26
Baga
P - CcC 2,2141,49]| 0,70%1,09
08-Set |Inicio Maturacdo, ns
5C 2,2941,44] 0,79£1,01
P . cC 2,60£1,85| 1,1641,34
03-Ago Inicio pintor ns
Touriga SC 2,43+1,69| 0,98+1,19
Nacional . . cC 0,98+1,01| 0,2240,52
07-Set |Inicio Maturacao ns

SC 0,87+1,01| 0,1710,48

Tabela 5- Efeito do chip nas castsa Baga e Touriga Nacional em relacio ao pesodos bagos, teor em
dlcool provivel (TAP), acidez total (Acidez T), taninos, teor em antocianinas totais (Antocian), nimero
cachos por cepa (N* Cachos) e peso médio dos cachos (Peso Médio/cacho).Com Chip-CC e Sem Chip-SC.
ns- com p value >0.05.

. . . Peso Médio/
TAP AcidezT Tanines Antocian N¢ Caches
Peso Bagos cacho p value

cC 277,4£15,25 | 11,6441,01 | 4,83+1,07 | 123,2427,53 | 141,4+10,88 | 14,844,47 | 88,1356,63
sC 273,29+10,07 | 12,1640,93 | 4,72+1,07 | 123,4+22,56 | 147,249,63 | 13,0045,86 [113,44123,03
Touriga (g 194,7748,29 | 11,63:0,9 | 4,33+1,06 | 252477,61 95:20,83 | 17,3544,36 | 111,19:79,95 |
Nacional SC 194,81+7,35 | 11,08+0,76 | 4,64+1,21 |178,17+67,34| 116,67427,43| 18,8544,31 122,44i75,60]

Baga

4-CONCLUSOES

Neste trabalho desenvolvemos um servigo de genotipagem simples, econdémico e repro-
dutivel, com base em 14 microssatélites, que pode ser utilizado para identificacdo de
variedades de videira, quer a partir de folhas, quer de varas dormentes, bacelos enxer-
tados ou porta-enxertos, e que se apresenta como uma ferramenta promissora para o
controlo de identidade do material vegetativo.

Os resultados obtidos evidenciaram que a presenga de 74 Gs RFID na planta nio provo-
cou diferengas significativas em nenhum dos pardmetros estudados, ainda que isso possa
dever-se ao facto de serem os primeiros dados colhidos apos introdugdo destas. Sendo
uma tecnologia muito versatil, ¢ capaz de revolucionar o mercado, por melhorar muito
a gestdo de certos sectores pelo facto de apresentar como vantagens a capacidade de
armazenamento, leitura e envio de dados. Apresenta, também, precisao nas informagdes
e velocidade de envio. Um dos entraves a sua maior divulgacao reside no seu elevado
custo. Contudo, num futuro préximo e com os avangos tecnologicos, a sua implemen-
tacdo podera ser mais convidativa, permitindo pregos mais acessiveis e com uma eficacia

similar.
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THE EFFECT OF WINE COMPOSITION ON DEKKERA
BRUXELLENSIS GROWTH AND VOLATILE PHENOL
PRODUCTION USING RESPONSE SURFACE
METHODOLOGY APPROACH
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MALFEITO-FERREIRA ! and Virgilio LOUREIRO!

Abstract

The present study aimed at determining the effect of glucose, alcohol and sulfur dioxide
on the growth and volatile phenol production by Dekkera bruxellensis using a central
composite rotatable design (CCRD). Sulfur dioxide fraction proved to have a significant
(p<0.05) negative linear and quadric effect on growth and 4-ethyl production. Higher
level of sulfur dioxide showed immediate effect on cell death. On the other hand, under
elevated ethanol concentrations, a long delay in lag phase was observed. The cells that
could overcome ethanol toxicity, showed further growth but no 4-ethyl phenol produc-
tion. No direct relation between 4-ethyl phenol production and consumed glucose was
observed. Furthermore, when cells were inactivated by sulfur dioxide and ethanol, glu-
cose didn’t increase wine susceptibility to spoilage by D. bruxellenis growth.

Key-words: wine, cell death, yeasts, Dekkera bruxellensis, volatile phenol

INTRODUCTION

The production of volatile phenols defines the importance of Brettanomyces/Dekkera
yeasts during winemaking and has been well documented (CHATONNET et al., 1992;
CHATONNET et al., 1995;MALFEITO-FERREIRA, 2011; SUAREZ et al., 2007).
These volatile phenols, especially the ethyl phenols, are responsible for off-odours and
are detrimental to the aroma profile of wines at high concentrations (CHATONNET et
al., 1995; SUAREZ et al., 2007). However, the conditions under which volatile phenols
are produced in wine and the exact mechanisms involved are not fully understood. Some
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of the factors/constituents present in wine medium e.g. sulfur, ethanol, pH, sugar and
presence of oxygen are reported to play a key role in the cell growth and consequently
in 4-ethyl phenol production (BARATA et al., 2008a; BARATA et al., 2008b; CIANI et
al., 2003). Sulfur dioxide is the main preservative in wines and B. bruxellensis has been
regarded as either resistant or sensitive (LOUREIRO and MALFEITO-Ferreira, 2006).
Some authors refer its sensitivity to sulfite higher than 30 mg L' (CHATONNET et al.,
1992; GERBAUX et al., 2002), explaining its frequent isolation from sulfur unprotected
wine (HERESZTYN, 1986). On the other hand, others have been reported its survival
under more than 30 mg L of free sulfite (Froudiére and Larue, 1988). This apparent
controversy occurs in absence of studies under comparable situations. In fact, sulfite
resistance was studied in low ethanol wines of 9.5% (GAIA, 1987) or 11.3% ethanol
(Froudiére and Larue, 1988). Our previous results point out that ethanol is a major factor
determining sulfite resistance (MALFEITO-Ferreira et al., 2004). This controversy, how-
ever, does not lie in the free form of SO, (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). However,
it should be kept in mind that free state is completely dependent on several compounds
especially the carbonyl groups that have affinity to sulfur to bind. Noteworthy, binding
is related to the chemical dissociation constant K, which follows the simple rule i.e.,
lower the K value, higher the affinity. Among the molecules present in wine, glucose
has the highest K value while ethanal (acetaldehyde) has the lowest. Moreover, the ion-
ization constant (pK) of sulfur is affected by the ethanol concentration, the presence of
sugars and temperature (USSEGLIO-TOMASSET, 1995). Therefore, the present study
is aimed at understanding the interaction among three factors: sulfur, sugar and ethanol,
and finding the detrimental concentration of them that negatively affect D. bruxellensis
growth in wine and consequently the 4-ethyl phenol production. Response Surface
Methodology (RSM) was used for modelling growth and 4-ethyl phenol production.
With RSM, several variables are tested simultaneously with a minimum number of trials,
according to special experimental designs, which enables to find interactions between
variables (GACULA and SINGH, 1984; MONTGOMERY, 1991).

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Yeast strain and its maintenance

The strain Brettanomyces bruxellensis ISA 2211 was isolated in our laboratory from a
phenolic tainted red wine and was maintained in GYP medium (20 g/L glucose (Merck,
Darmstadt, Germany), 5 g/L yeast extract (Difco Laboratories, Detroit, USA), 10 g/L
peptone (Difco) and 20 g/L agar, pH 6.0).

2.2. Inoculum preparation
B. bruxellensis ISA 2211 inoculum was prepared by previous growth in 100 mL of Yeast
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nitrogen broth (6.7 g/L YNB with 10% ethanol, adjusted to pH 3.50 + 0.01 and sterilized
by membrane filtration (0.22 pm pore size), incubated at 25 °C with orbital shaking (120
rpm). Experimental wine was obtained by blending several commercial red wines fol-
lowed by filtration through membranes of 0.22 pm pore size. Incubation was carried out
at 25°C and cellular culturability was measured by plating onto GYP agar.

2.3. Chemical analysis

The 4-ethylphenol production was measured according to a protocol described by
Bertrand (1981). A GC-FID (Varian CP-3800) series with a capillary column from Fac-
torFour (ID, 0.25 mm; length 15.0 m; film, 0.25 um) was used. The concentrations of
sugars, acids and alcohols were assessed by HPLC using a flow rate of 0.6 mL/min of
an aqueous solution of 2.5 mM H,SOy4 (mobile phase). The separation was performed
in a size-exclusion and ion-exchange column (8.0 x 300 mm, SH1011, Shodex) at 60
°C. The quantification and integration was done using refractive index detector (Waters
2410) and chromatography data software Empower-2, respectively.

2.4. Experimental design and statistical analysis

The influence of three factors viz., sugar, ethanol and sulfur was studied using a central
composite rotatable design (CCRD). The results of the 17 treatments were analyzed
using the software “Statistica™”, version 7, from Statsoft, Tulsa, USA. The linear (L)
and quadratic (Q) effects of these factors, as well as their linear interactions, were cal-
culated and their significance was evaluated by analysis of variance. A four-dimensional
surface, described by a first- or a second-order polynomial equation was fitted to each
set of experimental data points. First- and second-order coefficients were generated by
regression analysis. The fit of the models was evaluated by the determination coefficients
(R?) and adjusted R? (Radjz) (WEISBERG, 1985).

3. RESULTS AND DISCUSSION

Table-1 shows the polynomial equations of the surface responses fitted to experimental
data points. The significant effects (P <0.05) and those having a confidence range
smaller than the value of the effect, or smaller than the standard deviation were included
in these model equations (data not shown). Thus, among all three tested factors, sulfur
showed to have the most significant effect on immediate death activation which was
mathematically confirmed by its negative linear effect on culturable cell’s population
observed on 2™ day of inoculation. Moreover, a second order polynomial model, estab-
lished via CCRD, is well adjusted to the experimental data points (Table-1).

285



Livro Actas

Table-1. Model equations describing the response surfaces fitted to the CCRD experimental data
points, growth (CFU) and 4-ethyl production (4-EP) of B. bruxellensis, as a function of the
concentration of glucose (G), ethanol (E) and sulfur (S) and respective R? and Rzadj-

Response Model equation R?  R%adj
parameter
CFU 2days  7.34 - 0.365(S)+0.005(S)2 0809 0.780
CFU 5 days  8.235-0.502(S)+0.0082(S)* 0893 0878
CFU 30days  15.38 - 1.69(G)+0.125(G)* - 0.132(E) -0.482(S) + 0.0074(S)* 0872 0813

4-EP 30 days  1991.51-692.28(G)+52.34(G)*+286.28(E)-115.15+4.172(8)*-10.59 0938 0.901
G= glucose (g L); E= ethanol (% v/v); S = sulfur dioxide (mg L")

The response surface plots of the cell growth as a function of sulfur and glucose (Fig.1),
illustrates the dominant contribution of quadratic effect of sulfur to the model, showing
that increase in sulfur content promoted decrease in D. bruxellensis population size. Fur-
thermore, until the end of experiment, death activation and consequently 4-ethyl phenol
production was found to be significantly dependent on the amount of sulfur (linear and
quadratic effects), which was observed in the obtained concave surface (Fig. 2).

In most of the cases, where SO, exposure was above 20 mg/L, cells showed sharp death.
While, at equal or below sulfur concentrations of 20 mg/L (low SO, exposure), cells
initially showed dramatic death phase, which after some period of time, started to show
viability when cultured on media plates. This observation is indicative of the yeast enter-
ing the so-called physiological state of “viable-but-not culturable” or VBNC, charac-
terized by inability of the cells to divide on culture media, even though they are still
alive and maintain their metabolic or cellular activity (MILLET and LONVAUD-
FUNEL, 2000). Sulfur dioxide has been shown to induce the state of VBNC in the wine
spoilage yeast Brettanomyces (AGNOLUCCI et al., 2010; DU TOIT et al., 2005; SER-
PAGGI et al., 2012).

e Ve

Figure 1. Response surface fitted to the cell growth as a function of glucose, ethanol and sulfur dioxide, on 30" day after
inoculation in red wine trials.
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Glucose showed its positive linear effect on cell growth as well as on 4-ethyl phenol
production under low ethanol and/or sulfur conditions. Since 4-ethylphenol production
rate was linked to the biomass attained, therefore sugar consumption and 4-EP synthesis
have no direct relation with each other. If there is any relation between the two, is only
due to increase of cell biomass (especially in low ethanol conditions) which consequently
leads to increased 4-EP production in total. However, it should be kept in mind that glu-
cose has an affinity to bind with sulfur (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Though,
equilibrium constant for the formation of the addition product with glucose is small, in
sweet wines as the concentration is high, it can be significant. DIAS et al. (2003) showed
that in the absence of carbon sources there is no production of 4-ethylphenol. However,
these results were obtained in synthetic media and were not validated for wines (as com-
plete absence of carbon source in wine is near to impossible!). In dry wines, residual
sugars are below 2 g/L, but this small amount is enough to support volatile phenol pro-
duction (LOUREIRO and MALFEITO-FERREIRA, 2006).

Elevated level of ethanol caused a long delay in lag phase. It was observed that the lag
phase constituted a far shorter period i.e., 3 days at lower ethanol (11% and 12.5%)
exposure than that of higher concentration (14%), pertaining 10 days. Interestingly, at
15% ethanol level, which is considered the limit for D. bruxellensis growth, there were
still very few countable numbers of culturable cells. Noteworthy, in case of sulfur expo-
sure, cells entered the VBNC state but 4-ethyl phenol production still continued; while,
in case of elevated ethanol exposure, some cells managed to show culturability but pro-
duction of 4-ethyl phenol ceased. Lack of 4-EP production in growing cells highlights
the observations of BENITO et al. (2009), where cessation of the two key enzymes for
HCA conversion into 4-EP i.e., phenolic acid decarboxylase (PAD) and vinyl phenol
reductase (VPR), at high ethanol concentration, has been reported. Therefore, wine con-
taining low sulfite doses of SO, if accompanied with high ethanol levels, would be
better protected from the spoilage yeast, D. bruxellensis. Of course, to elucidate this
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Figura 3: Anilise por Componentes Principais da comunidade microbiana ao longo do MI, IF e FF para as
diferentes regides vinicolas portuguesas, baseado no niimero de sequéncias.
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phenomenon, physiological state of cell after exposure of sulfur and ethanol need to be
further investigated at a proteomic and molecular levels with due attention to enzymes
kinetics involved in energy metabolism.
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1-ABSTRACT

The vine is a plant affected by a wide variety of fungi, which can affect both the green
parts like bunches of grapes, causing damage to the quality and quantity of grapes pro-
duced. A better understanding of the mechanisms of pathogenicity using by these fungi
is needed to develop novel strategies for the effective management of the diseases.
Agrobacterium tumefaciens - mediated transformation (ATMT) of fungi has become a
common technique for the study of a wide variety of different fungal species over the
past 13 years. The possibility of performing the fungal transformation using A. tumefa-
ciens provides an efficient tool for those fungi that are difficult to transform by traditional
methods. Because of the efficiency of transformation process, it is relatively easy to
generate a large number of stable transformants. The application of this method to study
phytopathogenic fungi of the vine will enable us the analysis of genes involved in their

mechanisms of pathogenicity.

2 - KEYWORDS
Agrobacterium tumefaciens mediated transformation; ATMT; Fungi; Botrytis cinerea;

Alternaria alternata, Aspergillus carbonarius
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3 - MAIN TEXT

Agrobacteriun tumefaciens is a soil bacterium that causes crown galls to plants by trans-
ferring part of a tumour-inducing plasmid DNA into their genome. It has the natural
ability to transfer a segment of DNA from its Ti plasmid, know as the “T-DNA”, into
plant or fungal cells so that T-DNA integrates at random into the nuclear chromosomes.
The ends of the T-DNA, and thus the length of the transferred DNA, are defined by two
short repeated sequences, known as the left and right borders, and they are essential to
the integration of that DNA fragment into the host genome. This process of T-DNA
transfer is dependent upon expression of A. tumefaciens 'vir gene, which are induced by
compounds secreted by wounded plant cells, such as acetosyringone (AS).
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT) has recently been used
for transfer foreign DNA to other organism such as yeast (Piers et al. 1996), plant path-
ogenic fungi (Covert et al. 2001; Zhang et al. 2008), human and animal pathogenic fungi
(Sullivan et al. 2002), mushrooms (Chen ez al. 2000), biocontrol fungi (Li et al. 2005)
and human cells (Kunik et al. 2001). The principal advantages of ATMT over conven-
tional transformation techniques are the higher transformation efficiency, the frequency
of single-copy integrations, the creation of fewer untagged mutations (Michielse et al.
2005; Weld et al. 2006), the ease of protocol, the facility with which T DNA-tagged
mutated genes or flanking sequences can be identified (Karunakaran et al. 2008) and
the versatility it provides in choosing which starting material to transform, due to the
fact that Agrobacterium can transform protoplasts, hyphae, spores conidia, and even
blocks of mushroom mycelial tissue (Chen et al. 2000; de Groot et al. 1998; Xu et al.
2005). ATMT can be used to produce targeted gene disruptions and random insertional
mutations, becoming a powerful tool for the functional characterization of genes and
the analysis of fungal biology.

Fungi such Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Aspergillus carbonarius, Penicilliun
spp., Cladosporium spp., among others, are able to affect the vine, causing damage to
both the green parts of the plants (shoots, inflorescences, branches.) and bunches of
grapes. The interference produces by these fungi invasions cause decrease quantity of
grapes produced and several alterations in the quality of the must and wine obtained,
i.e. increasing the level of gluconic acid, glycerine and ochratoxin A. The functional

analysis of fungal genomes, especially in the case of phytopathogenic fungi for which
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genes involved in pathogenicity are not completely known, allows us to determine their
mechanisms of infection. This goal can be achieved by using random mutagenesis meth-
ods such as Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation. Therefore the purpose
of this study was to optimize and develop an efficient ATMT protocol for Botrytis
cinerea, Alternaria alternata and Aspergillus carbonarius, which allows us to obtain a
highly efficient transformation and gene disruption these phytopathogenic fungi. Molec-
ular characterization of those mutants affected in pathogenicity will allow us to highlight
the mechanisms of infection of these pathogenic fungi of vine.

The development of an efficient ATMT protocol requires the optimization of several
parameters. These parameters include the nature of the fungal starting material, the
Agrobacterium strain, the fungal isolate used, the acetosyringone concentration, the sen-
sitivity to the antibiotic hygromycin B and the selection of co-cultivation conditions
(Michielse et al. 2005). The fungal strains chosen were Botrytis cinerea B0510, All-
ternaria alternata Aal and Aspergillus carbonarius CECT2086, which were grown on
potato dextrose agar between 10 and 15 days at 25°C in continuous light to promote
conidiation. A. tumefaciens strain AGL-1 carrying the binary plasmid vector pMDC32rc
was used for transform conidia of these three fungal strains.

Many studies have shown that the addition of acetosyringone is required for the induc-
tion of the vir gene and therefore play an important role for transfering T-DNA. The
effect of acetosyringone during pre-culture of A. tumefaciens seemed variable according
to fungal species. In fungal species such, Fusarium oxysporum, Magnaporthe grisea.
Colletotrichum falcatum and Colletotrichum acutatum, acetosyringone increased the
transformation efficiency, whereas in Hebeloma cylindrosporumk and Colletotrichum
trifolii did not (Karunakaran et al. 2008; Michielse et al. 2005). Leclerque et al. (2003)
investigated the effect of acetosyringone concentration during Agrobacterium pre-cul-
ture, and during co-cultivation. They concluded that an acetosyringone concentration
up to 500uM increased the number of transformants of Beauveria bassiana. In our study,
we have examined the transformation efficiency in presence and absence of acetosiryn-
gone, during Agrobacterium pre-culture and during co-cultivation. Addition of ace-
tosiryngone prior to co-cultivation increased the number of transformants, being optimal

acetosiryngone concentration of 200puM.
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Other important factors, determining the efficiency of ATMT, are the co-cultivation con-
ditions. These include the concentration of A. tumefaciens and fungal recipient, temper-
ature, pH, length of the co-cultivation time and filters type. During the design of our
experimental setup, we optimized the concentration of the fungus as well as filters type.
The concentration of the fungus is important because the addition of too many fungal
recipients can result in too much fungal growth during co-cultivation, which makes the
subsequent isolation of single transformants difficult (Covert e al. 2001). Based on these
previous findings, conidia of each strain were collected and resuspended in water and
their concentration adjusted to 10° — 10® conidia ml"'. The conidial suspension was mixed
with an equal volume of A. tumefaciens culture, prepared as described by Covert et al.
(2001). A 200ul aliquot of this mixture was plated on induction medium (IM) amended
with 200uM acetosyringone. The greatest number of transformants was collected from
experiments in which the number of conidia co-cultured with 4. tumefaciens was 10* or
10%/plate. Other concentration of conidia either yielded no transformant (i. e. 103/ plate)
or too much fungal growth to identify transformant colonies (i.e. 10%plate or higher).
As for the type of filter that can be used in the co-cultivation step, previous studies have
employed nitrocellulose, Hybond N*, filter paper, cellophane sheets polyvinylidene
difluoride (Michielse et al. 2005). The experiments were carried out by testing the effi-
ciency of transformation by co-incubation on nitrocellulose filter with 0.45pum pores
(Whatman) or Hybond N* (Amersham International). It was found that both types of fil-
ters resulted in equally high transformation rates.

The last parameter that it was necessary to optimize was the level of sensitivity of the
fungi to hygromycin B. B. cinerea B0510, 4. alternata Aal and A. carbonarius
CECT2086 strains were tested for hygromycin B sensitivity using different concentra-
tions from 50 — 500 pg/ml. Freshly grown mycelial edges were transferred to potato
dextrose agar amended with hygromycin B, and the optimal concentration was deter-
mined by each fungal species.

Once optimized main parameters that can affect the efficiency of transformation, we
have carried out the Agrobacterium tumefaciens- mediated transformation of B. cinerea,
A. alternate and A. carbonarius using the protocol described by de Yan et al. (2010)
with the subsequently modifications. A. tumefaciens strain AGL-1 was grown at 28 °C

for 2 days in minimal medium (MM) supplemented with kanamycin (100pg/ml). The
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A. tumefaciens cells were diluted to an optical density (OD600 = 0.15) in induction
medium (IM) with (IM+AS) or without (IM-AS) acetosyringone (200pM). Subse-
quently, the bacterial cells were growth for an additional 6h before mixing them with
an equal volume of conidial suspensions of fungus (10* conidia ml'). A 200ul sample
of the mixture was sprayed onto nitrocellulose filter (0.45 um pore and 45mm diameter,
Whatman), plated on IM amended with 200uM AS and without AS and incubated at 20
°C in the dark.

Following co-cultivation for 24, 36 and 48 h at 20 °C the membrane was cut into small
pieces (3 % 0.1 cm), and transferred upside-down on PDA plates supplemented with
hygromycin B as a selection agent for fungal transformants and cefotaxime (200pM) to
kill the A. tumefaciens cells. After 5-7 days at 24 °C, individual transformants were trans-
ferred onto PDA plates amended with hygromycin B. To create monoconidial transfor-
mants, a single germinating conidium from each transformant was picked with a sterile
needle and transferred to small PDA plates containing hygromycin B and cefotaxime.
Transformants were plated on fresh selective medium four times. Conidia from these
monoconidial cultures of hygromycin B resistant transformants were stored in 30% glyc-
erol at -80 °C until further analysis.

Once applied the ATMT protocol to the three genera of fungi appeared putative trans-
formants on the selective plates. These transformants seemed as different colonies
against a background of dead untransformed colonies. In experiments, in which
Agrobacterium without AS was used for transformation, putative transformants appeared
after a delay of 2 weeks, and they were substantially less in number. Individual trans-
formed colonies were picked and grown on hygromycin B for four rounds of selection.
Those transformants that maintained their resistance to hygromycin B after four sub-
cultures were classified as mitotically stable. These transformants were selected and
grown for conidiation and then monoconidial purification of them.

Our success in the ATMT of B. cinerea or A. alternate or A. carbonarius is an additional,
independent confirmation of the efficiency of the method for transformation of filamen-
tous fungi. These technique is relatively simple, efficient, and reproducible, and offers
an opportunity to study the molecular genetics of these fungi and molecular basic of

theirs pathogenicity on vine.
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ANALISE DA BIODIVERSIDADE PRESENTE NO
MICROBIOMA DA VINHA
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RESUMO

A videira (Vitis vinifera) é naturalmente colonizada por uma grande variedade de microrganismos,
tanto microrganismos benéficos como patogénicos, que interagem com a planta e apresentam um
papel importante no seu crescimento, vigor e na qualidade das suas uvas. Neste estudo, efetuamos
uma caracterizagdo extensiva do microbioma natural da videira durante o seu ciclo vegetativo atra-
vés de uma abordagem de metagenomica.

Esta analise revelou uma grande biodiversidade, um microbioma complexo associado naturalmente
com a videira e foi observado um equilibrio entre microrganismos fitopatogénicos e benéficos.
Este equilibrio é extremamente importante para garantir o estado fitossanitario da videira, perfor-
mance da planta e qualidade do vinho. Adicionalmente, este estudo permitiu também inferir acerca
das interagdes estabelecidas entre planta e as comunidades microbianas.

Palavras-chave: Vitis vinifera, microbioma, pirosequenciagio biodiversidade estrutural e funcional,
microrganismos fitopatogénicos e benéficos

1-INTRODUCAO

A VIDEIRA (Vitis vinifera) é uma das culturas mais produzidas a nivel mundial, apre-
sentando grande relevo econdmico. A V. vinifera ¢ naturalmente colonizada por um com-
plexo ecossistema microbiano constituido por microrganismos benéficos, neutros e fito-
patogénicos que interagem entre si € com a planta. Além disso, e apos a recolha das
uvas, o microecossistema ¢é transferido para o mosto vinico impactando na produgao do
vinho. Contudo, a estrutura ¢ dindmica deste complexo ecossistema ¢ ainda desconhe-

cida.
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A videira pode ser colonizada por microrganismos com efeitos benéficos, que inclusi-
vamente sao considerados como sendo agentes naturais de controlo biologico devido a
sua capacidade de proteger a planta contra o ataque por microrganismos fitopatogéneos
¢ a capacidade de reforcar as defesas naturais da planta (COMPANT et al., 2005). Con-
trariamente a estes microrganismos, a videira ¢ suscetivel ao ataque de microrganismos
fitopatogénicos nomeadamente, fungos, virus, fitoplasmas e bactérias (LAIMER et al.,
2009), que impactam negativamente na vitalidade e nas propriedades fisioldgicas nor-
mais da planta (FERREIRA et al., 2004), contribuindo para a diminui¢do do rendimento
e qualidade dos produtos produzidos. Neste sentido, o equilibrio estabelecido entre as
comunidades microbianas é fundamental e importante para a manutengio do equilibrio
dos ecossistemas embora, pouco se sabe acerca da magnitude e variabilidade destas
populagdes em condi¢des naturais (SHARPTON et al., 2011).

O objetivo deste estudo ¢ explorar a comunidade microbiana presente naturalmente na
videira durante o seu ciclo vegetativo e analisar as interagdes estabelecidas entre os
microrganismos benéficos e fitopatogénicos. Para a analise molecular do microbioma
da videira, foi aplicada uma abordagem metagenémica com base na sequenciagdo do
rADN de todos os microrganismos presentes nas folhas de videira através da plataforma

de pirosequenciagdo 454 (454 Life Sciences, Roche, EUA).

