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RESUMO

Os vinhos espumantes elaborados pelo método tradicional tém alto valor agregado
no mercado e sua producao vem se destacando cada vez mais ao redor do mundo. O Brasil
vem acompanhando esse crescimento e este produto hoje se ressalta como o lider de
vendas da vitivinicultura nacional e 0 mais exportado. Para a cadeia vitivinicola do Vale
do Submédio Séo Francisco (VSSF), regido de clima tropical semiarido, localizada nos
estados de Pernambuco e Bahia, o vinho espumante tambem se constitui no produto mais
importante. Assim, buscando o maior desenvolvimento da vitivinicultura regional e,
consequentemente nacional, o principal objetivo desta tese foi avaliar o potencial de uvas
cultivadas no VSSF para elaboracdo de vinhos espumantes brancos, rosés e tintos pelo
método tradicional, até entdo um método néo utilizado comercialmente nesta regido. Para
isso, foram escolhidas as cultivares Viognier, Grenache e Syrah, ja adaptadas a regido e,
alem disso, foram aplicadas e avaliadas duas praticas enoldgicas: a maceragdo pre-
fermentativa a frio com uso de refrigeracao e o envelhecimento sobre borras de leveduras
(autdlise). Estes estudos avaliaram a composicdo fisico-quimica, fendlica, volatil e
capacidade antioxidante de vinhos espumantes brancos e rosés das cultivares Viognier e
Grenache elaborados com diferentes tempos de maceracdo pré-fermentativa a frio (0, 24
e 72 h); e vinhos espumantes tintos a partir da cultivar Syrah, elaborados com diferentes
tempos de maceracao pré-fermentativa a frio (0, 24 e 72 h) e autdlise (3 e 18 meses). Os
vinhos espumantes Viognier e Grenache foram analisados ap0s 18 meses de autolise,
sendo avaliados os parametros enoldgicos e colorimétricos, compostos fendlicos por
HPLC-DAD-FD e espectrofotometria, e a capacidade antioxidante pelos ensaios de
DPPH e FRAP. Os uso da maceracao pré-fermentativa a frio no vinho espumante branco
‘Viognier’ por 24 h aumentou os teores de kaempferol-3-O-glicosideo e quercetina-3-p-
D-glicosideo, j& com 72 h promoveu ao produto maiores concentragdes de (-)-
epicatequina, procianidina B2 e teores de fenolicos totais. No vinho espumante rosé
‘Grenache’, 24 h de maceracdo aumentou os teores de acido clorogénico, acido cafeico e
quercetina-3-B-D-glicosideo. Os resultados também apontaram que, para manter a
capacidade antioxidante do produto, recomenda-se a utilizacdo de 72 h de maceracéo pré-
fermentativa a frio para a elaboracdo do vinho espumante com a cultivar Viognier e até
24h para a Grenache. Em uma primeira parte do estudo com os vinhos espumantes tintos
elaborados com a cultivar Syrah, foi realizada a caracterizacdo do perfil de compostos

fendlicos por HPLC-DAD (n = 21), avaliagdo da capacidade antioxidante (ensaios ABTS,



DPPH e FRAP) e da cor (sistemas CIELab e CIEL*C*h). O teor de compostos fen6licos
totais e a capacidade antioxidante foram maiores com maior tempo de maceragéo (72 h)
e de autdlise (18 meses). Na segunda parte do estudo com vinhos espumantes tintos Syrah,
foi avaliado o impacto do tempo da maceracao pré-fermentativa a frio e da autélise sobre
o perfil de compostos volateis. Foram identificados sessenta e cinco compostos volateis
entre ésteres, alcoois, acidos carboxilicos, aldeidos, terpenos, cetonas, nessa ordem de
importancia. A maceracdo pré-fermentativa a frio e o tempo de envelhecimento sobre as
borras afetaram significativamente a composicao volatil dos vinhos espumantes tintos. A
analise de agrupamento hierarquico e mapa de calor evidenciou que a autolise foi o
principal fator para segmentar as amostras em funcéo dos compostos volateis encontrados
em concentragdes acima do limiar de odor. O vinho espumante com 72 h de maceracéo e
3 meses de autolise se destacou entre todas as amostras com maiores concentragdes de
compostos volateis que remetem a notas frutadas, florais e adocicadas. Espera-se que,
com os resultados dessa tese, nos proximos anos, 0s vinhos espumantes elaborados pelo
método tradicional se tornem uma alternativa de producdo e mercado no VSSF,
movimentando a cadeia vitivinicola regional e nacional e agregando valor ao produto.

Palavras-chave: maceracdo pré-fermentativa a frio; autdlise; compostos fendlicos,

compostos volateis, capacidade antioxidante.



ABSTRACT

Sparkling wines elaborated by the traditional method have high added market
value, and their production is growing worldwide. Brazil has followed this increasing
trend, and nowadays this product is the leader in sales in the national vitiviniculture and
the most exported. For the So Francisco Submedium Valley (SFSV) chain, a tropical
semi-arid region in Pernambuco and Bahia, sparkling wine is the most important product.
Thus, aiming for the greater development of the regional vitiviniculture and,
consequently, the national, the major goal of this thesis was to evaluate the potential of
the SFSV cultivated grapes for the elaboration of white, rosé, and red sparkling wines by
the traditional method, until now, not commercially available in the region. For this
reason, the Viognier, Grenache, and Syrah cultivars were chosen that are already adapted
to the region; added to that, two oenological practices were applied and evaluated: pre-
fermentative cold maceration with refrigeration use and aging on lees (autolysis). These
studies evaluated the physical-chemical, phenolic, volatile, and antioxidant capacity of
white and rosé sparkling wines from Viognier and Grenache cultivars elaborated with
different pre-fermentative cold maceration times (0, 24, and 72 h); and red sparkling
wines from the cultivar Syrah, elaborated with different times of pre-fermentative cold
maceration (0, 24 and 72 h) and autolysis (3 and 18 months). ‘Viognier’ and ‘Grenache’
sparkling wines were analyzed after 18 months of autolysis, evaluated the oenological
and colorimetric parameters, phenolic compounds by HPLC-DAD-FD and
spectrophotometry, and the antioxidant capacity by the DPPH and FRAP. Cold pre-
fermentative maceration on the white sparkling wine ‘Viognier’ for 24h increased the
kaempferol-3-O-glucoside and quercetin 3-pB-D-glucoside contents, and with 72h
promoted higher concentrations of (-)-epicatechin, procyanidin B2, and total phenolic
compounds. In the ‘Grenache’ rosé sparkling wine, 24 h of maceration increased the
chlorogenic acid, caffeic acid, and quercetin 3-B-D-glucoside contents. The results also
pointed out that, to maintain the product antioxidant capacity, 72 h of pre-fermentative
cold maceration is recommended to elaborate sparkling wine with ‘Viognier’ and up to
24 h for ‘Grenache’. The first part of the study with the sparkling wines elaborated with
the cultivar Syrah was characterized the phenolic compound profile by HPLC-DAD (n =
21), antioxidant capacity evaluation (ABTS, DPPH, and FRAP assays), and color
(CIELab and CIEL*C*h systems). The total phenolic compounds contents and the

antioxidant capacity were higher with longer times of maceration (72 h) and autolysis (18



months). The second part of the study, with the ‘Syrah’ red sparkling wines, evaluated
the impact of cold pre-fermentative maceration and autolysis times over the volatile
profile compounds. Sixty-five volatile compounds were identified among esters, alcohols,
carboxylic acids, aldehydes, terpenes, ketones, in this order of importance. Cold pre-
fermentative fermentation and aging on lees times significantly affected the volatile
composition of the red sparkling wines. Cluster hierarchical analysis and the heat map
evidenced that autolysis was the major factor to separate the samples in the function of
the volatile compounds found in the concentrations above the odor threshold. The
sparkling wine with 72 h of maceration and three months of autolysis stood out among
all samples with higher volatile compound concentrations, referring to fruity, floral, and
sweetened notes. With the results from this thesis, it is expected that the sparkling wines
elaborated by the traditional method will become a production and market alternative in
the SFSV, moving the wine regional and national chain in the following years adding
value to the product.

Keywords: cold pre-fermentative fermentation; autolysis; phenolic compounds, volatile

compounds, antioxidant capacity.
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APRESENTACAO

Esta tese apresenta os resultados obtidos durante o desenvolvimento do projeto de
pesquisa “Potencial das uvas Viognier, Grenache e Syrah para elaboragao de vinhos espumantes
pelo método tradicional no Vale do Submédio Sdao Francisco”. O documento foi escrito em
formato de artigos e estd dividido em quatro capitulos. Além disso, conta com Resumo,
Abstract, Introducdo, Objetivo Geral e Especificos, e Consideracbes finais, que contém
informacdes gerais da tese. O primeiro Capitulo trata-se de uma “Revisdo Bibliografica” com
as principais informacGes sobre as cultivares de uvas trabalhadas e as técnicas enoldgicas
adotadas na elaboragdo dos vinhos espumantes avaliados neste trabalho.

O segundo Capitulo “Influence of cold pre-fermentative maceration practice on the
color, phenolic compounds and antioxidant capacity of white and rosé sparkling wines
elaborated by the traditional method” refere-se ao artigo com a primeira parte dos resultados da
pesquisa. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da pratica de maceragdo pré-
fermentativa a frio nos parametros fisico-quimicos, composicdo fenolica e capacidade
antioxidante de vinhos espumantes brancos e roses elaborados pelo método tradicional a partir
das cultivares Viognier e Grenache em condi¢des de clima tropical. Este artigo foi submetido

na Food Research International (Fator de impacto: 6,475).

O terceiro Capitulo “Effect of the cold pre-fermentative maceration and aging on lees
times on the phenolic compound profile, antioxidant capacity and color of red sparkling wines”
refere-se ao segundo artigo derivado da tese. O objetivo desta etapa da pesquisa foi fornecer,
pela primeira vez, informacGes sobre o impacto do tempo das praticas de maceracdo pre-
fermentativa a frio e do envelhecimento sobre borras em vinhos espumantes tintos da cultivar
Syrah elaborados pelo método tradicional. Sendo avaliado o perfil fendlico, capacidade
antioxidante e cor desses produtos. Este artigo foi submetido na Journal of Food Science and

Technology (Fator de impacto:3,167).

O quarto Capitulo “Perfil volatil de vinhos espumantes tintos Syrah elaborados com
diferentes tempos de maceracdo pré-fermentativa a frio e sua evolugdo durante o
envelhecimento sobre as borras” ¢ o terceiro artigo derivado da tese. Nesta etapa da pesquisa
foi avaliado o impacto do tempo da maceracdo pré-fermentativa a frio na composicéo volatil
(HS-SPME-GC/FID-GC/MS) e sua evolucdo em dois tempos de autolise (3 e 18 meses). Foram
identificados e semi-quantificados sessenta e seis compostos volateis entre acidos, aldeidos,

terpenos, cetonas, alcoois e ésteres, estes dois Ultimos em maior quantidade.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve um aumento mundial de cerca de 29% da producao de vinhos
espumantes, chegando a um volume de 9,3 milhdes de hectolitros, e movimentando cerca de
6,2 bilhGes de euros por ano (O1V, 2019). Esta realidade vem estimulando a busca tecnologica
pelo desenvolvimento de vinhos espumantes mais atrativos para 0 mercado consumidor
(POZO-BAYON et al., 2004; RUIZ-MORENO et al., 2017; PEREZ-MAGARINO et al., 2018).
Paises como Italia, Franca e Espanha sdo os maiores produtores mundiais de vinhos
espumantes, e a economia das regies produtoras é praticamente baseada nesta atividade (OIV,
2019).

Tradicionalmente, em regides vitivinicolas frias e temperadas, as cultivares viniferas
mais utilizadas para a elaboracdo de vinhos espumantes pelo método tradicional sédo a
Chardonnay, Pinot Noir, Pinot Meunier, Pinot Blanc, Riesling, Gamay e Chenin Blanc
(CALIARI et al., 2014). Entretanto, com o aumento global da producdo dessa bebida, hd um
foco crescente no uso de uvas alternativas, principalmente, em regides emergentes (EDER e
ROSA, 2021). A escolha da cultivar para elaboragdo de vinhos espumantes deve ser feita
considerando as condicdes edafoclimaticas da regido e a tipicidade desejada para a bebida
(BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

No Brasil, pesquisas recentes tém estudado o uso de cultivares alternativas para
elaboracdo de vinhos espumantes como a Moscato Embrapa, Villenave, Manzoni Bianco e
Goethe na regido sul do pais, investigando as suas composicdes volateis, o perfil sensorial e
fendlico dessas bebidas (CALIARI et al., 2014; SARTOR et al., 2019). No Vale do Submédio
Séo Francisco (VSSF), regido de clima tropical semiarido, localizado no Nordeste do Brasil,
englobando os Estados de Pernambuco e Bahia, 0s vinhos espumantes representam 70% da
producdo, e sdo produzidos exclusivamente pelos métodos Asti e Charmat. Para o primeiro
método, as principais uvas utilizadas sdo a ‘Moscato Italia’ e ‘Moscato Canelli’, para o segundo
método, sdo empregadas, especialmente, as cultivares Chenin Blanc, Sauvignon Blanc,
Verdejo, Viognier, Grenache e Syrah (PEREIRA et al.,, 2020). Trabalhos cientificos
relacionados a avaliacdo de vinhos espumantes tropicais elaborados pelo método Tradicional
foram iniciados no VVSSF, sendo observada sua composi¢do quimica. No estudo de Nascimento
et al (2018) foram elaborados vinhos espumantes brancos e rosés pelo método tradicional com

as uvas Chenin Blanc e Syrah, respectivamente, sendo avaliados compostos volateis, e a
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capacidade antioxidante. Entretanto, fatores relacionados ao processo de elaboracdo do produto

e a composicao fendlica, sdo aspectos importantes, e ndo foram anteriormente avaliados.

As cultivares Syrah, Grenache e Viognier sdo bem adaptadas e tém sua producao
consolidada no VSSF, a primeira e segunda sdo utilizadas para elaboragdo de vinhos
espumantes pelo método Charmat e a Ultima para vinhos brancos tranquilos (PEREIRA et al.,
2020; LEAO et al. 2021). A uva tinta ‘Syrah’ ja é utilizada para vinhos espumantes tintos em
paises como a Austrdlia (EDER e ROSA 2021), porém, ndo ha registros de estudos que
compreendam o comportamento dessa uva para a elaboragéo destes vinhos espumantes tintos
pelo método Tradicional. A cultivar Grenache ja € uma cultivar mundialmente utilizada na
elaboracéo de vinhos espumantes pelo método tradicional, sendo uma das castas tintas aplicadas
na elaborac&o dos tradicionais Cavas espanhdis (MARTINEZ-LAPUENTE et al., 2018; KEMP
et al., 2015). Por outro lado, ainda que vinhos tranquilos da cv. Viognier ja tém qualidade
reconhecida e consolidada em regifes como o Vale do Rhone, na Franca (SIEBERT et al.,
2018), até o momento, ndo ha informacgdes na literatura que relate seu uso na elaboracdo de

vinhos espumantes varietais.

Além de pesquisa com relacéo a escolha das uvas, nos ultimos anos, 0s estudos com
vinhos espumantes elaborados pelo método tradicional também estdo voltados para a
investigacdo do impacto de diversas praticas enoldgicas na composicdo quimica e sensorial
desse produto (STEFENON et al., 2014; RUIZ-MORENO et al., 2017; MARTINEZ-
LAPUENTE et al., 2018; RIZZOLO et al., 2018; GONZALEZ-LAZARO et al., 2019; PEREZ-
MAGARINO et al., 2018; SARTOR et al., 2019a; SARTOR et al., 2019b; GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020). Entre as praticas avaliadas, a maceracéo pré-fermentativa a frio, que é
uma técnica usualmente utilizada na elaboracdo de vinhos espumantes roses, pode promover
maior ou menor extracdo de alguns compostos fenolicos e volateis, variando de acordo com o
tempo e temperatura empregados. Com isso, pode influenciar na coloracdo, acidez,
adstringéncia e aroma, além de impactar a qualidade nutracéutica do vinho (SALINAS et al.,
2005; RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; CEJUDO-BASTANTE et al., 2014; RUIZ-
MORENO et al. 2017; ALEIXANDRE-TUDO e DU TOIT, 2018). Essa técnica é aplicada antes
da fermentacdo alcoolica e pode ser utilizada de duas formas, com a adicdo de gelo seco
(PEREZ-MAGARINO et al., 2018; GONZALEZ-LAZARO et al., 2019) ou com uso de
refrigeracdo (RUIZ-MORENO et al. 2017).

Aléem disso, na elaboracdo de vinhos espumantes pelo método tradicional, o

envelhecimento sobre borras (autolise) é uma etapa determinante para a composi¢do quimica e
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a complexidade da bebida. Desta forma, a escolha do tempo desta etapa pode alterar o aroma,
a estabilidade de cor e a capacidade antioxidante, além de modificar o potencial de
envelhecimento do produto (GALLARDO-CHACON et al. 2010; ALEXANDRE &
GUILLOUX-BENATIER, 2006; PONS-MERCADE et al., 2021). Com isso, 0s estudos do
impacto do tempo dessa etapa e das reagcdes envolvidas nesse processo, sdo importantes para a
manutencdo da qualidade do vinho espumante e vem sendo objeto de vérios estudos
(STEFENON et al., 2014; RUIZ-MORENO et al. 2017; SARTOR et al. 2019a; SARTOR et al.
2019b; SARTOR et al., 2021).

Nesse contexto, alguns trabalhos que associaram a maceragao pré-fermentativa a frio e
a autdlise foram iniciados. Os trabalhos desenvolvidos por Pérez-Magarifio et al (2018) e
Gonzalez-Lazaro et al (2019) avaliaram, entre outras técnicas, 0 uso da maceracdo pre-
fermentativa a frio com a adicdo de gelo seco na elaboracédo de vinhos espumantes tintos da
cultivar Tempranillo envelhecidos nove meses sobre as borras de levedura. Ambos analisaram
a acdo dessa maceracdo nas caracteristicas sensoriais do produto e, em adicdo, 0 primeiro
trabalho caracterizou a composicao volatil e, o segundo, valores totais de algumas classes de
compostos fendlicos dos vinhos espumantes. Além disso, estudo conduzido por Ruiz-Moreno
et al (2017) estudaram a influéncia da maceracdo pré-fermentativa a frio com uso de
refrigeracdo e do envelhecimento sobre as borras de levedura (0, 3, 6 e 9 meses), no conteudo

de ésteres em vinhos espumantes brancos da cultivar Pedro Jiménez.

Neste cenario, os estudos até 0 momento apresentam os compostos fendlicos e volateis
como marcadores de qualidade para vinhos espumantes elaborados pelo método tradicional,
contudo, ha ainda muito a ser explorado dentro do universo das cultivares de uva disponiveis e
das préticas enologicas. Desta forma, acredita-se que as cultivares Viognier, Grenache e Syrah
tenham potencial para elaboracdo de vinhos espumantes pelo método tradicional, branco, rosé
e tinto, respectivamente, e que o emprego de praticas enoldgicas, como a maceracao pré-
fermentativa a frio e o envelhecimento sobre borras (autélise), podem desempenhar papel

importante na obtencdo de vinhos espumantes de qualidade superior.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Awvaliar o potencial das cultivares Viognier, Grenache e Syrah, e das técnicas de maceracéo pré-
fermentativa a frio e envelhecimento sobre as borras na elaboragéo de vinhos espumantes pelo

método tradicional no Vale do Submédio Sdo Francisco.
2.2 Objetivos Especificos

e Elaborar vinhos espumantes brancos, rosés e tintos pelo método tradicional a partir das
cultivares Viognier, Grenache e Syrah, respectivamente;

e Testar a aplicacdo da técnica de maceracdo pré-fermentativa a frio com uso de
refrigeracdo, durante 24 e 72 horas de duracdo, para a elaboragé@o de vinhos espumantes
brancos, rosés e tintos;

e Auvaliar o efeito de diferentes tempos de maceracdo pré-fermentativa a frio na
composicao fisico-quimica, fendlica, volatil e capacidade antioxidante de vinhos base e
vinhos espumantes;

e Estudar a evolucdo fendlica e volatil dos vinhos espumantes até 18 meses de

envelhecimento sobre as borras.
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3 CAPITULO I
Revisao bibliogréfica
3.1 Produgéo de vinhos no Brasil

Em 2020, a produgéo total de vinhos no mundo foi de 260 milhGes de hectolitros,
liderada por Itélia, Franca e Espanha que, juntos, sdo responsaveis por mais da metade do
volume total de vinhos produzidos (OIV, 2020). O Brasil é um pais vitivinicola de dimensdes
continentais com 26 regides produtoras espalhadas em 10 estados brasileiros, totalizando
82.000 hectares plantados. Isto o coloca em 21° no ranking em area plantada e 18° em volume
de producdo de vinhos, com 1,9 milhdes de hectolitros (OIV, 2020; UVIBRA, 2022). Os
estados que se destacam com maior area plantada sdo o Rio Grande do Sul (46,8 mil ha),
Pernambuco (8,3 mil ha) e S&o Paulo (8,0 mil ha) (MELLO e MACHADO, 2021).