2-MATERIAL E METODOS

2.1- Amostragem e extracio do ADN

As folhas de videira da casta Tinta Roriz foram recolhidas numa vinha localizada na
regido da Bairrada durante o periodo de Maio a Julho do ano de 2010. Foram recolhidas
um total de 50 folhas que foram posteriormente sujeitas a extragdo do ADN por utiliza-
¢do do kit QTAmp® DNA stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com

as instrugdes do fabricante.

2.2- Pirosequenciaciio e analise dos dados

O ADN de cada amostra foi sujeito a amplificacdo por PCR para a regido V6 do rADN
presente no 16S para analise da populagdo procariota (SOGIN et al., 2006) e para as
regides ITS2 e D2 para analise do rADN da populagéo eucariota (WHITE ez al., 1990).
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Ambas as regides eucariotas e procariotas foram amplificadas com primers que conti-
nham sequéncias adaptadoras especificas para a plataforma 454 da Life Sciences (A e
B), uma sequéncia barcode com 8 nucleétidos e o primer universal respetivo. Cada
amplificacao de PCR ocorreu numa mistura de reagdo de 30uL que continha o tampao
de reagdo 1x (USB, Affymetrix), 0.2mM de MgCl, (USB, Affymetrix), 0.2mM dNTPs
(Bioron), 2ul de ADN, 1U de FideliTag DNA polymerase (USB, Affymetrix) e 0.4uM
dos primers especificos para a amplificagdo dos microrganismos eucariotas e 0.8uM
dos primers especificos para a amplificacdo dos microrganismos procariotas. As condi-
¢des de amplificagdo consistiram num passo de desnaturagdo inicial a 94°C durante 5
min seguidos de 25 ciclos sob as seguintes condi¢des 94°C 35s, 50°C 35s e 68°C 40s.
Foi ainda aplicada uma extensao final de 5 min a 68°C. A amplificacdo dos produtos de
PCR foi avaliada por electroforese capilar no HT DNA 5000 SE30 Chip para o Lab-
Chip90 (Caliper LifeSciences, EUA) e posteriormente purificados com o kit High Pure
96 UF Cleanup Plates (Roche). A qualidade e quantidade de cada produto de PCR puri-
ficado foi analisada num leitor de fluorescéncia através da utilizagdo do kit de quantifi-
cagdo PicoGreen® ds DNA (Invitrogen, EUA). As amostras foram misturadas de acordo
com o numero de moléculas de ADN, em concentra¢des equimolares e submetidas para
pirosequenciagao usando a plataforma GS FLX Titanium (454 Life Sciences, Roche,
EUA) do Biocant (Cantanhede, Portugal).

Os dados obtidos foram analisados automaticamente através de uma pipeline implemen-
tada na Unidade de Bioinformatica do Biocant. Todas as sequéncias foram agrupadas
de acordo com as sequéncias alvo e as regides sequenciadas (V6, ITS2 e D2). Seguida-
mente foram aplicados filtros de qualidade e as sequéncias que (i) continham menos do
que 120 nucledtidos, (i7) mais do que dois nucleodtidos indeterminados, (iii) sequéncias
com mais de 50% de dissimulag@o e (iv) sequéncias contendo quimeras foram rejeitadas
(SOGIN et al., 2006). As sequéncias foram agrupadas de acordo com as suas distancias
filogenéticas de 0.03 (SHARPTON et al., 2011) e agrupadas em unidades taxonomicas
operacionais (OTU Operational Taxonomic Units). O alinhamento das sequéncias para
identificagdo dos microrganismos foi realizado em base de dados curadas nomeada-
mente, na Ribosomal Database Project Il (RDP) para identificagdo dos microrganismos

procariotas e na plataforma nt@ncbi/SILVA para identificagdo da populagdo eucariota.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Analise geral da biodiversidade microbiana da videira

Neste trabalho estudamos a comunidade microbiana da videira utilizando uma aborda-
gem metagenomica, em que efetudmos a sequenciag@o paralela e massiva do ADN da
populacdo microbiana presente na videira.

A sequenciag¢do do rADN das folhas de videiras gerou um total de 139,034 sequéncias
com elevada qualidade. Estas sequéncias foram agrupadas de acordo com a sua proxi-
midade filogenética, e sequéncias com semelhanga superior a 97% foram consideradas
como formando uma unica unidade taxondémica operacional (OTUs). No total, foram
obtidos uma média de 97 OTUs para a populagdo eucariota e 124 para a populagao pro-
cariota. Ou seja, no total detetou-se a presenca potencial de 97 e 124 espécies de
fungus/leveduras e bactérias, respetivamente. Para cada amostra, foi ainda determinada
a populagdo esperada (Chaol) e, para a populacdo eucariota, o nimero esperado de
microrganismos foi de 179 £ 17 e para a populagdo procariota 203 + 15. Desta forma,
podemos afirmar que durante um ciclo vegetativo a videira terd uma biodiversidade esti-
mada de 382 espécies de microrganismos, sendo que esta ¢ uma populagdo dinamica

com flutuagdes temporais.

3.2- Microbioma da casta Tinta Roriz

A analise do microbioma da casta Tinta Roriz evidenciou uma elevada biodiversidade
microbiana, tendo sido identificados microrganismos benéficos e fitopatogénicos.
Durante o ciclo vegetativo, foi observado um declinio da populag@o eucariota ¢ um
aumento da populacdo procariota. Esta dindmica ¢ explicada através da aplicacdo dos
tratamentos quimicos efetuados na vinha e que sao direcionados para minimizar os efei-
tos de determinados microrganismos fitopatogénicos alvo, a maioria dos quais eucario-
tas.

Relativamente a populagdo eucariota identificada nesta casta, os microrganismos do filo
Ascomycota sao os mais abundantes (30.74%), seguidos por early diverging fungal
lineages (42.88%). Foram ainda observados microrganismos pertencentes ao filo Basi-

diomycota (2.21%), um grupo designado por “outros” (0.09%) e que contém os filos
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Chytridiomycota, Basal fungal lineages, Blastocladiomycota e Rozella. De realgar que
24.09% dos microrganismos detetados foram classificados como desconhecidos, ou seja,
as sequéncias obtidas ndo foram atribuidas a qualquer microrganismo aquando do
BLAST nas bases de dados utilizadas (Figura 1a). Relativamente a populacdo procariota,
os filos Proteobacteria (54.17%) e Firmicutes (40.41%) foram os mais abundantes no

entanto, foi ainda observado o filo Actinobacteria (4.24%) (Figura 1b).
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Figura 1: Distribui¢io da comunidade microbiana ao longo do ciclo vegetativo da videira. Abundéncia
relativa da populagdo eucariota (a) e procariota (b), por anilise do filo.

No que respeita aos géneros dominantes, a casta em estudo revelou uma grande abun-
dancia dos microrganismos eucariotas Rhizopus, Mucor e os fungos entomopatogénicos
Zoopthora e Pandora. Considerando agora os filos Ascomycota e Basidiomycota, os
géneros dominantes foram Aureobasidium, Sporormiella, Alternaria e Guignardia. A
populacdo eucariota mostrou-se altamente dindmica durante o ciclo vegetativo, tendo
sido observadas diferencas significativas na populagdo (p <0,05). Entre os microrganis-
mos fitopatogénicos foram encontradas diferengas entre microrganismos como Guig-
nardia, Diaporthe e Phomopsis e entre os microrganismos fitoprotectores foram encon-

tradas diferencgas para o Aureobasidium e Rhodotorula (Figura 2).

Prokaryotic Eukaryotic

Figura 2: Variagdo na abundincia da populagio eucariota e procariota (¢ <005) ao longo do ciclo
vegetativo. A variacio da populagdo durante o ciclo vegetativo pode ser interpretada através da variagdo da
intensidade da cor de cada quadrado. Apenas a populagio significativa estd presente nesta figura (o <0,05).
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Importa ainda referir que a aplicagdo de tratamentos quimicos teve um impacto negativo
na popula¢@o microbiana e, apds o primeiro tratamento quimico aplicado na vinha, foi
verificada uma diminuigdo na biodiversidade eucariota. A incidéncia destes tratamentos
afetou tanto os microrganismos fitopatogénicos como os benéficos.

Nos nossos resultados ndo foram encontrados os agentes fitopatogénicos principais da
videira como o mildio (Plasmopara viticola), que podera ser explicado pela aplicacao
dos controlos quimicos especificos para estes microrganismos. Nos nossos resultados
foram ainda encontradas nas folhas, em reduzida abundancia, leveduras associadas ao
vinho como Saccharomyces, Hanseniaspora e Metschnikowia.

Relativamente a populagéo procariota, as familias Enterobacteriaceae, Streptococcaceae,
Pseudomonadaceae ¢ Moraxellaceae foram as mais abundantes seguidas das familias
Leuconostocaceae, Comamonadaceae, Xanthomonadaceae, Sphingomonadaceae, Veil-
lonellaceae e Neisseriaceae. Foram observadas diferencas significativas nos microrga-
nismos como Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Streptococcaceae, Sphingomo-
nadaceae, Moraxellaceae, Leuconostocaceae durante o ciclo vegetativo (Figura 2). De
acordo com a aplicagdo dos tratamentos quimicos, foram encontradas diferengas nas
familias como Bacillaceae, Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae ou Halomonadaceae
(p <0,05). Nas nossas amostras foram identificadas bactérias lacticas ¢ bactérias acido
acéticas. Algumas das bactérias lacticas e acéticas como Lactobacillus, Weisella e Glu-
conoacetobacter identificadas nas folhas da videira foram ja identificadas em estudos
relacionados com mostos de vinho (RENOUF et al, 2007; BAE et al, 2006; BARATA
et al, 2012). Este facto é extremamente importante uma vez que indica que um grande

nimero dos microrganismos presentes no vinho provém da vinha.

4-CONCLUSAO

Os nossos dados revelaram uma alta biodiversidade presente na vinha e uma populagio
muito dindmica durante o ciclo vegetativo da videira. Foram observados e descritos um
elevado numero de microrganismos eucariotas e procariotas, tanto benéficos como fito-
patogénicos. De uma forma geral, a populagdo eucariota mais abundante ¢ constituida
pelo género Aureobasidium nomeadamente, Aureobasidium pullulans e a populagio pro-

cariota pela familia Enterobacteriaceae. E importante notar que estes microrganismos
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apresentam um efeito fitoprotector sobre as plantas e sdo considerados potenciais agentes
de controlo biologico. A aplicagdo de novas ferramentas moleculares baseadas em méto-
dos de culturas independentes como a sequenciag@o paralela massiva do ADN revelou-
se extremamente Util para desvendar o microbioma natural da videira. Este estudo con-
tribui assim para o aprofundar do conhecimento e compreensdo das interagdes
estabelecidas entre as comunidades microbianas nomeadamente, entre os microrganis-
mos benéficos e fitopatogénicos, e representa a primeira imagem global da dindmica

microbiana durante o ciclo vegetativo da planta.
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HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS APLICADAS A
LA MEJORA DE LOS VINOS TINTO

M.C. BERNAL; E. MUNOZ-BERNAL; M.E. RODRIGUEZ; F.J. FERNAN-
DEZ-ACERO; J.M. CANTORAL

RESUMEN:
Un factor importante a tener en cuenta para la realizacion de un vino es la microbiologia del proceso.
Disponer de un amplio conocimiento microbioldgico del proceso de fermentacion es fundamental
para conseguir que los vinos adquieran especificidad y distincion, ya que la diversidad de levaduras
implicadas en dicho proceso es la que proporciona gran parte de la tipicidad y complejidad a los
vinos.
En nuestro estudio hemos llevado a cabo una caracterizacion molecular de las levaduras implicadas
en las fermentaciones espontaneas de los vinos tintos biodindmicos en una Bodega de Ribera del
Duero (Valladolid).
Tras este analisis de la microbiota y habiéndose detectado la especie Saccharomyces bayanus var.
uvarum en un alto porcentaje, la cual otorga a los caldos propiedades organolépticas de especial
relevancia. Esto es debido a la capacidad de realizar la fermentacion a baja temperatura, produ-
ciendo un perfil de compuestos volatiles responsables de las caracteristicas diferenciales, por ello
se decidi6 estudiar mediante protedmica diferencial el proteoma de dicha especie para dilucidar
las proteinas implicadas en el proceso de vinificacion a baja temperatura mediante la comparacion
de los perfiles obtenidos por electroforesis bidimensional (2DE) y espectrometria de masas (MALDI
TOF/TOF).

KEYWORDS: Saccharomyces bayanus var. uvarum, fermentacion, baja temperatura, propiedades
organolepticas, tecnologias proteomicas.

1. - INTRODUCCION:

Actualmente, en la industria enoldgica existe una alta competencia que esta llevando a
los productores a innovar introduciendo en el mercado, nuevos tipos de vinos. Los con-
sumidores demandan cada vez mas vinos elaborados con estilos mas personales y espe-
cificos (Bisson et al., 2002; Bisson, 2004).

Las fermentaciones alcoholicas vinicas son procesos complejos en los que estan invo-
lucradas distintas especies de levaduras. Durante la fermentacion espontanea de los

mostos se van sucediendo distintas poblaciones de levaduras las cuales aportan deter-
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minadas caracteristicas al vino, describiéndose tres etapas en el proceso. En la primera,
cuando el grado alcohdlico es bajo predominan géneros de levaduras como Candida,
Hanseniaspora, Pichia, Kluyveromyces etc. En la segunda y tercera fase, a medida que
va aumentando el grado alcoholico estas levaduras son sustituidas por cepas pertene-
cientes, en general, a la especie Saccharomyces cerevisiae.

Las alta diversidad de levaduras encontrada en las fermentaciones espontaneas puede
aportar alta calidad a los vinos con un caracter tipico de la region donde se producen,
proporcionandoles diferenciacion y un valor comercial aiadido dentro de un mercado
tan competitivo (Fleet, 2008). Sin embargo, el inconveniente de estos procesos naturales
es que son impredecibles, pudiéndose producir paradas o fermentaciones lentas, afec-
tando a la calidad de los vinos, aunque la combinaciéon de conocimientos artesanales y
tecnologicos pueden asegurar el éxito de esas fermentaciones, las cuales se siguen rea-
lizando en numerosas ciudades Europeas (Rainieri, Pretorius, 2000). Una alternativa a
las fermentaciones espontaneas son las inoculadas con cultivos iniciadores preparados
con levaduras seleccionadas. Estas levaduras estan disponibles en el mercado en con-
centrados secos activos que pueden ser reconstituidos facilmente para su inoculacion en
los mostos de uva (Manzano et al., 2006). Sin embargo, se esta reconociendo que la uti-
lizacion de estos cultivos puede llevar a una pérdida en la complejidad de los sabores
de los vinos haciéndolos mas homogéneos (Rainieri, Pretorius, 2000; Mannazzu et al.,
2000). Todos estos aspectos estan proporcionando nuevos retos para mejorar las cuali-
dades y valor de los vinos obtenidos mediante fermentaciones inoculadas. Algunos de
estos retos son, por un lado, la utilizacion de levaduras autoctonas seleccionadas en la
zona productora, y por otro lado el seguimiento de la cepa inoculada durante las fer-
mentaciones, lo que permitiria al bodeguero tener un mayor control sobre la fermenta-

cion.

2.- APLICACION DE LAS TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR EN ENO-
LOGIA

Hasta la década de los noventa, las pruebas microbiologicas clasicas basadas en carac-

teristicas morfoldgicas, bioquimicas y reproduccion sexual se utilizaban para identificar

y caracterizar levaduras vinicas. Pero estos métodos s6lo permitian discriminar entre

especies, siendo muy laboriosos e imprecisos. El desarrollo en la década de los noventa
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de las Técnicas Moleculares, basadas en el estudio directo del ADN, ha permitido cono-
cer la distribucion de distintas especies de Saccharomyces a nivel de cepa. La caracte-
rizacion inequivoca de las cepas de levaduras que participan en un proceso industrial
permite identificar las cepas de levaduras mas representativas del proceso, establecer la
dindmica de poblaciones durante la fermentacion espontanea del mosto y detectar el
polimorfismo cromosémico tipico de las levaduras involucradas en un proceso industrial.
Las técnicas moléculares mas habituales son la Electroforesis en Campo Pulsante
(PFGE) y el analisis del Polimorfismo para la Longitud de los Fragmentos de Restriccion
(RFLP) del ADN mitocondrial (Rodriguez et al. 2009, Mesa et al. 1999, Mesa et al.
2000, Capello et al. 2004, Demuyter et al. 2004, Schuler et al. 2004, Blanco et al. 2006,
Gonzalez et al. 2007).

2.1. Electroforesis en campo pulsante

Las siglas PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) engloban a una serie de técnicas
utilizadas para la separacion de moléculas cargadas como el ADN, que tienen en comin
la aplicacion de un campo eléctrico cuya direccion varia en forma de pulsos durante la
electroforesis. De esta manera se consigue una dinamica de migracion de las moléculas
de ADN a través de un gel de agarosa mas complejo que permite el aumento del poder
de resolucion de la técnica con respecto a una electroforesis convencional, consiguiendo
separar moléculas de gran tamafio o cromosomas que se diferencian entre si en relati-
vamente pocas pares de bases.

La utilizacion de esta técnica requiere una preparacion de las muestras para adecuarlas
a las condiciones de tratamiento, ya que para separar cromosomas mediante la accion
de un campo eléctrico, éstos deben ser liberados del nucleo de las células.

Tras la electroforesis en campo pulsante los cromosomas aparecen dispuestos en forma
de patron de bandas o cariotipo electroforético. Los patrones de distintas cepas pueden
presentar diferencias en el numero, intensidad y movilidad electroforética de las bandas.
Estas diferencias son las que ayudan a identificar y caracterizar cepas individuales en
un proceso industrial.

Utilizando la electroforesis en campo eléctrico homogéneo, una modalidad de PFGE,
ha resuelto el cariotipo de Saccharomyces cerevisiae en 15 bandas, correspondiendo

cada una a un cromosoma distinto siendo el rango de tamafo de éstos de 200 a 2200 kb.
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Las bandas con tamaiios por debajo de 500 kb son caracteristicas de cepas pertenecientes
a esta especie. Estudios posteriores revelaron que esta técnica también permite resolver
el cariotipo de la especie denominada Saccharomyces bayanus var. uvarum (Naumov

et al. 2002; Tosi et al. 2009).

Fig 1: cariotipo electroforético

2.2. Polimorfismo para la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que cortan el ADN en sitios o secuencias
especificos que se denominan dianas de restriccion. Son aisladas de microorganismos
simples como bacterias, que las producen fundamentalmente para degradar acidos
nucleicos de origen ex6geno como el procedente de la infeccion de un virus. Estas enzi-
mas, cuyo descubrimiento significo el nacimiento de la Biologia Molecular moderna,
también juegan un papel muy importante en la identificacion y caracterizacion de cepas

de levaduras industriales.

1.1.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es un método utilizado para amplificar in vitro secuencias
especificas de ADN mediante ciclos repetidos de sintesis, utilizando cebadores (primers)
especificos y la enzima ADN polimerasa, lo cual permite multiplicar hasta mil millones
de veces en un tubo de ensayo una secuencia determinada de ADN. El esquema de un

ciclo de amplificacion de PCR es el siguiente: las dos hebras complementarias de una
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cadena de ADN se separan por calor, los cebadores se unen en lugares especificos de
cada hebra y a partir de ellos, la ADN polimerasa va catalizando la union de los nucle-
otidos, tomando como molde cada una de las hebras. El resultado son dos nuevas dobles
hebras de ADN.

La enzima ADN polimerasa que se utiliza suele ser la Tag polimerasa que permanece
estable a las altas temperaturas que se utilizan para desnaturalizar el ADN en cada ciclo
(hasta 95 °C). Esta enzima fue aislada de la bacteria Thermus aquaticus.

Los productos de PCR pueden ser analizados mediante electroforesis en geles de aga-
rosa, o bien ser secuenciados, aumentando el poder de resolucion de esta técnica en estu-
dios de caracterizacion molecular.

En hongos, y particularmente en levaduras, las secuencias de ADN que se han de ampli-
ficar deben tener un alto grado de conservacion, para evitar considerar los cambios en
el genoma debidos a mutaciones puntuales. Una de estas regiones altamente conservadas
es la que contiene los genes que codifican para el ARN ribosémico. De manera que la
técnica de PCR se utiliza para la identificacion taxondmica de levaduras vinicas, ampli-
ficando primero estas regiones junto con los espaciadores transcritos internos (ITS). Las
secuencias ITS, al ser mas variables, se incluyen cuando se pretende distinguir entre
cepas relacionadas de una misma especie. Tras la amplificacion por PCR se digiere el
producto con una enzima de restriccion determinada (Guillamén et al. 1998; Esteve-

Zarzoso et al. 1999; Fernandez-Espinar et al. 2000; Espinosa et al. 2002).

En algunos casos, estas técnicas también se han utilizado para determinar si los cultivos
de cepas de levaduras utilizados como iniciadores de las fermentaciones llegan a ser los
dominantes entre la poblacion de levaduras durante el proceso de fermentacion (Esteve-
Zarzoso et al., 2000; Raspor et al., 2002; Lopes et al., 2007; Rodriguez et al., 2010).

2.— ESTUDIO DE DINAMICA DE POBLACIONES

En nuestro estudio hemos llevado a cabo una caracterizacion molecular de las levaduras
implicadas en las fermentaciones espontaneas de los vinos tintos biodinamicos en una
Bodega de Ribera del Duero (Valladolid). Aplicando la técnica molecular de Electrofo-

resis en Campo Pulsante, analizamos la diversidad de cepas de un total de siete depdsitos
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en tres estados de la fermentacion, inicio, mitad y final durante 6 afios consecutivos.
Los resultados pusieron de manifiesto la existencia de tres grupos o poblaciones de leva-
duras. La primera poblacion estuvo formada mayoritariamente por los géneros Mets-
chnikowia, Zygosaccharomyces y Hanseniaspora, siendo dominantes en la primera fase
de las siete fermentaciones. La segunda poblacion la formaron cepas de levaduras de la
especie Saccharomyces bayanus var. uvarum; y la tercera estuvo formada por Saccha-
romyces cerevisiae. La diferenciacion entre las dos especies de Saccharomyces fue rea-
lizada en funcién de la presencia de dos bandas caracteristicas presentes en el patron
cariotipico a 245 y 370 kb para S. bayanus var uvarum en lugar de tres bandas tipicas
para S. cerevisiae. Ademas, mediante el analisis por PCR- RFLP del gen MET?2 corro-

boramos esta clasificacion.

NS & wvarum 8. cerevisiae
kb
2200 EciR1 Pal  EeoR1 Pal
1100
360 ph
560
365 2l ph
— 25 g
Fig 2: patrones cromosémicos Fig 3: Perfiles de restriccion del producto amplificado del gen

MET2y digerido con las enzimas EcoR/y Psti. Las calles 1
y 3 correpsonden a muesras de S. cerevisiae y 2,4
corresponden a muestras de S.uvarum

En general, la poblacion de S. uvarum fue mayoritaria a mitad de las fermentaciones
siendo desplazada esta especie por cepas de levaduras de S. cerevisiae al finalizar los
procesos. Este es el primer estudio realizado en Espaiia en el que se pone de manifiesto
la dinamica de poblaciones de cepas de levaduras S. bayanus var uvarum en fermenta-

ciones espontaneas de vinos tintos biodinamicos.
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Fig 4: variacién de la dinamica de poblaci en general. Los patrones “NS" representan al género no Saccharomyces, “u” representa a la

especie 5. bayanus var. uvarum y t" representa a la especie S. cerevisiae

3.- MEJORA EN LA CALIDAD DE LOS VINOS MEDIANTE LA UTILIZACION
DE TECNICAS PROTEOMICAS

Tras este analisis de la microbiota y habiéndose detectado la especie Saccharomyces
bayanus var. uvarum en un alto porcentaje, la cual otorga a los caldos propiedades orga-
nolépticas de especial relevancia debido a la capacidad de realizar la fermentacion a
baja temperatura, produciendo un perfil de compuestos volatiles responsables de las
caracteristicas diferenciales, se decidio estudiar mediante protedmica diferencial el pro-
teoma de dicha especie para dilucidar las proteinas implicadas en el proceso de vinifi-
cacion a baja temperatura mediante la comparacion de los perfiles obtenidos por elec-
troforesis bidimensional (2DE) y espectrometria de masas (MALDI TOF/TOF). El
proteoma de S. bayanus var. uvarum se localizé entre pI 3/10 y Pm 116/14 kDa. Las
identificaciones fueron realizadas en el “Cambridge Centre For Proteomics” (University
of Cambridge). Para el estudio del analisis cualitativo se utilizo tinciéon de Coomassie y
espectrometria de masa mediante MALDI TOF/TOF, identificandose 71 spots. El estudio
cuantitativo se llevo a cabo mediante 2DE-DIGE, siendo 51 el niimero de spot identifi-
cados. Mediante el estudio detallado de estas diferencias podremos dilucidar el papel
que cada una de ellas tienen durante la fermentacion, lo que podria constituir un nuevo
criterio de seleccion de cepas, asi como la busqueda de biomarcadores de calidad en los

vinos.
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BOTRYTIS CINEREA PROTEOME STUDIES

F. J. FERNANDEZ-ACERO; E. LINEIRO; J. M. CANTORAL

SUMMARY:

Botrytis cinerea is one of the most important fungal plant pathogens in grapevines. In recent years,
different laboratories have accumulated a great amount of relevant molecular information related
to pathogenic mechanisms used by this organism. The appearance of proteomics technologies is
allowing the functional annotation of the genome. Recent studies have revealed that is the proteome
the relevant level of analysis to understand complex biological processes. Using proteomic tech-
niques, our group has been studying the biology of this pathogen. The purpose of these studies has
been focused to reveal new virulence factors that help to understand the infection process and its
potential use as therapeutic targets for new environmental-friendly fungicide design

KEYWORDS: Botrytis cinerea, plant pathogen, grapevine, grey mold, proteomics technologies,
virulence factor, therapeutic target, fungicide design.

1.- INTRODUCTION:

The ascomycete Botrytis cinerea is one of the most devastating phytopathogenic fungi,
affecting more than 235 different plant species, at any plant stage or tissue, including
the grape vine plants among its hosts, causing the disease known as “Grey mold”. The
interference produces by fungal invasion and tissue maceration in grapes produces sev-
eral alterations in must quality and wine making process, i.e. by increasing the level of
gluconic acid. In spite of some wineries used Botrytis to produces special wines, the
plant infection by this fungus is one of the main cost to the wine-grower. Moreover, B.
cinerea has been adopted as a model biological system in molecular phytopathology;
due to, among other reasons, the amazing variety of infection strategies used by the fun-
gus and its necrotrophic characteristics, being the subject of numerous studies related

to their biochemistry, pathogenicity and disease control in recent years.

1.1.- Exploring Pathogenicity/Virulence factors in B. cinerea.
This pathogen employs diverse strategies to infect and colonize the plants, establishing
a complex interaction between fungus and hosts (Fernandez-Acero et al. 2011). B.

cinerea synthesises and secretes a wide variety of different enzymes, including toxins
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and proteins. They are used to kill plant cells and then consume the tissue transforming
plant biomass into fungal biomass. B. cinerea posses a considerable number of genes,
which encode these proteins, metabolites and toxins, and they are involved in its infec-
tion cycle. These genes have been named pathogenicity and/or virulence factors. To
avoid misunderstandings of these terms, a pathogenicity factor is defined as a gene, pro-
tein or toxin that is necessary for the development of the disease, but is not essential for
completing the pathogen life cycle in vitro. Pathogenicity refers to the capacity of a
pathogen to cause disease. Virulence factors are those that are able to regulate the inten-
sity of the infection, and virulence can be considered as the degree of pathogenicity of

the corresponding gene, protein or toxin (Fernandez-Acero et al. 2007a).

In the case of B. cinerea there are an increasing number of known virulence and patho-
genicity factors produced during the infection process but their roles vary among strains:
a gene essential for virulence in one strain may be expendable in another. Many of the
results are listed in the Pathogen-Host Interactions database (PHI-base, www.phi-
base.org). This database contains more than one thousand entries, and therefore is a cat-
alogue of experimentally verified pathogenicity, virulence and effector genes from
fungal, Oomycete and bacterial pathogens, which infect animal, plant, fungal and insect

hosts.

Traditional molecular genetic analysis in B. cinerea have consisted in the study of these
“Interesting” genes using several molecular strategies, i.e. transcriptomics studies, pro-
duction of knock-out mutants, pathogenicity tests, etc. The results obtained from these
molecular strategies have increased since 2007, when the complete genome of this
species was sequenced and published in the Broad Institute Database for public perusal
(www.broadinstitute.org/science/projects/fungal-genomeinitiative), making easier the

molecular approach to the biology of this fungus for the research groups.
Although the knowledge of the pathogenicity/virulence factors essential for fungal in-

fections is very important, due to it represents the main targets that researchers must at-

tack in the fight against this pathogen microorganism. Recently modern development
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of proteomic techniques has accumulated a highly valuable quantity of information and
several approaches leading to a broader view of these fungal infection strategies. Pro-
teomic approaches, in which complex samples containing hundreds of proteins are iden-
tified in an experimental setup, offer a whole new perspective. Proteomics is a powerful
potential tool for dissecting the molecular mechanisms underlying fungus-plant inter-
actions (Bhadauria ef al. 2007). Valuable knowledge is being obtained from these studies
in the functional analysis of gene products and cellular pathways, and proteomics is
being used to discover the proteins involved in particular disease stages (Fernandez-
Acero et al. 2011). Therefore, our work uses highly-focused proteomics, in a proteome
mining approach, to find pathogenicity/virulence factors, or new proteins candidates
with a suggested role as therapeutic target for new environmental friendly fungicide de-
sign without any previous selection of gene candidates, completing the results obtained
in B. cinerea from traditional molecular genetics approaches because by using only ge-
netic studies, we cannot yield a complete picture of relevant events. The deep study of
the post-genomic proteomics techniques defines what has a role when and where in dis-
ease development. A fragmentary view on virulence factors provides only a few potential
targets for anti-fungal action. Therefore, our work uses highly-focused proteomics, in a
proteome mining approach, to find pathogenicity/virulence factors, or new proteins can-
didates with a suggested role as therapeutic target for new environmental friendly fun-

gicide design without any previous selection of gene candidates.

2.—APPLIYING PROTEOMICS TO UNRAVEL B. cinerea INFECTIVE
STRATEGIES

2.1.- Historical Background of our B. cinerea proteomic approaches.

Since 2004, our Group has been leading the development of proteomic studies on plant
pathogenic fungi, mainly Botrytis cinerea. Proteomics has been defined as the study of
the whole proteins produced by a specific organism under specific conditions. It is a
highly dynamic system where experimental conditions are crucial to understand the ex-
perimental results. Our initials steps got almost 20 protein identifications to construct
the first proteome map of B. cinerea. In spite of this goal, we check that only a few

papers have reported a proteomic approach to the fungus itself. We planned to make
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available to the scientific community a proteomic database containing a significant num-
ber of identified proteins from B. cinerea during cellulose degradation, as main plant
cell wall compound. We used, three biological samples, and the extracted proteins were
independently separated by 2-D PAGE to obtain the proteome map from B. cinerea.
More than 300 proteins spots were selected for MALDI TOF/TOF MS analysis, resulting
in 267 positive identifications, most representing un-annotated proteins. Identified pro-
teins were then classified into categories using the PANTHER classification system,
showing the relevance of protein metabolism and modification process and oxidoreduc-

tase activity (Fernandez-Acero et al. 2009).

The next step was to complete the map by describing the secreted proteins. Our research
used 2-DE, MALDI TOF/TOF-based approach to establish the proteins secreted to cul-
ture media supplemented with different carbon sources and plant-based elicitors (in this
study: glucose, cellulose (CMC), starch, pectin, and tomato cell walls (TCW). An im-
proved method to precipitate the proteins based on DOC-TCA/phenol extraction was
optimized. The secretome profiles induced by the five different carbon sources were vi-
sualized showing clear differences in the B. cinerea response to glucose, starch, pectin,
CMC and TCW, indicating that each assayed carbon source elicites a specific secretion
response. Obtained data showed that the secretion of proteins is similar in glucose, starch
and pectin, but that many more spots are detectable after CMC treatment and still more
when TCW is the sole carbon source. Seventy six spots were identified, yielding 95 pos-
itive hits that correspond to 56 unique proteins, including several known virulence fac-
tors (i.e. pectin methyl esterases, xylanases and proteases). The observed increases in
secretion of proteins with established virulence-related functions indicate that this in
vitro-induction/proteome mining approach is a promising strategy for discovering new
pathogenicity factors and dissecting infection mechanisms in a discrete fashion (Fer-

nandez-Acero et al. 2010).
2.2.- Following signalling cascades mechanisms in B. cinerea: Membrane and

Phoshorilated Proteomes.

As has been mentioned previously, B. cinerea is able to infect a large number of plant
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species worldwide. The wide variety of observed symptoms in different plant and tissues,
and the high variability observed in molecular approaches to B. cinerea have proved
that the fungus can develop multiple different strategies to complete the infection cycle.
The mechanism developed by the phytopathogenic fungi B.cinerea to infect different
plant tissues is a very complex process. The pathogen must choose the right initial time
point to start, or not, every stage of its infective cycle. In addition each of these stages
is accompanied by the development and synthesis of infective structures (germ tube, ap-
pressorium, etc.) and enzymes and toxins, which are necessary for a normal development
of the infective cycle too (Van Kan et a/, 2006). In this process the surronding environ-
ment is crucial for fungal development. In this sense the cellular signaling cascades con-
stitutes the communication bridge between environmental conditions and the cellular
machinery of the organism, and therefore they are responsible for regulating the devel-
opment of the fungus, as well as its infective stages All this process is based in transport
and signal transduction from the outside to the cytosol and the nucleus, being involved
in this event an increasing number of proteins from the beginning of the stimulus through
the adhesion of one or more ligands to membrane receptors, until activation of a effectors

set that will convert that stimulus in a particular physiological response.

Membrane proteins play a key role throughout this process as a primary triggers in sig-
naling cascades, since from these receptors the stimulus is transmitted into the cell
through various posttranslational modifications of proteins involved in the signaling cas-
cade. Between these modifications, protein phosphorilation/dephosphorilation is one of
the most relevant and widely studied. To date, there is not a description of these proteins
function in the pathogenic fungi infection cycle, only partial functions are known by
gene to gene aproaches. However, in B. cinerea BMP1 gene which coding for a MAP
kinase has emerged as one of three pathogenicity factors known to date in this pathogen
(Zheng et al., 2000). Besides this, it has been shown the role of this signaling pathway
regulated by MAP kinases in the regulation of the growth, differentiation, survival, and
pathogenesis in different fungal pathogens (Xu, 2000). As a result of the great relevance
of these signaling cascades in the infective cycle of fungal pathogens is critical to deci-

pher the set of proteins involved in these networks. These studies have traditionally been
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developed identifying the components of each signalling cascade one by one. However,
proteomics, together with subsequent analysis by mass spectrometry is a rapid and sen-
sitive method to study changes in the protein contain of an organism from a global per-
spective, providing significant biological information to help clarify and understand the
complexity of all these processes so its application to the study of protein-protein inter-
actions and signalling cascades is gaining strength and is establishing as a basic and fun-
damental tool thanks to its flexibility to determine the components of these signalling
cascades in its entirety without having to choose a number of candidate genes from the

beginning (Preisinger et al., 2008).

Now we are focusing our interest in a new innovative project, to tackle the study of sig-
nalling cascades by proteomics. Differential proteomics analysis has been developed to
study membrane protein content of fungal under two pathogenic conditions, (i) consti-
tutive (growing with MSM and Glucose) and (ii) induced pathogenicity (with depro-
teinized TCW). Protein extracts were obtained by using Triton X-114. Different 2-DE
profiles were obtained. Three protein groups were determined: (i) 13 spots present in
both conditions, (ii) 16 spots exclusive in constitutive state and (iii) 41 spots exclusive
in pathogenic conditions. These results prove the differential expression of membrane
proteins of B. cinerea by induction. The significant spots are currently under identifica-
tion by MALDI TOF/TOF. In addition, we are carrying out a new LC-MS/MS based

approach in order to increased the sensitivity in the identification process.

On the other hand we are focusing, on the set-up of an efficient method for the charac-
terization of phosphorylated proteins that are expressed by the fungi in a concrete mo-
ment. We are currently working on improving a phosphopeptide enrichment method
based on the use of a first ERLIC step (to isolated phosphopeptides selectively from tryp-
tic digests and separate it in different fractions with high resolution) coupled to a second
enrichment step, of this isolated fractions, with TiO, and analyzed by nanoflow
HPLC/electrospray ionization mass spectrometry. Once the method was developed,
based on previous experience of the group in this type of analysis, we will hold the dif-

ferential proteomic study in which we compare the profiles expressed by B. cinerea in
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two phenotypically different stages: constitutive state and virulence induction state .This
will provide a valuable information about phospho-signaling pathway and will help us
to know which of these phosphoproteins are involved in the mechanisms of virulence /
pathogenicity of the fungus. This study of B.cinerea phosphoproteome under different
induction conditions would be the first proteomic approach to this important signalling

network in this phytopathogenic fungus.

The identification and characterization of these two subproteomes: membrane proteins
and phosphoproteins, will give us more information about the nature and function of
these proteins, helping us to understand the mechanism that the fungus uses for devel-
oping the infectious process and the roll of this proteins as a possible pathogenic/viru-
lence factor providing us potencial target sites for new and specific fungicides design to
control that plant pathogen giving farmers more tools for action against infection caused

by these pathogens.

3.— RUNNING PROJECTS AND FUTURE PERSPECTIVES.

In spite of the development of proteomics technologies over the biology of phytopath-
ogenic fungi, there are a lot of unknown areas to study. Our group is now involved in
several projects to unravel these empty areas through proteomics. We are mainly tackling
approaches to obtain subproteomes, such as PTMs and/or different cellular structures/or-
ganelles. The main idea is to focus our experimental design to the fungal infection cycle
using pathogenicity triggers. Moreover, we are begin the application of this technology
to ample set of fungi i.e. Colletotrichum spp. main pathogen of the strawberry crops.
Our main purpose is to use the collected information to produce new and environmental
friendly fungicides. We are collaborating with several research groups to the develop-

ment of these new compounds.
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CARACTERIZACION DE NUEVAS LEVADURAS PARA
LA ELABORACION DE CAVA
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RESUMEN

La elaboracion de cava esta en continuo crecimiento en Extremadura y es una alternativa para
incrementar el valor anadido del vino. Hemos analizado nuevas levaduras autoctonas para elaborar
cava. Aunque todas las levaduras analizadas parecen tecnologicamente adecuadas para elaborar
cava, hemos seleccionado varias de estas levaduras en base a su cinética de fermentacion y la cali-
dad del vino producido. La calidad del cava depende del envejeciendo del vino con las levaduras,
que una vez muertas se autolisan y liberan al vino compuestos intracelulares y de la pared celular.
Para incrementar los productos de autolisado hemos analizado la posibilidad de inocular el vino
base con mezclas de levaduras asesinas (killer) y sensibles para realizar la segunda fermentacion.
En algunas mezclas de levaduras killer y sensibles se incrementa la muerte celular.

Palabras clave: levaduras, killer, cava, manoproteinas, Saccharomyces, Torulaspora.

1 - INTRODUCCION

La elaboracion de cava es una actividad en continuo crecimiento en Extremadura, se ha
cuadriplicado desde 2004, y supone una alternativa para incrementar el valor afladido
del vino, que se comercializa mayoritariamente como granel. Todo parece indicar que,
para seguir este proceso ascendente en volumen de ventas, nuestro cava debe seguir
mejorando su calidad. La composicion quimica y la calidad de los vinos espumosos
depende de muchos factores como la variedad de uva (Anderson, et al., 2008), la gestion

del viiiedo (Pozo-Bayon, et al., 2003), 1a calidad del vino base (Girbau-Sola, et al., 2002),
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o la estirpe de levadura inoculada en la segunda fermentacion (Torrens, et al., 2008).
Sin embargo, la segunda fermentacion y la crianza del vino con las lias de levaduras son
factores claves en la calidad de los vinos espumosos. Durante este envejecimiento se
produce la autolisis de las levaduras que realizaron la segunda fermentacion, se hidro-
lizan los biopolimeros celulares y se liberan los compuestos intracelulares (péptidos,
aminoacidos, acidos grasos y nucleotidos) y de la pared celular (glucanos, manoprotei-
nas) en el vino. Esto determina en gran medida las propiedades quimicas y sensoriales
del vino espumoso (revisado por Alexandre and Guilloux-Benatier, 2006).

La mayoria de los trabajos realizados sobre la autolisis en enologia han seguido dos
enfoques principales. Por un lado, el estudio de la degradacion de la pared celular de las
levaduras durante la autolisis (Charpentier, et al., 1993; Martinez-Rodriguez, et al., 2001)
y por otro, el de los diferentes productos liberados al vino. Entre todos los compuestos
liberados durante la autolisis de las levaduras, péptidos y aminoacidos se consideran los
mas importantes (Guilloux-Benatier and Chassagne, 2003; Moreno-Arribas, et al., 2009).
Se ha demostrado que en los primeros estadios de la autolisis se liberan los péptidos, y
que posteriormente éstos son hidrolizados hasta aminoacidos (Moreno-Arribas and Polo,
1996). Los péptidos de bajo tamaiio son funcionalmente importantes, tienen propiedades
tensioactivas y bioactivas (antioxidantes, antimicrobianos, antihipertensivos) y partici-
pan en las propiedades sensoriales del vino (Desportes, et al., 2001). Adicionalmente,
las manoproteinas parecen ser responsables directas de la sensacion en boca y de la cali-
dad y estabilidad de la espuma del cava.

La autolisis natural de las levaduras es un proceso muy lento que puede durar varios
aflos. Normalmente ocurre en células al final de la fase estacionaria de crecimiento y
esta asociada a la muerte celular (Babayan and Bezrukov, 1985). Desde hace aflos se
investiga la forma de acelerar este proceso, contemplandose basicamente dos métodos
de aplicacion en vinos espumosos: afiadir autolisados de levaduras al vino, o incrementar
la temperatura durante el envejecimiento en botella para acelerar la autolisis (Charpen-
tier, et al., 1993). Sin embargo, ambas técnicas producen defectos organolépticos en el
vino espumoso como un desagradable sabor a tostado. El uso de levaduras con una buena
capacidad autolitica puede mejorar la calidad de los vinos espumosos, y se recomienda

utilizar esta capacidad como criterio fundamental en la seleccion de levaduras para la
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segunda fermentacion (Martinez-Rodriguez, et al., 2001). De hecho, utilizando levaduras
mutantes con una capacidad de autolisis acelerada se ha conseguido mejorar las propie-
dades de la espuma del cava, ademas de reducir el tiempo de envejecimiento y los costes
de elaboracion del producto (Nunez, et al., 2005). Se han utilizado distintos tipos de
mutantes de levaduras para incrementar su capacidad autolitica: mutantes autoliticos
termosensibles con la pared celular alterada que liberan los polisacaridos de la pared
durante la fermentacion (Giovani and Rosi, 2007), o mutantes alterados en el proceso
de autofagia para autolisar las levaduras y acelerar el envejecimiento del cava (Tabera,
etal., 2006). No obstante, hasta lo que conocemos, estos mutantes no se utilizan a escala
comercial, probablemente porque no cumplan con las exigencias de vigor o eficacia bio-
logica que se exige a las levaduras industriales en el proceso de produccion y utilizacion
en bodegas, con las que si cumplen muchas levaduras silvestres y no cumplen la mayoria
de los mutantes, especialmente si estan afectados en algiin proceso metabdlico basico
para la célula.

Otra alternativa consiste en utilizar mezclas de levaduras asesinas (killer) y sensibles
como indculos en la segunda fermentacion. La toxina asesina mata a las células sensibles
y acelera su autolisis (Todd, et al., 2000). Aunque esta estrategia ha dado prometedores
resultados en sistemas modelo en laboratorio, atin no se ha aplicado en la industria ni se
ha analizado su efecto sobre las propiedades organolépticas de vinos espumosos. Estos
estudios iniciales se realizaron cuando sélo se conocia un tipo de levaduras vinicas killer,
K2. Hoy disponemos, ademas de nuevas cepas de levaduras K2 con buenas caracteris-
ticas enologicas (Ambrona, et al., 2005; Ambrona, et al., 2006; Pérez, et al., 2000; Rami-
rez, et al., 1998; Ramirez, et al., 1999; Regodon, et al., 1997; Rodriguez-Cousifio, et al.,
2011), y dos nuevos tipos de levaduras vinicas killer con fenotipos mas interesantes.
En este trabajo se estudia el comportamiento de nuevas levaduras autdctonas en la ela-
boracion del cava, se comparan con dos levaduras comerciales adecuadas para la
segunda fermentacion de vinos espumosos, y se analiza la posibilidad de inocular la
segunda fermentacion del cava con cultivos mixtos de estas levaduras y las nuevas leva-
duras killer. Se pretende incrementar la muerte celular y acelerar la autolisis de las leva-

duras para mejorar la calidad del vino.
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2 - MATERIALES Y METODOS

2.1 - Cepas de levaduras, tiraje de cava y analisis de la segunda fermentacién

En los experimentos iniciales de tiraje en bodega comercial se utilizaron 16 levaduras
vinicas autdctonas seleccionadas y dos comerciales (IOC18-2007 del Instituto Oenolo-
gique du Champagne, y levadura encapsulada Cremanti de la compaiiia La Littorale).
Una vez seleccionadas las levaduras Rod231B y EX85, en los tirajes inoculados con
mezclas de levaduras killer en tubos de laboratorio se utilizaron las levaduras Saccha-
romyces EX85R (K2°, CYHR), Rod23 (K2*, RODP¢, CYHR), EX229 (Klus, CYHS),
EX85 (K2%, CYHS); y las Torulaspora EX1180 (Kbarr, CYHS), CH126 (Kbarr, CYHS),
EX118011C4 (Kbarr, CYH®), EX1180-2K- (K-, CYHR), EX229R1 (K/us, CYH®).

Las levaduras se crecieron en 500 mL de YEPD y se concentraron a 50 mL (10x). Pre-
viamente al tiraje, las levaduras se adaptaron al crecimiento en vino base. Al vino base
(Macabeo) se le afladio 25 g/L azucar, 0,2 g/ (NHy)oHPO,4 y 5 g/L bentonita (solo en
bodega). El analisis de la presion se realizé por termostatizacion del cava a 20°C y
medida directa con afrometro adaptable al tapon de corona. Se analizo: grado alcoholico
(% v/v), presion (atm), azicares residuales (g/L), acidez volatil (g/L), acidez total (g/L),
pH, acido lactico (g/L), y extracto seco (g/L). En los tirajes inoculados con mezclas de
levaduras killer en tubos de laboratorio se monitorizaron las poblaciones de levaduras
analizando la resistencia a cicloheximida (CYH®) o rodamina 6G (ROD’®) mediante
réplica en placas de YEPD suplementado con 2ug/mL de cicloheximida o Sug/mL de

rodamina 6G respectivamente.

3 - RESULTADOS Y DISCUSION

Las fermentaciones se pudieron agrupar segun la evolucion del grado alcohdlico, con-
sumo de aztlicares y presion en la botella (Fig. 1). Segun el grado alcoholico se estable-
cieron cuatro grupos de fermentaciones: 1) Con concentraciones finales de alcohol supe-
riores al 12% (v/v) (levadura Cremanti y EX88R), 2) entre 11,75% y 12% (I0C 18-2007,
EX33, EX73, y EX98), 3) entre 11,75 y 11,5% (EX1, EX34, EX47, EX85, EXS88, y
SMR165AR), y 4) entre 11,5% y 11% (7AR, E3ARI, E7ARI1, SMR1011D, Rod231B,
y Rod256D) (Fig. 1A).

Segun la maxima presion alcanzada en la botella se clasificaron en tres grupos: 1) Con
presiones superiores a 8 atms (Cremanti, [0C1008-2007, EX1, EX33, EX34, EX73,
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EX88, EX98, EX88R, E3AR1, y SMR165AR), 2) entre 7 y 8 atms (EX47, EX85, 7AR,
SMR1011D), y menor de 7 atms pero siempre mayor de 6 atms (E7AR1, Rod231B, y
Rod256D) (Fig. IB).

Segun la cantidad de azicares residuales en el cava se establecieron tres grupos: 1) Con
concentraciones menores de 3 g/L (Cremanti, EX1, EX33, EX98, EX88R), 2) entre 3 y
6 g/L (I0C1008-2007, EX34, EX47, EX73, EX88, SMR165AR), y 3) entre 6 y 12 g/L
(EX85, 7AR, E7AR1, E3AR1, SMR1011D, Rod231B, Rod256D) (Fig. 1C).

Las levaduras comerciales estuvieron siempre en el primer o segundo grupo, con las
mejores levaduras desde el punto de vista tecnoldgico. Practicamente todas las levaduras
autoctonas analizadas podrian ser utilizadas para la elaboracion de cava al producir mas
de 6 atms de presion y dejar menos de 12 g/L de azlicar. Algunas de ellas acompafiaron
siempre a las levaduras comerciales entre las mejores (EX33, EX88R y EX98). Sin
embargo, las mejores levaduras en base a la calidad organoléptica de los cavas fueron
las autoctonas Rod231B, E7AR1 y E3AR1 (Tabla 1) que, lamentablemente, estuvieron

entre las mas discretas en cuanto a sus cualidades tecnolégicas.
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Figura 1. Ejemplos de evolucion de la concentracion de etanol (A), presion en la botella (B), y consumo de
azucares reductores (C) a lo largo de la segunda fermentacion y crianza en los cavas elaborados con las
diferentes levaduras. : Levadura encapsulada Cremanti. 3: Levadura comercial IOC 18-2007. m: EX88. ™
E7ARI. ¢: 7AR. o: EX88R. A:Rod231B.
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TABLA 1. Parametros analiticos analisis organoléptico de los cavas elaborados con distintas
levaduras autdctonas y comerciales.

Grado Presion Az, reductores AV AT Malico Lactico Extracto

Levadura Alcohélico  (atm) {gl) @y @n P (g (gl seco(gly  Acetacién
EX88 1,76 79 44 035 42 336 009 087 23,2 60
ROD231B 11,6 63 83 038 41 338 009 194 278 85
ROD256D 11,63 69 8,1 038 41 330 009 089 % 70
SMR1011D 11,66 7.8 74 039 41 342 009 09 26,1 50
SMR165AR 11,58 8.1 37 035 42 342 009 09 215 74
E7AR1 1163 6,6 8 038 45 33 009 082 232 82
E3AR1 1154 84 8 037 45 341 009 09 257 80
7AR 11,62 7.7 63 036 44 33 009 088 23 55
EX1 11,86 82 26 037 37 349 009 165 223 4
EX33 11,99 83 28 034 41 35 009 092 249 )
EX34 11,83 8 38 03 42 33 009 093 213 72
EX47 11,79 7.9 43 04 43 337 009 099 212 75
EXT3 11,97 7.3 46 04 42 34 009 097 228 66
EX85 178 71 7 04 47 329 009 093 223 76
EX98 12,03 86 22 03 39 342 009 12 204 7
EXBER 12,2 86 26 035 49 325 02 11 16 69
10C1008-2007 12,01 82 3 036 44 337 009 124 19,9 72
Cremanti 1243 8,75 14 035 51 321 009 108 144 72

Los cavas con mas presion tuvieron mas grado alcoholico, menos azicares residuales,
mas acidez volatil, mas acido lactico y mayor pH. Es decir, a mas aztcares consumidos
mas etanol y CO, se genera, incrementando la presion. Los cavas con mds alcohol tuvie-
ron menos extracto seco, ya que tenian menos azicares residuales. Ademas, los cavas
con mas azucares reductores presentaron mas acidez volatil y mas acido lactico, proba-
blemente porque los azicares residuales potencien la actividad de bacterias lacticas. Los
cavas con mayor acidez total fueron los preferidos por el comité de cata.

En base a estos resultados, se seleccionaron las levaduras Rod231B y EX85 para realizar
nuevos tirajes inoculando estas levaduras mezcladas a partes iguales con las nuevas leva-
duras killer K/us 'y Kbarr en tubos de laboratorio que no conservan la presion de CO,.
Todas las fermentaciones inoculadas con alguna estirpe de Saccharomyces (sola o en
mezcla) terminaron la segunda fermentacion practicamente el dia 10, mientras que las
fermentaciones inoculadas s6lo con Torulaspora fueron mucho mas lentas, terminando
la mayoria después de 45 dias (Figura 2 A y B). Se apreci6 desplazamiento (subida o
bajada del marcador genético CYHR o ROD?®) de alguna de las dos levaduras de la
mezcla inoculada en varias de las fermentaciones (Figura 2 B y D), lo que deberia ace-

lerar la autolisis de las levaduras.
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Figura 2. Evolucion de la cantidad de azucar (Ay C) y las levaduras CYH® (B y D) durante la segunda
fermentacion de cava en tubos de laboratorio. A y B, fermentaciones inoculadas solo con levaduras
Saccharomyces (una levadura o mezcla de dos). C y D, inoculadas solo con levaduras Torulaspora (una
levadura o mezcla de dos) o con mezclas de Saccharomyces 'y Torulaspora).

4 - CONCLUSIONES

Todas las levaduras autoctonas seleccionadas alcanzaron niveles de presion superiores
a 6 atms, y consumieron los azucares hasta niveles inferiores a 2,2 a 8,3 g/L. En conse-
cuencia, se podrian utilizar para la elaboracion de cavas brut, extra brut y brut nature.
Soélo algunas de las mezclas de levaduras killer parecen incrementar la proporcion de
levaduras muertas durante el tiraje. Saccharomyces parece evitar el efecto killer de Toru-

laspora debido a su mayor velocidad de crecimiento y vigor fermentativo.
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AVANCES EN CONTROL BIOLOGICO DURANTE LA
ELABORACION DE VINO.

José Maria HERAS! ; Fernando PEDROSA?; Nuno ALVES?