Além disso, em 2020, o Brasil registrou 0 maior consumo de vinhos dos ultimos 20
anos, com aumento de 18,4% em relacdo ao ano anterior, 0 maior aumento registrado em todo
0 mundo. Com isso, € hoje 0 13° consumidor mundial de vinhos. Contudo, mesmo mostrando
que o mercado de vinhos neste pais esta em pleno crescimento, o Brasil ainda representa apenas
2% do mercado consumidor de vinhos no mundo, apontando que ainda ha espaco para este
mercado expandir (OIV, 2020).

Neste contexto, 0s vinhos espumantes vém ganhando destaque no mercado interno,
onde registraram aumento do consumo de 38,50% em 2021, quando comparado a 2020,
enquanto para os vinhos tranquilos o aumento foi de 11,43%. Além disso, 0s vinhos espumantes
apresentam forte crescimento das exportacfes com aumento de 21,36% nesse mesmo periodo
(O1V, 2020; UVIBRA, 2022). Para atender esse mercado, hoje o estado do Rio Grande do Sul
€ 0 maior produtor de vinhos espumantes brasileiros com cerca de 22,6 milhGes de litros em
2020, seguido do Vale do Submédio Sao Francisco com 2,8 milhdes (PEREIRA et al., 2020;
MELLO e MACHADO, 2021).

Além disso, o vinho espumante possui alto valor agregado e tem grande
representatividade no mercado de exporta¢fes mundial, correspondendo a 19% em valor em
todas as exportagdes registradas em 2020 (OIV, 2020). Em adi¢do, mesmo com a diminuicao
de importacbes de vinhos finos nos Gltimos anos, o mercado brasileiro ainda importa muitos

vinhos espumantes e, em 2020, registrou mais de 19 milhdes de ddlares nessas transagdes
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(MELLO e MACHADO, 2021). Dessa forma, este cenario aponta para o potencial de

crescimento do mercado de vinhos espumantes no Brasil e no Mundo.
3.1.1 Producéo de vinhos no Vale do Submédio S&o Francisco

O Brasil € um dos principais representantes da vitivinicultura tropical no mundo, que se
caracteriza por ocorrer em regides de clima quente, com baixa latitude que permite a videira
produzir de 2 a 3 safras por ano. Situada no nordeste do pais, a regido do Vale do Submédio
Séo Francisco se destaca como distinto territorio de producdo de vinhos tropicais. Abrangendo
os estados de Pernambuco e Bahia, é uma regido de clima tropical semiarido, inserida dentro

do distinto bioma Caatinga, situag&o Gnica no mundo (LEAO et al., 2021).

Os vinhedos do VSSF estdo localizados entre as latitudes 8 e 10°S, com temperatura
média anual de 26,5°C e insolacdo de 3.000 horas/ano (LEAO et al., 2021). Esta regido
representa 13,94% da area produtiva de uvas no Brasil. Contudo, como & possivel realizar mais
de uma colheita por ano, sua importancia produtiva é superior ao citado acima. Com isso, esta
regido € a segunda maior produtora de uvas do Brasil, e a maior na producao de uvas de mesa,
contribuindo com 27,37% da producéo nacional (MELLO e MACHADO, 2021).

A principal caracteristica da vitivinicultura tropical praticada no VSSF que a distingue
das demais do mundo é que a data da poda das videiras e, consequentemente, da colheita das
uvas, € definida pelo produtor. Podendo ser gerenciada pelo viticultor de forma que atenda as
demandas de mercado, capacidade de processamento das vinicolas e, ainda, as previsées do
tempo, para um ano mais seco ou mais chuvoso. Banhada pelo rio Sdo Francisco, a regido
dispde de perene oferta de agua que possibilita 0 manejo da irrigacdo de forma que regule a
quantidade de agua necessaria de acordo com o estadio de desenvolvimento da planta
(PEREIRA et al., 2020; LEAO, et al., 2021)

Os vinhos produzidos nessa regido caracterizam-se, principalmente, por serem jovens
e frutados. Em 2018, foram destinados 400 ha de videiras para a producdo de uvas para
elaboracdo de vinhos finos no VSSF, produzindo cerca de 4 milhGes de litros. Deste total, 0s
vinhos espumantes se destacam, representando 70% da producdo local, entre moscatéis, bruts
e demi-secs. Os vinhos espumantes moscatéis sao produzidos pelo método Asti e representam
cerca de 60% da produgcéo total de vinhos espumantes, seguido dos espumantes elaborados pelo
método Charmat, podendo ser brut ou demi-sec e brancos ou rosados. Hoje, as principais

cultivares utilizadas sdo a Moscato Italia e a Moscato Canelli, para vinhos espumantes



29

moscatéis, e Chenin Blanc, Verdejo, Sauvignon Blanc, Viognier, Grenache e Syrah, para 0s
demais (PEREIRA et al., 2020; LEAO, et al., 2021).

3.1.1.1 Cultivares

A Viognier (Figura 1 A) é uma cultivar branca com origem no sul da Franca. O cultivo
dessa uva branca ainda é pouco explorado chegando apenas a cerca de 11.300 ha, cultivada,
principalmente, na Franca, Australia e Estados Unidos (PUCKETTE e HAMMACK, 2018),
mas vem se expandido para outras regides vitivinicolas no mundo (SIEBERT et al. 2018). Sua
producdo é destinada, sobretudo, a elaboracdo de vinhos brancos, dando origem a vinhos
frutados, com baixa acidez e bom potencial alcodlico. Quando cultivada em climas mais frios
apresentam aromas citricos, florais e minerais. Por outro lado, em climas quentes, favorece a
formacdo de aromas que remetem a rosas, baunilha e frutas secas, como o damasco
(PUCKETTE e HAMMACK, 2018).

Figura 1 Uvas Viognier (A), Grenache (B) e Syrah cultivadas no VSSF.

Fonte: Acervo do autor

Na Franca, a Viognier € uma cultivar utilizada na elaboragdo de grandes vinhos brancos
do Vale do Rhbéne e, em outros paises, entra em cortes com uvas tintas contribuindo
positivamente com os aromas de alguns vinhos tintos, principalmente, no corte com a uva Syrah
(SIEBERT et al. 2018). No Brasil seu cultivo vem ganhando destaque para elaboracéo de vinhos
finos, chegando a producéo de 531.026 Kg em 2020 no estado do Rio Grande do Sul (MELLO
e MACHADO, 2020).
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A cultivar Grenache (Figura 1 B), também conhecida como Garnacha Tinta ou
Grenache Noir, € originaria da Catalunha, no norte da Espanha. De maneira geral, ¢ uma uva
tinta altamente vigorosa, com alta fertilidade e cachos grandes, apresentando rendimento de
médio a alto. E resistente & seca, adaptando-se a climas quentes e secos e a diferentes tipos de
solo. Com isso, é a sétima uva tinta mais cultivada em todo o mundo com cerca de 163.000
hectares. Além disso, é cultivada em paises como Estados Unidos, Italia e Australia, contudo,

Espanha e Franga, juntos, respondem por 87% da area total dessa cultivar (OIV, 2017).

No geral, esta uva produz vinhos tintos de cor violeta-rubi intensa e, nos vinhos rosados,
cor rosa média. Apresenta aromas frutados remetendo a morango e ameixa seca, podendo,
ainda, apresentar toques herbaceos e de tabaco. Os taninos e a acidez sdo presentes e
equilibrados, e possuem alto potencial alcoolico, apresentando corpo médio a alto. No vale do
Rhone, na Franca, 70% dos vinhedos sdo dessa cultivar e € a principal uva do famoso corte
GSM (Grenache-Syrah-Mourvedre) (PUCKETTE e HAMMACK, 2018).

No Brasil sua producéo ainda é discreta sendo colhidas apenas 1.130 Kg no estado do
Rio Grande do Sul em 2020 (MELLO e MACHADO, 2020). Contudo, no Vale do Submeédio
Séo Francisco (Figura 2), se destaca pelo desempenho agronémico, com alta produtividade
chegando até 20 toneladas por hectare (t/ha) (LEAO et al. 2021), enquanto em outras regides
do mundo registra entre 2,0 a 8,0 t/ha (OIV, 2017). Nesta regido, as bagas sdo pobres em cor,
sendo utilizadas, principalmente, para elaboracao de vinhos espumantes roses ou em cortes com

outras cultivares tintureiras.

Os estudos genéticos indicam que a uva Syrah (ou Shiraz) (Figura 1 C) é uma cultivar
tinta resultado do cruzamento natural das Mondeuse Blanche e Dureza. No geral, € uma cultivar
vigorosa, com curto periodo de maturacao e colheita tardia. A uva Syrah foi, entre as uvas tintas,
a quinta mais plantada no mundo em 2015, com 190.000 hectares espalhados por 31 paises. A
Franca tem a maior area plantada com 64.000 ha, contudo, paises vitivinicolas do Novo Mundo
vém ampliando sua producdo e a Australia chega a 40.000 ha plantados, sendo a uva mais
cultivada neste pais. Na América do Sul tem producéo significativa na Argentina e Chile 13.000
e 8.000 ha, respectivamente (O1V, 2017; PUCKETTE e HAMMACK, 2018).

De forma geral, a Syrah produz vinhos de cor intensa e rico em taninos e acidez,
podendo se apresentar com médio corpo ou encorpados. Os aromas dominantes sdo de frutas
negras como mirtilo, amora-silvestre e ameixa, além de azeitona, couro e especiarias como a

pimenta-do-reino. A uva Syrah da origem, principalmente, a vinhos tintos tranquilos, contudo,
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a expanséo do seu cultivo ao redor do mundo vem mostrando a versatilidade dessa cultivar. Na
Awustrélia, por exemplo, é utilizada para elaboragéo de vinhos fortificados e vinhos espumantes
tintos (PUCKETTE e HAMMACK, 2018; EDER e ROSA, 2021).

No Brasil, seu cultivo é praticado em importantes regifes vitivinicolas do pais como:
Vale do Submédio S&o Francisco, Campanha Gaucha, Chapada Diamantina, S&o Paulo e Minas
Gerais. No Vale do Submédio Sao Francisco, essa uva da origem a vinhos tintos e a vinhos
espumantes brancos e rosés elaborados pelo método Charmat (PEREIRA et al. 2018; LEAO et
al. 2021).

3.2 Vinho Espumante

A origem dos vinhos espumantes esta associada diretamente a regido de Champagne,
na Franca, onde por volta do século XVII ha os primeiros indicios da producdo dessa bebida.
O francés Pierre Pérignon foi um dos pioneiros no registro das metodologias mais adequadas
para obtencdo de vinhos de qualidade nesta regido. Mais tarde, no século XIX, outra
personalidade importante para o progresso da tecnologia dessa producdo foi Nicole-Barbe
Clicquot Ponsardin, mundialmente conhecida como Viuva Clicquot, que desenvolveu técnicas
para tornar a bebida mais limpida e brilhante. Por fim, s6 a partir do século XX os
conhecimentos microbioldgicos e tecnoldgicos envolvidos na producéo dos vinhos espumantes
avancaram e o dominio do processo de elaboracdo possibilitou a expansdo da producéo
(BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

3.2.1 Tecnologia de producao

Os vinhos espumantes podem ser classificados de acordo com as diferentes tecnologias
de producdo, podendo ser elaborados em garrafas ou em grandes tanques de pressdo. Estes
Gltimos séo produzidos em tangques hermeticamente fechados, onde o vinho passa por todas as
etapas de elaboracdo para s6 entdo serem transferidos para as garrafas em que sdo
comercializados. Os vinhos espumantes fermentados em garrafa podem ser filtrados e
transferidos para outra garrafa (método de transferéncia) ou todo o processo (fermentacéo e
envelhecimento) pode ser produzido na mesma garrafa que vai para o mercado (método classico
ou tradicional) (MARTINEZ-RODRIGUEZ e PUEYO, 2009; POZO-BAYON et al., 2009;
BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

A legislacdo especifica de cada pais regula as matérias-primas, alguns parametros

fisico-quimicos do vinho de base e as tecnologias de vinificacdo para garantir a qualidade destes
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vinhos (POZO-BAYON et al., 2009). No Brasil, a Lei n. 10.970 de 12 de novembro de 2004,
define que espumante ou espumante natural € o vinho cujo anidrido carb6nico provém
exclusivamente de uma segunda fermentacdo alcodlica do vinho em grandes recipientes
(método Charmat) ou em garrafas (método Champenoise, Classico ou Tradicional), com uma
pressao minima de quatro atmosferas a 20 °C e com teor alcodlico de 10% a 13% em volume
(BRASIL, 2004).

3.2.2 Método Tradicional

A nomenclatura do método muda de acordo com a regido de origem. Em Champagne,
na Franca, é denominado método Champenoise, na Italia como método Classico (vinhos
Talento e Spumanti Methodo Classico) e para as Cavas espanholas como metodo Tradicional
(BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012). Ja no Brasil, pode ser denominado método
Champenoise ou Tradicional (BRASIL, 2004).

No método Tradicional (Champenoise), 0s vinhos espumantes sdo fermentados e
envelhecidos na mesma garrafa que serd comercializada. Este método € utilizado em produtos
de alta qualidade, como, por exemplo, os Champagnes franceses e os Cavas espanhois. O
processo de elaboracdo desses dois produtos € similar, contudo, as maiores diferencas entre
estes vinhos estdo associadas as uvas empregadas, produtividade no parreiral, condi¢Ges edafo-
climéticas da regido produtora, praticas enoldgicas adotadas e ao tempo em que a bebida é
mantida em contato com as borras de levedura durante o envelhecimento (POZO-BAYON et
al., 2009; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012; DI GIANVITO et al., 2019).

O vinho espumante elaborado pelo método tradicional (Figura 2) requer duas
fermentacdes alcoodlicas. A primeira fermentacdo € responsavel pela transformacdo do mosto
das uvas em vinho base. Seguindo o método, ocorre a segunda fermentacdo na garrafa, onde ha
um aumento do teor de alcool e pressdo interna da garrafa, a chamada tomada de espuma. Apos
esta segunda fermentacdo alcoodlica, o vinho é envelhecido nas borras das leveduras em uma
etapa denominada aut6lise. Trata-se de um processo lento que ocorre no final da fase
estacionaria de crescimento das leveduras e, geralmente, associado a morte celular que envolve
processos enzimaticos que atuam na liberacdo citoplasmatica (peptideos, acidos graxos,
nucleotideos, aminoacidos) e na parede celular (manoproteinas) (ALEXANDRE e
GUILLOUX-BENATIER, 2006; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

As cultivares utilizadas na elaboracéo de vinhos espumantes pode ser uma das variaveis

mais importantes para a composicao quimica final da bebida (POZO-BAYON et al., 2009) e as
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pesquisas estdo cada vez mais voltadas para explorar as distintas caracteristicas possiveis a
partir da escolha da cultivar (MARTINEZ-LAPUENTE et al., 2013; CALIARI et al., 2014;
MARTINEZ-LAPUENTE et al., 2018) de forma que atenda a crescente demanda do mercado

consumidor por vinhos espumantes (OIV, 2019).

Em todo o mundo a selecdo da cultivar leva em consideracdo as condi¢des climaticas
da regido onde seré cultivada, a produtividade da planta e as caracteristicas desejadas para o
vinho espumante (BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012). A partir da escolha da
cultivar, o monitoramento da sua maturacdo € fase imprescindivel para a qualidade do vinho
espumante e vem sendo objeto de estudo. A colheita das uvas destinadas a elaboracdo de vinhos
espumantes deve ocorrer em um periodo de maturacdo onde se alcance baixas concentraces
de agcar, alta acidez e pH baixo, visando vinhos frescos e leves (MARTINEZ-LAPUENTE et
al., 2016). Alem disso, a maneira como as uvas chegam até a area de processamento é fator
determinante na qualidade do vinho espumante final. Apos a colheita, elas devem chegar o mais
intactas possivel na adega. Se a colheita for mecénica, € imprescindivel que seja realizada a
noite, para evitar altas temperaturas diurnas (30 a 35 °C), que podem favorecer reacGes de
oxidac&o e fermentacdes indesejadas (BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

As uvas sdo desengacadas e, no momento do processamento, € adicionado o diéxido de
enxofre para evitar reacdes microbiologicas indesejadas realizada pela microbiota indigena
presente e para inativar a polifenol oxidase, enzima responsavel pela oxidacdo fendlica nos
mostos e vinhos (FLANZY et al., 1999; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012). Além
disso, nesta etapa podem ser adicionadas enzimas pectoliticas para obter mostos mais limpidos
e aumentar o rendimento (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a).

Ainda nesta fase, é possivel aplicar praticas enoldgicas capazes de modificar a
composicao quimica e o perfil sensorial dos vinhos espumantes. A exemplo da maceracéo pré-
fermentativa a frio, que ja € uma técnica utilizada na elaboracdo de vinhos espumantes rosés
(RUIZ-MORENQO et al., 2017). Segundo a Resolucéo n° 12/2005 da Organizacdo Internacional
da Uva e do Vinho, define-se maceracao a frio como um procedimento de realizar maceracao
das uvas por um determinado tempo e temperatura, com a finalidade de favorecer a extracédo
dos constituintes da pelicula antes do inicio da fermentacéo alcodlica (O1V, 2005). Durante esta
etapa, sdo liberados no mosto compostos fendlicos, que contribuem para a cor e estrutura geral
do vinho, além de aromas e seus precursores, como compostos nitrogenados, polissacarideos
(especialmente, pectinas) e minerais. (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; RUIZ-MORENO et
al., 2017; ALEIXANDRE-TUDO e DU TOIT, 2018).
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A maceracdo a frio consiste em resfriar as uvas a baixas temperaturas (5 a 15 °C) antes
da fermentacdo alcoolica durante horas ou dias, e 0 mosto deve ter uma concentracdo minima
de dioxido de enxofre livre (cerca de 25 mg/L) que iniba a atividade microbioldgica indigena
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; CEJUDO-BASTANTE, et al., 2014). Quando aplicada
com curta duracdo, minimiza a difusdo de compostos fendlicos no mosto, levando a obtencéo
de vinhos jovens, frescos e frutados. Por outro lado, maceracfes longas e temperaturas mais
elevadas originam vinhos com mais cor e maior volume de boca. Além disso, a liberagdo de
potassio pelas peliculas da uva e a parcial salificagdo do acido tartarico leva a uma diminuicao
da acidez total e a um valor elevado de pH (JACKSON et al., 2000; RIBEREAU-GAYON et
al., 2006a).

Os compostos fendlicos extraidos durante a maceracdo pré-fermentativa a frio irdo
contribuir para a estabilidade de cor destes vinhos, atuando como substratos de oxidagéo
(GOMEZ-MIGUEZ et al., 2007; CEJUDO-BASTANTE et al., 2011). Além disso, 0 emprego
desta maceracdo em vinhos brancos e rosés altera o perfil volatil, podendo apresentar maiores
concentracdes de ésteres etilicos de &cidos graxos e acetatos de alcoois superiores (SALINAS
et al., 2005; RUIZ-MORENO et al., 2017).