RESUMEN

Existe una amplia gama de diferentes microorganismos que coexisten en el medio de la uva y el
mosto. Saccharomyces es con frecuencia la levadura dominante durante la fermentacion dada su
resistencia a las dificiles condiciones que se dan en el vino, pero hay otras levaduras que también
estan presentes. Algunas de estas “otras” especies, como Torulaspora delbrueckii &6 Metschnikowia
pulcherrima han sido estudiadas y seleccionadas por su capacidad para intensificar y mejorar la
calidad de los vinos. Por otra parte, podemos encontrar a menudo microorganismos que pueden
mermar la calidad del vino, como Brettanomyces, etc. El control biologico durante las fermenta-
ciones, se presenta como una herramienta fundamental para explotar el potencial organoléptico de
las uvas y evitar el desarrollo de compuestos indeseables que mermen la calidad del vino. En este
sentido, nuevos avances en biotecnologia, como el uso de especies No-Saccharomyces, inoculacién
simultanea de bacterias lacticas y levaduras o el control de Brettanomyces mediante nuevos poli-
meros naturales de origen fingico, suponen alternativas naturales para el enologo. En la presente
comunicacion presentamos algunos de estos avances con resultados en diferentes regiones vitivi-
nicolas.

Palabras clave: Non Saccharomyces, Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima, Bret-
tanomyces.

1- INTRODUCCION.

En el pasado, la fermentacion era llevada a cabo por las levaduras salvajes presentes en
la bodega, por ello la transformacion de los azucares en alcohol y la produccion de com-
puestos aromaticos tenia lugar al azar, como resultado de un proceso aleatorio. Desvia-
ciones aromaticas como el picado lactico, o problemas relacionados con el desarrollo

de la fermentacion eran frecuentes. La utilizacion de levaduras seleccionadas producidas

( Lallemand Peninsula Ibérica. C/ Zurbano, 71. 28010. Madrid. Espafia. jmheras@lallemand.com
@ Proenol. Travessa das Lages, 267 — Ap.547. 4405-194 Canelas- V.N. Gaia - Portugal.
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en forma seca ha ido cambiando de forma gradual el control y la fiabilidad de las fer-
mentaciones.

El estudio comparativo entre la ecologia de las levaduras de las bodegas y del vifiedo
muestra claramente que las levaduras presentes en las uvas estan sometidas a fendmenos
naturales (maduracion de la uva, variaciones meteorologicas), a la intervencion del
hombre y a los tratamientos fitosanitarios efectuados. También demuestra que las leva-
duras indigenas residuales no son las mas adecuadas para la realizacion de la fermenta-
cion alcohdlica. La utilizacion de inoculos seleccionados de Saccharomyces permite
reducir las variaciones debidas al desarrollo de las poblaciones indigenas no controladas
y asegurar un buen desarrollo de la fermentacion alcohdlica. Esto se traduce en una
mejora de la calidad general de los vinos, al mismo tiempo que responde a exigencias
tan actuales como la trazabilidad (LOISEAU et al., 1987) y la coherencia de los procesos
de produccion (LAMBRECHTS y PRETORIUS, 2000).

Pero es importante considerar también la diversidad de la microflora de levaduras pre-
sente en los viiledos (MORTIMER y POLSINELLI, 1999), en los mostos (TORIJA et
al., 2001) asi como durante las primeras fases de la vinificacion (ZOTT et al., 2008).
La intervencion de estos microorganismos de especies no-saccharomyces durante la fer-
mentacion alcoholica ha sido descrita en bibliografia (EGLI et al., 1998).

Durante la vinificacion, es posible tomar ventaja de la diversidad cuantitativa y cualita-
tiva de los productos o subproductos de fermentacion producidos por las levaduras no-
Saccharomyces (CIANI y FERRARO, 1998). Gracias a esta biodiversidad, el en6logo
puede diferenciar aun mas su vino revelando el potencial aromatico de los mostos, tanto
a nivel de intensidad como de complejidad (ROJAS et al., 2003), pero sin perder las
ventajas que ofrece el control mediante la adicion de levaduras. Algunas levaduras no-
Saccharomyces, a la luz de los nuevos resultados cientificos, presentan hoy en dia inte-
resantes caracteristicas para las condiciones actuales en la elaboracion de vinos de cali-
dad.

Por otra parte, dentro de esta biodiversidad hay otras levaduras, como Brettanomyces
bruxellensis, que pueden estar presentes y mermar la calidad del vino. Aceptada por la
Organisation Internationale de la Vigne et du Vin (OIV) como nueva practica en el codex

enologico en Julio de 2009 y por la Union Europea en diciembre de 2010 (Regulation
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EC 606/2009 Annex 1a), el quitosano de origen fingico representa una innovadora y
eficiente herramienta para el control de Brettanomyces. Estudios a escala de bodega han

mostrado la efectividad del quitosano contra este microorganismo.

2 - INTERES DE LA ESPECIE Torulaspora delbrueckii.

Dentro de la biodiversidad natural presente sobre la uva y de los ecosistemas fermenta-
tivos, algunas especies han sido estudiadas de forma mas especifica a nivel de las fer-
mentaciones enoldgicas por sus apreciados aportes organolépticos. Entre ellas podemos
citar los géneros Torulaspora, Candida, Debaryomyces, Pichia, Kloeckera, Kluyveromy-
ces, Metschnikowia y otros (CIANI y FERRARO, 1998; EGLI et al., 1998, ROSI et al.,
1994). Torulaspora delbrueckii ha demostrado ser interesante no sélo por revelar la tipi-
cidad sensorial, sino también por la pureza de su perfil fermentativo (MAURICIO et
al., 1991) y por su capacidad para corregir algunos defectos de los vinos como la acidez
volatil (LANGUET et al., 2005). En la naturaleza la variabilidad es la norma, ya sea
inter o intra especies; la decision de trabajar con una cepa de Torulaspora delbrueckii
en particular fue tomada en colaboracion con el INRA (Institut National de Recherche
Agronomique, France), tras la realizacion de vinificaciones, seguimiento de la poblacion
de levaduras y analisis sensorial respetando todas las normas AFNOR( Association Fran-
caise de Normalisation). (LANGUET et al., 2005).

Las investigaciones y experiencias en bodegas durante estos afnos, han conducido a la
puesta a punto de parejas de levaduras complementarias, que se utilizan en inoculacién
secuencial. Se trata de una levadura no-Saccharomyces de la especie Torulaspora del-
brueckii 291, combinada con cepas especificas de Saccharomyces cerevisiae.

Durante la vendimia 2011 se realizé una experiencia con uvas de la variedad Touriga
Nacional de la AOC Alentejo (Portugal) en una bodega del concelho de Reguengos de
Monsaraz, se realizaron pruebas de vinificacion comparativas. La uva fue despalillada
y estrujada, y se dividio en dos depoésitos de manera homogénea. En uno de ellos, se
inoculd la Torulaspora delbrueckii 291 (Biodiva™) y una vez la fermentacion habia
comenzado, se inoculd una Saccharomyces cerevisiae complementaria. En el otro depo-
sito, se inoculd tinicamente la Saccharomyces cerevisiae. La temperatura de maceracion

fue de 20°C. Una vez los vinos estaban secos, se trasegaron y se realizo la fermentacion
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malolactica con bacteria seleccionada. Los vinos posteriormente fueron filtrados y embo-
tellados.

Se llevo a cabo un analisis sensorial mediante sistema normalizado ISO 11035 con la
utilizacion de descriptores consensuados y cuantificables con la participacion de 5 cata-

dores cualificados y entrenados previamente al método y a los vinos a catar.

Figura 1. Representacidén de las variables (descriptores consensuados) y observaciones

(muestras de vinos) en las fases olfativa (1zda.) y gustativa (dcha.).
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El vino donde se llevo a cabo la inoculacion secuencial, fue considerado mas complejo,
con aromas de pasteleria, especiados se y tonos minerales mientras que el vino testigo
se caracterizaba mas por los aromas a fruta pasificada, aromas quimicos y alta intensidad
en nariz. En la fase gustativa, se encontraron fuertes diferencias entre las muestras al
igual que en la fase aromatica. El vino con inoculacion secuencial se relacion6 con sen-
saciones grasas en boca, acidez y duracion. El vino testigo se encontrdé con mas sensa-

ciones dulces y quimicas.
3 - INTERES DE LA ESPECIE Metschnikowia pulcherrima.

Uno de los factores que mas influyen en el aroma caracteristico de una variedad de uva

es su etapa de maduracion. Tanto compuestos libres como ligados se acumulan en la
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uva durante este periodo. Existen muchos compuestos aromaticos que se encuentran
presentes en la uva, entre los cuales se destacan alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
acidos y terpenos. Sin embargo, los terpenos son los principales componentes respon-
sables del aroma caracteristico de los frutos. Una considerable parte de éstos se encuen-
tran en forma ligada a azucares impidiéndoles que formen parte del aroma del producto
(GUNATA et al. 1988). Estos terpenos glicosilados pueden ser transformados a su forma
libre por la accion hidrolitica de enzimas glicosidicas. Los terpenos mas destacados son:
linalool, geraniol, nerol, citronerol y a-terpineol. La mayor parte de los residuos glico-
sidicos que acompaiian a los precursores aromaticos son del tipo arabinofuranosidos y
glicosidos (YANAI y SATO, 2000), es por esto que las enzimas con actividad a-arabi-
nofuranosidasa y f-glucosidasa cobran gran importancia en la liberacion de compuestos
aromaticos volatiles. La primera enzima cataliza la hidrélisis del enlace entre la arabi-
nosa y la glucosa, liberando el sustrato para la accion de la segunda enzima, la cual es
capaz de hidrolizar la union entre la glucosa y el terpeno, pasando este ultimo a formar
parte del aroma (GUNATA et al. 1988). Diferentes estudios presentan la potencialidad
de levaduras no-Saccharomyces para su uso en enologia mediante el estudio de las enzi-
mas que éstas secretan al medio (GANGA y MARTINEZ, 2004). En el marco de estos
estudios, se selecciono una cepa de la especie Metschnikowia pulcherrima (M. pulche-
rrima L1781) en la zona del Maule de Chile con capacidad de secretar una enzima con
actividad a - arabinofuranosidasa al medio de cultivo. En experiencias realizadas en
bodegas con esta levadura en forma seca activa y siguiendo la practica de inoculacion
secuencial, se han validado estos resultados en relacion a los aromas varietales e impacto
organoléptico global.

En la vendimia 2011, se realiz6 una experiencia con uvas de la variedad Alvarinho de
la AOC Vinho Verde (Portugal) en una bodega de la subregion de Vale do Ave. Tras las
operaciones prefermentativas, el mosto se dividié de manera homogénea. En uno de los
depositos se inoculd con una levadura Saccharomyces cerevisiae utilizada habitualmente
en la bodega, y en otro se realizd la inoculacion secuencial con M. pulcherrima
L1781 (Flavia™) y Saccharomyces cerevisiae complementaria. Una vez finalizadas las
fermentaciones, los vinos fueron embotellados y se realizaron analisis de compuestos
varietales aromaticos por C. Gases/Espectrometria de masas y andlisis sensorial

mediante sistema normalizado ISO 11035 con la utilizacion de descriptores consensua-
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dos y cuantificables con la participacion de 5 catadores cualificados y entrenados pre-

viamente al método y a los vinos a catar.

Figura 2. Unidades de aroma de compuestos aromaticos varietales (u g/1).
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Figura 3. Representacién de las variables (descriptores consensuados) y observaciones
(muestras de vinos) en las fases olfativa (izda.) y gustativa (dcha.).
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El vino con inoculacion secuencial se relaciond en cata con descriptores varietales
(floral, plantas aromaticas, citricos) en concordancia con mayores niveles de estos com-

puestos, y una mejor percepcion de volumen, equilibrio y longitud en boca.

4 — Brettanomyces nuevas herramientas de control.
Las consecuencias del desarrollo de Brettanomyces bruxellensis en los vinos suponen
una grave amenaza para su calidad. Estas levaduras indeseables, que son capaces de

desarrollarse en condiciones extremas (alta concentracion de alcohol, carencia nutricio-
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nal, altas concentraciones de SO», etc.) y durante el envejecimiento, son las responsables
de la produccion de compuestos aromaticos negativos, originados por los fenoles vola-
tiles (4-etilfenol, 4-etilguayacol y 4-etilcatecol) caracterizados por aromas de tipo animal
(caballo, corral, etc.), de farmacia (tirita, medicamento, etc.) y de tinta.

A nivel internacional, el volumen de vino afectado por este defecto es bastante impor-
tante. Diversos estudios demuestran que este defecto es detectado y rechazado tanto los
profesionales como los consumidores.

Incluso cuando se han tomado todas las medidas de prevencion, todavia puede haber
posibilidades de que las Brettanomyces alteren la calidad del vino acabado y llegar al
cliente en malas condiciones. Si el endlogo se enfrenta a esta situacion, tiene varias
opciones, aunque hasta la fecha no se ha encontrado ninguna solucion milagrosa.

El quitosano de origen fingico, un polimero derivado de la quitina del Aspergillus niger,
es efectivo para disminuir considerablemente la poblacion de Brettanomyces de forma
selectiva.

Al igual que el almidon, la celulosa y el coldgeno, el quitosano es uno de los principales
biopolimeros naturales. De hecho, el quitosano ya se utiliza en numerosos sectores por
sus propiedades microbianas y de textura, de la agricultura a la alimentacion y de la
medicina a la cosmetologia. La eficacia del quitosano de origen fungico para reducir y
eliminar grandes concentraciones de Brettanomyces bruxellensis ha sido confirmado
por Aurélie Bornet (tesis doctoral 2006), asi como muchos ensayos realizados en los
ultimos afios en bodegas de diferentes areas, que han contribuido al desarrollo y la vali-
dacion de este producto. Se ha validado la dosis de 4g/hL, tras 10 dias de contacto entre
el quitosano de origen fungico, llamado NoBrettInside™, y el vino. Los vinos tratados
no muestran diferencias significativas en las pruebas dilo-trio en relacion con los vinos
de control, y cuando la diferencia se percibe, se prefiere sistematicamente el vino tra-
tado.

Durante el afio 2011, se realizaron diferentes experiencias sobre vinos contaminados
por Brettanomyces en distintas regiones de Espafia y Portugal, donde se contrasto la
efectividad del tratamiento, que se representan en la figura 4. El conocimiento adquirido
a través de todas estas experiencias han permitido un mejor entendimiento del modo de

accion del quitosano sobre las células de Brettanomyces (TAILLANDER et al. 2012).

339



Livro Actas

Figura 4. Experiencias en bodegas en vinos contaminados por Brettanomyces. Datos de
RT-PCR, antes y 10 dias, 3 meses después del tratamiento con quitosano a la dosis de
4g/hl.
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A PROTECCAO INTEGRADA DA VINHA EM PORTU-
GAL E A DIRECTIVA DO USO SUSTENTAVEL DOS PES-
TICIDAS

Pedro AMAROQO!

RESUMO
Além da preocupante evolugdo negativa da protecc¢do integrada da vinha, desde 2008, analisa-se,
quasi em 1/1/14, a tentativa da Autoridade Fitossanitaria Nacional (AFN), com a Proposta de Lei
82/X11, quasi eliminar a protecgdo integrada, na transposi¢do da Directiva do uso sustentavel dos

pesticidas, que tem o objectivo de promover o desenvolvimento da proteccdo integrada. A tentativa
foi frustrada, parcialmente, pela intervencdo da Assembleia da Republica ao elaborar a Lei 26/2013.
O Plano de destruicio da proteccio integrada, da AFN, iniciado, em 1999, atingiu o auge com
a PL 82/XII, que tera obtido o consenso de 28 entidades. As audigdes e a audiéncia na Assembleia
da Republica esclareceram a gravidade desta problematica que parece visar até a eliminac¢do da
proteccdo integrada por travar a competitividade da agricultura nacional ao ser mais um CRIVO
(de defesa da satde e do ambiente) a reduzir perigosamente o n° de substancias activas disponiveis.
Esta hipotese ¢ desmentida por dados da proteccdo integrada da vinha.

Palavras-chave: aplicagdo, formagdo, consenso, competitividade, assisténcia técnica

1-INTRODUCAO

Em infeliz coincidéncia com a crise financeira e econdmica, atingiu-se, na UE, o auge
da evolugdo da proteccdo das plantas, desde Outubro de 2009, com o Regulamento
1107/2009 da colocag@o dos pesticidas agricolas no mercado e a Directiva 2009/128/CE
do uso sustentavel dos pesticidas, visando a reducfo dos riscos dos pesticidas para a

satide humana e o ambiente ¢ o fomento da proteccio integrada. Em 2005, com o
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Lisboa.

pedroamaro@netcabo.pt

343



Livro Actas

conhecimento desta politica da UE, ja em fase decisiva de elaboragdo e debate destes
diplomas, atingiu-se, em Portugal, significativo desenvolvimento da protec¢do integrada,
e vivia-se a esperanca de futura melhoria da qualidade para garantir a sustentabilidade
4).

A politica de fomento da protecgdo integrada pela Directiva 91/414/CEE, nos anos 90,

¢ o0 apoio das Medidas Agro-Ambientais proporcionaram o amplo desenvolvimento da

protecgdo integrada, iniciado em 1994, e que, progressivamente, atingiu, em_2005, o

apoio técnico a 22 000 agricultores em 220 000 ha de varias culturas por 443 técnicos

de 112 organizagdes de agricultores (3 p.42,105, 9). Também foi prioritario ¢ muito
importante o investimento em formacéo, estagios ¢ campos de demonstra¢io, que
Nicolau Galhardo, da DGADR, refere ter atingido, até 2000, 10% dos 11,7 milhdes de

contos transferidos para os agricultores, o que “nunca se conseguiu em Portugal nada

idéntico” (2 p.88). Enquanto em paises, como Alemanha, Dinamarca, Franga, Holanda

¢ Suécia, que pressionaram a UE para o desenvolvimento da protecgdo integrada, sdo
frequentes as iniciativas para atingir este objectivo da UE, até nalguns, com a elaboragdo

e divulgag@o, ja em 2007-8, de Planos de Ac¢iio Nacionais do uso sustentavel dos pes-

ticidas, em Portugal intensificou-se, desde fins de 2005, em especial com o Decreto-
Lei 173/2005, a politica oficial de destrui¢io da proteccio integrada, liderada pela
Autoridade Fitossanitaria Nacional (AFN) desde 1999, persistente, bem organizada, e
que parece ser apoiada, em claro e declarado consenso, por 28 entidades oficiais e pri-
vadas (28) (ver 4 e 5).

Esta politica da AFN atingiu o auge com a transposicéo da Directiva do uso sustentavel
dos pesticidas, pela Proposta de Lei 82/XII, em que quési se elimina a proteccao inte-
grada, o que foi evitado, na Assembleia da Republica (AR), com a Lei 16/2013, mas de
forma deficiente e muito incompleta (ver 3).

Esta problematica ¢ ainda mais preocupante, ao verificar que estes acontecimentos ocor-
rem, ultrapassadas, ha muito, as fases, a nivel politico/administrativo, de maior crédito
da AFN, que justificaram a criagdo de duas Direcgdes Gerais, a DGPPA em 1977 e a
DGPC em 1996. Hoje, a protecciio das plantas esti reduzida a escassas Sec¢des da
Direcc¢ao Geral de Alimentagdo e Ambiente, 0 que exige urgente reestruturagio, “sonho”

certamente impossivel em plena crise financeira e econdmica, antes referida.
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2-APROTECCAO INTEGRADA DA VINHA, EM PORTUGAL, EM PREOCU-
PANTE DEGRADACAO, QUASI EM 1/1/14
Num inquérito, verificou-se, que a area de protecciio integrada da vinha, com predo-
minio de PRODI (com certificaciio), em 2012, foi:
* no conjunto de 34 organizagdes de agricultores, de 38 341 ha, de 4199 agri-
cultores;
» segundo 5 organismos de certificagdo, de 41 387 ha, de 4024 agricultores

(17).

Relativamente a drea oficial de proteccfo integrada, em 2012, de 362 100 ha (28),
estas areas correspondem a 11% (10,6 — 11,4), o que evidencia a enorme dimensiao do
declinio da protecc¢io integrada da vinha, que, em 2003, atingiu a posi¢do cimeira de

56% em Pl e 70% em PRODI (3, 17). Esta triste situa¢do ¢ confirmada pela “percepgdo”

da CONFAGRI quanto as cooperativas: “hoje serdo muito poucas as Adegas que apoiam

os viticultores nas areas da protecg¢do integrada e da produgdo integrada” (17, 24).

A_reduciio, em 2012, relativamente a 2004 (Quadro 1), foi de:
* 56% da area de protec¢do integrada ou PRODI da vinha;
* 76% do n° de agricultores;

* 61% do n° de técnicos para apoio aos agricultores.

Quadro 1 - A redugéo de area (ha), de agricultores (n°) e de técnicos (n°) para apoio aos

agricultores em proteccd@o integrada ou PRODI da vinha, entre 2003/04 e 2012 3,17

Tema 2003/4 2012 Redugdo %
Area ha 88059 * 38341 56
Agricultor n? 17 769 4199 76
Técnico n2 331 128 61
*2003
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A novidade da expansio da certificaciio, no PRODI, ¢ muito positiva pelas esperancas
de melhor qualidade que implica, mas ¢é indispensavel a realizagdo de rigorosa avalia-

¢d0, 0 que raramente € prioritario e acontece a nivel oficial ou privado.

3 - A TENTATIVA DE QUASI ELIMINAR A PROTECCAO INTEGRADA NA
TRANSPOSICAO DA DIRECTIVA DO USO SUSTENTAVEL DOS PESTI-
CIDAS

3.1 - A Directiva do uso sustentavel dos pesticidas

Desde 1992, a Comissdo Europeia deu inicio a elaboragdo de estudos visando esta

Directiva. Ha quasi 11 anos, em 1/7/02, a Comissdo Europeia divulgou: “Para uma

estratégia temdtica do uso sustentdvel dos pesticidas” (22), enviada ao Conselho, ao

Parlamento e ao Comité Economico e Social. No Objectivo 4 — Incentivar a adesdo a

uma agricultura que utilize quantidades limitadas ou nulas de pesticidas, nomeada-
mente..., refere-se “desenvolvendo os codigos de boas praticas agricolas que integram

os principios da proteccio integrada”.

Decorridos 4 anos de amplo debate, surgiu, em 12/7/06, por iniciativa da CE, a “Estra-
tégia tematica para o uso sustentdvel dos pesticidas” (23) esclarecendo as Medidas a
adotar para assegurar os 5 Objectivos. Relativamente ao 5° Objectivo, refere-se: “Os
Estados-Membros devem criar as condicdes necessarias para a aplicacio dos prin-
cipios da proteccdo integrada contra os seus inimigos, de modo a que passem a ser
obrigatérios O MAIS TARDAR em 1/1/14”. E ja haviam decorrido 6 anos, em 5/7/12
(ver 3.2).

A Proposta de Directiva do uso sustentavel dos pesticidas ¢ também divulgada em
12/7/06. No art. 13° - Proteccdo integrada, com 8 questdes algo semelhantes as do actual

art. 14° da Directiva, determina-se que os EM assegurem, 0 MAIS TARDAR em 1/1/14,

que os utilizadores profissionais pratiquem os principios gerais da proteccéo inte-
grada.
Esta questdo foi analisada em 2007 ¢ 2009 e recorda-se que “ O Parlamento Europeu

procedeu, em 23/10/07, a 1° votag@o das propostas da Comissdo Europeia relativas ao

Regulamento (substitui¢do da Directiva 91/414/CEE) e a Directiva do uso sustentavel

dos pesticidas, com mais de 1000 alteragdes...” (5 p.20-22). ”Através de um processo

346



Livro Actas

respeitando as virtudes da democracia foi obtido, em 17/12/08, o acordo, entre o Con-
selho e representantes do Parlamento, que proporcionou a votagdo no Parlamento, em
31/1/09, dos dois diplomas, por clara maioria de 88% (6 p.27). Depois, a Directiva
2009/128/CE foi aprovada pelo Conselho em 21/10/09 e divulgada em 24/11/09.

Esta Directiva evidencia o Objectivo de fomentar a protecciio integrada: no Objecto
(art. 1°); nas Definicdes (art. 3°.6); nos Planos de accdo nacionais (PAN) (art 4°.1); nos

Indicadores de risco (art. 16°.2¢); no Intercambio de informacdes (art. 18°); e em 5 Medi-

das do art. 14° - Protecciio integrada para assegurar a pratica da protecgdo inte-

grada):

(1) Condig¢des necessarias (como Informagdes e Instrumentos de monitori-

zacdo dos inimigos das culturas e para a tomada de decisdes e Servigos de
aconselhamento);
(2) Baixa utilizacio de pesticidas;
(3) Incentivos;
(4) Alteragdes ao Anexo Il — Principios gerais da protec¢ao integrada;
(5,6) e duas_importantes METAS:
- até 30/6/13 — o envio, 2 COMISSA O, do RELATORIO sobre se estio reunidas as con-
digdes necessarias para a aplicacdo da proteccio integrada;
- até 1/1/14 — certificar que os principios gerais da proteccio integrada sdo aplicados

por todos os utilizadores profissionais (10,11, 12, 14, 15, 16).

3.2 — A quasi eliminaciio da proteccio integrada, na transposicio da Directiva, pela
Proposta de Lei 82/XII

A Proposta de Lei 82/XII eliminou a protec¢ao integrada (até o art. 14° - Proteccio
integrada), referida na Directiva, a excepg¢ao do Anexo Il e de 2 artigos (3% de 70 arti-

gos):
e art. 51°.1, sem rigor, eliminando “a introdu¢ao” nos PAN (art. 4°.1a da Direc-
tiva);

* art.16°.1d. referindo “A PARTIR de 1/1/14, seguir os principios da pro-

tecciio integrada...”, mas deturpando, ao eliminar “descrever nos PAN a

forma como se certificam de que os principios gerais da proteccio inte-
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grada... sdo aplicados por TODOS os utilizadores profissionais ATE
1/1/14” (art. 14°.4 da Directiva).

E a Lei 26/2013 surpreende ao tentar esclarecer esta confusio, nos:
e art. 51°.2 - Os PAN devem assegurar que os principios gerais da protecgdo

integrada... sdo aplicados por TODOS os utilizadores profissionais ATE
1/1/14.

e art. 16°.1f. - A PARTIR de 1/1/14, considerar os principios da protec¢do

integrada. ..

A PL 82/XI1I, em 48 Omissdes, em artigos e no Preambulo da Directiva (cerca de 35%

do texto da Directiva), abrange, além das referidas omissdes da proteccdo integrada,

outras 17 sobre: PAN; reducdo do impacto da perigosidade dos pesticidas; reducao do

uso ou dos riscos da toxidade dos pesticidas em zonas especificas: informag8o e sensi-

bilizagdo e, ainda, 9 Definicdes (10, 11, 15, 16).

A boa pratica fitossanitaria (BPF), nunca referida na Directiva, por ndo assegurar a

indispensavel reduciio dos riscos da toxidade dos pesticidas, ignorando 87% das 7
exigéncias da protecgdo integrada, surge na transposicao da Directiva, em 4 temas, 2
em_exclusividade e na Defini¢ao (art. 3°.g) (10, 11, 15).
Apods 6 meses de debate da PL82/XII, na AR, foram recuperados, pelos deputados,
alguns artigos da Directiva, da maior importancia sobre proteccio integrada, como o
objecto (art 1°), a defini¢iio (art.3°.6) ¢ 4 temas (1,2,4,5) do eliminado art. 14°.
Sem aparentes razdes ideoldgicas, os deputados dos partidos do Governo e até do PS e
do Bloco de Esquerda mantiveram-se insensiveis a alteragdes relativas:
* a eliminar a mistura “incompativel” da revisdo do Decreto- Lei 173/2005
(com BPF e sem PI) com a transposi¢ao da Directiva (com PI e sem BPF)
(16);
* a impedir acliminagdo doart. 14° ¢ das referéncia a protecgdo integrada nos
art. 14°.3, 14°.4 e, ainda, no art. 15°.2;

* a persistente obsessdo da BPF, com 4 referéncias e, até no art. 20°.c, em

exclusividade, apesar da BPF ser “proibida” na Directiva, por deficiente

defesa dos riscos de toxidade dos pesticidas. o que ndo impediu de estar

348



Livro Actas

sempre presente no PLANO da AFN de destruicio da protecgio inte-
grada (ver 4) (10, 11);

* ¢ a correcgdo de 16 omissodes, que persistem, relativas: 3 (art.14°.3, 14°.4b,
15°.2¢) a protecgdo integrada; 5 (art.4%:1a,1b,1c,1d,1e) aos PAN; 5 a defesa
dos riscos de toxidade dos pesticidas (art. 2°.3, 7°.1, 7°.2), informag¢@o ao
publico (art. 15°.3) e zonas especificas (art. 12°); e 3 a eliminadas defini¢oes

(indicador de risco, pesticida e biocida) (10, 11).

A Proposta de Lei 82/XI1I, para transposicdo da Directiva do uso sustentavel dos
pesticidas, elaborada pela AFN, foi enviada, pelo Governo, a Assembleia da Republica

(AR), em 5/7/12, foi debatida na especialidade, na Comissdo de Agricultura ¢ Mar, a
revisdo foi aprovada em 15/2/13 e a Lei n® 16/2012 foi publicada em 11/4/13, cerca de

10 meses ap6s 5/7/12. Esta Lei surgiu a cerca de 9 meses da ja célebre data de 1/1/14,

referida no art. 14°.4 da Directiva do uso sustentavel dos pesticidas: “os principios

gerais da protec¢ao integrada...sdo aplicados por todos os utilizadores profissionais
ATE 1/1/14”,

A Lei 26/XI1I atenuou a quasi eliminac¢io da protecciio integrada, lamentavel objetivo
da AFN, bem evidente na PL 82/XII, mas, infelizmente, foram ignoradas muito
importantes omissdes, antes referidas.

Nao se vislumbram razoes ideoldgicas para s6 o Partido Comunista, o Bloco de Esquerda
¢ os Verdes, com a absten¢do em 13/7/12, terem forcado o debate na especialidade da
PL 82/XII e também para o PC e os Verdes serem os tnicos Partidos a apoiar, em
15/2/13, as propostas de Pedro Amaro (ex: 11, 12) que visaram eliminar todas as omis-

sdes ¢ a ac¢do maléfica da mistura da Directiva (com PI/sem BPF) com a revisao do

Decreto-Lei 173/2005 (sem PI/com BPF). Assim, se ignorou que, obviamente, a PL
82/X11 foi o0 “Cavale de Troia”, citado pelo Prof. Anténio Mexia, na audi¢do de
12/10/12 (ver 6).

4 - O PLANO DA AFN DE DESTRUICAO DA PROTECCAO INTEGRADA

A analise, ao longo de 6_meses, da Proposta de Lei 82/XII que procede a transposicio

da Directiva do uso sustentavel dos pesticidas, em debate na Assembleia da Republica,
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proporcionou, progressivamente, em 12 documentos (5 (10-14) referidos nesta comu-

nicac?o), a evidéncia das 5 Fases do PLANO da Autoridade Fitossanitaria Nacional

(AFN) de destruicdo da proteccio integrada (Figura 1):
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Figura 1 - O Plano da AFN de destrui¢do da proteccdo integrada (13,14, 15, 16, 18)

I — desde 1999, com a Mentira da BPF=Melhores praticas de protecgdo das plantas;
II - de 2002 a 2011, com a FORMACAO quasi s6 limitada 2 BPF;

III - desde 2005 até 1/1/14 (art. 16°.1a ¢ 16°.1d da PL 82/XII), com a TOMADA DE
DECISAO ¢ a APLICACAO de produtos fitofarmacéuticos limitadas 3 BPF;

IV - desde 2007 até 23/11/12 (28), a “esconder” a AREA de proteccio integrada;

V -em 5/7/12, a PL 82/XI1I elimina praticamente a proteccio integrada, na transpo-

si¢do da Directiva do uso sustentavel dos pesticidas.

5-0 CONSENSO DE 28 ENTIDADES, NA TRANSPOSICAO DA DIRECTIVA
DO USO SUSTENTAVEL DOS PESTICIDAS
5.1 — Os pareceres solicitados pela AFN e outras intervencdes de 28 entidades
A AFN solicitou pareceres sobre a PL 82/XII a 28 entidades, mas s6 6 (ACRA, Asso-
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ciagdo dos Consumidores da Regido dos Agores, ALRRA, Assembleia Legislativa da
Regido dos Acores, ALRAM, Assembleia Legislativa da Regido da Madeira, DECO,
DGC- Direcgao Geral do Consumo e UGC-Unido Geral dos Consumidores) foram divul-
gados, no portal da CPAM - Comiss@o Parlamentar de Agricultura e Mar, As entidades
sem pareceres sao 15 oficiais e 7 privadas. A Ministra de Agricultura e do Ambiente,
em resposta a Pergunta n® 342/X11/2, da Assembleia da Republica, esclareceu:

“O processo de criagdo da Proposta de Lei foi bastante longo (iniciado em 2010) e

envolveu intimeras entidades com conhecimento e intervencio na matéria...A Pro-

posta de Lei resulta, entdo, de um amplo consenso” (28).

Certamente no ambito do referido “Processo”, realizou-se, entre 22/11/10 e
15/12/10, o Debate publico do Projecto de revisdo do Decreto-Lei 173/2005, trans-
pondo para a ordem juridica interna, na parte relativa a formagao, venda e aplicacéo de
produtos fitofarmacéuticos, os artigos 5°, 6°, 7°, 11° e 13° da Directiva 2009/128/CE”.
Pedro Amaro, por mero acaso, teve conhecimento, em Anadia, deste Debate e apresentou
6 Propostas de alteracdo relativas a: 1 - Protec¢io integrada/BPF; 2° - Categorias de
perigosidade de pesticidas; 3* — Proteccio do ambiente aquatico e da agua potavel;
4% — Riscos dos pesticidas em zonas especificas; 5% — Deficiéncias da informacéo ofi-
cial; 6" — ilegalidades na publicidade de pesticidas (7). Obviamente estas 6 Propostas
foram ignoradas na Revisao do Decrceto-Lei 173/2005 concretizada na PL 86/XI1I.

Houve, ainda, uma audiéncia da ANIPLA, em 10/10/12, e audigdes de 5 Confede-
ragdes de agricultores (AJAP, CAP, CNA, CNJ e CONFAGRI), em 4/12/12 e de Anténio
Mexia e Pedro Amaro do ISA e de Miriam Cavaco da AFN (DGAV), em 12/10/12.

A analise dos 6 pareceres, divulgados no portal da CPAM, evidenciou a total auséncia
de referéncia a protecgio integrada e a preocupagdo com os riscos da toxidade dos pes-
ticidas s6 em 3 entidades (ACRA, DGC e UGC). As outras 3 entidades nada referem,

como ocorreu no parecer da DECO:

“O presente documento esta bastante completo... E uma vez que a presente proposta
nos parece positiva e adequada as necessidades atuais, nio temos alteracdes a
propor” (27).

Que fundamentado e valioso consenso!!! E ignora-se a natureza do consenso, nos

22 pareceres niao enviados a AR!
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5.2 — As audi¢des na Assembleia da Republica das 5 Confederacdes, em 4/12/12

13

Os agricultores sdo as maiores vitimas do risco inaceitdvel do uso dos pesticidas, a

prevenir pela protecgio integrada” (14).

E

esclarecedor e muito preocupante verificar que, nas audicdes das 5 Confederacdes,

foi quasi sempre ignorado o facto da PL 82/XII eliminar a proteccdo integrada quasi

totalmente (ver 3.2).
S6 a CONFAGRI foi excepcdo nesta eliminagdo, com 3 questdoes da maior importéncia:

® “a transposicdo da Directiva deve restringir-se, exclusivamente, ao objecto da

mesma,” ;

e “Relativamente a questdo dos principios da protecgdo integrada... importa referir
que a directiva impondo a obrigatoriedade de seguir, a partir de 1/1/14, os principios

da proteccdo integrada, define paralelamente que os Estados-Membros criem ou
apoiem as condicdes necessarias para tal aplicacao” (informagdes, instrumentos de
monitorizagdo e para apoio a tomada de decisdo e servigos de aconselhamento).”
Ora, esta legislacdo omite por completo as obrigagdes do Estado nesta matéria
fixando-se unicamente nas obrigagdes dos produtores”.... “Assim desde ja solicita-
mos que na proposta de Lei sejam incluidas medidas de apoio as condicdes neces-
sarias ao desenvolvimento dos principios da proteccdo integrada ”;

“o Estado, nos tltimos anos, apenas conseguiu promover o desmantelamento do
regime gue apoiava a adesdo dos agricultores a proteccio integrada, assim como

das organizagdes que prestavam apoio a esses agricultores. E, sendo conhecida esta
obrigacao, desde 0 ano de 2009, ano de publicagdo da Directiva n.° 2009/128/CE,

nada foi feito nem nada é mencionado nesta Proposta de Lei” (14, 24).

A AJAP “considera deveras importante, enquanto medida de redugdo do risco na apli-
cacdo de produtos fitofarmacéuticos, a obrigatoriedade de os agricultores aplicarem os
principios da protecgdo integrada”, mas evidenciou fundamentadas preocupagdes quanto
ao apoio técnico ao agricultor e as “garantias de um cumprimento efectivo dos prin-
cipios da proteccio integrada”. Coerentemente, teve a exclusividade de abordar as
decisivas e muito importantes actividades d¢ FORMACAOQ e de ASSISTENCIA TEC-

NICA em proteccio integrada:
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e “a formacio em protecciio integrada foi inequivocamente descurada no
PRODER e nio temos agricultores dotados de conhecimentos determinantes
para a aplicag@o da proteccao integrada”;

e “no PRODER, Portugal desistiu de um trabalho de anos, cessando com
a obrigatoriedade da assisténcia técnica”;

® “o desenvolvimento da proteccio integrada e de abordagens ou técnicas
alternativas ...s6 é possivel com apoio técnico e nunca apenas por imposi-
cdo legislativa a partir de 1/1/14”;

e “as entidades responsaveis pela assisténcia técnica foram forcadas a dis-

pensar técnicos qualificados que estavam a conferir um importante apoio

aos agricultores, com perdas avultadas para o sector, uma vez que o trabalho

desenvolvido. em parte foi revertido”;

® “a assisténcia técnica conferida aos agricultores no ambito da proteccdo e
produgdo integrada, em anteriores quadros comunitarios, representou ine-
quivocamente uma mais-valia para o sector...” sendo de “salientar a impor-
tancia do papel desempenhado pelos técnicos das associagdes (devidamente
credenciadas) que ultrapassava o ambito da contratualizagdo, a sua forma
de actuac@o constituiu uma consistente extensao rural, papel abandonado
pelo Estado”

e “0 PRODER eliminou a proteccio integrada e manteve apoios a producéo
integrada com um elevado nivel de exigéncias e com um niimero de bene-

ficiarios consideravelmente inferior relativamente ao RURIS” (1, 14)..

A inconveniente reducio do nimero de substincias activas disponiveis, em conse-
quéncia das proibi¢cdes da proteccio integrada para defesa da saide e do ambiente,
foi motivo de breve referéncia da CONFAGFI e de grave preocupacio da CAP.

A CONFAGRI refere: “caso haja a obrigagdo da adopgao das normas da protecgao inte-
grada, o leque de produtos fitofarmacéuticos disponiveis ira reduzir-se significati-
vamente, porque deixardo de estar disponiveis 222 substéncias activas (nem todas ...
sdo permitidas em PI, e muitas sdo-no com restri¢des a sua utilizagdo)” (14, 24).

A CAP manifestou: o SIM: “a imposicdo de, a partir de 2014, todos os agricultores
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terem de seguir os principios da protec¢@o integrada na actividade agricola”, mas com
o NAO: “no entanto, este facto ndo pode comprometer o combate a novas pragas e
doengas que, infelizmente e cada vez mais, assolam as nossas culturas”.

E justifica as reservas aos critérios de seleccdo de pesticidas que reduzem o niimero de

substancias activas:

* “ 0 novo quadro de homologacdo de produtos fitofarmacéuticos existente &
ja_bastante exigente e restritivo no que toca a utilizagdo de vario tipos de
substancias...”;

» ”arevisdo da Directiva 91/414/CEE... veio trazer alguns impactos negati-
vos no combate a pragas e doengas nas culturas, dado que o niimero de pro-
dutos fitofarmacéuticos disponiveis no mercado acabou por ser significati-
vamente reduzido”;

* “apos a retirada de imimeras substancias activas do mercado que se verificou,
a situacdo fitossanitaria de muitas culturas complicou-se drasticamente

pelo facto de terem ficado deficientemente cobertas muitas pragas e doengas,
sem que houvesse possibilidade de as combater de uma forma eficaz.” (14,
21)

A CNA, na unica referéncia a protecciio integrada, esclarece que o cumprimento do

artigo 16°.1d “impde a necessidade de formacéo e divulgacdo de normas técnicas rela-

cionadas com as exigéncias da protec¢io integrada junto dos agricultores” (14, 25).

A CNJ ignorou a protecgdo integrada (14, 26).

5.3 — A audiéncia da ANIPLA na Assembleia da Republica, em 10/10/12 (14, 19)

A ANIPLA, Associagdo com 13 empresas e mais de 95% do Mercado nacional dos

pesticidas de 120 milhdes de €, em 2011, ignorou a protecc¢io integrada e considerou

que o uso dos pesticidas, s6 com a BPF, satisfaz os requisitos de seguranca exigidos na
UE (entidade que eliminou a BPF na Directiva, por ignorar 87% das 7 exigéncias da

protecgdo integrada) (ver 3.2) e refere que o “aconselhamento agricola ¢ praticamente
inexistente, mas o aconselhamento ¢ assegurado pelas empresas de PF”.

Na analise da “Directiva do uso sustentavel” (dos pesticidas, pormenor eliminado por
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exigéncia do tabu (5 p. 106-108), a ANIPLA refere que a Directiva ¢ “essencial para:
(1) regulamentar a correcta utilizacdo dos PF;
(2) reduzir o risco do uso de PF;

(3) ajudar a preconizar boas praticas agricolas;
(4) o desenvolvimento de um Plano de Acgdo Nacional”.

“E, em simultaneo, tem que assegurar a COMPETITIVIDADE da Agricultura Nacional
versus os parceiros da UE e paises terceiros”.

A ANIPLA ignora: a omissiio da proteccdo integrada como o 2° objectivo da
Directiva; e do seu artigo 14°, tdo importante, em especial, para as alineas 1, 2, 3, 4,
antes referidas.

A ANIPLA s6 refere a proteccio integrada, para discordar dos actuais “critérios
de selecciio de produtos para uso em protecgao integrada, que:
® 530 desajustados (a qué?) e representam um 2° CRIVO (ignora a justificacdo
de defesa da satide e do ambiente, realgada na Directiva);

e levam a auséncia de meios de combate a pragas e doencas de varias cultu-

ras;

® sdo responsaveis por problemas de COMPETITIVIDADE, por critérios

mais restritivos comparativamente com outros EM da ZONA SUL da UE”
(em contraste com a opinido da AFN e de Pedro Amaro (8 p.113-114), na

audicdo de 12/10/12).

A ANIPLA considera que “a Lei actualmente em vigor (173/2005) satisfaz os requi-
sitos de seguranca exigidos na UE” e “cumpre critérios rigorosos de seguranga para
o Homem e o Ambiente”!!! Mas esta Lei substituiu a protec¢ao integrada pela BPF!!!
(ver 3.2 e 4). A seguranca defendida pela ANIPLA néo é a mesma da UE, que, em
21/10/09, aprovou a Directiva do uso sustentavel dos pesticidas, que exclue a BPF, cer-
tamente, por ndo respeitar 87% das 7 exigéncias da proteccdo integrada.

A ANIPLA ignora a protecg¢io integrada na Fiscalizacdo e nas Conclusdes. De facto,

a proteccio integrada ndo ¢ uma das “Principais Preocupacgdes da Industria”... em Por-

tugal!
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6 - AS AUDICOES NA ASSEMBLEIA DA REPUBLICA DE ANTONIO MEXIA
(AM) E PEDRO AMARO (PA) DO ISA E MIRIAM CAVACO (MC) DA AFN (14)
A drastica auséncia de informacfo relativa a protecciio integrada ¢ ndo s, na Pro-
posta de Lei 82/XII, havia sido alertada aos Grupos parlamentares (10, 11, 12,13), e
foi referida na audi¢@o e pormenorizada, por PA, quanto a 3 artigos da Directiva: Objecto

(art. 1°); Defini¢do (art. 3°); e todo o art. 14°-Proteccio integrada, que define as Medi-
das a adoptar para assegurar a obrigatoriedade da proteccdo integrada; e, ainda, a 70%

das referéncias da Directiva a protecgdo integrada; e até¢ a 35% do texto da Directiva.
PA apelou aos: “Senhores deputados, fagam substituir a vergonha que é a Proposta de
Lei que ¢ uma mentira e ¢ um acto perfeitamente consciente de destruir a protec¢io
integrada, aquilo por que luto desde 1977”.

AM referiu que a Proposta de Lei aparece como o Cavalo de Troia (ver 3.2) e ¢ incom-

preensivel, nos termos em que esta formulada, e que o art. 14° desapareceu porque a
protecgdo integrada foi esquecida ou abandonada e realgou a urgéncia da manutencao

dos principios, apelando a que ndo se permita que o espirito da Directiva seja prevertido.

AM ndo aceita que perdure na AFN o espirito:

« de ser preferivel que os agricultores ignorem as caracteristicas cancerigenas

mutagénicas e toxicas para a reproducao;
* de considerar inaceitavel que a Comissdo Europeia queira obrigar a Comu-

nidade Europeia a pratica da proteccio integrada por todos os utilizadores

profissionais.

Depois, MC, ignorando a eliminacio da protec¢do integrada no Objecto (art.1°),
referiu que a Definicdo, ausente na Proposta de Lei, estd no Decreto-Lei 256/2009, mas
“possivelmente nao ficard mal na Proposta de Lei... serd mesmo uma mais-valia para a
transposi¢do da Directiva”. MC afirmou, ainda, que “o artigo 14° da Directiva est4 trans-

posto na Proposta de Lei 82/XII, se analisarmos... o que esta no art. 51°, mas ele ndo

pode ser analisado isoladamente, tem que ser analisado com o que estd no Decreto-Lei
256/2009”.
Mas, no Decreto-Lei 256/2009, nada ¢ referido sobre os temas da protecgdo integrada

do art. 14° da Directiva. Tais fantasias justificaram, nova intervengéo de PA: “ Discordo

totalmente do que foi dito por MC. Sé quem ¢é cego é que ndo v€, mas ndo engana nin-
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guém”. “Ha 3 anos que sistematicamente se mata a proteccdo integrada. Aprovar qual-
quer coisa parecida com a Proposta de Lei € um crime a proteccdo integrada, a protec¢do

das plantas, a satide e a0 ambiente deste Pais*. A resposta de MC foi o SILENCIO!
Estas fantasias ndo podem ignorar que, s6 em 2 artigos da Proposta de Lei, se refere a
protecgdo integrada:

* no art. 51°.1 “incompleto” e relativo ao Plano de Agao Nacional,

* no art.16°.1d, deturpando o tdo importante art.14°.4 da Directiva (ver 3.2).

MC nada respondeu, quando questionada, por 2 vezes, por PA, sobre a auséncia de infor-

magao relativa a area de protecgdo integrada. desde 2008.

7- A REDUCAO DO NUMERO DE SUBSTANCIAS ACIVAS PELAS PROIBI-
COES DO CRIVO DA PROTECCAO INTEGRADA (8, 17)
7.1 — O progresso, em Portugal, gracas a Medidas da politica da UE

Nos anos 90, do inicio da concretizagao da Directiva 91/414/CEE, o consumo de pes-
ticidas foi estacionario na UE, mas Portugal evidenciou a posi¢do impar, no conjunto
de 27 paises da OCDE, com o aumento de 100% e s6 depois Turquia, Polonia e Grécia,
com 40%.

A evolugdo do n°® de s.a. Simples, fungicidas, herbicidas e insecticidas foi crescente
entre 1970 (139) e 2002 (292), com redugdo até 2005 (261) ¢ aumento até 2011 (279).
Em 2011, o total de s.a. Simples foi 242 ¢ ndo 216 (como refere 29), correspondente a
69% das 353 s.a. autorizadas, em 9/9/11, na UE. O total de s.a. Simples + s.a Misturas
foi 306 (8).

O exemplo da vinha ¢ significativo, ao predominar com 77,4%., entre 1992 e 2003, no

consumo de pesticidas em Portugal.

A reavaligo dos pesticidas pela Directiva 91/414/CEE NAQ impediu o aumento:
* de s.a. homologadas para vinha de 24%, entre 1989 ¢ 1997 e de 3%, de
1997 a 2012;
* de s.a. autorizadas em protecciio integrada da vinha, de 32%, entre 1997
€2012.
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Finalmente, e muito esclarecedor da “Desgraca” da reducio do n° de s.a. disponiveis
causada pelas recentes proibicdes do CRIVO (para defesa da saude e o ambiente) da
protecgdo integrada, verificou-se, entre 1997 e 2012, a grande reducio de 63% no n°
de s.a. PROIBIDAS em proteccdo integrada da vinha. E, entre 2005 e 2012, a reducio
no n° de s.a, foi de 20 para 15, isto ¢ de 25%.

Também ¢é muito importante e esclarecedor recordar os progressos, nas MAIS
AMPLAS E RAPIDAS AUTORIZACOES DE PESTICIDAS, proporcionadas pela
Directiva 91/414/CEE e reforgadas pelo Regulamento 1107/2009:
* alargamento de espectro para usos menores, desde 2004, ja com 581, em
2007 e que atingiu “mais de um milhar”(mais rigor é desejavel) nos tltimos
5 anos;
« finalidades ndo cobertas em usos considerados maiores, desde 2006, com
mais 40, em 2011, e o total 246;

¢ reconhecimento mutuo, desde Abril de 2009 e 40 autorizagdes de venda
até 31 /12/11.

* ¢ também muito significativo que “Portugal seja, em 2011, o 2° Eatado-
Membro com o maior n° de derrogacdes temporarias ao uso de pesticidas
proibidos, por determinado tempo, apenas superado pela Franca” (20).

7.2 — O pessimismo desmentido pela realidade
A Comissdo Europeia, em 13/3/09, divulgou os resultados do Programa de reavaliacdo

das 1004 s.a.: 26% aprovadas, 7% proibidas por risco inaceitavel ¢ 67% excluidas por

a Industria dos pesticidas ter desistido da investigacdo indispensavel 4 avaliacdo do
seu risco para a saude ¢ o ambiente. Excelente iniciativa que libertou a UE de tantas

s.a. perigosas ou potencialmente perigosas!
A_AFN, desde 2000, comegou a manifestar, no Guia dos produtos fitofarmacéuticos.

Lista dos orodutos fitofarmacéuticos, a preocupacdo da influéncia da reavaliacdo dos

pesticidas na reducio do n° de s.a. em Portugal, esclarecendo que “muitas das s.a.

autorizadas nos outros paises mediterranicos ndo se encontram no mercado nacional.

Este facto deve-se a varias razdes, nomeadamente, 4 dimensio do mercado nacional, a

estratégia das empresas ou a critérios de avaliagdo mais exigentes, em termos de defesa
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da satde publica e do ambiente ou agronémicos, adoptados pelas entidades nacionais”.
E a AFN referiu que, a par de 273 s.a. em Portugal, em 1/1/2000, “a data de 5/2/99, exis-
tiam 849 s.a. no mercado da UE, das quais 541 em Espanha, 538 em Franca, 397 em
Italia e 410 na Grécia. A grande maioria das s.a. homologadas em Portugal esto, igual-
mente, nos mercados dos outros paises mediterranicos”.

E esclarecedor verificar que Portugal tinha 32% das s.a. da UE, em 2000 e que 11 anos

depois, em 2011, tem 69%, um aumento s6 de 116%!. E h4 quem grite: O CRIVO da

proteccdo integrada as s.a. disponiveis desgraca a COMPETITIVIDADE em Portu-
gal!!!
A AFN, nos Guias de produtos fitofarmacéuticos, desde 2000 a 2008, comegou a aler-
tar:

“prevé-se um espectro de s.a. e de produtos formulados que ndo con-

temple usos importantes nos paises mediterranicos, incluindo Portugal,

e portanto sem solugao fitossanitaria através da aplicagdo de produtos

fitofarmacéuticos”.

A AFN, desde 2009 até 2012, nestes Guias, aumentou o ALARME:
“a proteccao das plantas na agricultura mediterranica, sendo de grade
exigéncia e especificidade, esta a ser confrontada com dificuldades
crescentes em termos de cobertura de usos, incluindo usos importan-

tes” (29, p. 13).

Além da vinha, que desmente estes ALARMES, ndo se dispde de informacdo relativa-

mente a outras culturas. Seria desejavel os arautos da “Desgraca” da falta de s. a. a

justificarem os seus “alarmes” com dados, como os referidos para a vinha.

8 - CONCLUSOES

e AREDUCAOQ da proteccio integrada da vinha em 2012, em relagio a 2003, foi
de: 56% da area de Protecgdo integrada ou PRODI; 76% do n° de agricultores e

61% do n° de técnicos (ver 2).
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o A Directiva do uso sustentivel dos pesticidas fomenta o desenvolvimento da prote-
¢ao integrada, como ja se previa, em 1/7/02, na Estratégia tematica do uso sustentavel
dos pesticidas e foi aprovada, com a maioria de 88% no Parlamento Europeu, em
21/10/09. Segundo o Plano da AFN de destruiciio da proteccio integrada, a trans-
posicdo da Directiva, pela Proposta de Lei 82/ XII, quasi eliminou a proteccio
integrada, reduzida a 2 artigos, 0 51°.1 sem rigor e 0 16°.1d deturpado, As omissdes
ocorreram, nomeadamente, no Objecto (art. 1°), nas Definicdes (art. 3°.6) e nas Medi-
das para assegurar a pratica da proteccio integrada (art. 14°). A decisao final, na
Lei 26/X11, de 11/4/13, 56 corrigiu algumas questdes de maior importancia, ignorando

outras, também importantes, relativas a proteccio integrada e a outros temas. A AFN

obteve o consenso de 28 entidades, mas s6 se conhecem os pareceres de 6 entidades
(bem esclarecedores!) e textos relativos a audi¢des de 5 Confederagdes de Agricultores
e a audiéncia da ANIPLA (alguns muito preocupantes) (ver 3,4, 5 ¢ 6).
e Nas 5 Confederacdes de agricultores merecem realce:
* a CONFAGRI referir omissdes da proteccio integrada, na PL 82/XII e os

obvios inconvenientes da “incompativel” mistura da transposi¢@o da Direc-

tiva com a revisao do Decreto-Lei 173/2005;
» a AJAP frisar a dramatica degradagio das importantes actividades de FOR-
MACAO e ASSISTENCIA TECNICA em protecgio integrada! (ver 5).
e Perante 0 CRIVO do Processo de reavaliacdo dos pesticidas, que, até 13/3/09, reduziu
em 74% on°de s.a, em 15/7/93, na UE, h4 quem argumente, a par da AFN, que outro

CRIVO, a proteccio integrada, esta a impedir a COMPETIVIDADE da Agricultura

portuguesa..