Apo0s o processamento das uvas, elas seguem para a prensagem, onde a qualidade do
mosto sofre influéncia do tipo adotada, sendo mais comum o uso de prensas pneumaticas que
extraem o liquido de forma suave (0.1 Kg/cm?) para evitar notas amargas e herbaceas.
Normalmente, 0 mosto extraido da primeira fracdo da prensagem (cerca de 60% de rendimento)
é destinado a produtos de categoria superior, enquanto o obtido da segunda fracdo € de
qualidade inferior (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES,
2012). As diferentes fracbes extraidas do mosto refletem a condicdo de maturacdo das uvas
onde a parte mais externa da polpa tem maior concentracdo de acuUcares, porém é menos acida,
devido a salificacdo dos acidos organicos presentes nas proximidades da pelicula. Por outro
lado, a parte mais proxima das sementes tem maior acidez e menos aclcar (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a).
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Figura 2 Fluxograma de elaboracéo de vinhos espumantes pelo Método Tradicional.

Praticas enolégicas ~ Desengace/
pré-fermentativas  @Smagamento

Clarificagao do mosto

12 Fermentagao
alcéolica

Clarificagao /
Estabilizagao proteica

Estabilizacdo tartarica

+ Licor de tiragem  Vinho base

I Engarrafamento ‘ “

Envelhecimento sobre as borras

Tomada de espuma

U Fermentagao alcéolica

(Autolise)
Remuage
-
Dégorgement | " gl /
-30°C

Licor de expedicao

Fechamento das garrafas

-

Fonte: Elaborado pelo autor e adaptado de Manfroi (2010).
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Em seguida, deve ser realizada a clarificagdo do mosto que pode ser por método estatico
(duracgdo de 12 a 24 horas) ou método dinamico (filtracdo ou centrifugacdo) (BUXADERAS e
LOPEZ-TAMAMES, 2012). A enzima pectolitica utilizada vai ter grande influéncia nesta etapa
por facilitar a floculagdo e sedimentacdo de compostos organicos suspensos. Além disso, para
otimizar o método estatico, pode ser adicionado clarificantes como bentonite e taninos
enoldgicos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Apds esta etapa, também denominada
debourbage, avalia-se a necessidade de corrigir as concentracdes de &cidos e agucares, visando
as caracteristicas desejadas no vinho base final. Em condicGes climéticas frias sdo encontrados
altos niveis de &cidos e baixos niveis de aglcar, sendo necessaria a adi¢do de sacarose a0 mosto
(chaptalizagéo) ou realizar a concentragdo do mosto. Por outro lado, mostos obtidos em regides
de climas temperados ou quentes alcancam quantidades suficientes de aglcar que garantem o
teor minimo de alcool (9.0 a 10.0% v/v) para vinhos base e, em alguns casos, é necessario
corrigir a acidez adicionando &cido tartérico e/ou citrico (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a;
BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

Somente apos identificarem alguns problemas no controle da segunda fermentagéo
alcoolica nas garrafas de vinhos espumantes, como o excesso ou a falta de pressao, no final do
século XVII, produtores de Champagne desenvolveram um procedimento mais seguro para a
qualidade do seu processo de elaboracdo que € utilizado até hoje. Para isso, foi estabelecido que
deveria ser elaborado um vinho base com fermentacdo alcodlica totalmente concluida (sem
residual de acucar) e, para a segunda fermentacdo em garrafa, deveria ser adicionado uma
concentragdo conhecida de agtcar suficiente para a pressdo desejada (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006a).

Atualmente, os vinhos base sdo elaborados pelas técnicas convencionais da producgédo
de vinhos brancos, podendo ser monovarietais ou uma mistura entre uvas brancas e/ou tintas
(MARTINEZ-RODRIGUEZ e PUEYO, 2009). Para controle da qualidade da elaboragdo do
vinho base, recomenda-se que a fermentacao alcodlica ocorra em recipientes de aco inoxidavel
com controle de temperatura. Além disso, recomenda-se que sejam inoculadas leveduras
Saccharomyces cerevisiae. Contudo, pesquisas recentes também avaliam as possibilidades de
uso de leveduras ndo-Saccharomyces para elaboracdo desses produtos (EDER e ROSA, 2021).
Esta primeira fermentacdo alcooOlica deve ocorrer em temperaturas abaixo de 20 °C,
preservando, principalmente, compostos volateis de qualidade que afetam o aroma final do
vinho (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).
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Em condig¢bes normais, a levedura finaliza a fermentagéo em poucos dias (15 a 20 dias),
dando origem a um vinho com um agucar residual inferior a 2,0 g.L ™. Apds esta etapa, 0 vinho
é submetido a temperaturas mais baixas (menor que 8 °C) e os coldides suspensos sedimentam,
tornando o vinho mais limpido e brilhante. Quando a clarificacdo fisica por estatica for
insuficiente, agentes de colagem como bentonite, gelatina, caseinatos e/ou polivinilpirrolidona
podem ser empregados para otimizar o processo (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a;
BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

Para a qualidade e estabilidade do vinho espumante final é indispensavel realizar
estabilidade proteica e tartarica do vinho base. A estabilizacdo proteica podera ocorrer junto
com etapa de clarificacdo e é usualmente realizada com a adi¢do de bentonite. Este clarificante
é uma argila coloidal que possui alto grau de adsorcdo a moléculas proteicas, arrastando essas
particulas para o fundo do recipiente de elaboracéo, facilitando a limpeza do vinho base. Alem
disso, para a estabilizacdo tartarica, ocorre a precipitacdo antecipada de sais de bitartarato de
potassio e tartarato de calcio em temperaturas negativas (-4 °C) por cerca de 10 dias. Os cristais
formados sdo insoliveis em meio hidroalcodlico e podem ser eliminados por trasfega ou por
membranas filtrantes (FLANZY et al., 1999; MANFROI, 2010; BUXADERAS e LOPEZ-
TAMAMES, 2012). Em alguns casos, quando o vinho base apresenta acidez total superior a
15.0 g.L?, podem ser submetidos a fermentacdo malolatica, promovendo sua estabilidade
microbioldgica, evitando que esta fermentacdo ocorra na garrafa, evitando defeitos no vinho
espumante final como excesso de pressdo (CO,) e turvagdes (RIBEREAU-GAYON et al,
2006a; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

O vinho base finalizado ndo deve ter o teor alcodlico muito elevado, variando de 10 a
11,5% vlv, visto que a graduacdo alcoolica aumentara durante a segunda fermentacao. Além
disso, deve ter a acidez adequada (80 a 90 meq L™) e pH ao redor de 3,2, de forma que garanta
a atividade microbioldgica durante a segunda fermentacao alcodlica e um longo potencial de
envelhecimento ao vinho espumante final (MANFROI, 2010). Por estas razdes, em regides de
clima quente, a colheita tende a ocorrer antes das uvas atingirem o ponto de maturagédo
tecnoldgica adotado na producao para a elaboracéo de vinhos tranquilos (RIBEREAU-GAYON
et al., 2006a; GIOVANNINI e MANFROI, 2009; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES,
2012). Além disso, a concentragdo de dioxido de enxofre livre acima 25 mgL ™ e o pH inferior
a 2,8 podem comprometer a atividade das leveduras durante a segunda fermentacdo alcodlica
(BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012), sendo pardmetros importantes para 0 Sucesso

do vinho espumante final.
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A segunda fermentacdo alcodlica do vinho base é o momento mais delicado na
elaboracdo de um vinho espumante de qualidade, é nesta fase que as borbulhas e a espuma, téo
caracteristicas desta bebida, sdo formadas. Para isso, € adicionado ao vinho base o licor de
tiragem composto, essencialmente, por leveduras ativas, sacarose, agente clarificante e
nutrientes (MANFROI, 2010; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012). A adic&o do licor
pode ocorrer diretamente nos tanques de fermentacdo onde estd o vinho base, antes do
engarrafamento, ou, ainda, adicionado a cada garrafa durante o engarrafamento (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a).

As cepas de levedura utilizadas na elaboragédo de vinhos espumantes sdo selecionadas
por sua capacidade de crescer a baixas temperaturas e sob pressdo em um meio fermentativo
com, no minimo, 10% (v/v) de etanol, por possuirem capacidade satisfatoria de floculagcdo ou
aglutinacéo e por sua capacidade autolitica (ALEXANDRE e GUILLOUX-BENATIER, 2006).
Acredita-se que 1 a 2 milhdes de celulas de levedura por mL de vinho sejam suficientes para o

sucesso dessa fermentagédo secundaria (FLANZY et al., 1999).

A concentragdo de agtcar no licor de tiragem varia de 20 a 24 g.L, sendo calculada
visando a pressdo desejada (entre 5 e 6 atm a 20 °C). Isso ocorre porque a cada 4 g.L* de
sacarose consumidas pelas leveduras no processo fermentativo, é produzido cerca de 1,0
atmosfera de pressio (MANFROI, 2010; RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Além disso, 0s
nutrientes adicionados ao vinho base sdo compostos, principalmente, por fosfato de amonio e
sdo fundamentais para o bom desenvolvimento das células de leveduras durante a fermentacao
(MANFROI, 2010). Nos Champagnes franceses é raro 0 uso de nutrientes porque as uvas e 0S
vinhos oriundos dessa regido sdo ricos em nitrogénio, chegando a concentracdes de até trés
vezes as encontradas em vinhos da regifo de Bordeaux, também na Franca (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a).

Entre os clarificantes utilizados, a bentonite € uma argila coloidal que tem seu uso muito
difundido na inddstria vitivinicola. Esse agente clarificante é adicionado ao licor de tiragem
com objetivo de auxiliar na sedimentacdo das particulas suspensas, a concentracdo utilizada
ndo deve ultrapassar 0,5 g L™ e seu uso deve ser bem monitorado visto seu alto poder de
adsorcdo que pode influenciar diretamente na espuma e composicdo aromatica do vinho
espumante (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; MANFROI, 2010; BUXADERAS e LOPEZ-
TAMAMES, 2012).
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Por fim, ap6s a adi¢do do licor de tiragem, o vinho base é engarrafado em garrafas de
vidro tipo champanheiras para suportar a pressdo que sera formada durante sua refermentacé&o.
As garrafas sdo fechadas com uma tampa metélica tipo corona e, opcionalmente, antes desta
tampa pode ser colocado um opérculo pléastico denominado bidule, que auxiliard na remocéo
das borras para finalizagdo do vinho espumante (MANFROI, 2010; BUXADERAS e LOPEZ-
TAMAMES, 2012). Durante a segunda fermentacdo alcoodlica as garrafas devem permanecer
em posicao horizontal para garantir maior area de contato do vinho com suas borras, garantindo
melhor atividade das leveduras (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Esta etapa pode durar de
1 a 3 meses, dependendo de inimeros fatores como a cepa de levedura, a composicao quimica
do vinho base e a temperatura de fermentacdo (MANFROI, 2010). Acredita-se que depois de
um més 99% as celulas de levedura ndo sejam mais viaveis e apds trés meses considerasse
encerrada esta fermentacdo (BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

Em seguida, ocorre o periodo de envelhecimento do vinho espumante em contato com
as borras de leveduras, denominado autdlise. O inicio do processo de autélise comeca de dois
a quatro meses apos o término da fermentacdo alcodlica (ALEXANDRE e GUILLOUX-
BENATIER, 2006), quando todos os agucares e nutrientes foram consumidos e as leveduras
buscam energia nas suas reservas internas que logo se tornam insuficientes para as demandas
das células, comecando esse processo autolitico (MARTINEZ-RODRIGUEZ e PUEYO, 2009).
Esta etapa pode originar vinhos espumantes mais aromaticos, equilibrados, com maior potencial
de envelhecimento, estabilidade de cor e capacidade antioxidante. Durante este estagio, as
propriedades organolépticas e a espuma do vinho sdo modificadas, refletindo mudancgas na
composicdo e complexidade do produto, trazendo aromas e sabores caracteristicos de vinhos
espumantes elaborados pelo método tradicional (ALEXANDRE e GUILLOUX-BENATIER,
2006; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

O processo de autolise consiste na hidrélise intracelular de biopolimeros por enzimas
hidroliticas que resulta na liberacdo de varios compostos de baixo peso molecular, como
aminodcidos, peptideos, proteinas, polissacarideos, derivados de acidos nucléicos e lipidios,
que tém um efeito positivo sobre a composi¢do quimica e organoléptica do vinho espumante
(ALEXANDRE e GUILLOUX-BENATIER, 2006; TORRESI, et al. 2011). A aut6lise pode ser
dividida em quatro etapas. Na primeira ocorre a degradacdo celular com a liberacdo de proteases
presentes nos vacuolos citoplasmaticos. Em seguida, as proteases sofrem inibicao por inibidores
citoplasmaticos especificos, que sdo degradados, ativando as proteases e glucanases. Na terceira

etapa, estes componentes poliméricos sdo hidrolisados, se acumulando na parede celular. Por
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fim, os produtos da hidrdlise sdo liberados quando suas massas moleculares sdo baixas o
suficiente para atravessar os poros da parede celular (BABAYAN et al., 1981; KEMP et al.,
2005). Fatores como o pH, a presenca de etanol, a cepa de levedura, a pressao e a temperatura
podem afetar o andamento desta etapa. Na prética, as condi¢Bes de autdlise na elaboracdo de
vinhos espumantes pelo método tradicional variam, com pH 3 a 4, temperatura de 10 a 18 °C,
cerca de 12% v/v de etanol e 6 atm de pressdo (MOLNAR et al., 1981; ALEXANDRE e
GUILLOUX-BENATIER, 2006).

Apos o periodo de autdlise desejado para o vinho espumante, a bebida é preparada para,
enfim, ir para o consumidor final. Para isso, é necessario proceder a retirada das borras presentes
na garrafa. A remuage € uma etapa importante para auxiliar na floculacdo e sedimentacao das
borras no gargalo da garrafa. Tradicionalmente, esta técnica é realizada em suportes de
madeiras denominados pupitres, onde as garrafas ficam inclinadas em angulos entre 20 a 30°
em relagdo ao solo. Para movimentar os sedimentos em direcdo ao gargalo, as garrafas séo
diariamente giradas em movimentos espasmoédicos (cerca de % de volta) aumentando sua
inclinacdo, trazendo gradualmente a garrafa para a posicdo vertical. Este processo é lento,
podendo durar de 15 dias a 2 meses (MANFROI 2010; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES,
2012), dependendo do tipo do vinho e de sua estrutura coloidal, bem como da capacidade de
floculagdo da cepa de levedura utilizada na segunda fermentacio (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006a). Ao longo dos anos foram desenvolvidas técnicas para otimizar e mecanizar esse
processo. Ja é difundido em todo o mundo o uso do Gyropallet, onde a remuage ocorre de forma
mecanica e automatica. Trata-se de uma gaiola metalica que suporta cerca de 500 garrafas, que
simula as condicdes da remuage manual. Esta tecnologia pode reduzir o tempo desta etapa para
semanas ou dias (MANFROI, 2010; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012) e, por outro
lado, apresenta um elevado investimento inicial para implantacdo (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006a).

Por fim, concluida a remuage, para remocao das borras € realizado o dégorgement. As
garrafas com os gargalos (e borras) em posicdo perpendicular ao solo sdo inicialmente
refrigeradas (cerca de 0 °C) e entdo sdo levadas para o processo de congelamento dos
sedimentos em solucédo criogénica (-30 °C), cerca de 2 cm acima da tampa. A garrafa entdo é
invertida e é retirada a tampa corona. A pressao contida na garrafa auxilia na liberacdo do cubo
de gelo formado pelas borras. Ao final, mesmo com todos cuidados, nesta etapa do processo
deve-se assumir a possibilidade de perda de gas carbénico estimado ao redor de 0,2 a 0,5 atm
de pressdo (MANFROI, 2010; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).
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Logo ap6s o dégorgement, é adicionado o licor de expedicdo para as corre¢des finais
dos padrdes de qualidade do vinho espumante. Este licor é composto basicamente de sacarose
e vinho base, podendo ser adicionado didxido de enxofre, destilado vinico ou &cido orgéanicos
estaveis, como o acido citrico. Sera nesse momento que se define qual categoria em relacdo ao
teor de acUcar o vinho espumante serd classificado (nature, brut ou demi-sec, por exemplo). As
concentracdes desses ingredientes mudam de acordo com o produto e produtor, e a legislagcéo
especifica de cada pais/regido (MANFROI, 2010; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES,
2012).

Por fim, as garrafas recebem as rolhas, gaiolas de metal, capsulas e sdo rotuladas. As
rolhas de cortica sdo as mais utilizadas para fechar os vinhos espumantes por possuirem boa
permeabilidade, grande elasticidade e resisténcia ao desgaste (MANFROI, 2010). Alem disso,
se caracterizam por serem conglomeradas, com 1 ou 2 discos de alta qualidade na extremidade
que tera contato direto com o liquido. Vedantes de outros materiais ndo sao consideradas na
producdo de vinhos espumantes de alta qualidade por ndo oferecerem propriedades fisico-
quimicas necessarias para garantir os atributos sensoriais desejaveis nesses vinhos como
efervescéncia e complexidade aromética (BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

Estes aspectos relacionados a manutencao da qualidade sensorial do vinho espumante
apos engarrafado sdo essenciais, ja que o consumo de vinhos esta diretamente ligado a busca
do consumidor por experiéncias prazerosas. As caracteristicas sensoriais como efervescéncia,
espuma, cor e aromas sdo 0s principais atributos que determinam a preferéncia desse mercado.
Sendo assim, as diferentes estratégias de vinificacdo aplicadas na elaboracdo de vinhos
espumantes devem buscar um equilibrio na composicdo da bebida que beneficie suas
propriedades sensoriais e nutritivas (POZO-BAYON et al., 2009; BUXADERAS e LOPEZ-
TAMAMES, 2012).

A caracteristica que mais distingue o vinho espumante dos vinhos tranquilos é a
efervescéncia (do latim fervere: ferver). O conjunto de bolhas que emergem no vinho
espumante formam sua efervescéncia (POZO-BAYON et al., 2009; BUXADERAS e LOPEZ-
TAMAMES, 2012). Além disso, ha a formacdo da espuma que acontece assim que o vinho
espumante é aberto. Por se tratar de uma solucdo saturada de didéxido de carbono (pressdo de
4,0 a 6,0 atm), ocorre uma descompressdo quando em contato com a pressao atmosférica do
meio (1,0 atm). A espuma € composta por grupos de pequenas bolhas que envolvem o gas
carbdnico enddgeno, produzido durante a fermentacdo alcodlica, e alguns compostos

odoriferos. Estas bolhas sdo compostas por compostos tensoativos que fornecem viscosidade,
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textura e firmeza, sendo parte essencial no perfil sensorial dessas bebidas (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a; BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

As préticas enoldgicas e tratamentos de estabilizagdo, clarificacdo e filtracdo adotados
durante a elaborag&o dos vinhos espumantes podem afetar a qualidade da espuma porque atuam
diretamente na redugdo da concentracdo de proteinas dissolvidas no vinho (MARTINEZ-
RODRIGUEZ e PUEYO, 2009; POZO-BAYON et al., 2009; PEREZ-MARINO et al., 2018).
Junto a isso, o envelhecimento sobre as borras das leveduras pode trazer maior estabilidade e
persisténcia para a espuma (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a; POZO-BAYON et al., 2009).
Neste contexto, o uso de cepas de leveduras com maior capacidade autolitica, podem ajudar a
alcancar melhor qualidade na formacdo da espuma (MARTINEZ-RODRIGUEZ e PUEYO,
2009).

Fatores externos como o modo de abrir a garrafa, a temperatura e o copo utilizado
também sdo cruciais para a avaliacdo da bebida. Quanto menor a temperatura do vinho
espumante, maior o tempo que o gas carbdnico permanecera dissolvido e maior serd a duracao
da efervescéncia e da espuma durante o tempo que a taca de vinho espumante é consumida
(BUXADERAS e LOPEZ-TAMAMES, 2012).

3.3 Composicao quimica dos vinhos espumantes

A composicao quimica dos vinhos é mais complexa que a da matéria-prima, visto que
h& numerosas reacdes enzimaticas e nao-enzimaticas durante todo o processo de elaboracdo,
envelhecimento e armazenamento dessas bebidas. Diversos fatores contribuem para isso, como
a escolha da uva, o rendimento do vinhedo, qualidade do vinho base e a cepa de levedura
utilizada na sua elaboracdo. Adicionalmente, para os vinhos espumantes, a segunda
fermentacdo alcodlica e o envelhecimento na presenca das leveduras sdo determinantes para
sua qualidade, uma vez que ambos os eventos estdo envolvidos no caracter distintivo entre
vinhos espumantes e vinhos tranquilos (POZO-BAYON et al., 2009; TORRESI et al., 2011;
UBEDA et al., 2019).

3.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios sintetizados pela planta,
geralmente em resposta ao estresse, como doencas fungicas, estresse hidrico, radiagdo

ultravioleta e tém um papel determinante na qualidade dos vinhos. Quimicamente sdo
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caracterizados por ter pelo menos um anel aromédtico com uma ou mais hidroxilas
(GUTIERREZ-ESCOBAR et al., 2021).

O perfil e a concentragdo desses compostos dependem da cultivar, das préaticas adotadas
na viticultura e dos processos biotecnoldgicos envolvidos na elaboragdo do vinho, e sua origem
influéncia nas suas propriedades benéficas a salde e nas caracteristicas sensoriais como cor,
adstringéncia, amargor, e até mesmo no perfil aromatico dos vinhos (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006b; SERUGA et al., 2011; GARRIDO e BORGES, 2013; GUTIERREZ-ESCOBAR et
al., 2021). Ha uma variedade de fatores ligados as praticas viticolas que podem influenciar no
teor de compostos fendlicos em uvas, como a escolha da cultivar, condigdes climaticas de
cultivo e préticas de manejo adotadas, podendo alguns compostos fen6licos serem utilizados
como marcadores para algumas cultivares. Alem disso, durante a elaboracéo de vinhos, préaticas
enoldgicas pré-fermentativas, fermentativas e pos-fermentativas podem impactar na extracéo e
manutencdo do contetdo fendlico (MERKYTE, et al., 2020; GUTIERREZ-ESCOBAR et al.,
2021).

Nos vinhos espumantes, a atividade nutricional associada as concentracfes dos
compostos fenodlicos vem motivando pesquisadores a desenvolver estudos que expliquem este
vinculo e possam apontar os marcadores ligados as uvas escolhidas e/ou praticas enoldgicas
adotadas na elaborac&o desta bebida (GALLARDO-CHACON et al., 2010; STEFENON et al.,
2014; SARTOR et al., 2019). A Tabela 1 apresenta alguns compostos fenolicos e capacidade
antioxidante relatados em vinhos espumantes elaborados pelo Método Tradicional.

Tabela 1 Compostos fendlicos e capacidade antioxidante em vinhos espumantes elaborados
pelo Método Tradicional

Cor do Faixa de
Parametros Cultivar vinho concentracdo Referéncia
espumante (mg L?)
Compostos
Fendlicos
< . - Cabernet . (SARTOR et al,
Acido gélico Sauvignon/Merlot Rosé 2,01 a5,67 2018)
Acido trans-  Cabernet . (SARTOR et al,
caftérico Sauvignon/Merlot Rose 128521541 2018)
< . . Cabernet . (SARTOR et al,
Acido caféico Sauvignon/Merlot Rosé 2,47 a 3,01 2018)
Acido Cabernet . (SARTOR et al,
feralico Sauvignon/Merlot Rosé 0,3220,37 2018)
. Cabernet . (SARTOR et al,
Quercetina Sauvignon/Merlot Rosé 0,23a0,31 2018)
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Miricetina

Cabernet
Sauvignon/Merlot

Rosé 0,53a1,32

(SARTOR et al,
2018)

Cabernet
Sauvignon/Merlot

Rosé 3,70a19,21

(SARTOR et al. 2018)
(CALIARI et al,

Sauvignon Blanc Branco 5,80 2014)
Riesling Renano Branco 561 g%ﬁISIARI et al.,
(+)-Catequina (

i i CALIARI et al,
Pinot Gris Branco 4,13 2014)
i i (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 3,52 2014)

(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 3,57 2014)
Cabernet

Sauvignon/Merlot

Rosé 6,45 a 19,98

(SARTOR et al. 2018)
(CALIARI et al,

Sauvignon Blanc Branco 1,56 2014)
- (CALIARI et al,
- Riesling Renano Branco 1,23 2014)
Epicatequina Pinot Gris Branco 2.15 (CALIARI et al,
2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 1,86 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 1,43 2014)
Cabernet ]
Sauvignon/Merlot Rosé 2,3226,36 (SARTOR et al. 2018)
. (CALIARI et al,
Sauvignon Blanc Branco 0,08 2014)
Trans- - (CALIARI et al,
resveratrol Riesling Renano Branco 0,10 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 0,12 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 0,14 2014)
Peonidina Cabernet Rosé 0,2921,02 (SARTOR et al. 2018)
Sauvignon/Merlot
Malvidina Cabernet Rosé 2,10219,67 (SARTOR et al. 2018)
Sauvignon/Merlot
(PEREZ-MARINO et
Tempranillo Tinto 258,53 a al., " 2018;
P 1.205,00 GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Contetido . (RUIZ-MORENO et
fenélico total Pedro Ximenez Branco 116,0 a 162,0 al., 2017)
. (CALIARI et al,
Moscato Giallo Branco 95,71 2015)
Sauvignon Blanc Branco 123,80 (CALIARI et al,

2014)
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Riesling Renano Branco 138,80 g%ﬁISIARI et al,
Pinot Gris Branco 77,60 g%ﬁ's'AR' et al,
Pinot Noir Branco 41,30 g%ﬁ's'AR' et al,
Chardonnay Branco 115,10 g%ﬁ's'AR' et al,
Chenin Blanc Branco 123,32 gTI,AZSOcl::gI;AENTO et
Syrah Branco 134,79 g't'g%%';/lENTO et
é%%Z;neIBSI;P;h Branco 110,94 (NASCIMENTO et
(50%) al., 2018)

é%iﬂf)”fs';r”ach Rosé 10022  (NASCIMENTO et
(50%) al., 2018)

Chenin Blanc Branco 0,46 SEI,AZSO%I;AENTO et
Syrah Branco 0,55 SEI,A.\ZSOCSSAENTO et
é%%;,')ne%;:]ach Branco 0.45 (NASCIMENTO et
(50%) al., 2018)

é%izi)ne%;:]ach Rosé 0.70 (NASCIMENTO et
(50%) al., 2018)

DPPH* Sauvignon Blanc Branco 0,76 gcoﬁL)lARl et al,
Riesling Renano Branco 0,90 gcoﬁL)'AR' et al,
Pinot Gris Branco 0,59 500/16\4L)IARI et al,
Pinot Noir Branco 0,46 gCOﬁL)IARI et al,
Chardonnay Branco 0,81 gCOﬁL)IARI et al,
Moscato Giallo Branco 0,78 gCOf‘SL)lARl et al,
Chenin Blanc Branco 0,533 ;Tg%%’;ﬂENTO et
Syrah Branco 0,942 ;Tg%%’;ﬂENTO et

ABTS* é%%;:,i)neBSI;?;h Branco 0619  (NASCIMENTO et
(50%) al., 2018)
235%%2')”(985'3?;1 Rosé 0.890 (NASCIMENTO et

(50%)

al., 2018)
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(CALIARI et al,

Sauvignon Blanc Branco 0,84 2014)
L (CALIARI et al,

Riesling Renano Branco 1,06 2014)
. . (CALIARI et al,

Pinot Gris Branco 0,61 2014)
. . (CALIARI et al,

Pinot Noir Branco 0,44 2014)
(CALIARI et al,

Chardonnay Branco 0,90 2014)
. (CALIARI et al,

Moscato Giallo Branco 0,97 2015)
. (CALIARI et al,

Sauvignon Blanc Branco 0,35 2014)
L (CALIARI et al,

Riesling Renano Branco 0,70 2014)
Pinot Gris Branco 0,25 (CALIARI et al,

FRAP* 2014) |

Pinot Noir Branco 0,34 (CALIARI et al,

2014)
(CALIARI et al,

Chardonnay Branco 0,38 2014)
. (CALIARI et al,

Moscato Giallo Branco 0,59 2015)

*Capacidade antioxidante expressa em mmol TEAC L.

De maneira geral, os compostos fenolicos sdo classificados como: flavondides e nao-
flavondides. Os flavonodides sdo encontrados na pelicula, semente e pedicelo das uvas e
apresentam, como estrutura comum, dois anéis benzeno ligados por um heterociclo de oxigénio.
A estrutura do heterociclo define os diferentes grupos: antocianinas, flavanois e flavonois. Por
outro lado, os ndo-flavondides estdo presentes na pelicula e polpa das uvas e apresentam uma
estrutura quimica mais simples, possuindo um (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos)
ou dois nucleos fendlicos ligados entre si por uma cadeia insaturada (estilbenos) (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006b; GUTIERREZ-ESCOBAR et al., 2021).

As antocianinas sdo pigmentos naturais, ausentes em vinhos brancos, responsaveis pela
coloracdo vermelha das uvas e vinhos. Delfinidina, cianidina, petunidina, pelargonidina,
peonidina e malvidina foram as antocianinas identificadas em uvas e vinhos, sendo esta Ultima
encontrada em maiores concentragcdes. A cor da antocianina muda de acordo com o pH do meio,
guando aumenta, a intensidade de cor aumenta, variando de incolor para violeta ou azul. A
estabilidade de cor ocorre quando as antocianinas interagem com outros compostos fendlicos
promovendo reagBes de co-pigmentacdo (GARRIDO e BORGES, 2013; GUTIERREZ-



47

ESCOBAR et al., 2021). Ha registros de vinhos espumantes tintos com concentracédo total de

antocianinas entre 105,4 a 175,91 mg L (Gonzalez-Lazaro et al., 2020).

Os principais flavanois encontrados em vinhos sdo (+) catequina, (-) epicatequina,
epigalocatequina galato e epicatequina galato e as proantocianidinas B1 e B2 (GUTIERREZ-
ESCOBAR et al., 2021). Estudos com vinhos espumantes elaborados pelo método Tradicional
descrevem concentragdes de 0,90 a 5,80 mg L™ para (+) catequina e 1,23 a 2,15 mg L™ para (-
)-epicatequina (POZO-BAYON et al., 2003; CALIARI et al, 2014). Por outro lado, o0s
flavonois sdo pigmentos amarelos geralmente presentes em forma glicosidica e 0s mais
relatados em vinhos sdo a miricetina, kaempferol, isorhamnetina e quercetina. Gonzalez-Léazaro
et al (2020) relataram em vinhos espumantes tintos concentragcdes totais desse grupo de
compostos entre 17,75 a 26,82 mg L. Estes grupos de compostos fendlicos sdo responsaveis
pela estabilizacdo da cor, participando de reaces de co-pigmentacdo, além de contribuir para
caracteristicas sensoriais gustativas como adstringéncia e amargor (GARRIDO e BORGES,
2013; GUTIERREZ-ESCOBAR et al., 2021).

Entre os &cidos hidroxibenzdicos o mais abundante em vinhos € o acido galico, que se
destaca como precursor de taninos hidrolisaveis (GARRIDO e BORGES, 2013; GUTIERREZ-
ESCOBAR et al., 2021). Em vinhos tintos sua concentragdo pode chegar a 70 mg L, enquanto
em vinhos espumantes ha relatos 3,26 mg L™ em rosés e 1,75 mg L em brancos (POZO-
BAYON et al., 2003). Por outro lado, ha uma diversidade de &cidos hidroxicindmicos
encontrados em vinhos como: caftarico, caféico, cumarico e ferulico (GARRIDO e BORGES,
2013; GUTIERREZ-ESCOBAR et al., 2021), podendo representar até 60% do total de
fendlicos presentes em vinhos brancos. Além disso, sdo precursores de compostos volateis e
sdo compostos facilmente oxidaveis, estando associados ao escurecimento dos vinhos durante
seu processo de elaboracdo e envelhecimento. Isto ocorre porque estes compostos podem
intervir nas reacdes redox, gerando compostos amarelo-acastanhados, por serem a maior fonte
de substrato para as enzimas oxidativas, principalmente, a polifenol oxidase (PPO)
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

Os estilbenos sdo compostos bioativos encontrados naturalmente em uvas e vinhos em
pequenas concentragBes (0 a 5 mg L™). Trans-resveratrol, cis-resveratrol e piceatannol sdo
alguns dos principais estilbenos descritos em vinhos (GARRIDO e BORGES, 2013;
GUTIERREZ-ESCOBAR et al., 2021) e, em vinhos espumantes brancos, ha relatos de
concentragdes totais que variam de 1,09 a 0,23 mg L™ (POZO-BAYON et al., 2003).
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A atividade bioldgica de alguns compostos fendlicos presentes em vinhos espumantes
tem despertado interesse de pesquisadores, com isso, a capacidade antioxidante desse produto
vem sendo avaliada (SARTOR et al., 2019b; PONS-MERCADE et al., 2021). Neste contexto,
na elaboracéo de vinhos espumantes pelo método Tradicional o envelhecimento sobre as borras
é uma etapa importante do processo. O tempo de duracdo dessa etapa pode afetar as
propriedades antioxidantes e bioldgicas dos vinhos espumantes uma vez que as borras de
levedura sdo uma fonte natural de compostos fendlicos (STEFENON, et al., 2014; JARA-
PALACIOS, 2019). Além disso, estudos mostram que a capacidade antioxidante dessas borras
pode durar até trés anos (GALLARDO-CHACON et al., 2010). Os grupos de compostos
fendlicos mais abundantes nas borras de levedura séo os flavondis e as antocianinas (JARA-
PALACIOS, 2019).

3.3.2 Compostos volateis

A composicdo volatil dos vinhos é formada, principalmente, por &cidos, terpenos,
alcoois e ésteres, estes ultimos em maior concentracdo. Os compostos volateis do vinho
espumante podem ter trés origens: aromas primarios provenientes das uvas, presentes
principalmente em produtos jovens, e aromas pré-fermentativos. Este ultimo pode ter efeito
negativo sobre o aroma quando derivado de um processamento inadequado da uva apés a
colheita ou impacto positivo, como os aromas derivados da aplicacdo da maceracdo pré-
fermentativa a frio. Por outro lado, os aromas secundarios sdo originarios da primeira
fermentacdo alcoodlica (vinho base) e da segunda fermentacdo em garrafa. Estes aromas sao
afetados, principalmente, pela qualidade do mosto e do vinho base, respectivamente. Além
disso, surgem os aromas terciarios durante a maturacdo do vinho espumantes sobre as borras
de levedura e, durante o processo de autolise das células, ha liberacdo de compostos de baixo
peso molecular responsaveis pela complexidade aromatica do vinho espumantes apds esta etapa
(TORRESI et al., 2011; UBEDA et al., 2019).

A complexidade aromatica dos vinhos estd ligada a uma sequéncia de processos
biolégicos, bioquimicos e tecnoldgicos, capazes de produzir centenas de compostos. O
metabolismo da uva, bem como o solo, clima e as técnicas de manejo adotadas, os fenémenos
bioguimicos durante a extracdo do mosto (maceracdo e/ou prensagem), reacdes metabolicas
durante a fermentacdo alcodlica e malolatica, além das reacBes quimicas e enziméticas que
ocorrem durante o envelhecimento, afetam diretamente no perfil aromatico dos vinhos
(MARTINEZ-RODRIGUEZ e PUEYO, 2009; UBEDA et al., 2019). A Tabela 2 apresenta
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alguns compostos volateis relatados em vinhos espumantes elaborados pelo Método

Tradicional.

Tabela 2. Compostos volateis em vinhos espumantes elaborados pelo Método Tradicional

N° Cor do Faixa de
Composto  CAS Cultivar vinho concentragéo Referéncia
espumante (ug LY _
(PEREZ-MARINO et
. . al., 2018;
Butirato de  105- Tempranillo Tinto 103,0 a 263,0 GONZALEZ-
etila 54-4 LAZARO et al., 2020)
Pedro (RUIZ-MORENO et
Ximenez Branco 102,0 a 144,0 al., 2017)
(PEREZ-MARINO et
. . al., 2018;
Tempranillo Tinto 146,0 a 547,0 GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pedro (RUIZ-MORENO et
Ximenez Branco 312,0 a 459,0 al., 2017)
Pais Branco 620,0 a865,0 (UBEDA etal., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al.,
Blanc Branco 192,8 2014)
Hexanoato  123- Riesling Branco 434,8 (CALIARI et al,
. Renano 2014)
de etila 66-0
Pinot Gris Branco 306,8 (CALIARI et al,
' 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 154,1 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 417,8 2014)
Moscato (CALIARI et al.,
Giallo Branco 748,2 2015)
Garnacha . « (HIDALGO et al,
Tinta Rosé 16al9 2004)
(PEREZ-MARINO et
. : al., 2018;
Tempranillo Tinto 60,0 a 663,0 GC)NZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 1,21a1,71* (UBEDAetal., 2019)
Octanoato 106 caro Branco 450027690 (RAZMORENO et
. Ximenez al., 2017)
de etila 32-1 .
Sauvignon Branco 991 6 (CALIARI et al,
Blanc ' 2014)
Riesling (CALIARI et al,
Renano Branco 655,2 2014)
Pinot Gris Branco 472,3 (CALIARI et al,

2014)
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Branco
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(CALIARI et al,

2014)
(CALIARI et al,
Chadonnay Branco 674,4 2014)
Moscato (CALIARI et al.,
Giallo Branco 1.229,2 2015)
Garnacha , * (HIDALGO et al.,
Tinta Rosé 0,2a0,6 2004)
(PEREZ-MARINO et
. . al., 2018;
Tempranillo Tinto 23,0 2 216,0 GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 272,0a605,0 (UBEDA etal., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al,
Blanc Branco 58,4 2014)
Riesling Branco 76.4 (CALIARI et al,
Renano 2014)
Decanoato  110- (CALIARI et al
de etila 38-3  Pinot Gris Branco 51,1 N
2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 14,2 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 81,9 2014)
Moscato (CALIARI et al,
Giallo Branco 88,2 2015)
Garnacha . « (HIDALGO et al,
Tinta Rose 0.1 2004)
Acetato de  141- Garnacha . « (HIDALGO et al,
etila 786 Tinta Rose 31223697 g0y
(PEREZ-MARINO et
Tempranillo Tinto 634,02 al., " 2018;
P 3.790,0 GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 1,1a2,6* (UBEDA et al., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al.,
Blanc Branco 60,5 2014)
Acetato de  123- Riesling Branco 36,0 (CALIARI et al,
isoamila 92-2 Renano ?CO,16\4L)I ARI t |
. . et al.,
Pinot Gris Branco 119,9 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 37,1 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 67,9 2014)
Moscato (CALIARI et al.,
Giallo Branco 443,0 2015)
(PEREZ-MARINO et
Acetato de  142- . . al., 2018;
hexila 92-7 Tempranillo Tinto 4,0a52,0 GONZALEZ-

LAZARO et al., 2020)
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Pais Branco 49,6 a124,0 (UBEDAZetal., 2019)
Pedro (RUIZ-MORENO et
Ximenez Branco 702180 al., 2017)
Garnacha , (HIDALGO et al.,
Tinta Rose 0,9 2004)
(PEREZ-MARINO et
. i al., 2018;
Acetato de 103- Tempranillo Tinto 119,0 a 574,0 GQNZALEZ-
fenetila 45-7 LAZARO et al., 2020)
Moscato (CALIARI et al,
Giallo Branco 7.1 2015)
] (PEREZ-MARINO et
Acido 503- Tempranillo Tinto 609,0 a al., 2018;
isovalérico  74-2 P 14820  GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
(PEREZ-MARINO et
. : 305,0 a al., 2018;
Tempranillo Tinto 3.750.0 GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 7,3a8,5* (UBEDA et al., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al,
Blanc Branco 737,9 2014)
Riesling Branco 2.168,2 (CALIARI et al,
< . Renano 2014)
Acido La2- (CALIARI et al
hexandico  62-1 Pinot Gris Branco 1.534,6 2014) N
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 927,4 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 2.191,7 2014)
Moscato (CALIARI et al.,
Giallo Branco 3.461,8 2015)
Garnacha . « (HIDALGO et al,
Tinta Rosé 45a4.8 2004)
(PEREZ-MARINO et
Tempranillo Tinto 289502 al., " 2018;
P 7.224,0 GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 7,3a8,2* (UBEDA et al., 2019)
Sauvignon Branco 1.252.0 (CALIARI et al.,
< . Blanc 2014)
Acido 124- I~
octandico 07-2 Riesling Branco 3.359,3 (CALIARI et al,
Renano R 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Gris Branco 2.613,4 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 377,5 2014)
Chardonnay Branco 3.536,3 (CALIARI et al,