Escasseia a informag¢8o, fundamentada em inquéritos, relativa a outras culturas, além

da vinha, o que ndo impede os frequentes “alarmes” dos “arautos da Desgraca”. E

o CRIVO, da protecgdo integrada, na vinha, ndo impediu:

* o.aumento de s.a. homologadas de 24%, entre 1989 ¢ 1997 ¢ de 3%, entre
1997 ¢ 2012;

* 0 aumento de s.a. autorizadas em proteccio integrada de 32%, entre 1997
e 2012.

* areducio no n’ de s.a. proibidas em proteccao integrada de: 63%; entre,
1997 ¢ 2012 e de 25% entre 2005 ¢ 2012, (ver 7)
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A EVOLUCAO DOS PESTICIDAS E DA AREA EM
PROTECCAO INTEGRADA DA VINHA EM PORTUGAL

Pedro AMARO !

RESUMO

O apoio de trés Quadros de apoio a agricultura proporcionou, em Portugal, o desenvolvimento da
pratica da protec¢do integrada, que atingiu 62 000 ha em 1999 ¢ 362 100 ha em 2012, mas em
30/6/05, com 238 000 ha, era “muito decepcionante a conclusdo sobre a qualidade da protec¢do
integrada e da produgdo integrada”. Actualmente, ndo se conhecem dados oficiais relativos a vinha,
mas em 2003, no total de 88 059 ha, com 78 474 ha de protec¢ao integrada e 9585 ha de pro-
dugdo integrada, correspondiam a vinha as areas de 56% do total de PI ¢ 70% de PRODI. E fun-
damental que as entidades oficiais esclaregam a dimensdo das areas da vinha nos 362 100 ha de
protecgdo integrada em 2012. Procurou-se conhecer a actual: disponibilidade de pesticidas; ¢
importancia dos inimigos na vinha. Um inquérito a organizacdes de agricultores, cooperativas
e organismos de certificacdo proporcionou dados sobre técnicos, agricultores e areas de vinha em
protecgdo integrada ou PRODI. A area de vinha correspondera a cerca de 11% da area oficial rela-
tiva ao total de protecgdo integrada (PI+PRODI) = 362 100 ha.

Palavras-chave: Agricultor, apoio técnico, autorizado, certificagdo, homologado, inimigo, proi-
bido

1- A EVOLUCAO DOS PESTICIDAS ENTRE 1991 E 2011 EM PORTUGAL
1.1 - O aumento do consumo de pesticidas, em 1990-2002, a situacdo impar de

Portugal na UE e na OCDE e o predominio do consumo na vinha

O consumo de pesticidas em Portugal foi de 6117 t em 1992 ¢ 7736 t, em 1991-1992,
aumentando até 17 451 t em 2002, ou seja 126 %, de 91/92 e, depois, com redugio até
15703 t (>103 %), em 20006, e posterior aumento, em 2008, 17 060 t (>121 %). Nova
redugdo ocorreu, desde 2009, com valores similares, em 2009 (13 985 t), 2010 (13 795
t) e 2011 (14 002 t), ou seja >81 % do que em 1991/92 (Figura 1) (7).

! Instituto Superior de Agronomia (UTL), Tapada da Ajuda, Lisboa. pedroamaro@netcabo.pt
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Figura 1 - Evolugao das vendas, em toneladas de s.a. de pesticidas, entre 1991-92 e 2011, em Portugal 7

E bem evidente o progressivo acréscimo do consumo de pesticidas, na década de 90, de

126%, com o maximo de 17 451 t, em 2002. Nos 10 anos seguintes, verificou-se a esta-
bilizagdo de 17 031 t, em 2003 ¢ 17 060 t em 2008 ¢ 0 minimo de 15 702 t em 2006 com
areducdo de 18% entre 2008 e as 13 985 t de 2009. Depois, surge tendéncia de estabi-
lizagdo até 2011 com 13 795 t em 2010 e 14 002 t em 2011 (Figura 1) (5,7).

O aumento da média anual, entre 1991-2001, com 11 985 t ¢ 2002-2011, com 15 3901
t foi de 33%. Este aumento muito significativo coincide com a posi¢do impar e muito

destacada de Portugal, no conjunto de 27 paises da OCDE, entre 1990-92 ¢ 2000-02.

Portugal surge isolado com o aumento de 100%, no consumo de pesticidas, apds Tur-
quia, Polénia e Grécia (40%) ¢ Italia, Espanha, México ¢ EUA (1-12%). A reducio
de consumo de 10-60% foi registada em 12 paises (ex: 10% - Alemanha; 20% -Austria,

Japio; 30% - Suica; 40-60% - Dinamarca, Holanda, Hungria) (Figura 2) (6,10).
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Figura 2 — Aumento ou redugéo do consumo de Figura 3 — Consumo de pesticidas, médio (1992 -

pesticidas, em percentagem, entre 1990-92 e

2000-02, em 27 paises da OCDE 01 2003), expresso em percentagem do total anual,

em 7 culturas. EUROSTAT (7,12)
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Em Portugal, tem predominado o consumo de pesticidas, na cultura da_vinha com
valores, em média entre 1992 e 2003, de 77.4% dos pesticidas (67,8%, em 1998 e 83.2%
em 2002), em grande parte para combater o mildio e o oidio. Outras culturas consomem:

entre 1,1% em citrinos e 5,1% em fruteiras (Figura 3) (7,12).

1.2 - A evolucio dos insecticidas, fungicidas e herbicidas em Portugal

O consumo de pesticidas, em toneladas, em 2011, foi: 71,2% de fungicidas (48% enxo-
fre); 14.2% de herbicidas; e 2.4 % de insecticidas e acaricidas (11).

O total de substancias activas (s.a.) Simples, em 2011, é 242 (e ndo 222, como se refere
em (13)). Os 3 grupos de pesticidas com maior n° de s. a. Simples + Misturas , em 2011,
sdo os fungicidas (115 s.a.), os herbicidas (102 s.a.) e os insecticidas (62 s.a.). Depois,
surgem 5 nematodicidas, 2 moluscicidas, 2 rodenticidas, 12 reguladores de crescimento,
a difenilamina para condicionamento fisiologico das culturas, 10 adjuvantes, 2 algicidas,
1 repulsivo e 4 feromonas sexuais, no total de 318 s.a. (8).

A evolugdo do numero de s.a. Simples dos 3 grupos mais importantes de pesticidas,
entre 1970 e 2011, evidencia o total maximo (292) em 2002, seguido de 279, em 2011,
¢ com o minimo (139) em 1970. Os valores mais elevados ocorrem: em 2011, para fun-
gicidas (115 ou 41%) e herbicidas (102 ou 37%); e, em 2002, para insecticidas (84
ou 29%) (Quadro 1, Figura 4) (8).

Quadro 1 — Evolucdo do niimero e percentagem de

insecticidas, fungicidas e herbicidas, entre 1970 e 2011, o

em Portugal s 250
20

- 1970 1980 1991 2002 2005 2011
Pesticida 15

ng_ % ne ng_ % n¢ ne ne % o |
Insecticida| 65 46 69 | 74 30 84 73 62 22 sn
Fungicida = 37 27 50 | 96 39 113 101 115 41
Herbicida 37 27 63 78 31 95 8 102 37 ’Fignra 4. Evolugiodo nimero dg

TOTAL 139 180 248 202 261 279 insecticidas, fungicidas e herbicidas &

A evolugdo, entre 1970 e 2011, destes pesticidas, em numero de s.a. € em percentagem,
evidencia tendéncia crescente mais nitida dos fungicidas e depois dos herbicidas e
impasse no numero (65-84-62) e clara redugio na percentagem (46-30-22%) dos insec-
ticidas (Figura 5, Quadro 1) (8).
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Figura 5 — Evolugdo do n° e % de insecticidas (I), fungicidas (F) e herbicidas (H), entre 1970 e 2011 (8)

2 — OS INIMIGOS DA VINHA E OS PESTICIDAS PARA O SEU COMBATE
2.1- A importéncia relativa dos inimigos da vinha

O n° de tratamentos, em 194 vinhas, em 9 regides de Portugal Continental, entre 1995
e 1999, evidenciou a presenca de 14 inimigos, sendo 8 pragas, 5 doengas e 1 o conjunto
das infestantes. O oidio com 42,5% e o mildio com 36,4% dos tratamentos s&o os 2 prin-
cipais inimigos-chave da vinha, além de 3 inimigos-chave com menos importancia:
podridao-cinzenta — 6,5%; traga — 6,0%; ¢ infestantes — 4,9%. Entre os 9 inimigos oca-
sionais destacam-se a escoriose com 1,6% e a cigarrinha-verde com 1,0% e, depois, com
0,3% - altica, cochonilha-algoddo e caracois, com 0,1% - acaros e com 0,04% - esca,
afideos e casaca-de-ferro (2) (Figura 6).

Recentemente, sugiram, com preocupante importancia, 2 doengas: a flavescéncia dou-
rada causada por um fitoplasma transmitido pelo insecto cicadelideo Scaphoideus tita-
nus, ha muito uma praga exigindo tratamentos em Franga e outros paises; e a podridao—

negra, incluida nas “outras podriddes”, antes, com escassa importancia (3).

“ 384
30
204
10 65 6,0 48
1,6 1,0
od ,- ID‘)ID!‘O.J‘Q\ ID‘DQ‘!HM I:.M‘
°eTe LS m Tt 8 TS m
3 238 F £ B AEA3 0 8 B O§ § &
5 = B E § € €828 & § § o £
E T3¢ g 8 57 82 & |
35 83 g 8 3
€ 7 8 8

Figura 6 — Tratamentos, expressos em percentagem, efectuados em 194 vinhas para combater 14 inimigos,

entre 1995 e 1999 (2)
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2.2 — Os pesticidas homologados, autorizados ou proibidos em protec¢ao inte-
grada da vinha
A reavaliagdo dos pesticidas agricolas, objectivo da Directiva 91/414/CEE, e a conse-
quente proibi¢do de numerosas substancias activas (s.a.) ndo impediram, em Portugal,
o aumento do;
* total de s.a. homologadas na vinha, de 24%, entre 1989 ¢ 1997 ¢ 3%, de
1997 a2012;
* total de s.a. autorizadas em protec¢do integrada, entre 1997 € 2012, de 32%,

A eliminagdo de s.a. com risco inaceitavel para a saude e o ambiente e a sua substituicao
por novas s.a. viabilizaram a grande reducio de 63% do n° de s.a. proibidas em pro-
teccdo integrada da vinha, de 40 em 1997 para 15 em 2012 (Quadro 2, Figura 7).

140 '%
+

120 —
100 r./# —#—Homologados

:g == Autorizados
40 Proibidos
20

0 T T T T T )

1985 1950 1895 2000 2005 2010 2015

Figura 7 — Evolugdo do n® de s.a. homologadas e autorizadas ou proibidas em proteccio integrada da vinha
Quadro 2 - Evolugdo do n° de s.a. homologadas e autorizadas ou proibidas em proteccdo integrada da
vinha, entre 1989 ¢ 2012

Ano Homologadas | Autorizadas _Proibidas

1989 106

1997 131 91 40
2000 138 103 35
2004 141 113 28
2005 141 121 20
2007 138 118 20
2012 135 120 15

Informagao proveniente da Estacdo de Avisos do Douro, relativa a pesticidas disponiveis,

em 2012, para combater os 5 inimigos-chave e 21 inimigos ocasionais da vinha, ¢ resu-

mida no Quadro 3.
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Quadro 3 — Numero de substancias activas (s.a) homologadas e autorizadas, ou proibidas em protec¢do
integrada para combater inimigos-chave e ocasionais da vinha, em 2012

— . s.a. .. em proteccio
nimigo i vinha n’ autorizada = proibida
Inimigo-chave
mildio 48 47 1
oidio 25 23 2
podridio-cinzenta 12 12 0
traca 18 10 8
infestantes 23 18 5
Total 126 110 16
87% 13%
Inimigo ocasional
Batryosphaeria sp 1 1 0
esca 0 0 0
escorinse 11 11 0
eutipiose 0 0 0
dcaros 2 2 0
dcaros eriofideos 1 1 0
dltica 3 3 0
aranhico-vermelho ¢ outros tetraniquideos 3 3 0
caracois e kesmas 2 1 1
charuteiro 0 0 0
cicadelideos 0 0 0
cigarrinha-verde 12 5 7
cochonilhas 2 2 0
cochonilha-algodao 2 2 0
coledpteros curculionideos 1 1 0
erinose 3 3 0
formas hibernantes de insectos e dcaros 1 1 0
gorgulhos 0 0 0
masca-do-Mediterrfineo 2 2 0
néctuas 0 0 0
pirale 3 3 0
Scaphoideus titanus 2 2 0
térmitas 0 0 0
Total 51 43 8
84% 16%
Total 177 153 24
86% 14 %

Nos 5 inimigos-chave, a disponibilidade de s.a. varia de 48 homologadas para o mildio
a 12 para podridao cinzenta, com 25 no oidio, 23 nas infestantes e 18 na traca e, em pro-
tecgdo integrada da vinha, sdo autorizadas 87% e proibidas 13%. Em 16 inimigos oca-

sionais 84% sdo autorizadas e 16% proibidas em proteccdo integrada; as s.a. homolo-
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gadas variam entre 12 (cigarrinha-verde), 11(escoriose) e 1 (acaros eriofideos, Botryos-
phaeria sp., curculionideos e formas hibernantes de insectos e acaros).

No total dos 21 inimigos da vinha, em 2012, em protec¢ao integrada, estdo autorizadas
86% e proibidas 14% das s.a.(Quadro 3), valores mais favoraveis do que os de 2005,
relativos a 25 inimigos, com 26% proibidas e 74% autorizadas (5).

3 -0 APOIO TECNICO DAS ORGANIZACOES DE AGRICULTORES A PRA-
TICA DA PROTECCAO INTEGRADA DA VINHA PELOS VITICULTORES
Através de inquérito a 37 organizagdes de agricultores, com dados de protecgdo integrada
da vinha de 2004, divulgados, em 2005, nos Quadros 12 e 16 de (4), procurou-se escla-
recer, relativamente a 2012, o n° de técnicos e de viticultores e a area (ha) de vinha em
proteccdo integrada. Esta actividade foi interrompida em 5 entidades (AARA, APAMIM,
As. Agr. Ribatejo, As. Agr. Ribeira Teja e Vale do Céa e UNIROCHA) (Quadro 5). Das
restantes 32 entidades, em 2004, 13 deram apoio técnico s6 na cultura da vinha e 19,
além da vinha, em 1 a 7 culturas (Quadros 4 e 5).

No conjunto destas 32 organizagdes de agricultores, o apoio técnico em proteccao inte-
grada da vinha ocorreu, em 2012, por 121 técnicos em 36 986 ha, de 3834 agricultores.
As redugdes relativas a 2004, isto € em 8 anos, foram de 77% no n° de agricultores e
de 55% no dos técnicos (4).

Quadro 4 - Apoio técnico, em protec¢do integrada da vinha, em 2012, em 21 427 ha a 1371 viticultores por 39 técnicos
de 13 organizagoes de agricultores, com actividade exclusiva na vinha, em 2004 (4)

Organizagdo de Agricultores Viticultor (nf) Técnico (n®) Area {ha)
2004 2012 2004 2012 2012
ADIVAT 40 40 2 1 400
ADVID 168 129 7 6 5371
AGRESTA 104 11 2 1 45
AGROTEJO 32 2 1 1 80
APIBAIRRADA 50 25 2 1 460
APUVE 36 35 2 1 500
ATEVA 1166 850 23 12 9800
AVA ALENQUER 184 16 5 1 379
AVIPE 120 150 5 ) 2761
CAVES FELGUEIRAS 57 20 3 2 130
CAVES SANTA MARTA 486 17 5 2 138
CENTRO GESTAO E.A. REGIAO DOURO SUL 218 63 5 4 906
VITI CARTAXO 127 13 4 2 457
TOTAL 2788 1371 66 39 21427
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Quadro 5 - Apoio técnico, em protec¢io integrada da vinha, em 2012, em 15 559 ha, a 2463 agricultores por 82 técnicos
de 19 organizacdes de agricultores com actividade, além da vinha, noutras 1 a 7 culturas, em 2004 (4)

Organizagdo de Agricultores Agricultor (n?) Técnico fn} Area (ha)  Culturane)
2004 2012 2004 2012 2012 2004
AANT 835 234 12 7 1647 5
AAPIM 589 300 13 7 2800 4
AARA 98 o 3 [} ] 3
AATM 3100 800 25 18 4250 6
AATY 180 16 5 2 247 3
AAVY 41 33 1 1 120 2
AFBT 225 27 4 2 122 2
AFUVOPA 550 118 7 3 621 3
AlAP 3800 222 50 10 2202 5
APAMIM 147 ) 4 0 L] 2
APAS 470 58 12 7 950 4
APIDAO 218 60 5 2 448 2
APIZEZERE 294 51 10 4 280 4
APPITAD 1570 61 a 4 235 3
AS.AGR.RIBATEIO 79 ) 4 0 ] 5
AS.AGR. RIBEIRA TEJA E VALE DO COA 318 0 5 0 0 4
AS.AGR. VALE DA VILARICA 175 20 3 2 50 2
AVAPI 600 13 14 4 67 k]
AVITILMA 166 97 5 3 648 2
AVITRA 15 1 1 1 50 3
CENTRO GESTAO E.A. OBIDOS 25 2 2 1 81 3
CENTRO GESTAO E.A. VALE DA PORCA 202 150 3 2 655 2
RESDOURO 105 200 2 2 86 2
UNIROCHA 79 0 5 1] 1] 4
TOTAL 13881 2463 204 82 15559 83

Em 2004 havia 43 cooperativas, com 96 técnicos que asseguravam apoio, em proteccao
integrada, a 3432 agricultores em 1 a 4 culturas. O apoio a vinha ocorreu em 26 coope-
rativas, com 18 s6 a vinha. A protec¢do integrada da vinha abrangeu 2517 agricultores
com o apoio de 61 técnicos (4).

Segundo a CONFAGRI, em 2012, s6 7 cooperativas transmitiram dados, com 5 sem
actividade de proteccdo integrada da vinha, portanto, s6 limitada a 2 (Adega Favaios e
COOPQUER), com 7 técnicos, 1335 ha de vinha e 365 agricultores. Que diferenca para
2004, confirmada pela percepgdo transmitida de “ que hoje, serio muito poucas as
Adegas que apoiam os viticultores nas areas da protec¢ao integrada e da produgao inte-
grada”!

A area de proteccgao integrada da vinha referida, para 2012, nos Quadros 4 e 5 e para
cooperativas, ¢ de 38 341 ha, correspondente a 10,6 % da area oficial = 362 100 ha. E

surpreendente perante os dados de 2003: protecgdo integrada - 56%, PRODI —70% (4)

4 — OS ORGANISMOS DE CONTROLO E CERTIFICACAO

O Ministério da Agricultura, Mar, Ambiente ¢ Ordenamento do Territorio divulgou, em
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Dezembro de 2012, a lista dos 8 Organismos de Controlo e Certificacdo. S6 5 tiveram
intervengdo em proteccdo integrada da vinha em 2012. A actividade de 42 técnicos
abrangeu 41 387 ha de vinha de 4024 agricultores (Quadro 6). Esta 4rea com certificacao

corresponde a 11.4 % da referida area oficial de 361 100 ha. A média de 11.4 ¢ 10.6 ¢

Quadro 6 - A actividade, em 2012, de 8 organismos de controlo e certificagdo em protecgio integrada da
vinha

Organismo de Controlo e Certificagdo  Técnico (n?) Agricultor (n?) Area (ha

AGRICERT 3 17 250
APCER 0 0 0
CERTIS 8 1220 10 665
CODIMACO 8 469 5490
NATURALFA 0 0 )
SATIVA 20 1424 18710
SGS Portugal 0 a 0
TRADICAO E QUALIDADE 3 894 6272
TOTAL 42 4024 41387

de 11%, muito inferior a 56% de PI ¢ 70% de PRODI na vinha, em 2003. Que declinio!

5- CONCLUSOES

e O aumento do consumo de pesticidas, em Portugal, na década de 90, foi o0 mais ele-
vado (126%) na UE e, desde 1999 até 2011, variou de 14 000 t a 17 500 t (Figuras 1
e?2).

e O consumo de pesticidas na vinha, em volume, ¢ superior a 50% do total das culturas
e atingiu 77.4%, em média, entre 1992 e 2003 (Figura 3).

e O n°de s.a. (fungicidas, herbicidas e insecticidas) aumentou sempre, desde 1970 (139)
até 2002 (292) e, depois, com redugdo até 261 em 2005 e aumento até 2011 (279)
(Quadro 1, Figuras 4 ¢ 5).

e No combate a 5 inimigos-chave e 16 inimigos ocasionais da vinha predominou o uso
de fungicidas, em especial no combate ao mildio e ao oidio (Figura 6), com o maior
n® de s.a., respectivamente, 48 e 25 homologadas, em 2012 (Quadro 3).

e Entre 1997 ¢ 2012, o_aumento do n° de s.a. homologadas em vinha, foi de 3%, a par
de 32% nas autorizadas em proteccdo integrada; e nas proibidas em protecgdo inte-

grada ocorreu a reducdo de 63% (Quadro 2, Figura 7).
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e Em 2012, 121 técnicos de 32 organizagdes de agricultores deram apoio a 2984 agri-
cultores em 36 986 ha de vinha, em protec¢ao integrada, com predominio de PRODI;
relativamente a 2004, a reduciio foi de 77% no n° de agricultores e de 55% no de
técnicos, evidenciando o grave declinio da protecciio integrada (Quadros 4 ¢ 5).

e Em 2012, 5 organismos de controlo e certificagdo, com 42 técnicos, asseguraram a
certificacdo em proteccdo integrada de 41 387 ha de vinha a 4024 agricultores
(Quadro 6).

e Os valores da area de proteccdo integrada da vinha relativos ao apoio técnico de orga-
nizagdes de agricultores ou a intervengdo dos organismos de certificagdo correspon-
dem a cerca de 11% (10,6 -11,4) da area oficial de protecgdo integrada em 2012, o
que surpreende pela posicdo cimeira da vinha em 2003 (56% de PI, 70% de PRODI).

Outra esclarecedora evidéncia do profundo declinio da proteccéo integrada.
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A SELECCAO DOS PESTICIDAS E OUTRAS MEDIDAS
SAO FUNDAMENTAIS EM PROTECCAO INTEGRADA
DA VINHA

Pedro AMARO!

RESUMO

A prética adequada dos Principios gerais da protec¢do integrada, definidos na Directiva do uso sus-
tentavel dos pesticidas, poderia proporcionar a tdo importante e indispensavel melhoria da quali-
dade da protecc¢io integrada da vinha, em Portugal, o que deveria ser desejavel pelas organiza-
¢oes de agricultores, entidades oficiais e industria dos pesticidas e se respeitadas as orientacdes
da Directiva, em especial em sua_rigorosa transposicio. E fundamental fomentar condicdes des-
favoraveis aos inimigos das culturas, reduzir o uso de pesticidas, proceder a tratamentos s6 quando
indispensavel e os técnicos, os agricultores e os aplicadores conhecerem as caracteristicas toxico-
logicas e ecotoxicoldgicas e as medidas de seguranca dos pesticidas autorizados, para acautelar os
riscos e viabilizar a selecciio dos pesticidas menos toxicos para a saide humana e animal e para
o ambiente (em especial, os organismos ndo visados, como auxiliares, abelhas, organismos aqua-
ticos, aves e organismos do solo), além de evitar ou reduzir o risco de resisténcia aos pesticidas

dos inimigos das culturas, politica ignorada. a nivel oficial em Portugal, desde 2005.

Palavras-chave: AFN, BPF, Directiva, eliminagdo, omissdo, PL82/XII, transposigao

1- OS 8 PRINCIPIOS GERAIS DE PROTECCAO INTEGRADA

Como ¢ do conhecimento geral, o conceito de proteccio integrada surgiu, ha 54 anos,
em 1959, na California, por iniciativa de investigadores muito preocupados com questdes
ecologicas e econdmicas, ampliadas a preocupagdes toxicologicas, em 1977, na Decla-
ra¢io de Ovronnaz, da OILB/SROP. Nas 3 edigdes das Regras de producio integrada
da OILB/SROP, de 1992, 1999 e 2004, as preocupagdes foram ampliadas a socioldgicas,

a infraestruturas ecoldgicas, a énfase na restricio no uso dos pesticidas ¢ a questoes

de auto-avali¢do, inspecgdo, certificacdo, qualidade, seguranga alimentar e rastreabili-

! Instituto Superior de Agronomia (UTL), Tapada da Ajuda, Lisboa. pedroamaro@netcabo.pt
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dade (6 p. 27) . Na Directiva do uso sustentdvel dos pesticidas, no seu Objecto (art.
1°), promove-se o recurso a protec¢io integrada, definida no art. 3°.6, referindo-se,

no art. 14°, as Medidas para assegurar a sua pratica ¢ no Anexo 3 os Principios

Gerais da protecc¢io integrada.

Os 8 Principios Gerais da pratica da proteccao integrada, abrangem:

* 1° - Proceder a 6 tipos de Medidas indirectas para prevencdo ou combate de orga-
nismos nocivos, nomeadamente, por:
- rotagdo de culturas;
- técnicas culturais, como a sementeira directa, o enrelvamento ou a poda;
- cultivares resistentes/tolerantes;
- praticas equilibradas de fertilizagdo, de calagem e de irrigacdo/drenagem;
- medidas de higiene, como limpeza do equipamento e de maquinas;
- e protecgdo de organismos uteis importantes, através de infraestruturas eco-
logicas.
* 2° - Recurso a métodos e instrumentos que viabilizem a estimativa do risco, como

observagdes no terreno, sistemas de alerta, de aviso e de diagnostico precoce, apoiados

por informagdes de conselheiros qualificados profissionalmente.

* 3°-Decisao de tratamento basecada em niveis econémicos de ataque, ou modelos.

* 4° - Preferéncia, se possivel, as lutas bioldgica, biotécnica e fisica perante a luta qui-
mica.

* 5° - Preferéncia, quando possivel, por pesticidas selectivos e com o minimo de efeitos
secundarios relativamente a saude humana e animal e ao ambiente (em especial, os
organismos ndo visados como auxiliares, abelhas, organismos aquaticos, aves e orga-
nismos do solo).

* 6° - Reducao ao minimo indispensavel de pesticidas, quanto a doses, frequéncia de
tratamentos e a opg¢ao por tratamentos parciais, assegurando o nivel de prejuizos acei-
tavel e o ndo aumento do risco de resisténcia dos organismos nocivos.

* 7° - Adopcio de estratégias de anti-resisténcia para manter a eficacia dos pesticidas,

recorrendo, nomeadamente, a pesticidas com diferentes modos de acgdo.