2014)
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Moscato (CALIARI et al,
Giallo Branco 5.920,9 2015)
Garnacha , * (HIDALGO et al,
Tinta Rosé 51a5,7 2004) )
(PEREZ-MARINO et
Tempranillo Tinto 320,0a al., A 2018;
P 13170  GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 1,1a1,3* (UBEDA et al., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al,
Blanc Branco 213,5 2014)
Riesling (CALIARI et al,
. Renano Branco 324,0 2014)
Acido 334- (CALIARI et al
decangico  48-5 Pinot Gris Branco 225,7 2014) N
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 62,9 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 400,3 2014)
Moscato (CALIARI et al,
Giallo Branco 610,9 2015)
Garnacha , (HIDALGO et al.,
Tinta Rosé 0,7a1,7* 2004)
(PEREZ-MARINO et
Tempranillo Tinto 4130 al., " 2018;
1.590,0 GONZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 3,05a3,65* (UBEDAcetal., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al.,
Blanc Branco 364,0 2014)
Riesling (CALIARI et al.,
" Renano Branco 387,8 2014)
L-Hexanol 573 pinot Gris Branco 11164  (CALIARI et
2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 644,8 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 507,6 2014)
Moscato (CALIARI et al.,
Giallo Branco 309,4 2015)
Garnacha . * (HIDALGO et al,
Tinta Rose 2,2 2004)
(PEREZ-MARINO et
Tempranillo Tinto 34.0000a al, " 2018;
Alcool P 64.200,0 GONZALEZ-
feniletilico LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 10,6 a12,7* (UBEDAetal., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al,
Blanc Branco 19.178,0 2014)
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60- Riesling (CALIARI et al,
12-8  Renano Branco 14.415,0 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Gris Branco 12.592,0 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 2.990,0 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 10.048,0 2014)
Moscato (CALIARI et al,
Giallo Branco 8.226,5 2015) )
(PEREZ-MARINO et
71- Tempranillo Tinto 11.800,0a  al.,, ) 2018;
23-8 P 19.0000  GONZALEZ-
1-Propanol LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 59a10,1* (UBEDAZetal., 2019)
Garnacha , « (HIDALGO et al,
Tinta Rosé 22,7a251 2004)
(PEREZ-MARINO et
. ) al., 2018;
Tempranillo Tinto 3,1a4)9 GQNZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 1,3a2,3 (UBEDA et al., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al,
Blanc Branco 184,3 2014)
Riesling (CALIARI et al.,
Linalol ;86 Renano Branco 209,1 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Gris Branco 179,2 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 42,2 2014)
(CALIARI et al,
Chardonnay Branco 111,3 2014)
Moscato (CALIARI et al.,
Giallo Branco 1.732,9 20;5) )
(PEREZ-MARINO et
. : al., 2018;
Tempranillo Tinto 4,2a6,7 GQNZALEZ-
LAZARO et al., 2020)
Pais Branco 0,7a1,8 (UBEDA et al., 2019)
Sauvignon (CALIARI et al.,
Blanc Branco 10,7 2014)
Citronelol 106- Riesling Branco 59 (CALIARI et al.,
22-9  Renano ' 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Gris Branco 6,9 2014)
. . (CALIARI et al,
Pinot Noir Branco 54 2014)
Chardonnay Branco 51 (CALIARI et al,

2014)
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Moscato (CALIARI et al,
Giallo Branco 44,8 2015)
*Valores expressos em mg L™,

A formacdo dos ésteres ocorre como resultado da reacdo de um alcool com um grupo
funcional &cido, eliminando uma molécula de &gua. Nos vinhos, estas moléculas séo
sintetizadas por dois mecanismos: durante a fermentagdo alcodlica através de reacdes
enzimaticas e durante o envelhecimento por esterificacdo quimica entre alcool e grupos
funcionais &cidos. A diversidade de &lcoois e acidos presentes nos vinhos reflete na
complexidade e variedade dos ésteres (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b; RUIZ-MORENO
et al., 2017). Os ésteres derivados do processo fermentativo sdo as principais fontes de aromas
frutados (POZO-BAYON et al., 2009). O acetato de etila é o éster mais comum encontrado em
vinhos. Isso ocorre porque sua formacao se da a partir do etanol e do &cido acetico, compostos
presentes em altas concentracdes nessas bebidas. Em baixas concentragdes, este éster contribui
para complexidade olfativa dos vinhos. Todavia, se encontrado em concentracfes acima de 80
mg L, podem trazer aromas indesejados ao vinho (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

Os élcoois superiores sdo 0s compostos volateis mais abundantes e possuem odores
intensos que atuam no perfil aromatico dos vinhos. Sdo formados durante a fermentacdo
alcoolica pelas leveduras através do metabolismo dos aclcares ou dos aminoacidos presentes,
podendo atingir concentragdes de 150 a 550 mg L. Quando em baixas concentragdes
favorecem a complexidade aromatica e, em niveis muito elevados, podem mascarar a
delicadeza desejada para a bebida. Em geral, fatores como a biomassa de leveduras, oxigenacéo,
temperaturas elevadas e alta concentracéo de matéria organica suspensa e insollveis, aumentam
a formacdo desses alcoois nos vinhos. Por outro lado, niveis elevados de nitrogénio dissolvido
no mosto diminuem a formacdo desses alcoois (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b;
FUGELSANG e EDWARDS, 2007). O 1-propanol, butanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-
butanol, 1-hexanol, cis-3-hexen-1-ol e o fenil-etanol s&o os mais relatados em vinhos

espumantes elaborados pelo método tradicional (CALIARI et al., 2014).

A composicdo volatil dos vinhos espumantes elaborados pelo método tradicional sofre
influéncia direta do tempo de envelhecimento e autdlise das leveduras. Durante esta etapa,
ocorre, simultaneamente, a degradacdo e a sintese de compostos volateis, determinando a
complexidade aromatica encontrada nestes vinhos. Mesmo diante da natureza complexa da
formacdo desses compostos, sua caracterizacdo e identificacdo podem ser utilizados como

marcadores especificos de vinhos espumantes elaborados em regides e/ou protocolos de
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elaboracdo distintos (MARTINEZ-RODRIGUEZ e PUEYO, 2009; POZO-BAYON et al.,
2009). Os estudos sobre o comportamento dos compostos volateis durante o envelhecimento
dos vinhos espumantes mostram que nesta etapa ha tanto aumento como a reducdo desses
compostos. Esta contradicdo pode estar relacionada as reacGes de degradacdo e sintese que
variam de acordo com as escolhas adotadas durante a elaboracdo destes vinhos (POZO-
BAYON et al., 2009; PEREZ-MAGARINO et al., 2019). Além disso, alguns compostos
volateis podem ser liberados e outros adsorvidos pelas borras de levedura, o que também

explicaria esse comportamento (UBEDA et al., 2019).

Ja foram identificados centenas de compostos volateis em vinhos espumantes, contudo,
nem todos 0s compostos presentes podem contribuir para 0 aroma do produto. Isto ocorre
porque o limiar de deteccdo de determinado composto muitas vezes estd acima da concentracéo
encontrada nesses produtos (WELKE et al., 2014b; UBEDA et al., 2019). Com isso, o perfil
sensorial do vinho espumante ¢ mais complexo do que o do vinho base, apresentando notas
tostadas, lacticas e adocicadas, principalmente, nos com maior tempo de envelhecimento sobre
as borras (TORRENS et al, 2010).
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4 CAPITULO I

Influence of cold pre-fermentative maceration practice on the color, phenolic compounds
and antioxidant capacity of white and rosé sparkling wines elaborated by the traditional
method

Artigo submetido em 28/08/2021

Revista: Food Research International

Influence of cold pre-fermentative maceration practice on sparkling wine nutraceutical quality
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This study aimed to evaluate the influence of cold pre-fermentative maceration on base
wine and white and rosé sparkling wines nutraceutical quality, applying the maceration for 24
and 72 hours. The wines were analyzed for oenological and colorimetric parameters, phenolic
compounds composition using HPLC-DAD-FD and spectrophotometry, and antioxidant
capacity by DPPH and FRAP assays. Viognier white sparkling wine elaborated without
maceration showed higher concentrations of chlorogenic, trans-caftaric and caffeic acids, (-)-
epicatechin gallate, (+)-catechin, procyanidin A2 and cis-resveratrol. Maceration for 24h
increased the kaempferol-3-O-glucoside and quercetin-3-B-D-glucoside contents and 72h
promoted higher (-)-epicatechin, procyanidin B2 and total phenolic content concentrations.
Grenache rosé sparkling wine without maceration showed higher concentrations of (+)-
catechin, (-)-epicatechin and trans-caftaric acid, and 24h of maceration increased the
chlorogenic acid, caffeic acid and quercetin-3-B-D-glucoside contents. With a view to
maintained the antioxidant capacity of sparkling wines, 72h of cold pre-fermentative

maceration is recommended for Viognier white wine and up to 24h for Grenache rosé wine.
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Gallic acid, trans-caftaric acid, (-)-epicatechin gallate, (+)-catechin, (-)-epicatechin,
procyanidin B1, procyanidin B2, piceatannol, rutin and malvidin-3-O-glucoside were the
components most contributing to tropical sparkling wine antioxidant capacity.

Keywords: winemaking practices, heatmap analysis, DPPH, FRAP, Champenoise method,
tropical wine, Viognier, Grenache.

4.2 INTRODUCTION

Worldwide the production and commercialization of sparkling wines has recently
increased, reaching an annual volume of 930 million liters, representing 7.5 billion dollars
(OlV, 2019). This has stimulated a search for innovation in the area to obtain more attractive
sparkling wines for the consumer market (Caliari, Burin, Rosier & Bordignon-Luiz, 2014; Ruiz-
Moreno et al., 2017; Pérez-Magarifo et al., 2019).

Sparkling wines elaborated using the traditional method (Champenoise or classical)
differ due to their lengthy production process, resulting in more expressive sensory
characteristics in the product, involving their structure, creaminess, body and a greater
complexity of aroma compounds (Pozo-Bayon et al., 2009; Buxaderas & LoOpez-Tamames,
2012; Stefenon et al., 2014; Caliari, Panceri, Rosier, & Bordignon-Luiz 2015). The traditional
method is used for high quality sparkling wines such as French Champagnes and Spanish
Cavas. The elaboration procedures of these beverages are similar, the main differences being
associated with the grape variety, grapevine management, vine productivity, climatic conditions
and the time the wine is maintained in contact with the yeast lees during ageing (Pozo-Bayon
et al., 2009).

Both white and red grape varieties can be used to elaborate sparkling wines. Red grapes
can be vinified as white or rosé wines, known as blanc de noir or rosé de noir, respectively.
The vine varieties traditionally most used to elaborate wines using the Champenoise method
are Chardonnay, Pinot Noir, Pinot Meunier, Pinot Blanc and Chenin Blanc (Di Gianvito et al.,
2019; Caliari et al., 2014). However, with the global increase in producing sparkling wines, the
focus on using alternative varieties is growing, mainly in emergent regions (Kemp, Alexandre,
Robillard & Marchal, 2015), but the choice of cultivars to elaborate sparkling wines must
consider the edaphoclimatic conditions of the region and the typicality desired for the beverage

(Buxaderas & Lépez-Tamames, 2012).
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In Brazil, research on alternative varieties for sparkling wine elaboration have been
conducted directed to the volatile and phenolic compounds and the final product sensory profile
(Caliari et al., 2014; Sartor, Toaldo, et al., 2019). The Sub-middle S&o Francisco Valley (SSFV)
is in the Brazilian northeast region, with a semi-arid tropical climate (average temperature 26
°C, 3,000 hours/year sunlight and 500 mm annual pluviosity). The sparkling wines represent
70% of the region’s wine production from Vitis vinifera grapes, being only produced by the
Asti and Charmat methods (Pereira et al., 2020). Studies related to the evaluation of sparkling
wines elaborated by the traditional method were initiated in the region, being observed that the
grape variety influenced the beverage chemical composition (Nascimento, Souza, Lima &
Pereira, 2018). However, important factors related to quality, such as the winemaking practices

and the nutraceutical composition were not previously evaluated.

The Grenache and Viognier are grapes varieties with consolidated production in the
SSFV, the first for sparkling wine elaborated by the Charmat method and the latter for white
wines (Pereira et al., 2020). Grenache is already a variety used to elaborate sparkling wines by
the traditional method, being one of the red grapes used to elaborate the traditional Cavas
(Martinez-Lapuente et al., 2018; Kemp et al., 2015). On the other hand, Viognier wines have a
consolidated and recognized quality in regions, such as the Rhone Valley (France), however,
there is no reports that indicate its use for sparkling wine elaboration. In addition, research
directed at investigating the phenolic compounds in sparkling wines is also relevant. These
studies should concentrate on the influence of winemaking practices on the contents of these
compounds and on the stability of product color (Kemp et al., 2015). For this purpose,
maceration is used to elaborate red wines during the alcoholic fermentation step, with the
release of various substances, mainly phenolic compounds, from the grape skin and seeds into
the must (Ribéreau-Gayon et al., 2006a; Aleixandre-Tudo & du Toit, 2018).

Other types of non-conventional maceration exist, such as carbonic, thermovinification,
post-fermentative and cold pre-fermentative maceration. The latter aims to obtain wines with
more complexity of volatile compounds, more body and greater aging potential (Ribéreau-
Gayon et al., 2006a). The use of cold pre-fermentative maceration could be interesting to
increase the quality of sparkling wines (Ruiz-Moreno et al., 2017; Gonzalez-Lazaro et al., 2019;
Pérez-Magarifio et al., 2019). This technique is practiced at temperatures between 5 and 15 °C
and can be applied for hours or up to weeks (Cejudo-Bastante, Castro-Vazquez, Hermosin-
Gutiérrez, & Pérez-Coello, 2011; Cejudo-Bastante et al., 2014; Aleixandre-Tudo & du Toit,

2018). The choices of temperature and time interferes in the extraction of certain phenolic
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compounds, consequently influencing the sensory attributes associated with them, such as
color, acidity and astringency (Jackson, 2000; Salinas, Garijo, Pardo, Zalacain, & Alonso, 2005;
Ribéreau-Gayon, Glories, Maujean, & Dubourdieu, 2006b; Cejudo-Bastante et al., 2014). With
respect to white and rosé wines, the use of this technique to increase the phenolic compounds
concentration should be better investigated to produce a sensorially balanced wine maintaining
the typicality of the grape and the region (Olejar, Fedrizzi, & Kilmartin, 2015).

The phenolic compounds content is already being studied as a quality marker for
sparkling wines (Stefenon et al., 2014; Gonzalez-Lé&zaro et al., 2019; Sartor et al., 2019a; Sartor
et al., 2019b), but no studies have been carried out to verify the effect of different cold pre-
fermentative maceration times. Thus, this research evaluated its impact on the physicochemical
parameters, phenolic compounds composition and antioxidant capacity of white and rosé
sparkling wines elaborated by the traditional method from Viognier and Grenache varieties in

tropical climate conditions.
4.3 MATERIAL AND METHODS
4.3.1 Grapes

Viognier and Grenache grapes (300 kg), harvested in September, 2017, were used to
elaborate the white and rosé sparkling wines, respectively, cultivated in commercial areas in
the Sub-middle S&o Francisco Valley, Brazil (Viognier: latitude 9°05°S, longitude 40°20°S,
altitude 400 m, Lagoa Grande, Pernambuco; Grenache: latitude 9°16’S, longitude 40°52’S,
altitude 413.5 m, Casa Nova, Bahia). The Viognier grapes were obtained from plants cultivated
in trellis system and IAC 313 rootstock, drip irrigated and harvested with a soluble solids
content of 21 °Brix and pH of 3.6. The Grenache grapes were obtained from plants cultivated
in espalier system and IAC 766 rootstock, drip irrigated, and harvested with a soluble solids
content of 21 °Brix and pH of 3.3.

4.3.2 Base wine

To guarantee uniform sampling, the Viognier and Grenache grapes were homogenized
separately and each divided into three 100 kg batches, corresponding to each treatment, as
follows: Not macerated, Cold pre-fermentative maceration for 24 hours, and 72 hours. The non-
macerated grape batches were destemmed, crushed, pressed and clarified (8 °C for 24 hours).

The second and third treatment batches were destemmed, crushed, submitted to cold pre-
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fermentative maceration in a controlled temperature cold chamber (6 £ 2 °C), and then pressed
and clarified (8 °C for 24 hours). During destemming, 120 mg kg potassium meta-bisulfite
(Amazon Group Ltda, Brazil) and 0.02 mg L™ of the pectolytic enzyme Everzym Thermo (Ever
Brasil, Brazil) were added. After pressing, the musts of each treatment were transferred to 20
L glass jars closed with cylindrical glass airlock valves, and after clarification, alcoholic
fermentation was carried out using the commercial yeast Maurivim PDM (Mauri Yeast Pty
Ltda, Australia) Saccharomyces cerevisiae var. bayanus (0.20 g L) and Gesferm (Amazon
Group Ltda., Brazil) as nutrient (0.20 g L), at 16 + 2 °C. The protein was then stabilized using
Maxibent plus bentonite (Amazon Group Ltda., Brazil) (0.8 g L™) and tartaric stabilization

carried out at -4 °C for 10 days.
4.3.3 Sparkling wines

For the second alcoholic fermentation, a tirage liquor was added to the base wine,
containing sucrose (24 g L), Maurivim PDM vyeast (0.25 g L), Gesferm nutrient (0.25 g L™?)
and bentonite (0.10 g L™). The treatments were then poured into 750 mL glass jars with bidules
and corona caps, maintained at 15 + 2 °C. This step was monitored by analyzing the pressure
(OlV, 20214a) and residual sugar (Ribéreau-Gayon et al., 2006b) in the bottles. After completing
fermentation, the sparkling wines were maintained at 16 + 2 °C for 18 months for aging on lees
(autolysis). They were then riddled, disgorged and corked. Prior to the analyses, the samples
were degassed at low temperature (5 £ 2 °C) using ultrasonic waves (Ultrasonic cleaner, China)

for 30 min in Erlenmeyer flask containing 200 mL of sparkling wine (Nicolli et al., 2015).
4.3.4 Oenological parameters

The oenological parameters were determined according to the OIV (2021a) procedures.
The pH value was measured using an Edge pH meter (Hanna Instruments, Brazil), and after a
simple distillation using a Super Dee oenological distiller (Gibertini, Italy), the alcohol content
was determined using a Super Alcomat hydrostatic electronic balance (Gibertini, Italy) at 20
°C. The volatile acidity (VA) was determined after distillation by steam stripping using the
oenological distiller, followed by titration with 0.1 N NaOH, and the total acidity (TA) by
titrating the samples to pH 8.2 with 0.1 N NaOH.
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4.3.5 Colorimetric parameters

The colorimetric parameters were measured using a portable colorimeter (Delta Color,
Brazil) in the transmittance mode with illuminant D65, according to the CIELab and CIEL C*
h* (CIE, 1986) system standardizations, obtaining values for luminosity (L*), the red/green
color component (a*), the blue/yellow color component (b*), saturation (C*) and the hue angle
(h). The color intensity (CI) and hue were determined as from the absorbance readings at 420
nm (Au20), 520 nm (Asz0) and 620 nm (Ae20) using a ThermoFisher Scientific spectrophotometer
(Multiskan Go, USA) (Ough & Amerine, 1988).

4.3.6 Phenolic compounds

The total phenolic content (TPC) was determined according to the spectrophotometric
method (Singleton & Rossi, 1965), based on the oxidation of these compounds in the presence
of a sodium carbonate solution and the Folin-Ciocalteau reagent (Sigma-Aldrich, USA). The
calibration curve was prepared with gallic acid from 0.6 to 8.00 pg mL™* and the absorbance
read at 760 nm. The results were expressed in mg L™ gallic acid (GAE). All readings were made

using a ThermoFisher Scientific spectrophotometer (Multiskan Go, USA).

Using an Alliance e2695 model Waters liquid chromatograph (Milford, USA) equipped
with Diode Array (DAD — 280, 320, 360 and 520 nm) and Fluorescence (FD — 280 nm
excitation and 320 nm emission) detectors, 19 and 24 phenolic compounds were quantified in
the Viognier and Grenache wine samples, respectively. Both in a single 60-minute run, as from
adaptations to the methods validated under the same analytical conditions by Natividade,
Corréa, Souza, Pereira & Lima (2013) and Costa et al. (2020). The validation parameters to
identify and quantify the phenolic compounds can be seen in the supplementary material (Table
S1). A Gemini-NX C18 (150 mm x 4.60 mm x 3 um) column and Gemini-NX C18 (4.0 mm X
3.0 mm) pre-column (Phenomenex, USA) were used to separate the compounds with gradient
elution, the mobile phase being constituted of 0.85% ortho-phosphoric acid (Fluka,
Switzerland) in ultra-pure water (Purelab Option Q Elga System, USA) (Phase A) and HPLC
grade acetonitrile (J. T. Baker, USA) (Phase B). The oven temperature was maintained at 40 °C
and the flowrate at 0.5 mL min. After filtering through a 13 mm nylon membrane with a 0.45

pm pore size (Phenomenex, USA), 5 and 20 pL samples were injected into the equipment.

The ferulic acid standard was obtained from ChemService (West Chester, USA). The

caffeic, trans-caftaric, p-coumaric, chlorogenic and gallic acids plus the standards of
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piceatannol were acquired from Sigma-Aldrich (USA); (-)-epicatechin gallate, (-)-
epigalatocatechin gallate, (+)-catechin, (-)-epicatechin, procyanidin A2, procyanidin B1,
procyanidin B2, kaempferol-3-O-glucoside, quercetin-3-B-D-glucoside, isorhamnetin-3-O-
glucoside, rutin, malvidin-3-O-glucoside, peonidin-3-O-glucoside, pelargonidin-3-O-
glucoside, delphinidin-3-O-glucoside and trans-resveratrol standards were acquired from
Extrasynthese (France); and the cis-resveratrol was acquired from Cayman Chemical
(Michigan, USA).

4.3.7 Antioxidant capacity

In vitro antioxidant capacity of the wines was determined using two different
spectrophotometric assays: DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging assay
(Brand-Williams, Cuvelier & Berset, 1995) and the FRAP — Ferric reducing antioxidant power
assay (Benzie & Strain, 1996). For the DPPH radical (Sigma-Aldrich, USA) scavenging assay,
0.1 mL of sample was mixed with 3.9 mL 0.06 mM DPPH in a methanolic solution and
incubated in the dark for 60 minutes at 23 + 2 °C, the absorbance being read at 515 nm. The
FRAP reagent consisted of 300 mM acetate buffer at pH 3.6, 10 mM TPTZ (Sigma-Aldrich,
USA) in 40 mM HCI and 20 mM FeCls 6H20 (Neon Comercial, Brazil), 0.15 mL of sample
being added to 2.85 mL of the reagent. The mixture was incubated for 30 min in the dark at 23
+ 2 °C and the absorbance read at 593 nm. In both methods, the samples were previously diluted
to adjust the curves. The analytical standard used to construct the calibration curves for both
methods was Trolox — TEAC (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
(Sigma—Aldrich, USA), in the concentration range from 0.000 to 12.680 mmol L for DPPH
and 0.025 to 0.800 mmol L for FRAP. The results were expressed in mmol equivalents of
Trolox per liter of wine, and the absorbance values being read in triplicate using a Biospectro
SP-220 spectrophotometer (Lab-lider, Brazil).

4.3.8 Statistical analysis

The base wines were analyzed in triplicate by repeating the winemaking of each
treatment, while for the analysis of the sparkling wines, three bottles of each replicate/treatment
were randomly selected and analyzed in triplicate.

The results were first submitted to the Shapiro-Wilk normality test (p < 0.05), and those

not presenting normality transformed. For the Viognier wines the following transformations

were used: v/x for trans-caftaric acid and log log x for p-coumaric acid. For the Grenache
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wines, 3/x was used for the pH value, log log x for trans-caftaric and p-coumaric acids, v/x
for (-)-epicatechin gallate and log log (x + 1) for (-)-epigalatocatechin gallate. After the
transformations, the data were submitted to the analysis of variance and Tukey’s test (p < 0.05)
using the R software (R Core Team, 2020). In addition, the Principal Components Analysis
(PCA) was applied using the XLStat software (Addinsoft Inc., Anglesey, UK, 2015).
Hierarchical clustering and heatmap analysis generated by Euclidean distance was performed
using the MetaboAnalyst 5.0 (web interface) (Pang et al., 2021) and Partial Least Squares
regression (PLS) were applied using the XLStat software (Addinsoft Inc., Anglesey, UK, 2015)
(Biasoto, Netto, Marques & Da Silva, 2014), to correlate the phenolic compounds quantified

with the in vitro antioxidant capacity of the sparkling wine.
4.4 RESULTS AND DISCUSSION
4.4.1 Oenological and colorimetric parameters

Table 1 shows the colorimetric and oenological parameters determined. The values
found demonstrated that the base and sparkling wines elaborated from the Viognier and
Grenache varieties are in accordance to the standards established for wines by the international
norms (OIV, 2021b). In general, the transformation of the base wines into sparkling wines
influenced the variables analyzed. For the wines produced from Viognier grapes, the sparkling
wine showed an increase in the values for pH, VA, L*, b* (yellower color), C*, CI, hue and h,
which was greater than 90° (90° = yellow color). For the Grenache samples the sparkling wines
showed increases in the values for VA, L*, hue and h, which was less near 0° (0° = red color).
On the other hand, the values for pH, a* (redder color), C* and CI reduced. Possibly, ageing on
lees led to a decrease in the pH of the sparkling wines elaborated using the cultivar Grenache.
Ruiz-Moreno et al. (2017) also observed a reduction in the pH of sparkling wines after autolysis.
The TA concentration also changed but only when cold pre-fermentative maceration was
applied, for the Viognier sparkling wines increasing slightly and for the Grenache sparkling

wines decreasing.

Table 1 Oenological and colorimetric parameters of base and sparkling wines produced with

different cold pre-fermentative maceration times.

Viognier wines®
Parameters? VNM VM24 VM72
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y VBW  3.44 +0.00 Bc 3.48 +0.01 Bb 3.54+0.01 Ba
P VSW  3.50+0.01 Ac 3.53+0.02 Ab 3.61 +0.00 Aa
VBW  6.93+0.11 Aa 6.58 + 0.04 Bb 6.50 + 0.07 Bb
TA (¢ L'l)
VSW  6.96 +0.02 Aa 6.77 £ 0.15 Ab 6.86 + 0.06 Aab
VBW  0.13+0.04 Ba 0.11 +0.02 Ba 0.12 + 0.00 Ba
VAY (g LY
VSW  0.39+0.01 Aa 0.36 + 0.07 Aa 0.37 +0.00 Aa
VBW 11.30+0.05 Ba 11.23+0.19 Ba 11.27 £ 0.05 Ba
Alcohol (% v/v)
VSW 1254 +0.16 Aa 12.47 £ 0.29 Aa 12.57 £ 0.02 Aa
e VBW 50.92 + 0.04 Ba 51.20 £ 0.25 Ba 51.37 £ 0.08 Ba
VSW 5282+002Aa 53.20+048 Aa 52.90+0.28 Aa
o VBW 0.75 £ 0.07 Aa 0.49 +0.07 Ab 0.75+0.04 Aa
a
VSW  -1.24 +0.09 Ba -1.39+0.13 Ba -1.32 +0.02 Ba
- VBW  7.82+0.13Bb 8.13 + 0.06 Ba 7.97 + 0.03 Bab
VSW  9.65+0.11 Aab 90.72 +0.18 Aa 9.52 + 0.08 Ab
- VBW  7.84+0.16 Bb 8.15 + 0.06 Ba 8.00 + 0.03 Ba
VSW  9.61 +0.05 Aa 9.73 £ 0.08 Aa 9.60 + 0.07 Aa
. VBW 84.41+030Bb 8653+043Ba 84.61+0.29Bb
VSW 9738+051Aa 98.17+091 Aa 97.84+0.33 Aa
VBW  0.07 +£0.01 Ba 0.07 + 0.00 Ba 0.07 + 0.00 Ba
CI (As20+As20+As20)
VSW  0.08 +0.00 Aa 0.09 + 0.02 Aa 0.10 + 0.04 Aa
VBW  2.86+0.34 Ba 2.78 + 0.09 Ba 2.53+0.01 Ba
Hue (420/520nm)
VSW 478 +0.72 Aa 3.62+0.77 Ab 3.99 + 0.06 Aab
Grenache wines®
Parameters? GNM GM24 GM72
y GBW 3.36 + 0.00 Ac 3.51 +0.00 Aa 3.48 +0.01 Ab
P GSW 3.30 +0.00 Bb 3.33+0.01 Ba 3.30 +0.04 Bb
GBW 7.78 £ 0.46 Ab 7.83+0.32 Ab 8.78 +0.32 Aa
TA(gL?Y)
GSW  7.55+0.09 Aab 7.18 +0.05 Bb 7.69 +0.01 Ba
GBW 0.19 + 0.01 Ba 0.14 + 0.02 Bb 0.14 +0.01 Bb
VA (g LY
GSW 0.42 + 0.00 Aa 0.28 +0.03 Ab 0.29 +0.02 Ab
GBW 10.89+0.25Bb 11.19+0.16 Ba 11.11 +0.06 Ba
Alcohol (% v/v)
GSW 1225+0.03Aa 1241+0.12Aa 12.26+0.19 Aa
L* GBW 4530+0.11Ba 40.09+0.38Bb 40.76 +0.83 Bb
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GSW 50.14+0.03Aa 44.82+0.08 Ac 46.83+0.61 Ab

GBW 10.42 £0.37 Ac 1351 +£0.01 Aa 11.20+0.08 Ab
a*

GSW 1.79 £0.02 Bc 6.59 + 0.10 Ba 4.48 £ 0.38 Bb
o GBW 7.76 £ 0.87 Bc 17.33+0.04 Ab  19.07 £ 0.09 Aa

GSW 11.81+002Ac 17.31+0.30Aa 16.38+0.53Bb
- GBW 1348+0.13Ab 21.81+0.19Aa 22.12+0.04 Aa

GSW 11.95+£0.02 Bc 1856 +0.19Ba  16.90 +£0.49 Bb
" GBW 38.69+0.87Bc 52.06+0.02Bb 59.57 +0.31 Ba

GSwW 81.34+0.11 Aa 69.18+055Ac 74.31+133Ab

GBW 0.28 £ 0.00 Ac 0.49+£0.01 Ab 0.54 +£0.03 Aa
Cl (As20+As20+As20)

GSW 0.14 +0.01 Bc 0.37 £0.01 Ba 0.29+0.01 Bb

GBW 0.92 +0.02 Bc 1.29 +0.01 Bb 1.59 £ 0.03 Ba
Hue (As20/As20)

GSW 2.09 £ 0.01 Aa 1.80 + 0.01 Ab 2.14 + 0.07 Aa

Results are expressed as mean values + standard deviation. Values followed by different letters
indicate significant differences between the samples according to Tukey’s test (p < 0.05).
Capital letters indicate differences and similarities between the base and sparkling wines of the
same treatment. Small letters indicate differences and similarities between the base wines and
sparkling wines submitted to the different cold pre-fermentative maceration treatments tested.
P\VBW: Viognier base wine, VSW: Viognier sparkling wine, VNM: Viognier without
maceration, VM24: Viognier maceration for 24 hours, VM72: Viognier maceration for 72
hours, GBW: Grenache base wine, GSW: Grenache sparkling wine, GNM: Grenache without
maceration, GM24: Grenache maceration for 24 hours and GM72: Grenache maceration for 72
hours. °TA: Total acidity. “VA: Volatile acidity. °L*: Luminosity. a*: Red/green color. %*:

Blue/yellow color. "C*: Saturation. 'h: Hue angle. CI: Color intensity.

Considering the maceration treatments tested, Table 1 shows that the pH value of the
Viognier sparkling wines (VSW) increased with time, varying from 3.50 for VNM (control) to
3.61 when applied 72h of cold pre-fermentative maceration (VM72). This behavior was
expected since maceration can cause the release of potassium from the grape skins (Ribéreau
et al. 2006b). On the other hand, for the Grenache sparkling wines (GSW), the highest pH value
was observed after 24 hours of maceration (GM24) (3.33), showing low variation, although
significant, when compared to the other treatments (GNM and GM72), which both showed pH

values of 3.30.
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With respect to the colorimetric parameters, the maceration treatments applied
influenced the Grenache sparkling wines. GM24 stood out for showing higher values for a*
(6.59), b* (17.31), C* (18.56) and CI (0.37), lower for L* (44.82), and a hue angle (h) closer to
0°, showing that this sample had a more intense color, closer to red. On the other hand, the
GNM (control) sparkling wine showed a higher value for L* (50.14) and lower values for the
parameters CI (0.14) and C* (11.95), indicating a lighter color closer to yellow with a hue angle
very close to 90° (81.34). Considering that the pigments responsible for the color of wines come
principally from the grape skins, and that maceration can increase their extraction, it was to be
expected that the non-macerated wines would show lower values for Cl and C*.

4.4.2 Phenolic compounds by HPLC and the total phenolic content

Table 2 shows the phenolic profiles of the base and sparkling wines prepared using the
Viognier and Grenache cultivars, with the phenolic compounds identified and quantified by
HPLC-DAD-FD and the total phenolic contents determined by spectrophotometry.

Trans-caftaric acid was the major phenolic compound quantified in all the samples
analysed, a fact already frequently reported (Chamkha, Cathala, Cheynier & Douillard, 2003;
Pozo-Bayo6n, Hernandez, Mantin-Alvarez & Polo, 2003; Buxaderas & L6opez-Tamames, 2012).
The concentrations of this acid varied from 2.87 to 32.14 mg L ! in the Viognier sparkling wines
(VM24 and VNM, respectively), showing much higher values in the Grenache sparkling wines,
varying from 137.10 to 229.54 mg L* (GM72 and GNM, respectively). In both cases, the results
showed that the use of cold pre-fermentative maceration was responsible for decreasing the
trans-caftaric acid concentration. The lower concentration of this compound could be
associated with a greater oxidation rate in these wines, since trans-caftaric acid is a substrate of
the main oxidative enzyme present in grapes, polyphenoloxidase (Buxaderas & Lépez-
Tamames, 2012; Ferreira-Lima, Burin, Caliari, & Bordignon-Luiz, 2016). Since it is known
that trans-caftaric acid is one of the compounds responsible for the sensation of astringency in
grapes and wines (Garrido & Borges, 2013), the practice of cold pre-fermentative maceration
could be an ally to improve the sensory quality of sparkling wines. The concentrations of caffeic
and chlorogenic acids also decreased in the Viognier sparkling wines when cold pre-
fermentative maceration was applied. However, to the contrary of the behavior of trans-caftaric
acid, the concentrations of caffeic and chlorogenic acids increased in the GM24 treatment. Also,

the concentrations of p-coumaric acid increased in the Grenache sparkling wines submitted to
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cold pre-fermentative maceration, but the minimum maceration time for an increase in this

compound was 72 hours.

Table 2 also shows that in the case of the Viognier wines, the concentrations of the
phenolic acids increased when the base wine was transformed into sparkling wine, with the
exception of gallic acid. The opposite effect was observed in the case of the Grenache wines,
again with the exception of gallic acid, which suffered no change. This inverse effect could
have occurred due to the fact that the esterified forms of the hydroxycinnamic acids (trans-
caftaric, caffeic, chlorogenic, p-coumaric and ferulic acids) are capable of undergoing
hydrolysis during alcoholic fermentation and/or autolysis, increasing their concentrations, or,
to the contrary, be transformed by way of oxidation reactions during these steps, decreasing
their contents in the wines (Ferreira-Lima et al., 2016).

Table 2 Phenolic compounds quantified in the base and sparkling wines produced with different

cold pre-fermentative maceration times

Viognier wines®

Phenolic compounds

VNM VM24 VM72
(mg L™)?
Phenolic acids
o VBW 059+001Aa 056+001Ab 0.52+0.02Ac
Gallic acid
VSW 0.23+0.00Ba 0.24+0.00Ba 0.24+0.01Ba
VBW 28.93+0.85Ba 1.00+0.36 Bc 2.07+0.38Bb
Trans-caftaric acid 32.14 £ 0.97 287+0.25Ac 4.43+0.19 Ab
VSW
Aa
o VBW 232+0.06Ba 0.49+0.11Bc 0.86+0.14Bb
Caffeic acid
VSW 2.64+0.07Aa 0.81+0.09Ac 1.18+0.09 Ab
o VBW 0.74+0.03Ba 0.35+0.01Ab 0.36%+0.02 Ab
Chlorogenic acid
VSW 1.12+0.07Aa 0.38+0.02Ab 0.41+0.01 Ab
o VBW 0.33+0.01Ba 0.25+0.01 Ab 0.24+0.00Bb
p-Coumaric acid
VSW 0.42+0.01Aa 0.28+0.01Ab 0.38+0.10 Aa
VBW 0.33+0.00Ba 0.33+0.00Ba 0.31+0.00Ba
Ferulic acid
VSW 0.36+0.01 Aa 0.35+0.01 Aa 0.37+£0.00 Aa