376



Livro Actas

* 8° - Verificaciio e registo do éxito das medidas fitossanitarias adoptadas.

Estes 8 Principios Gerais asseguram 4 Caracteristicas especificas da proteccio inte-
grada:
I — Estimular o desenvolvimento de condi¢des desfavoraveis aos inimigos das
culturas, através de Medidas Indirectas.
II — Bases de decisdo de intervengdo com pesticidas (ex: estimativa do risco

por observagao da cultura, sistema de Avisos e diagnostico precoce; niveis

econdmicos de atague e modelos).
III — Intervencdes:

* Doses e frequéncia de tratamento minimas;
e Seleccio:

(1) — preferéncia por lutas bioldgica, biotécnica, fisica e outras em relacdo a
luta quimica;

(2) — preferéncia por pesticidas selectivos e com os mais reduzidos efeitos
secundarios para a saiide humana e animal e 0 ambiente (em especial,
0s organismos nao visados);

(3) — de pesticidas, segundo estratégias anti-resisténcia dos inimigos das cul-
turas.

IV — Verificacdo do éxito da proteccdo integrada da cultura.

2- A BOA PRATICA FITOSSANITARIA E MUITO DIFERENTE DA PROTEC-
CAO INTEGRADA
A boa pratica fitossanitiria (BPF) teve origem, em 1987, no Grupo de Trabalho de

Pesticidas da OEPP, mas s6 em 1994 surgiu a norma da boa pratica fitossanitaria e 24

normas até 2003, ano da revisdo do conceito inicial (3 p. 325,332). A actual definicao,

adoptada no Regulamento 1107/2009, da colocagdo dos produtos fitofarmacéuticos no

mercado, refere que os pesticidas “sdo selecionados, doseados e distribuidos no tempo

para assegurar uma eficdcia aceitavel com a quantidade minima necessaria, tendo devi-

damente em conta as condic¢des locais ¢ as possibilidades de luta bioldgica”. De facto,
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a BPF tem s6 2 objectivos: ser eficaz (matar o inimigo da cultura) e evitar a resisténcia
dos inimigos das culturas ao pesticida (3 p.325-328), tdo do agrado da Industria dos pes-
ticidas (6 p. 122).

Em Novembro de 2011, Miriam Cavaco, da Autoridade Fitossanitaria Nacional
(AFN), descobriu e divulgou que a BPF ignora 6 das 7 exigéncias da proteccio inte-
grada (17), e que se limita a “observacao do nivel de infestagdo dos inimigos das cul-

turas”. Ja ha 15 anos, Pedro Amaro, no 4° Encontro Nacional de Protecgdo Integrada,

nos Agores, esclareceu que a BPF ndo parece ser aceitdvel em agricultura sustentavel

(1, 3 p.325,332). As profundas diferencas entre os 2 conceitos, sdo esclarecidas em 16
textos divulgados entre 1997 e 2003 (3 p.332-333) e em 2007 (6 p. 41-44) (13 p.3).

3—A PROTECCAO INTEGRADA DA VINHA, COM QUALIDADE, EM POR-
TUGAL, TEM SIDO IMPEDIDA A NiVEL OFICIAL

3.1 - A evolugdo da protec¢io integrada em Portugal (8)

O ensino da protec¢io integrada teve inicio no ISA, na disciplina de Fitofarmacologia,

em 1977.

O desenvolvimento da pratica da protecc¢io integrada ocorreu, em Portugal, nos tlti-

mos 30 anos, estimulado por numerosas iniciativas de que se destacam:

¢ 0 Curso FAO/DGPPA de Protec¢iao Integrada, de 1980-81;

* 0 Mestrado de Protec¢do Integrada, de 1989 a 2000, com 96 alunos e 65 disserta-

¢oes;

* as varias Disciplinas de Protec¢io Integrada, em cursos de Universidades e Escolas
Superiores Agrarias, de 1986 (ISA) a 2013;

* os 8 livros sobre Protec¢io Integrada, de 1982 a 2008;

* 0s 9 Encontros Nacionais de Proteccio Integrada, entre 1991 e 2011;

* as Regras oficiais de Protec¢do Integrada e Producéo Integrada, de 1997 a 2011;

* a Assembleia Geral da OILB/SROP em 1993 e o Simpésio Internacional de Pro-
teccdo Integrada da Vinha em 1988, iniciativa da OILB/SROP, CNPPA e CEE (8).

A prioridade a protec¢do integrada, pelas Medidas Agro-Ambientais, entre 1994 e

2005, permitiu a actividade de 443 técnicos ¢ 112 organizagdes de agricultores no
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apoio a 22 000 agricultores, em 220 000 ha de varias culturas, através de 250 milhdes
de € (8).

O optimismo que prevalecia, em 2006, quanto & continuidade do financiamento da pro-
dug@o integrada, no periodo 2007-2013, com a melhoria da sua “qualidade para garantir
a sustentabilidade” (4), ndo foi confirmado. Infelizmente, nos ultimos 6 anes, agravou-
se o bloqueio da protecciio integrada, nomeadamente, sem informacao oficial sobre a
evolugao, desde 2007, da pratica da protecciio integrada (8), s6 esclarecida expres-
samente pela Ministra da Agricultura, em 2012: 362 100 ha, mas sem informagao oficial
relativa a técnicos, agricultores, organiza¢des de agricultores e areas de vinha e de outras

culturas (18).

3.2 — As “resisténcias” a protecciio integrada com reflexos na defesa da satde e do
ambiente

Perante as perspectivas da Directiva do uso sustentavel dos pesticidas, ja analisadas ha

5 anos, em Maio de 2007, no 7° Simposio de Vitivinicultura do Alentejo, numa comu-

nicacdo (5), em que se evidenciaram as favoraveis possibilidades de desenvolvimento

da protec¢do integrada com qualidade, muito se agravaram as conhecidas “resisténcias”

a protecciio integrada, em Portugal.

Em Dezembro de 2007, foi publicado o livro (6 p.37-45), onde as “resisténcias” sdo
analisadas em 8 pagina, sobre temas, como: erros da legislacdo; ndo inclusdo da protec-

¢do integrada nos rotulos; deficiente defesa dos auxiliares; escasso apoio dos Servicos

de Avisos, obsessao pela BPFE e atraso na revisdo das regras da protecgdo integrada.

Na sequéncia do Decreto-Lei 173/2005 do uso e outras questdes dos produtos fitofar-
maceéuticos, publicado em 21/10/0S (apds 40 anos de tentativas frustradas (2)), mas que
ignora a proteccéo integrada, privilegiando exclusivamente a BPF, o CUMULO da
“resisténcia” vai surgir, em 5/7/12, na transposicio da Directiva do uso sustentavel

dos pesticidas, pela Proposta de Lei 82/XII.
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3.3 - O Plano da Autoridade Fitossanitaria Nacional (AFN) de destruiciao da pro-
teccdo integrada

A analise, ao longo de 6 meses, da Proposta de Lei 82/XII que procede a transposicio

da Directiva do uso sustentavel dos pesticidas, em debate na Assembleia da Republica,

desde 5/7/12, proporcionou, progressivamente, em 12 documentos (8 (9-16) referidos

nesta comunicacao), a evidéncia de 5 Fases do PLANO da AFN de destruicio da pro-

teccdo integrada (Figura 1):

I — desde 1999, com a Mentira da BPF=Melhores praticas de protec¢do das plantas;

II - de 2002 a 2011, com a FORMACAO quasi so limitada a BPF;

III - desde 2005 até 1/1/14 (art. 16°.1a e 16°.1d da Proposta de Lei 82/XII), com a

TOMADA DE DECISAO ¢ a APLICACAO de produtos fitofarmacéuticos limitadas

a BPF;

IV - desde 2007 até 23/11/12, a “esconder” a AREA de proteccio integrada;

V-em 5 de Julho de 2012, a Proposta de Lei 82/XII elimina praticamente a protec¢do

integrada, na transposiciao da Directiva do uso sustentavel dos pesticidas.
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Figura 1 — O Plano da AFN de destruigio da proteccio integrada (12,13,14)
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4-A PROTECCAO INTEGRADA FOI QUASI ELIMINADA NA INICIAL
TRANSPOSICAO DA DIRECTIVA DO USO SUSTENTAVEL DOS PESTI-
CIDAS

A Proposta de Lei 82/XII elaborada pela AFN, com o consenso de 29 entidades, que

procede a transposi¢iao da Directiva do uso sustentavel dos pesticidas, foi enviada pelo

Governo a Assembleia da Republica, em 5/7/12, e aprovada, na generalidade, em

13/7/12. Apos debate na especialidade, foi aprovada, em votagado final global do texto
final, na Comissao de Agricultura e Mar, em 15/2/13, ocorrendo, em 8/3/13, a publicacao
do Decreto 126/XI1l, enviado para promulgacdo em 14/3/13.

A Directiva do uso sustentivel dos pesticidas tem o Objectivo de fomentar a Protec-
céo integrada, concretizado: no Objecto (art. 1°); nas Definicdes (art. 3°.6); nos Planos
de ac¢do nacionais (PAN) (art 4°.1); nos Indicadores de risco (art. 16°.2¢); no Intercam-
bio de informacdes (art. 18°); e nos 5 temas do art. 14° - Protecc¢io integrada (da maior

importancia, por serem as Medidas que asseguram a pratica da proteccao integrada):

(1) Condig¢des necessarias (como Informagdes e Instrumentos de monitori-

zagdo dos inimigos das culturas e para a tomada de decisdes e Servigos de
aconselhamento);

(2) Baixa utilizaciio de pesticidas;

(3) Incentivos;

(4) Alteragdes ao Anexo Il — Principios gerais da protec¢ao integrada;

(5,6) e 2 importantes METAS:

- até 30/6/13 — o envio, 2 COMISSAO, do RELATORIO sobre se estdo reunidas as
condicdes necessarias para a aplicacdo da protec¢io integrada;
- até 1/1/14 — certificar que os principios gerais da protec¢io integrada sdo apli-

cados por todos os utilizadores profissionais (9, 10, 12, 15).

A Proposta de Lei 82/XI1 ignora a maioria das 11 referéncias da proteccdo integrada,
no Objecto e nos artigos 3°, 14°, 16° ¢ 18° da Directiva, ¢ s6 a cita no Anexo Il e em 2

artigos (3% de 70 artigos):

e art. 51°.1, sem rigor, eliminando “a introdugdo” nos PAN (art. 4°.1a da Directiva);
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e art.16°.1d, deturpado, ao eliminar a certificaciio ¢ a obrigatoriedade a todos os uti-
lizadores profissionais (art. 14°.4 da Directiva).

A PL82/XII tem, ainda, outras 17 omissdes de textos relativos a 4 temas gerais (7 nos

Planos de Accdo Nacionais, 3 na redugiio do impacto da perigosidade dos pesticidas, 4

na reducdo do uso ou dos riscos da toxidade dos pesticidas em zonas especificas e 3 de

informacdo e sensibiliza¢do), além de 9 omissdes nas Defini¢des (9, 10, 12, 15).

As 48 Omissées, em artigos e no Predmbulo da Directiva, abrangem cerca de 35% do

texto da Directiva (9).

A BPF nunca ¢ referida na Directiva, certamente pela incapacidade de assegurar a indis-

pensavel reducio dos riscos dos pesticidas, mas ¢ incluida na transposi¢ao da Direc-

tiva, em 4 referéncias, 2 em_exclusividade e na Definigdo (art. 3°.g) (9, 10, 13, 14).

Apds 6 meses de debate da PL82/XII, foram recuperados, pelos deputados, alguns arti-

gos da Directiva, da maior importincia, como o objecto (art 1°), a defini¢iio (art.3°.6)
¢ 4 temas (1.2.4.5) do eliminado art. 14°.

Sem aparentes razdes ideoldgicas, os deputados dos partidos do Governo mantiveram-
se insensiveis a alteragdes relativas:

* a eliminar a mistura “incompativel” da revisdo do Decreto- Lei 173/2005 (com BPF

e sem PI) com a transposi¢do da Directiva (com PI e sem BPF) (11);

* a recuperacdo do “eliminado” art. 14°;

* a persistente obsessdo da BPF, com 4 referéncias e até, no art. 20°.c, em exclusividade,
apesar da BPF ser “proibida” na Directiva, por deficiente defesa dos riscos da toxidade
dos pesticidas, o que ndo impediu de estar sempre presente no PLANO da AFN de
destrui¢iio da protecg¢io integrada (9, 10, 12,13,14);

* ¢ a correcgdo de 16 omissdes, que persistem, relativas: 3 (art.14°.3, 14°.4b, 15°2c) a
proteccdo integrada; 5 (art.4°:1a,1b,1c,1d,1e) aos PAN; 5 a defesa dos riscos da toxi-
dade dos pesticidas (art. 2°.3, 7°.1, 7°.2), informag@o ao publico (art. 15°.3) e zonas
especificas (art. 12°); e 3 a eliminadas definigdes (indicador de risco, pesticida e bio-
cida) (10, 14,16).
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5- CONCLUSOES

e A politica da UE de desenvolvimento da proteccdo integrada, pela Directiva do uso
sustentavel dos pesticidas, de 21/10/09, ¢ ignorada pela Autoridade Fitossanitaria
Nacional (AFN), na Proposta de Lei 82/XII de transposicao da Directiva, atingindo o
CUMULO do seu Plano de destruiciio da proteccio integrada, iniciado em 1999
(ver3.2 e 3.3).

e A Boa Pratica Fitossanitaria (BPF), que ignora 6 das 7 exigéncias da protecgao inte-

grada, em defesa da saude humana e animal e do ambiente, foi privilegiada, pela AFN,
em detrimento da protecgdo integrada, desde 1999, impedindo melhorar a qualidade
da pratica da protec¢do integrada, nomeadamente a adequada selec¢@o dos pesticidas
e reduzindo a qualidade da formacéo dos agricultores (ver 2 ¢ 3.3).

e A Proposta de Lei 82/XII, na transposicdo da Directiva do uso sustentivel dos
pesticidas, elimina a proteccéo integrada no Objecto, nas Defini¢des e todo o art. 14°

das Medidas para assegurar a sua pratica, referindo so: o art. 4°.1, sem rigor; o art.
14°.4 deturpado: ¢ o Anexo III. O debate na AR proporcionou a recuperagdo de arti-

gos da Directiva, da maior importancia, como o Objecto (art 1°), a Definicao (art.3°.6)
¢ 4 questdes do eliminado art. 14°, mas persistiram graves omissdes de orientagdes
sobre a protecg¢ao integrada, os PAN, a redugdo dos riscos da toxidade dos pesticidas

para a saude humana e animal e para o ambiente ¢ mantendo referéncias a BPF, ina-

ceitaveis na Directiva (ver 4)._
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RESPONSE TO TYPE OF DRIP IRRIGATION, OVER-
GROUND AND UNDERGROUND, OF FOUR RED
GRAPE VARIETIES (Vitis vinifera L) TRADITIONALLY
GROWN IN CASTILLAY LEON

E. BARAJAS!; R. YUSTE; A. VICENTE; J. YUSTE

ABSTRACT

This work aims to study the productive and qualitative effects arising from the application of two
types of drip irrigation: overground and underground. A trial has been conducted in Valladolid,
with vines trained in a vertical trellis system and planted with 2.7 x 1.4 m distances, including four
red grape varieties: Garnacha Tinta, Juan Garcia, Prieto Picudo and Mencia, during the period 2009-
2012.

The results indicate that grape production has barely shown differences neither a clear trend between
irrigation treatments, although in cases of some differences, these were due primarily to the number
of berries per cluster rather than to the berry weight variation. Vegetative growth has been slightly
favored by the underground irrigation, except for cv. Mencia, so that the increase of pruning wood
was mainly due to the greater shoot weight. The type of irrigation did not affect the sugar accumu-
lation in generally. The acidity neither presented notable differences between treatments, but there
was a trend of underground irrigation to show more frequently an acidity level somewhat higher
than the overground irrigation. These results should be considered in an overall assessment of each
type of irrigation including operational, economic and environmental aspects.

Keys words: acidity, cluster, pruning wood, quality, yield.

1. INTRODUCTION

The irrigation system most widely used in the vineyards of the Iberian Peninsula is the
surface drip irrigation. This is mainly due to its ease of installation and maintenance
simplicity. However, this type of aerial irrigation presents some disadvantages, such as

direct evaporation, development of a volume of soil exploited too shallow or difficulty

' Unidad de Cultivos Lefiosos y Horticolas. Instituto Tecnologico Agrario de Castilla y Leon
(ITACyL)
Ctra. Burgos-Portugal km. 119, 47071 Valladolid. Espafia. E-mail: bartolen@itacyl.es
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to carry out plowing between rows. The underground located drip irrigation can be re-
garded as an alternative to aerial, in order to remedy or alleviate some of the drawbacks
cited.

The underground irrigation development came into use at about the decade of the sixties
of the last century in the U.S., but until the early eighties there was no increased interest
in this technique (Camp 1998). Since then, it has been used both in annual crops, mainly
vegetables, as permanent.

The underground irrigation, compared to other types of irrigation, often presented in
most crops several advantages, including the ability to achieve higher performance and
lower water consumption (Camp 1998, Ayars et al. 1999, in Romero et al. 2006). From
the following references, all included in the work of Romero et al. (20006), it appears
that several inherent operational characteristics of such irrigation contribute to increase
efficiency in the use of water, due to greater control of unwanted vegetation (Grattan et
al. 1988), reduction of soil evaporation (Hoffman and Martin 1993), greater root density
(Phene et al. 1991), high activity and root absorption (Martinez-Hernandez et al. 1991),
negligible deep percolation of water and soluble salts below the root zone, negligible
runoff and high uniformity of application (Phene et al. 1993).

According to a review of deficit irrigation in fruit trees and vines, made by Ruiz-Sanchez
et al. (2010), the underground irrigation produced greater horizontal distribution of fine
roots and stimulated root growth deeper in the soil profile. Probably, this was the main
reason for the increased efficiency in water use achieved. However, one of the most com-
monly cited disadvantages for use underground irrigation systems is the difficulty to mon-
itor irrigation development and control uniformity of water application (Camp 1998).
Ayars et al. (1999) observed that the use of underground irrigation, in different rotation
extensive horticultural crops, produced a significant increase in performance and effi-
ciency in water use. After 10 years of cultivation, the irrigation system was in good con-
dition after having applied the recommended maintenance.

Also Bidondo et al. (2010), comparing the underground with overground drip irrigation
on tomato surface, observed a trend of underground irrigation to present higher values
in all variables considered, although differences was not statistically significant, with

increased use of water from the first system over the second.
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A comparison of surface irrigation and subsurface irrigation in almond, showed higher
water levels in the soil for underground system according to Romero ef al. (2004, in
Holzapfel et al. 2009). However, a job with Vitis vinifera cv. Shiraz showed no signifi-
cant difference between surface and underground irrigation in terms of efficiency in
water use (Edraki and Krstic 2005).

Given the variability of existing soil and climatic conditions and the shortage of jobs
targeted specifically to study this subject in grapevines, this study aims to determine the
productive and qualitative effects arising from the application of two types of localized
drip irrigation, surface and underground, on four Vitis vinifera varieties: Garnacha Tinta,

Juan Garcia, Prieto Picudo and Mencia.

2. MATERIAL AND METHODS

The experimental trial has been carried out during the period 2009-2012 in a vineyard
with four red varieties: Garnacha Tinta, Juan Garcia, Mencia and Prieto Picudo. The
vineyard is located in Zamadueiias ranch, located in Valladolid. Planting was done in
2003 with vines grafted on Richter 110. The plantation was established with a row spac-
ing of 2.7 m and a distance of 1.4 m between rows (2645 plants/ha). Training system
was trellised, arranged with North-South orientation, with Royat bilateral cordon struc-
ture, with 4 spurs of 2 buds on each of both arms, accounting for 16 buds per vine.
The test consists of applying two drip irrigation treatments: overground and under-
ground, in each of the four varieties. The trial design consisted of randomized blocks
with six replicates per treatment, with five control plants per plot in the case of Garnacha,
Juan Garcia and Mencia, and with four replicates per treatment, with 15 control plants
per plot in the case of Prieto Picudo. In both treatments, the dose was applied by water
compensating drippers integrated inside the pipe, with flow rate of 2.3 L.h"!, with pipes
distances of 2.7 m and drippers distances of 0.5 m in the row.

The aerial drip pipe for irrigation was traditionally installed, holding it in a wire along
the line, below the vine arms, at a height of approximately 30 cm over the ground. The
underground pipe was installed in every between row space, 50 cm deep and 50 cm to
the west of each line.

Annual rainfall collected in the study period was 347 mm, 332 mm, 353 mm and 326
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mm in 2009, 2010, 2011 and 2012 respectively, with rainfall between April 1 and Sep-
tember 30 being 106 mm, 76 mm, 140 mm and 135 mm, respectively.

Water applications were made weekly from the vegetative growth main stopping, in
mid-July, to the vintage, using a single dose corresponding to 20% of ETo in 2009, 2010
and 2011, and 25% of ETo in 2012. Total amount of irrigation water applied was 100
mm in 2009, 54 mm in 2010, 83 mm in 2011 and 115 mm in 2012.

The experimental determinations were number of bunches per vine, grape yield, bunch
weight and berry weight, as production parameters. As vegetative growth parameters,
number of shoots per plant, weight of pruning wood and shoot weight were determined.
Finally, as parameters of grape quality, soluble solids concentration, pH and total acidity

have been determined for each experimental treatment.

3. RESULTS

3.1. Vegetative development

A. Garnacha. Neither the total number of shoots or the shoot weight nor the weight of
wood pruning showed statistically significant differences, however, there is a tendency
for the underground irrigation to produce a pruning wood weight slightly greater than
the overground irrigation, according to the greater shoot weight, despite of showing a

slightly lower number of shoots.

Table 1. Average data of 2009, 2010, 2011 and 2012, for Garnacha Tinta, of number of clusters
per vine (Clusters), grape production in Kg per vine (Prod.), cluster weight in g (C1. W.), berry
weight in g (Ber. W.), number of shoots per vine (Shoots), pruning wood weight in Kg per vine
(Pr. W.), shoot weight in g (Sh. W.), total soluble solids in °Brix (TSS), pH and total acidity in
g.L! of tartaric acid (T.A.), for Underground (Und.) and Overground (Ov.) irrigation treatments.

Level of statistical significance (Sig.): ns, not significant; *, p <0.05; ** p <0.01.

Garnacha Clusters  Prod. CL.W. Ber.W. Shoots Pr.W. Sh.W. TSS pH TA.

Und. 176 279 126.7 1.62 149 0.79 532 230 336 566
2009  Ov. 230 355 1614 1.48 15.7 0.76 483 2235 336 5.8
Sig. o * * ns ns ns ns ns  ns b
Und. 211 279 1268 149 159 081 517 2270 331 666
2010  Ov. 213 363 164.9 1.54 164 077 475 2365 339 576
Sig. ns o il ns ns ns ns. ns  ns 0
Und. 185 233 105.7 1.79 17.7 0.73 420 2357 342 597
2011 Ov. 114 142 64.8 1.72 19.7 0.68 349 2333 341 609
Sig. o ns ns ns ns ns ns ns ns _ ns
Und. 288 438 199.1 125 163 0.64 304 2273 335 421
2012 Ov. 303 422 1919 1.20 16.7 061 363 2283 341 411
Sig. ns ns ns ns ns ns ns ns  ns ns
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B. Juan Garcia. No statistically significant differences in vegetative growth parameters
were observed, except in 2012 for pruning wood, but it has been observed that the un-
derground irrigation produced more weight of pruning wood that overground irrigation,

due to the higher individual shoot weight.

Table 2. Average data of 2009, 2010, 2011 and 2012, for Juan Garcia, of number of clusters per
vine (Clusters), grape production in Kg per vine (Prod.), cluster weight in g (Cl. W.), berry
weight in g (Ber. W.), number of shoots per vine (Shoots), pruning wood weight in Kg per vine
(Pr. W.), shoot weight in g (Sh. W.), total soluble solids in °Brix (TSS), pH and total acidity in
g.L! of tartaric acid (T.A.), for Underground (Und.) and Overground (Ov.) irrigation treatments.
Level of statistical significance (Sig.): ns, not significant; *, p <0.05; ** p <0.01.

Juan Garcia  Clusters  Prod. CLW. Ber.W. Shoots Pr.W. Sh.W. TSS pH TA.

Und. 133 1.91 1429 227 14.8 0.84 569 2195 361 440
2009 Ov. 127 227 1786 2.20 14.9 078 536 2150 366 526
Sig. ns ns s ns ns ns ns ns  ns ns
Und. 130 1.84 1254 2.50 154 0.85 550 2210 347 631
2010  Ov. 14.1 198 136.1 272 159 084 534 2210 350 6.10
Sig. ns ns ns ns ns ns ns ns ns  ns
Und. 938 1.12 1170 2.66 16.7 0.81 490 2330 385 492
2011 Ov. 96 130 1358 263 169 0.77 468 2330 385 469
Sig. ns ns s ns ns ns ns ns ns 0
Und. 176 320 1793 134 15.6 063 405 205 374 349
2012 Ov. 179 3.04 1650 1.76 15.6 0.58 378 208 383 343
Sig. ns ns s ns ns * ns ns _ ns _ ns

C. Mencia. Only in 2010 statistically significant differences in the parameters of vege-
tative growth were observed, but it has been observed a trend in favor of overground ir-
rigation, which produced more weight of pruning wood than underground irrigation,

due to the greater shoot weight.

Table 3. Average data of 2009, 2010, 2011 and 2012, for Mencia, of number of clusters per vine
(Clusters), grape production in Kg per vine (Prod.), cluster weight in g (C1. W.), berry weight in
g (Ber. W.), number of shoots per vine (Shoots), pruning wood weight in Kg per vine (Pr. W.),
shoot weight in g (Sh. W.), total soluble solids in °Brix (TSS), pH and total acidity in g.L"! of tar-
taric acid (T.A.), for Underground (Und.) and Overground (Ov.) irrigation treatments. Level of
statistical significance (Sig.): ns, not significant; *, p <0.05; ** p <0.01.

Mencia Clusters  Prod. CLW. Ber.W. Shoots Pr.W. Sh.W. TSS pH TA.

Und. 216 3.19 145.1 T.74 16.4 0.68 124 2345 359 404
2009 QOv. 21.1 3.12 1464 1.69 16.3 0.74 459 2370 364 450
Sig. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns.
Und. 174 2.87 165.7 T.71 7.1 0.74 432 23.70 380 430
2010  Oy. 179 3.24 181.6 1.70 17.2 0.85 500 2420 377 465
Sig. ns ns ns ns ns o * ns ns, ns.
Und. 154 207 134.8 T.71 20.6 0.74 370 24.78 3.9 451
2011 Q. 13.5 1.74 123.7 1.85 219 0.81 374 2409 390 4.13
Sig. ns s ns ns ns ns ns ns ns  ns
Und. 259 5.86 227.1 1.72 16.6 0.54 511 2245 420 428
2012 Qy. 26.0 6.07 234.6 1.85 17.3 0.94 539 2236 404 449
Sig. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
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D. Prieto Picudo. No statistically significant differences were observed in vegetative
development parameters, however, it has been observed that underground irrigation pro-
duced more pruning wood than overground irrigation, due to the greater single shoot

weight.