Flavanols
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0.78 £ 0.04 Aa 0.81+0.01 0.73+0.04 Aac
_ _ VBW
(-)-Epicatechin gallate Aab
VSW 047+0.03Ba 0.40+0.08Bb 0.39+0.00Bb
) ) VBW 1.07+0.10Ba 1.25+0.00Ba 1.28+0.01Ba
(-)-Epigalatocatechin gallate
VSW 252+0.04 Aa 2.63+0.02Aa 2.21+0.38Ab
) VBW 0.75+0.02Aa 0.61+0.00Ab 0.74+£0.05 Aa
(+)-Catechin
VSW 0.64+001Ba 055+0.00Bc 0.59+0.01Bb
) ) VBW 0.71+£0.01Ac 0.80+0.00 Ab 0.93+0.08 Aa
(-)-Epicatechin
VSW 058+0.02Bb 0.61+0.01Bb 0.68+0.01Ba
o VBW 0.38+0.00Ba 0.38+0.00Ba 0.38+0.00 Ba
Procyanidin A2
VSW 0.48+0.01Aa 0.46+0.01Ab 0.46+0.01Ab
o VBW 0.84+0.00Aa 0.83+0.00Aa 0.83+0.00Ba
Procyanidin B1
VSW 0.85+0.01 Aa 0.84+0.00Ab 0.85+0.00Ab
o VBW 0.82+0.00Ba 0.82+0.00Ba 0.82+0.00Ba
Procyanidin B2
VSW 1.12+0.06 Ab 1.12+0.03Ab 1.19+0.02 Aa
Flavonols
) VBW 0.31+0.01 Ab 0.38+0.02Aa 0.33+0.00Ab
Kaempferol-3-O-glucoside
VSW 0.31+0.01Ab 0.38%£0.02Aa 0.31+£0.01Ab
0.78 £+ 0.00 Ab 1.07 +£0.08 Aa 0.86 + 0.02
) ) VBW
Quercetin-3-B-D-glucoside Aab
VSW 099+0.11Ab 1.29+0.19Aa 0.91+0.03Ab
) ) VBW 0.26+£0.00 Aa 0.26 +0.00 Aa 0.26 £0.01 Aa
Isorhamnetin-3-O-glucoside
VSW 0.25+0.00 Aa 0.26 £0.00 Aa 0.26 +0.00 Aa
Stilbenes
) VBW 0.20+£0.00Aa 0.17+0.00Ab 0.17 £0.00 Ab
Cis-resveratrol
VSW 0.19+0.00 Aa 0.16 +0.02 Ab 0.16 £0.00 Ab
) VBW 0.27+0.00 Aa 0.28+0.00 Aa 0.28 £0.00 Aa
Piceatannol
VSW 0.12+0.01Ba 0.12+0.00Ba 0.13+0.00Ba
VBW 0.25+0.00Aa 0.25+0.00 Aa 0.25£0.00 Aa
Trans-resveratrol
VSW 0.25+0.00 Aa 0.25+0.00 Aa 0.25+0.00 Aa
Total phenolic VBW 258.11+£19.31 264.22+0.00 274.92+245
content (mg L1)° Aa Aa Aa
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23855+1.44  228.70+0.00 252.39+0.00
VSW
Aab Bb Ba
Grenache wines®
Phenolic compounds
GNM GM24 GM72
(mg L)
Phenolic acids
) ) GBW 1.07+010Aa 114+0.05Aa 0.70x0.02 Ab
Gallic acid
GSW 1.04+0.01Aa 109+0.01Aa 0.63+0.02Bb
257.32+191 163.86+1.71  150.30 +£1.58
GBW
o Aa Ab Ac
Trans-caftaric acid
22954 +3.41  157.32+0.96  137.10+4.00
GSW
Ba Bb Bc
10.46 = 0.09 7.17+0.26 Ab 5.75+0.07 Ac
o GBW
Caffeic acid Aa
GSW 259+0.05Bb 299+0.00Ba 2.65+0.03Bb
o GBW 121+005Ac 153+0.10Ab 1.74+0.06 Aa
Chlorogenic acid
GSW 1.06+0.05Bb 124+0.02Ba 0.81+0.02Bc
o GBW 0.49+0.00Aa 0.53+0.02Aa 0.50+0.00Ba
p-Coumaric acid
GSW 0.37+£0.00Bb 0.36+0.00Bb 0.60£0.13 Aa
o GBW 0.58+0.00Aa 0.58+0.00Aa 0.56%0.00Ab
Ferulic acid
GSW 0.32+0.00Ba 0.33+0.01Ba 0.34+0.01Ba
Flavanols
1.31£0.20 Aa 1.35+0.17 1.16 £ 0.00 Aac
) ) GBW
(-)-Epicatechin gallate Aab
GSW 051+0.03Ba 057+005Ba 0.57+0.04Ba
(-)-Epigalatocatechin GBW 2.08+0.02Ab 2.18+0.06 Aa 1.95+0.03 Ac
gallate GSW 134+0.06Ba 139+002Ba 1.36%0.01Ba
) GBW 9.17+0.07Aa 8.22+0.17Ab 5.34+0.31 Ac
(+)-Catechin
GSW 291+0.18Ba 271+0.07Bb 1.81+0.03Bc
) ) GBW 287+0.04Aa 241+£0.07Ab 1.64+0.04 Ac
(-)-Epicatechin
GSW 095+0.01Ba 0.77+0.01Bb 0.62+0.02Bc
o GBW 138+0.03Aa 123+0.03Ab 1.17+0.00Ac
Procyanidin A2
GSW 046+0.01Ba 047+001Ba 0.49+0.01Ba
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10.66 + 0.23 10.37+£0.18  4.81+£0.14 Ac
o GBW
Procyanidin B1 Aa Ab
GSW 254+0.16Ba 260+0.08Ba 1.63+0.05Bb
o GBW 3.39+0.00Aa 274+0.18Ab 1.94+0.05Ac
Procyanidin B2
GSW 148+001Ba 151+029Ba 1.43+0.05Ba
Flavonols
Kaempferol-3-O- GBW 0.49+0.00Aa 0.52+0.01Ab 0.52+0.00Ab
glucoside GSW 0.25+0.00Bb 0.30x0.01Ba 0.30+£0.01Ba
Quercetin-3-B-D- GBW 163+0.04Ac 238%0.06Aa 2.13+0.07Ab
glucoside GSW 126+0.00Bc 207+001Ba 1.73+0.11Bb
Isorhamnetin-3-O- GBW 0.66+0.00Ab 0.74+0.00Aa 0.66+0.00 Ab
glucoside GSW 0.36%x0.01Bb 045%+0.01Ba 0.42+0.02Ba
AUt GBW 0.60+0.01Ac 0.72+0.01Aa 0.68+0.01Ab
utin
GSW 0.36+0.00Bb 0.49+001Ba 0.48+0.00Ba
Stilbenes
) GBW 0.38+0.01 Aa 0.34+0.02Ab 0.31+0.01 Ac
Cis-resveratrol
GSW 0.14+0.00Ba 0.14+0.00Ba 0.14+0.00Ba
] GBW 0.53+0.00Aa 0.53%+0.00Aa 0.52+0.00Aa
Piceatannol
GSW 0.25+0.00Bb 0.34+0.02Ba 0.35%0.00Ba
GBW 0.10+0.00Aa 0.10+0.00Aa 0.10+0.00 Aa
Trans-resveratrol
GSW 0.11+0.00Aa 0.11+0.00Aa 0.11+£0.00 Aa
Anthocyanins
o ) GBW 480+0.10Aa 4.34%0.75Aa 2.32%0.00Ab
Malvidin-3-O-glucoside
GSW 044+0.00Ba 0.42+0.04Ba 0.26+0.00Bb
o ) GBW 0.64 £0.06 a 045+0.12b 0.12+0.00 ¢
Peonidin-3-O-glucoside
GSW Nd° Nd Nd
Pelargonidin-3-O- GBW 0.79+0.01a 0.65+0.00 b 0.65+0.00 b
glucoside GSW Nd Nd Nd
Delphinidin-3-O- GBW 0.61+0.00a 0.54+0.01b 0.53+0.00 b
glucoside GSW Nd Nd Nd
Total phenolic GBW 472.09 +88.60 550.28 £22.69 455.28 + 11.53

content (mg L™)¢

Ab

Aa

Ab
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485.16 +14.17 433.80 + 38.78 350.22 £ 9.31
GSW
Aa Ba Bb

Results expressed as mean values * standard deviation. Values followed by different letters
indicate significant diferences between the samples according to Tukey’s test (p <0.05). Capital
letters indicate differences and similarities between the base and sparkling wines of the same
treatment. Small letters indicate differences and similarities between the base wines and
sparkling wines submitted to the different cold pre-fermentative maceration treatments tested
b\/BW: Viognier base wine, VSW: Viognier sparkling wine, VNM: Viognier without
maceration, VM24: Viognier maceration for 24 hours, VM72: Viognier maceration for 72
hours, GBW: Grenache base wine, GSW: Grenache sparkling wine, GNM: Grenache without
maceration, GM24: Grenache maceration for 24 hours and GM72: Grenache maceration for 72

hours. °Nd: Not detected. “Total phenolic content measured by the spectrophotometric method.

Considering the flavanols, Table 2 shows that the concentrations of (-)-epicatechin (0.68
mg L) and procyanidin B2 (1.19 mg L) increased in the VM72. However, for the Grenache
sparkling wines, the use of the technique for 72 hours did not contribute to an increase in the
extraction of this phenolic group. To the contrary, it promoted a decrease in (-)-epicatechin,
procyanidin B1 and (+)-catechin, the latter being the most abundant flavanol in the Grenache
sparkling wines, varying from 1.81 to 2.91 mg L™ in GM72 and GNM, respectively. These
values were higher than the mean value (0.97 mg L) found in rosé sparkling wines made from

this grape (Pozo-Bayon et al., 2003).

In the Grenache sparkling wines, the flavonols quercetin-3-pB-D-glucoside,
isorhamnetin-3-O-glucoside, rutin and kaempferol-3-O-glucoside were found in higher
concentrations in the samples submitted to cold pre-fermentative maceration (GM24 and
GM72). However, in the Viognier sparkling wines, higher concentrations of quercetin-3-p-D-
glucoside and kaempferol-3-O-glucoside were found when cold pre-fermentative maceration
was applied for 24 hours (VM24), non-linear variations in the amounts of these flavonols
occurring as a result of the maceration time. Quercetin-3-p-D-glucoside is known for its
antioxidant and pharmacological properties, and was the most abundant flavonol found in the
sparkling wines of this study, especially in those submitted to 24 hours of maceration, reaching
1.29 mg Lt in VM24 and 2.07 mg Lt in GM24 (Table 2), values higher than those reported in
Champagnes by Chamkha et al. (2003) (between 0.017 and 0.06 mg L™) and in Cavas by
Terrier, Poncet-Legrand & Cheynier (2009) (mean of 0.4 mg L 7).
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The following three important stilbenes were identified and quantified: cis-resveratrol,
trans-resveratrol and piceatannol (Table 2), the latter being the major stilbene in the Viognier
(0.28 mg L) and Grenache (0.53 mg L™) base wines. However, their concentrations decreased
in the sparkling wines, reaching 0.12 mg L in Viognier and 0.25 mg L™ in Grenache.
Piceatannol was the stilbene found in higher concentration in Grenache sparkling wine, and
trans-resveratrol in Viognier sparkling wine. The cold pre-fermentative maceration promoted
areduced fall in the piceatannol content in Grenache sparkling wine. For the Viognier sparkling
wine, this maceration only reduced the cis-resveratrol. However, the cis-resveratrol values
found in the Viognier and Grenache sparkling wines samples are in the range reported in Cavas,
0.10 e 0.21 mg L* (lbern-Gomez et al., 2000).

The main anthocyanins found in wines were quantified in the Grenache rosé wines:
malvidin-3-O-glucoside, peonidin-3-O-glucoside, pelargonidin-3-O-glucoside and
delphinidin-3-O-glucoside (Monagas & Bartolomé, 2009). However, the base wines presented
higher concentrations of these pigments and only malvidin-3-O-glucoside was detected in the
sparkling wines (Table 2). This anthocyanin is known to be the most abundant in wines and can
represent 90% of the total anthocyanin content of the Grenache cultivar (Ribéreau-Gayon et al.,
2006b). The results showed that cold pre-fermentative maceration decreased the malvidin-3-O-
glucoside concentration when applied for 72 hours. This loss could be related to adsorption by
the yeast cell wall during alcoholic fermentation, to ageing in lees, or to precipitation together
with the tartrate salts. It could also be related to hydrolysis or condensation reactions with other

phenolic compounds (Monagas & Bartolomé, 2009).

For the wine samples evaluated in the present study, there was a decrease in the total
phenolic content (TPC) when cold pre-fermentative maceration was applied, after
transformation of the base wines into sparkling wines (Table 2). In general, the sparkling wines
elaborated with the Viognier cultivar showed total phenolic contents above the ranges found in
Champagnes (176 to 195 mg L™) (Chamkha et al., 2003) and Chenin Blanc tropical white
sparkling wines (110.94 to 134.79 mg L™) (Nascimento, Souza, Lima & Pereira, 2018),
reaching 228.70 and 252.39 mg L* for VM24 and VM72, respectively. For the Grenache
sparkling wines, a tendency for the TPC to reduce with increasing maceration time was noted,
decreasing from 485.16 mg L™ in the GNM sparkling wines to 350.22 mg L in GM72.
Nevertheless, these values are higher than those reported for Shiraz tropical rosé sparkling
wines (190.22 mg L) elaborated using the traditional method (Nascimento et al., 2018). For

the Viognier sparkling wines, the cold pre-fermentative maceration time did not alter the total
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phenolic content. In fact, the phenomena involved in maceration are complex and do not cause
a regular increase in the amounts of substances extracted, including the phenolic compounds
(Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Co-pigmentation, de-polymerization or polymerization
reactions between the phenolic compounds could also be responsible for the differentiated
behavior reported between the sparkling wines, as a function of maceration time (Ribéreau-
Gayon et al., 2006b).

4.4.3 In vitro antioxidant capacity (AOX) and its correlation with the phenolic compound

profile

Figure 1 shows the antioxidant capacity (AOX) of the base and sparkling wines
Viognier (Fig. 1A) and Grenache (Fig. 1B) as determined by the DPPH and FRAP methods.
Both the application of cold pre-fermentative maceration and the transformation of base wine
into sparkling wine influenced the AOX of the white and rose sparkling wines. For the sparkling
wines elaborated with the Viognier cultivar, the 18-month ageing period could have been the
main factor in the reduction of the AOX in the sparkling wines, possibly due to a modification
of the yeast cell wall and oxidation of the bioactive compounds (Gallardo-Chacon, Vichi, Urpi,
Lopez-Tamames, & Buxaderas, 2010; Stefon et al., 2014). After the transformation of the base
wine in sparkling wine, the Viognier sparkling wine (Fig. 1A) showed a reduction in AOX
according to the DPPH method, with the exception of the non-macerated treatment (VNM -
control). However, using the FRAP method, the decrease only occurred in VM24. Considering
the treatments employed, the base wines submitted to the longest maceration period (VM72)
showed the highest antioxidant capacity and the VM24 the lowest. This behavior also occurred
in the Viognier sparkling wines, but the AOX of the VNM did not differ from VM72. The mean
values for AOX in the Viognier sparkling wine as determined by the DPPH method varied from
0.42 to 0.46 mmol TEAC L* for VM24 and VNM, respectively, and using the FRAP method,
from 0.58 to 0.67 mmol TEAC L* for VM24 and VM72, respectively. This behavior was
expected since the results obtained for the phenolic compound compositions of these sparkling
wines (Table 2) showed that the VNM presented higher concentrations of trans-caftaric, caffeic
and chlorogenic acids, and VM72 higher concentrations of epicatechin and procyanidin B2,
which, according to the PLS regression analysis (Figure 2), collaborated positively to the AOX
in both of the methods analyzed. Thus, for the Viognier sparkling wines, it was shown that the
application of the cold pre-fermentative maceration technique contributed to maintain the AOX

of the product when applied for 72 hours.
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Fig. 1 In vitro antioxidant capacity by the DPPH and FRAP methods of the base and sparkling
wines elaborated with different cold pre-fermentative maceration times from the varieties
Viognier (A) and Grenache (B). Bars with means followed by different letters indicate
significant differences according to Tukey’s test (p < 0.05). Capital letters indicate differences
and similarities between the base and sparkling wines of the same treatment. Small letters
indicate differences and similarities between the base wines and sparkling wines submitted to

the different cold pre-fermentative maceration treatments tested. VBW: Viognier base wine
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VSW: Viognier sparkling wine, VNM: Viognier without maceration, VM24: Viognier
maceration for 24 hours, VM72: Viognier maceration for 72 hours, GBW: Grenache base wine,
GSW: Grenache sparkling wine, GNM: Grenache without maceration, GM24: Grenache
maceration for 24 hours and GM72: Grenache maceration for 72 hours.

On the other hand, for the Grenache cultivar wines (Fig. 1B), there was only an increase
in AOX when the values for the base and sparkling wines were compared for the GNM (control)
sample, and only using the FRAP method, varying from 1.43 mmol TEAC L™ for the base wine
to 1.96 mmol TEAC L for the sparkling wine. Gallardo-Chacén et al. (2010), in a study of the
AOX (DPPH and FRAP) during the ageing of sparkling wines, observed that the AOX as
determined by the FRAP method was influenced by other compounds apart from the polyphenol
compounds. Thus other substances, not evaluated in the present study, could have been
responsible for the higher AOX in the Grenache GNM sparkling wine.

Considering the cold pre-fermentative maceration treatments, the GNM and GM24
sparkling wines presented the greatest antioxidant capacities. Thus, to elaborate rosé sparkling
wines from Grenache grapes, the maceration technique when applied for 24 hours, maintained
the AOX. On the other hand, when maceration was carried out for 72 hours, there was a fall in
the AOX of the rosé sparkling wines. Analyzing the results obtained for the phenolic
compounds composition of these sparkling wines (Table 2) associated with the PLS presented
in Figure 2, it can be seen that the GNM and GM24 also presented higher concentrations of the
following phenolic compounds, which correlated with higher AOX values: trans-caftaric acid,
(+)-catechin, (-)-epicatechin (GNM), caffeic and chlorogenic acids (GM24), and malvidin-3-
O-glucoside (GNM and GM24).
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Fig. 2 95% jackknife confidence intervals of the Partial Least Squares regression coefficients
for the prediction of the antioxidant capacity (AOX) of the white and rosé sparkling wines
according to the concentration of the phenolic compounds (phenolic acids, flavanols, flavonols,
anthocyanins and stilbenes). (A) DPPH assay, (B) FRAP assay (light gray bars = phenolic
compound that contributed negatively to AOX at p < 0.05; dark gray bars = phenolic compound
that contributed positively to AOX at p < 0.05; white bars = phenolic compound with no
significant contribution to AOX).
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4.4.4 Principal Component Analysis

The principal component analysis was applied to explain the influence of the pre-
fermentative maceration technique on the oenological parameters, colorimetrics, phenolic
compounds profile and antioxidant capacity of the sparkling wines. The Figure 3 represent the
distribution of the sparkling wines elaborated with the Viognier (Fig. 3A) and Grenache (Fig.
3B) grapes, as a function of the variables presented in Tables 1 and 2 and Figure 1. For the
Viognier sparkling wines, the PC1 (62.02%) was responsible for separating the non-macerated
sparkling wine (VNM — control) from the VM24. The VNM sparkling wines were located in
the negative part of this component, associated with higher concentrations of trans-caftaric,
caffeic and chlorogenic acids, and also (-)-epicatechin gallate, procyanidin A2 and cis-
resveratrol. Additionally, the PC2 (37.98%) was responsible for separating the sparkling wines
VM72 from the others (VNM and VM24). On the component positive part, the sparkling wine
VM72 was associated with pH and higher concentrations of (-)-epicatechin, procyanidin B2,
TPC and antioxidant capacity by the FRAP, which the vectors were closer to this treatment.
Other phenolic compounds such as ferulic acid and piceatannol also contributed to separating,
however, did not show a significant difference (Table 2) between the pre-fermentative

maceration treatments tested.
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Fig. 3. Principal Component Analysis (PCA) showing the configuration of the sparkling wines
produced with different cold pre-fermentative maceration times with Viognier (A) and
Grenache (B) varieties in function of the and the oenological and colorimetrics parameters,
antioxidant capacity and of the phenolic compounds quantified by HPLC-DAD-FD. VNM:
Viognier without maceration, VM24: Viognier maceration for 24 hours, VM72: Viognier
maceration for 72 hours, GNM: Grenache without maceration, GM24: Grenache maceration
for 24 hours and GM72: Grenache maceration for 72 hours. TA: Total acidity, VA: Volatile
acidity, L*: Luminosity, a*: Red/green color, b*: Blue/yellow color, C*: Saturation, h: Hue
angle, CI: Color intensity, TPC: total phenolic content, Ferulic: ferulic acid, Caffeic: caffeic
acid, Caftaric: trans-caftaric acid, Coumaric: p-coumaric acid, Chlorogenic: chlorogenic acid,
Gallic: gallic acid, Epicat gal: (-)-epicatechin gallate, Epigalatocatechin: (-)-epigalatocatechin
gallate, Catechin: (+)-catechin, Epicatechin: (-)-epicatechin, Pro A2: procyanidin A2, Pro B1.:
procyanidin B1, Pro B2: procyanidin B2, Kaempferol: kaempferol-3-O-glucoside, Quercetin:
quercetin-3-p-D-glucoside, Isorhamnetin: isorhamnetin-3-O-glucoside, Malvidin: malvidin-3-
O-glucoside.

For the Grenache sparkling wines (Fig. 3B) the PC1 (60.52%) was responsible for
separating the non-macerated sparkling wine (GNM — control) from the others (GM24 and
GM72). The sparkling wine GNM occupied the positive part of PC1, while GM24 and GM72
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were localized in the component negative part. The main variables responsible for this
separation were trans-caftaric acid, (-)-epicatechin, TPC, antioxidant capacity by the FRAP,
volatile acidity (VA) and the parameters of color L* and h, whose vectors were closer to
sparkling wine from GNM, converging with the results presented in Tables 1 and 2 and Figure
1. Additionally, the PC2 (39.48%) was responsible for separating the sparkling wines
elaborated with 24h of maceration (GM24) and 72h (GM72). The vectors that represented
caffeic acid, quercetin-3-B-D-glucoside, chlorogenic acid, color component a* and pH were
closer to the sparkling wine GM24, converging with the results presented in Table 1 and 2.
Beyond that, in this PCA (Fig. 3B) it makes it clear the proximity and the positive relation
between the sparkling wine GM24 and higher values from the majority color parameters
evaluated, such as IC, b*, C* and a*.