Table 4. Average data of 2009, 2010, 2011 and 2012, for Prieto Picudo, of number of clusters
per vine (Clusters), grape production in Kg per vine (Prod.), cluster weight in g (C1. W.), berry
weight in g (Ber. W.), number of shoots per vine (Shoots), pruning wood weight in Kg per vine
(Pr. W.), shoot weight in g (Sh. W.), total soluble solids in °Brix (TSS), pH and total acidity in
g.L! of tartaric acid (T.A.), for Underground (Und.) and Overground (Ov.) irrigation treatments.
Level of statistical significance (Sig.): ns, not significant; *, p <0.05; ** p <0.01.

Prieto Picudo = Clusters Prod. CLW.  Ber.W. Shoots Pr.W. Sh.W. TSS pH T.A.
Und. 12.7 1.24 95.3 1.06 16.1 .14 711 | 23.68 339  6.80
2009  Ov. 11.0 0.97 86.4 1.08 16.1 1.06 660 | 2390 345 668
Sig. s ns ns ns s s ns s * ns
Und. 13.9 1.98 140.3 1.26 16.7 1.24 741 | 2350 326  8.03
2010  Qv. 14.1 2.00 140.2 127 16.5 .14 69.3 | 2330 328 7.69
Sig. s ns ns ns ns ns ns ns | ns | b
Und. 14.8 1.50 100.2 1.74 19.3 1.17 60.9 | 2507 356 558
2011 Ov. 12.9 1.38 105.0 1.73 19.0 1.09 57.8 | 2524 361 530
Sig. ns ns ns ns ns ns ns ns ns | ns
Und. 16.5 1.93 118.6 0.89 17.1 0.85 495 | 2341 | 3.54 | 515
2012 Ov. 15.1 1.46 96.5 0.84 16.5 0.76 466 | 2347 | 3.54 518
Sig. * ns ns ns s s s ns | ns | o

2]

3.2 Grape production

A. Garnacha. Although some components of grape yield showed statistically significant
differences between treatments some years of study, there has not been observed a clear
trend between types of irrigation, with predominance of overground in 2009 and 2010
and predominance of underground irrigation in 2011. The differences found each year
were primarily due to the cluster weight (with significant differences in 2009 and 2010),
more closely related to the number of berries than to the berry weight (generally higher
in the underground irrigation, but without showing statistically significant differences
in any case), but also due to the number of clusters in 2009 and 2011 (with significant
differences) (table 1).

B. Juan Garcia. None of the components of grape yield showed statistically significant

differences between treatments, so the grape yield neither did, but it was found that the
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yield was higher in the oveground irriagtion in 2009, 2010 and 2011, and in the under-
ground irrigation in 2012, mainly due to higher cluster weight, more closely related to
the number of berries than to the berry weight, but in any case the differences were sta-
tistically significant (table 2).

C. Mencia. No statistically significant differences in grape yield components. None
clear trend between treatments is noticeable, changing from one year to another, such
as the predominance of overground irrigation in 2010 and underground irrigation in
2011, in both cases due to the differences in bunch weight, which have been produced
more due to the number of berries than to the berry weight (table 3).

D. Prieto Picudo. Although barely statistically significant differences between treat-
ments were observed in some case in 2012, it was found that the grape yield was slightly
higher in the underground watering more frequently (2009, 2011 and 2012) than in the
overground irrigation. These observed differences were due largely to the number of
clusters and the number of berries per cluster, which has generated a cluster of more
weight, with very few differences due to the weight of berry, although without significant
differences in these parameters (table 4).

Quality must

A. Garnacha. Sugar accumulation showed no statistically significant differences be-
tween the types of irrigation, neither a clear trend between both two, with higher values
of underground irrigation in 2009 and 2011 and higher values of overground in 2010
and 2012. Neither the total acidity nor the pH showed statistically significant differences
between treatments, although it has been observed more frequently than the underground
irrigation presented a slightly higher level of total acidity (table 1).

B. Juan Garcia. Neither statistically significant differences between treatments were
observed in any of the must parameters, nor a definite trend between irrigation types,
although the total acidity more frequently showed slightly higher level in the under-
ground than in the overground irrigation (table 2).

C. Mencia. The accumulation of sugars showed no statistically significant differences
between the types of irrigation, neither a clear trend between both. The total acidity and
the pH showed no statistically significant differences between treatments, neither a def-

inite trend among both treatments of irrigation (table 3).

391



Livro Actas

D. Prieto Picudo. The accumulation of sugars showed no statistically significant dif-
ferences between the types of irrigation, neither a clear trend between both. Neither the
total acidity showed statistically significant differences between treatments, but the un-
derground irrigation frequently presented values of acidity level slightly higher than the
overground irrigation, as well as some tendency to slightly lower values of pH, resulting

statistically significant difference in 2009 (table 4).

4. CONCLUSIONS

Grape production has shown no significant differences or trend between irrigation treat-
ments applied, although in the case of cv. Juan Garcia it has been observed more fre-
quently than overground irrigation presented slightly higher values, while in Prieto
Picudo was reversed. The productive differences observed were generally due to changes
in the cluster weight, which have been due mainly to differences in the number of berries
more than to the berry weight variation, which has been much more limited.
Vegetative growth has been slightly favored generally by underground irrigation, except
for Mencia. The increase of pruning weight was mainly due to the greater shoot weight
of underground irrigation.

The type of irrigation did not affect the sugar accumulation in must generally, with more
variation between years in Garnacha Tinta than in the other three varieties. The acidity
neither presented notable differences between treatments, but the underground irrigation
showed more frequently a trend to higher acidity than the overground irrigation.

To sum up, the type of irrigation has barely affected grape production, while pruning
wood has been favored by the underground irrigation. The sugar accumulation has not
been substantially modified by the type of irrigation, but the level of acidity has fre-
quently shown to be slightly higher with underground than with overground irrigation.
Therefore, these results should be considered in a global assessment of advantages and
disadvantages of each type of irrigation including operational, economic and environ-

mental aspects.
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EFECTOS DEL USO DE UNA CUBIERTA VEGETAL EN
EL RENDIMIENTO, VIGOR Y CALIDAD DE LA UVA

Pilar RAMIREZ: Jestis LASHERAS; Juan Manuel LEON; Ana Isabel
LUCENA; Jos¢ MORALES
IFAPA Centro de Cabra. Ctra. Cabra-Dofia Mencia, km 2.5, 14940 Cabra
(Coérdoba)

RESUMEN

Durante seis aflos se ha evaluado el efecto de la implantacion de una cubierta vegetal en el rendi-
miento, vigor y calidad de la uva. Las cepas estan podadas en cordéon doble, con sistema de empa-
lizamiento en espaldera y cultivadas en secano. Los tratamientos fueron: cubierta vegetal sembrada
(CV) auna dosis de 15 kg/ha de Lolium rigidum (ballico) y 50 kg/ha de Hordeum vulgare (cebada),
frente a laboreo (L). En el rendimiento solo se encontraron diferencias significativas en uno de los
seis afios de estudio, donde el uso de las cubiertas provoco una reduccion del 34% de la produccion,
asi como una disminucion del tamaio de las bayas. Ese mismo aflo también se produjo una reduc-
cion del vigor. El contenido de sélidos solubles en el momento de la vendimia, fue superior en el
tratamiento de cubierta vegetal solo en el afio 2009, no encontrando diferencias entre tratamientos
en los otros cinco anos. En tres de los cinco afios evaluados, el contenido de antocianos fue superior
en el tratamiento de cubierta vegetal.

Palabras clave: ballico, Cabernet Sauvignon, cebada, laboreo, vifiedo.

INTRODUCCION

El mantenimiento del suelo a través de cubiertas vegetales aporta una serie de ventajas
de tipo agrondémico y viticola, con respecto al laboreo tradicional, que contribuyen al
manejo racional del cultivo. En los vifiedos del entorno mediterraneo, las cubiertas vege-
tales constituyen una herramienta adecuada para contener, a través de la competencia
establecida con el vifiedo por el agua y los nutrientes, tanto la expresion vegetativa del
vifiedo como su potencial productivo. A partir de estas condiciones, resulta factible
alcanzar un equilibrio adecuado entre la componente productiva y vegetativa, lo que a
su vez puede favorecer una mejor exposicion y microclima de racimos, logrando aumen-

tar la calidad de los mostos y vinos producidos (IBANEZ et al., 2011a).
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El uso de cubiertas vegetales en la vifia es una técnica muy empleada desde antiguo en
zonas de pluviometria elevada y especialmente en vifiedos con pendiente (LISA, 1995),
mientras que en zonas de baja pluviometria, es conocido el efecto depresivo sobre la
vegetacion ya que puede ser negativo sobre la produccion (ZARAGOZA y DELGADO,
1996).

El objetivo de este trabajo es estudiar la influencia de una cubierta vegetal en cv. Caber-
net Sauvignon (Vitis vinifera L.) cultivada en clima célido, sobre la produccion, el vigor

y la calidad de la uva.

MATERIAL Y METODOS

El ensayo se ha realizado desde el afio 2007 hasta 2012, en un vifiedo de la finca expe-
rimental del IFAPA Centro de Cabra (Cérdoba). El material vegetal ha sido cv. Cabernet
Sauvignon (Vitis vinifera L.) injertada sobre el portainjerto 161-49C. El marco de plan-
tacion es de 2.5 x 1.2 m, el sistema de poda es cordon doble con 16 yemas por cepa,
conducidas en espaldera y el cultivo es secano.

La zona se caracteriza por una temperatura media anual de 13.6 °C, con una maxima
media del mes mas calido (julio) de 36.7 °C y una minima media del mes més frio (enero)
de 2.3 °C. La precipitacion media anual es de 740 mm, repartidos de otoflo a primavera,
siendo los meses mas secos junio, julio y agosto. Las precipitaciones de los afios 2007,
2008, 2011 y 2012, se sitian por debajo de la media anual con 533, 688,491 y 601 mm,
respectivamente, mientras que 2009 y 2010 fueron mas lluviosos con 857 y 1058 mm,
respectivamente. La distribucion anual de las precipitaciones y de la evapotranspiracion
de referencia se representa en la Figura 1.

El disefio del ensayo ha sido en bloques al azar con tres repeticiones, cada parcela ele-
mental consta de tres filas de cuarenta y siete cepas cada una y dos calles, siendo la fila
intermedia la utilizada para todos los controles. Se han aplicado dos tratamientos,
cubierta vegetal sembrada temporal entre hileras (desde octubre hasta finales de marzo)
y laboreo. Las filas de vifiedo se mantuvieron sin malezas en ambos casos, mediante el
uso de herbicidas.

La siembra en el tratamiento de cubierta vegetal se ha hecho a una dosis de 15 kg/ha de

Lolium rigidum (ballico) y 50 kg/ha de Hordeum vulgare (cebada) y su control se ha
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llevado a cabo mediante desbrozado mecanico, mientras que el tratamiento de laboreo
se ha mantenido anualmente libre de vegetacion espontanea mediante pases de cultiva-
dor.

En vendimia se determind la produccion unitaria (kg/cepa) y el peso de 100 bayas (g).
Se realizaron las siguientes determinaciones fisico-quimicas: sélidos solubles (° Brix),
acidez titulable (g/1), pH y acido malico (g/1) (DOCE, 1990), acido tartarico (REBE-
LEIN, 1973), taninos (g/1) (AWRI, 2007) y antocianos totales y extraibles (mg/1) (RIBE-
REAU-GAYON y STONESTREETS, 1966), aunque estos tres ultimos parametros no
fueron determinados en 2007. Después de la caida de la hoja y coincidiendo con la poda
se caracteriz6 el vigor de las cepas a través del peso de madera de poda (kg/cepa).

A los datos obtenidos se les ha realizado un analisis de la varianza, para una fuente de

variacion (manejo del suelo), mediante el programa Statistix 8.0.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En los dos primeros afios de implantacion de la cubierta vegetal sembrada (2007 y 2008)
se redujo de manera significativa el peso de la madera de poda (p<0.05%), lo que se tra-
duce en un menor vigor de las cepas (Figura 2). Este efecto de competencia durante los
primeros afios de implantacion de la cubierta, y la posterior estabilizacion del vigor de
la planta, concuerda con los resultados obtenidos por AGUIRREZABAL et al. (2011).
La produccion solo resultd afectada en el aflo 2008, en el que la cubierta vegetal provoco
una reduccion del 34% del rendimiento, con diferencias significativas respecto del labo-
reo (Figura 3). En ese afio el peso de las bayas fue significativamente menor en las cepas
cultivadas con cubierta vegetal (Figura 4).

Respecto a los parametros fisico-quimicos del mosto (Tabla 1), el contenido de solidos
solubles tiende a ser superior en el tratamiento de cubierta vegetal, aunque solo se encon-
traron diferencias significativas en 2009. Este comportamiento podria ser debido al défi-
cit hidrico moderado que proporciona la gestion del suelo de un vifiedo mediante cubierta
vegetal, que por lo general, favorece la acumulacion de aztcares en la baya (CHAVES
et al., 2010). En los demas parametros, se han encontrado diferencias significativas en
el pH y en el acido tartarico en el aflo 2010, siendo el tratamiento de laboreo el que pre-

sentaba valores de pH mas bajos y de acido tartarico mas elevados. En el afio 2012 el
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tratamiento de laboreo presentd una mayor acidez total que el de cubierta vegetal.
Aunque la variacion de la acidez puede estar condicionada por diversos factores de tipo
climatico o cultural, parece que la mayor parte de las experiencias desarrolladas en el
entorno mediterraneo muestran una tendencia a la reduccion de la acidez por efecto de
la cubierta vegetal (ALBURQUERQUE et al., 2008; AGUIRREZABAL et al., 2011;
GIRALT et al., 2011; IBANEZ et al., 2011b). Este efecto podria ser debido a la menor
disponibilidad hidrica en el tratamiento de cubierta vegetal que provoca una menor sin-
tesis de acidos organicos (ROYO et al., 2005).

En cuanto a los parametros relativos a la madurez fenélica de las uvas, se han encontrado
diferencias significativas en los antocianos en los afios 2008, 2010 y 2012, y en los tani-
nos en los afios 2009 y 2012 (Tabla 2). Los antocianos se encuentran en una mayor con-
centracion en el tratamiento de cubierta vegetal en esos afios, lo que coincide con los
resultados obtenidos por IBANEZ et al. (2011b). Respecto a la influencia que la cubierta
vegetal ejerce sobre el contenido de taninos, la tendencia no es clara; mientras que en
2009 la concentracion es mayor en el tratamiento de laboreo que en el de cubierta vege-
tal, en 2010 ocurre lo contrario, no encontrando los otros tres afios diferencias entre tra-
tamientos.

El uso de una cubierta vegetal sembrada temporal, ha afectado al vigor de las plantas en
los dos primeros afios de su instalacion, mientras que a la produccion solo en el segundo
aflo. Respecto a la calidad de la uva se observa una tendencia en el aumento de antocia-

nos en los frutos procedentes del tratamiento de cubierta vegetal.
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Tabla 1: Parametros fisico-quimicos del mosto en vendimia en los dos tratamientos

evaluados (2007-2012)
Sdlidos solubles Acidez total | Acido tartirico | Acido malico

("Brix) PH @ ()] &0

Cubierta vegetal 235 3.39 5.6 9.6 0.5

2007 | yaboreo 22.7 331 5.9 10.1 07
Significacién 1.8, 1.8, n.s. 1.8, n.s.
Cubierta vegetal 2237 3.23 6.0 10.2 24

2008 | 1aboreo 22,0 3.28 5.8 9.2 29
Significacién n.8. 1.8, n.s. n.s. n.s.
Cubierta vegetal 224 3.20 7.4 9.5 2.7

2009 Laboreo 21.2 3.21 7.8 9.9 3.0
Significacién * 1.5 n.§. 1.8, n.s.
Cubierta vegetal 22.2 3.45 5.7 6.9 23

2010 | paporeo 211 3.33 6.6 8.4 24
Significacién n.s. * 1.5, * n.s.
Cubierta vegetal 21.6 3.40 6.4 7.6 25

2011 | 1 ahoreo 205 333 7.1 9.1 27
Significacién 1.8, 1.8 n.s. 1.8, I.S.
Cubierta vegetal 234 3.21 7.8 11.2 1.7

2012 | 1 ahoreo 235 321 84 12.2 20
Significacién LS. .S. * 1.8. LS.

399



Livro Actas

350

300

250

200

\‘ \
N
&

150
T
s ‘q’ .
100 P : 1
‘.’ =7
) ‘ J]ﬂ] J,
o = - A
Enera Febrera Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto S\:pncmhm Octubre Noviembre Diciembre
PPOT7 L 1PP 08 L 1PP 09 C JPP 10 C IPP 11
PP 12 =========- ETo07- - - - ETo08— — ETo0® ETol0
EToll®+ == o o o ETol2

Figura 1: Distribucién mensual de las precipitaciones (PP) y la evapotranspiracion de referencia
(ET,) durante los seis afios de estudio.
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Figura 2: Peso de madera de poda (kg/cepa) en los dos tratamientos evaluados (2007-2012)
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SAP FLOW AND VARIATION ON STEM DIAMETER
TO DETERMINE THE WINEGRAPE WATER STATUS

Manuel OLIVEIRA'; Carlos CASTRO?; Maria José CORREIA3; Rui
COSTA4*; Ana Alexandra OLIVEIRA?

ABSTRACT

Vineyards in Northwestern Portugal are often subjected to intense water stress that may cause them
damage and Irrigation when properly managed can play an important role in fruit yield and quality.
To manage the vineyard water supply we need indicators that permit the assessment of the plant
water status along the growing season. We hypothesized that simultaneous readings of sap flow
and variation of the stem diameter of plants in the field might constitute a reliable indicator of the
water status, eventually, representative of the vineyard. In 2011 a number of plants were fitted of
sap flow meters and dendrometers. Half of the plants were irrigated and the other rainfed. The sap
flow rate and the stem diameter variation were studied during the growing season. The results of
2012 are presented and discussed here. The stem diameter variation is a sensitive indicator that can
be used for management decisions but its cost and sampling limitations might prevent its use at
field scale.

Key words: Vitis vinifera, stem diameter, sap flow, Cumulative Sum

1 - INTRODUCTION

Monitoring of plant water status in field grown grapevines does allow diagnosing the
onset and severity of water stress so as to schedule irrigation according to the actual
plant needs (Patakas et al., 2005). Recently, that diagnose in fruit tree orchards and vine-
yards is frequently based on changes in the stem diameter (Doltra et al., 2007) or from
sap-flow records (Fernandez et. al., 2008; Poblete-Echeverria et al., 2012). Plant growth

is a sensitive indicator of water stress and it has been demonstrated that trends in trunk
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growth are indicative of the adequacy of irrigation (Ortuno et al., 2010). Electronic den-
drometers permit accurate and continuous measurements of trunk diameter fluctuations
and might provide real time automated registers of the plant water status and plant
growth (Cifre et al., 2005).

Sap flow measurements give reliable, direct estimates of plant or shoot water loss with-
out disturbing the conditions of the leaf environment and there is evidence that supports
the use of sap flow measurements to schedule irrigation because they are sensitive
enough to detect early signs of water stress (Fernandez et. al., 2001, 2008; Fernandez
and Cuevas, 2010). It was already demonstrated that diurnal stem diameter variations
closely track sap flow (Escalona ef al., 2002; de Schepper et al., 2012).

Both dendrometers and sap flow hardware are sensitive equipment that requires some
extensive wiring that might interfere with the vineyard management and can be easily
damaged. In addition, they are expensive and require electronic loggers to record their
measurements. An experimental field was set up in 2011 to determine the reliability of
dendrometers and sap flow to detect signs of water stress in a Touriga nacional vineyard
under commercial management and how they might interfere with the regular agronomic

practices. This work reports on the results obtained in 2012.

2 - MATERIALS AND METHODS

A commercially managed vineyard located at the UTAD campus (41.285579, -7.738087)
was chose in 2011 to set up the experiment. Twelve grapevine plants (Vitis vinifera L.),
disease free, about the same age and trunk size (about 5 cm in diameter) were set into
two groups of 6 adjacent plants each. The grapevines were pruned on a double gouyt
and trellised to form a hedge of about 1,6 m high and 0,9 m wide at full canopy expanse.
One group was irrigated from early flowering (15 Jun 2012) to the onset of veraison (12
Aug 2012) at the rate of 3 mm day™' and the others were rain fed. One plant on each
group was fitted on the main stem with a linear transducers of displacement (dendrom-
eter) 5 cm above the grafting crown and with thermal dissipation sap velocity probes
(sap flow) 5 cm above the dendrometer that were wired to a data logger (Dynamax,
USA; Delta-T Devices, UK) that recorded the hourly averages of readings taken every
10 minutes. The readings took place between 1 June and 30 September 2012 (stem di-
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ameter) and between 25 May and 31 August (sap flow). The variables derived from the

dendrometers raw data are seen in Table 1.

Table 1 — Variables derived from dendrometer raw data

Variable | Definition Calculation

MXSD 24 hour maximum stem diameter

MNSD 24 hour minimum stem diameter

MDS maximum daily shrinkage MXSD{i)-MNSD(i)
DR daily recovery MXDS(i+1)-MNSD(i)
DG daily growth MXSD(i+1)-MXSD(i)
SGR stem growth rate MXSD(i)-MXSD(i-n)
CG cumulative growth P[]

The sap flow (SF) is presented as the daily harmonic mean of the flow rates (L dm? h™)
recorded during 24 hour periods.

The raw data was statistically analyzed to objectively determine the trend variations on
stem growth, on sap flow and how close they track each other. The method used was
the cumulative sum chart (CumSum) defined as (Eriksson et al., 2006):

pPPPPP= ,P=1-?72-(,?2-2.727).

The CumSum at time step m is the sum of the differences between the previous obser-
vations and [], the estimated mean value of all observations. The CumSum chart is a
statistical process control tool, which detects up or down drifts and abrupt changes in
the mean (Korpela et al., 2010).

The five vines on the vicinity of the one fitted with dendrometer and sap flow, were

sampled for their berries to determine their growth.

3 - RESULTS AND DISCUSSION

The dendrometer data shows that the irrigated vine had a stem cumulative growth during
the measurement period of 202.34 [Jm and the rain fed had -209.21 [Jm. The variation
pattern of stem diameter showed that the fluctuations of the rain fed plant were more
accentuated than those of the irrigated vine. Thus, the rain fed vine had an average of
56.29 [Jm for MSD, 55.44 [Jm for DR that resulted in a negative DG of -0.60 [Jm. The
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averages for the irrigated vine were MSD 101.99 [Jm, DR 106.08 [Jm and DG 3.78 [Jm.
The data presented as a CumSum chart (figs. 1, 2) shows that the stem diameter of the
rain fed vine was kept constant till the flowering period as the daily shrinkage was offset
by the daily recovery. After flowering, the daily shrinkage was not totally offset and the
stem diameter was decreasing constantly. At the onset of veraison, DR was larger than
the shrinkage and the stem grew larger but not enough to reach the size it had before
flowering. This resulted on a net decrease of the stem diameter from flowering to the
end of the reading period.

The stem diameter of the irrigated vine fluctuated before the flowering but the overall
result of that period was an unchanged diameter. Once the irrigation started after flow-
ering, the stem grew larger as the daily shrinkage was surpassed by the recovery. In late
July, the recovery was smaller than the shrinkage and the diameter decreased. When the
irrigation was suspended in mid-August, there was a sudden change in the daily pattern
but the decrease continued only to recover in the later days of the observation period

and the result was a net gain of the stem diameter.
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Figure | — Cumulative Sum of Maximum Daily Shrinkage (MDS), Daily Recovery (DR), and Daily Growth (DG) of rain fed grapevine, UTAD from | Jun - 31 Aug 2012
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The variation of stem diameter is sensitive to the addition of soil water (Lubczynski,
2009) and the berry development (de Scheppera ef al., 2010). The irrigated vine had a
net gain in diameter while the diameter of the rain fed shrank and the daily shrinkage of
the diameter overcame its daily recovery about 15 days earlier for the rain fed plant rel-
atively to the irrigated one and this results concur with previous works that draw a rela-
tionship between growth and available water (Ortuno ef al., 2010; Sofoa et al., 2012).
The stem diameter of both plants was negatively affected when the berries started grow-
ing.

The evolution of the berries size and weight followed closely the results obtained by
other authors (Acevedo-Opazo ef al., 2010; Sofoa et al., 2012). The berries grew from
fruit setting to maturation in both equatorial diameter and weight except the ones from
rain fed plants that shriveled in the later stages (fig.3). The incremental growth of the
berries decreased till the onset of veraison and gathered pace afterwards till maturation
(fig.4). The equatorial diameter and the weight of the berries for the rain fed vines
reached, respectively, 12.697 mm and 1.650 g, while for the irrigated plants were, re-
spectively, 19.862 mm and 3.281 g.

The growing berries competed for the water (Intrigliolo and Castel, 2007), but the rate
reduction was smaller for the irrigated plant. Once the irrigation was suspended (12 Au-
gust), the variation rate of the stem diameter in irrigated plants showed an almost im-
mediate change (14 August).

The sap flow daily variations showed the regular pattern already observed in other re-
search works with a decreasing flow during the night and increasing during the day in
response to higher evaporative demand from the atmosphere. The mean flow is 2,0 and
2,5 L dm™ h'!, respectively, for rain fed and irrigated grapevines. The sap flow values
were very similar on both vines before the irrigation period, they became divergent dur-
ing irrigation, to converge again when irrigations was suspended. The rain fed vine
started increasing the flow rate at lower level than the other vine in early June and once
the irrigation started the irrigated plant kept an higher rate at all times till irrigation was
suspended when the rates on both vines converged (fig. 5).

The sap flow rate depends on water availability (Cifre ef al., 2005) but also on the at-

mospheric conditions (Pataki and Oren, 2003) and on the plant control such as stomatal
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conductance (Buckley, 2005). The overall results show that the plant with more available
water had a higher sap flow rate but the rate change showed a considerable lag to chang-
ing conditions such as starting and suspension dates of irrigation and the berry develop-
ment. Contributing factors are the delay between leaf transpiration and soil water uptake
(de Schepper et al., 2012), the lesser sensitivity of sap flow to competition from the
berries (Daudet ef al., 2005) and the strong influence of the atmospheric conditions that
were not evaluated in this work.

The correlation between MDS and SF is highly significant (P<0.001) but negative as
expected because plant transpiration draws water from the plant tissues (de Schepper,
2012). However the inflexion points of SF and MDS do not juxtapose and lag apart for
several days. The peculiarities of these indicators may lie partially in fact that MDS de-
pends mainly on the water stored in the phloem and in the outer xylem, while SF depends
more on the level of hydration of the whole sapwood (Fernandez and Cuevas, 2010).
The presence of the sensors, data logger and the wiring linking them is an obstacle to
regular management practices of the vineyard because extra care must be taken to pre-
vent them damage, in special, during mechanical operations. Wires can be severed and
the dendrometers are easily displaced if touched. The equipment cost and the difficulties
created to traffic do prevent the observations on a large number of plants that might raise

the question of the sampling significance.

4 - CONCLUSIONS

Stem diameter variation and sap flow rate are good indicators of the plant water status
but the first is more sensitive and thus adequate to evaluate the onset of plant water stress
and its severity.

Sampling limitations at field scale are a serious drawback on the use of either stem di-

ameter variation or sap flow rate for management decisions.
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