In general, it can be observed that the use of cold pre-fermentative maceration in the
sparkling wine elaboration influenced more directly the phenolic compounds and the pH,
independent of the grape variety. Additionally, for the Grenache sparkling wines, the

winemaking practice altered significantly the colorimetric parameters.
4.4.5 Hierarchical clustering and heatmap analysis

Aiming to evidence the general impact of the use of cold pre-fermentative maceration
in the similarity degree of the sparkling wines as a function of the phenolic compounds and the
antioxidant capacity, and based in the ANOVA presented in the Table 2 and Figure 1, heatmaps
were built from the variables that showed significant (p < 0.05) to differentiate the Viognier

(Fig. 4A) and Grenache (Fig. 4B) sparkling wines samples.
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Fig. 4 Hierarchical clustering and heatmap for each sparkling wines elaborated with different
cold pre-fermentative maceration times from the varieties Viognier (A) and Grenache (B) by
of values of phenolic compounds quantified by HPLC-DAD-FD and antioxidant capacity
(DPPH and FRAP) with significant difference (p <0.05). V: Viognier without maceration, V24:
Viognier maceration for 24 hours, V72: Viognier maceration for 72 hours, G: Grenache without
maceration, G24: Grenache maceration for 24 hours and G72: Grenache maceration for 72
hours. Ferulic: ferulic acid, Caffeic: caffeic acid, Caftaric: trans-caftaric acid, Coumaric: p-
coumaric acid, Chlorogenic: chlorogenic acid, Gallic: gallic acid, Epicatechin gal: (-)-
epicatechin gallate, Epigalatocatechin: (-)-epigalatocatechin gallate, Catechin: (+)-catechin,
Epicatechin: (-)-epicatechin, Kaempferol: kaempferol-3-O-glucoside, Quercetin: quercetin-3-

B-D-glucoside, Isorhamnetin: isorhamnetin-3-O-glucoside, Malvidin: malvidin-3-O-glucoside.

For the sparkling wines elaborated from the Viognier variety, the results from the
heatmap (Fig 4A) showed the difference between the VNM treatment and the others, including
the sparkling wines VM24 and VMT72 in the same cluster. The main variables identified as the
most significative to differentiate VNM were caffeic acid, (-)-epicatechin gallate, procyanidin
A2, cis-resveratrol, trans-caftaric acid, chlorogenic acid and (+)-catechin. Also, kaempferol-3-
O-glucoside and quercetin-3-B-D-glucoside showed positive relation with the sparkling wine
VM24. For VMT72, the phenolic compounds that showed positive relation were (-)-epicatechin
and procyanidin B2, that were present in the same cluster of AOX by the FRAP. This proximity
reveals the relation of these compounds (Table 2) with a higher AOX from the Viognier

sparkling wine (Fig. 1A) and, converging with the results presented in the PLS (Fig. 2B).
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In the opposite observed for the Viognier sparkling wine in the heatmap build from the
Grenache sparkling wines data (Fig. 4B), the GM72 stood out from the GNM (control) and
GM24. The latter two were present in the same cluster, showing more similar phenolic profile,
regardless of that the cold pre-fermentative maceration technique was not used for the GNM
elaboration. The GM72 differentiated mainly for the variables p-coumaric and ferulic acids.
While the GNM showed positive relation with trans-caftaric acid, (-)-epicatechin and AOX by
the FRAP, and GM24 was highlighted by the chlorogenic acid, caffeic acid, quercetin-3-p-D-
glucoside and isorhamnetin-3-O-glucoside. Thus, it is evident the higher AOX from the GNM
sparkling wine compared to the GM24. Also, the PLS (Fig. 2B) shows that the trans-caftaric
acid and (-)-epicatechin concentrations favor a higher AOX by the FRAP. While, chlorogenic
acid, caffeic acid and quercetin-3-p-D-glucoside did not contribute significantly to elevate the
antioxidant capacity of the tropical sparkling wines. However, even if the literature can supply
the individual antioxidant capacities of each phenolic compound, the association between them
and a possible synergic effect represents a primordial factor in determining the antioxidant

capacity of a wine (Roig, Cascon, Arola, Blade, & Salvadd, 2002).
4.5 CONCLUSIONS

The results presented were able to evaluate the influence of the cold pre-fermentative
maceration time on the nutraceutical quality of white and rosé sparkling wines, and showed that
the Viognier and Grenache cultivars had the potential to elaborate sparkling wines by the

traditional method.

Some phenolic compounds stood out as potential markers for the use of the technique
to elaborate sparkling wines. For the Viognier sparkling wines, the use of the maceration
technique increased the concentrations of kaempferol-3-O-glucoside and quercetin-3-f-D-
glucoside after 24 hours of treatment, and of (-)-epicatechin and procyanidin B2 after 72 hours.
On the other hand, for the Grenache sparkling wines, the caffeic and chlorogenic acids and
quercetin-3-p-D-glucoside contents increased after 24h of maceration and p-coumaric and
ferulic acids after 72 hours, while kaempferol-3-O-glucoside, isorhamnetin-3-O-glucoside and

rutin increased for both maceration times.

Aiming to maintain the Viognier sparkling wines antioxidant capacity, the cold pre-
fermentative maceration should be applied for 72 hours, whereas for Grenache rosé sparkling

wines, the technique should not be applied for more than 24 hours. In addition, cold pre-
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fermentative maceration of the Grenache grapes resulted in sparkling rosé wines with a more
intense color when applied for 24 hours, whereas for the Viognier sparkling wines, the
technique did not change the colorimetric parameters.

Partial Least Squares regression showed that gallic acid, trans-caftaric acid, (-)-
epicatechin gallate, (+)-catechin, (-)-epicatechin, procyanidin B1, procyanidin B2, piceatannol,
rutin and malvidin-3-O-glucoside collaborated to produce greater antioxidant capacity in the
trocipal sparkling wines.
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Effect of the cold pre-fermentative maceration and aging on lees times on the phenolic

compound profile, antioxidant capacity and color of red sparkling wines
Artigo submetido em 03/03/2022

Revista: Journal of Food Science and Technology
5.1 ABSTRACT

This was the first study evaluating the impact of cold pre-fermentative maceration using
refrigeration on the nutraceutical quality and color of red sparkling wines elaborated with the
cultivar Syrah, and the evolution of these variables with different autolysis times. The sparkling
wines were elaborated using the traditional method with different maceration times (NM, 24
and 72 hours) and aging on lees (3 and 18 months of autolysis). In the sequence, it was
conducted the characterization of the phenolic compound profile by HPLC-DAD (n = 21), the
antioxidant capacity (ABTS, DPPH, and FRAP assays), and the color (CIELab and CIEL*C*h
systems). The total phenolic compound content and antioxidant capacity were higher with
longer maceration (M72) and autolysis (18 months) times. Cis-resveratrol, kaempferol-3-O-
glucoside, quercetin-3-p-D-glucoside, isorhamnetin-3-O-glucoside, and petunidin-3-O-
glucoside showed a good correlation (r > 0.8; P < 0.05) with the antioxidant capacity and were
found in higher concentrations in the sparkling wines elaborated with maceration. In addition,
maceration promoted a more intense red (a*) and saturated (C*) color. Thus, the results
indicated that cold pre-fermentative maceration and autolysis positively influenced the
bioactive potential and the color of the red sparkling wines. This practice should be better

explored through the elaboration of this product.

Keywords: Syrah (Shiraz), Traditional method (Champenoise), Autolysis, Bioactive

compounds, in vitro antioxidant activity.
5.2 INTRODUCTION

There has been a search for diversification in the production of sparkling wines in recent
years, exploring new varieties and styles (Sartor et al., 2019; Gonzélez-Lazaro et al., 2019; Eder
& Rosa 2021). Although most are white or rosé, the elaboration of red sparkling wines could
be a new alternative for production and marketing (Gonzalez-Lazaro et al., 2019). The

increasing interest in the production of red sparkling wines has encouraged research concerning
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their chemical composition and the contributions of these characteristics to increase their
quality and complexity (Rizzolo et al., 2018; Gonzalez-Lazaro et al., 2019; Pérez-Magarifio et
al., 2019). The red grape of the cultivar Syrah is already widely used to elaborate still red wines
(Garrido-Bariuelos et al., 2021; Alves et al., 2022) and for sparkling wines in countries such as
Australia and Brazil (Eder & Rosa 2021). However, there is still no research aimed at
understanding the behavior of this variety in the elaboration of red sparkling wines. The use of
red grapes to elaborate this product should aim at adequate technological and phenolic maturity,
such that the base wine reaches a moderate alcoholic content (10.0 to 11.5°GL) and low pH
value (bellow 3.5), with the acidity and phenolic compound content well-balanced to guarantee

the sensory characteristics desired by the winemaker (Gonzalez-Lazaro et al., 2020).

Thus, the use of different enological techniques has been put into practice to obtain high
quality red sparkling wines (Rizzolo et al., 2018; Gonzalez-Lazaro et al., 2019; Pérez-Magarifio
et al., 2019). In the elaboration of still red wines, different non-traditional pre-fermentative
enological techniques have been studied to understand their effects on the color and phenolic
compound composition of the beverage (Heredia et al., 2010; Cejudo-Bastante et al., 2014).
One example is cold pre-fermentative maceration, which could be adopted to extract water
soluble compounds in the absence of alcohol at low temperatures, mainly phenolic and volatile
compounds (Ribéreau-Gayon et al., 2006). This technique has been used in the elaboration of
sparkling wines to obtain white, rosé, or red products depending on the time and temperature
employed. In addition, different protocols can be adopted, influencing the contents of the
compounds extracted and providing chemical and sensory changes to the beverage (Ruiz-
Moreno et al., 2017; Pérez-Magarifio et al., 2019; Gonzélez-Lazaro et al., 2019). Of these
protocols, cold pre-fermentative maceration with the use of dry ice provided good results for
the elaboration of red sparkling wines (Gonzalez-Lazaro et al., 2019). Refrigeration is another
option for cold pre-fermentative maceration, and it was compared with the use of dry ice to
elaborate Syrah still red wines (Heredia et al., 2010). The authors observed a greater potential
for refrigeration due to better extraction of phenolic compounds and greater color stability.
However, the technique of cold pre-fermentative maceration with the use of refrigeration has

still not been exploited for the elaboration of red sparkling wines.

On the other hand, in the elaboration of sparkling wines by the traditional method, the
time of aging on lees (autolysis) is also a determinant factor for the composition and complexity
of the product. Thus, giving rise to more aromatic and balanced sparkling wines, with a greater

potential for aging and color stability (Gallardo-Chacon et al., 2010) and the duration of this
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step and the reactions involved has been the object of various studies (Ruiz-Moreno et al., 2017;
Sartor et al., 2019; Sartor et al., 2021). Furthermore, the interaction between the cell surface of
the yeast lees during autolysis has been investigated, to understand its antioxidant action, since
this could protect the sparkling wine against oxidation by consuming small amounts of oxygen
during autolysis (Gallardo-Chacén et al., 2010). However, it was shown that the antioxidant
capacity of the yeast lees decreased with an autolysis time greater than 36 months (Pons-
Mercadé et al., 2021). Hence, the authors showed that the duration of this step was a determinant
factor in the maintenance of the sparkling wine bioactive quality. In addition, recent studies
evaluated the phenolic and volatile compositions and color of red sparkling wines after nine
months of autolysis (Pérez-Magarifio et al., 2019; Gonzélez-Lazaro et al., 2019), nonetheless
the autolysis time was not a focus of these studies. To the present moment, only red sparkling
wines elaborated with four and nine months of autolysis have been registered (Eder & Rosa,
2021), so it is important to explore a longer time for this step to provide greater complexity and

stability to the product.

The present study aimed to provide, for the first time, information concerning the impact
of the time of cold pre-fermentative maceration with the use of refrigeration, on the extraction
of phenolic compounds, antioxidant capacity and color of red sparkling wines elaborated with
the cultivar Syrah, and also evaluate the evolution of these variables during different autolysis

times.
5.3 MATERIAL AND METHODS
5.3.1 Raw material

Four hundred and fifty kilos of Syrah grapes cultivated in the experimental area of
Embrapa Semiarido (09° 09’ S, 40° 22° W, 365.5 m, Petrolina- PE, Brazil), were harvested in
September 2017, with a soluble solids content 20.1 °Brix, pH 3.1 and total acidity of 8.6 g L™
(expressed as tartaric acid) and used to elaborate red sparkling wines. The vines were cultivated
on a vertical shoot positioning trellis system, grafted onto Paulsen 1103 rootstock, and drip

irrigated.
5.3.2 Winemaking process

The base wines were elaborated in triplicate. The Syrah grapes were homogenized and

divided into three batches, each with about 150 kg, one for each of the following treatments:
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Non-macerated (NM), with cold pre-fermentative maceration for 24 hours (M24), and with cold
pre-fermentative maceration for 72 hours (M72). The NM batch grapes were destemmed,
crushed, pressed, and clarified (8 °C for 48 hours). The M24 and M72 grapes were destemmed
and crushed and then submitted to cold pre-fermentative maceration with refrigeration in a cold
chamber (8 + 2 °C) in three 50kg capacity stainless steel tanks and then pressed and clarified (8
°C for 48 hours). During destemming, 120 mg Kg™ of potassium metabisulfite (Amazon Group
Ltda., Brazil) and 0.02 mg L™ of the pectolytic enzyme Everzym Blanc (Ever Brasil, Brazil)
were added. After pressing, the musts of each treatment were transferred to three 20 L glass jars
closed with glass airlocks. After clarification, alcoholic fermentation was carried out at 16 + 2
°C using the commercial yeast Maurivim PDM (Mauri Yeast Pty Ltd., Australia)
Saccharomyces cerevisiae (0.20 g L) and Gesferm (Amazon Group Ltd., Brazil) as the nutrient
(0.20 g L™). After this step, protein stabilization was carried out using Maxibent plus bentonite
(Amazon Group Ltd., Brazil) (0.8 g L), and the tartaric acid stabilized at -4 °C for 10 days.

For the second alcoholic fermentation, a tirage liqueur containing sucrose (24 g L?),
Maurivim PDM yeast (0.25 g L), Gesferm nutrient (0.25 g L), and bentonite (0.10 g L™?) was
added to the base wine. The wines corresponding to each treatment were bottled in 750 mL
bottles, each closed with a bidule and corona cap, giving 80 bottles per treatment, and
maintained at 15 £ 2 °C. This step was monitored by measuring the pressure with an aphrometer
and the residual sugar content (OIV, 2021). After concluding the second fermentation, the
sparkling wines were maintained at 16 £ 2 °C for 3 and 18 months for autolysis, and at the end

of each of these times, they were riddled, disgorged, and corked.
5.3.3 Colorimetric parameters

The colorimetric parameters were determined using a portable colorimeter (Delta Color,
Brazil) in the transmittance mode with illuminant D65, according to the CIELab and CIEL*C*h
systems (CIE 2004), obtaining the values for luminosity (L*), red/green component (a*),

blue/yellow component (b*), saturation (C*) and the hue angle (h).
5.3.4 Phenolic compounds

The total phenolic content (TPC) was determined according to Singleton & Rossi (1965)
using a spectrophotometer. This method is based on the oxidation of these compounds in the
presence of a sodium carbonate solution and the Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich,

USA). The compounds were quantified by constructing a calibration curve with gallic acid
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(Vetec, Brazil), reading the absorbance at 760 nm in a ThermoFisher Scientific

spectrophotometer (Multiskan Go, USA), and the results expressed in mg L gallic acid (GAE).

Using a Waters Alliance 2695 model liquid chromatograph (Milford, USA) and Diode
Array detector — DAD (280, 320, 360, 520 nm), 21 phenolic compounds were quantified in the
samples in a single 60-minute run, as from adaptations of validated methods under the same
analytical conditions by Natividade et al. (2013) and Da Costa et al. (2020). The validation
parameters for the identification and quantification of the phenolic compounds can be found in
the supplementary material (Table 1S). The column and pre-column used were Gemini-NX C18
(150mm x 4.60mm x 3um) and Gemini-NX C18 (4.0mm x 3.0mm) (Phenomenex, USA),
respectively, using gradient elution and a mobile phase of 0.85% ortho-phosphoric acid (Fluka,
Switzerland) in ultrapure water (Purelab Option Q Elga System, USA) (Phase A) and HPLC
grade acetonitrile (J. T. Baker, USA) (Phase B). The oven temperature was maintained at 40 °C
and the flow rate at 0.5 mL min. After filtering through a 13 mm diameter nylon membrane
with a pore size of 0.45um (Phenomenex, USA), 5and 10 pL of each wine sample were injected

into the equipment.

The ferulic acid standard was obtained from ChemService (West Chester, USA). The
standards of caffeic, trans-caftaric, p-cumaric, chlorogenic, and gallic acids, and piceatannol
were acquired from Sigma-Aldrich (USA) and cis-resveratrol was acquired from Cayman
Chemical (Michigan, USA). (-)-Epicatechin gallate, (-)-epigalatocatechin gallate, kaempferol-
3-O-glucoside, quercetin-3-pB-D-glucoside, isorhamnetin-3-O-glucoside, miricetin, rutin,
malvidin-3-O-glucoside, peonidin-3-O-glucoside, delfinidin-3-O-glucoside, cianidin-3-O-
glucoside, pelargonidin-3-O-glucoside and o trans-resveratrol were acquired from

Extrasynthese (Genay, France).
5.3.5 Antioxidant capacity

The in vitro antioxidant capacity of the wines was determined using three
spectrophotometric assays: DPPH radical capture (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Brand-
Williams et al., 1995), FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power (Benzie & Strain 1996), and
the ABTS [2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] radical capture method
according to Re et al. (1999).

For the DPPH radical capture method (Sigma-Aldrich, USA), 0.1 mL of sample was
mixed with 3.9 mL DPPH (0.06 mM) in a methanolic solution and incubated in the dark for 60
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minutes at 23 = 2 °C, the absorbance being read at 515 nm. The FRAP reagent consists of
acetate buffer (300 mM, pH 3.6), TPTZ (Sigma—Aldrich, USA) (10 mM in 40 mM HCI) and
FeCls 6H20 (20 mM), adding (2.85 mL) to 0.15 mL of the sample. The mixture was incubated
for 30 minutes in the dark at 23 £+ 2 °C, and the absorbance was read at 593 nm. For the ABTS
assay, 5 mL of a 7 mM stock solution of ABTS (Sigma—Aldrich, USA) were mixed with 176
ML of 70 mM potassium persulfate, and the mixture was incubated in the dark for 16 hours.
Readings were taken at 743 nm after 0 and 6 minutes for the control and after 6 minutes of
incubation in the dark for the samples. The analytical standard used for the three methods to
construct the calibration curves was Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) (Sigma-Aldrich, USA). The results were expressed in milli mole equivalents
of Trolox per liter of wine (mmol TEAC L™). The absorbances were read in a Biospectro SP-
220 spectrophotometer (Lab-lider, Brazil).

5.3.6 Statistical analysis

The base wines were analyzed in triplicate by repetition of the vinification (n = 3) of
each maceration treatment (NM, M24, and M72). For the analysis of the sparkling wines with
the two autolysis times (3 and 18 months), three bottles of each replicate (n = 3) were taken at
random for each maceration treatment (NM, M24, and M72), which were also analyzed in
triplicate. The results were first submitted to the Shapiro-Wilk normality test (p < 0.05), and
those not presenting normality were transformed (\: gallic and chlorogenic acids and
delphinidin-3-O-glucoside; Log(x+1): piceatannol, trans-resveratrol, myricetin, and petunidin-
3-O-glucoside). After the transformations, the data were submitted to the analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s test (p < 0.05) using the R Core Team (2021). The Principal
Components Analysis (PCA) was used for exploratory purposes to analyze the data, and the
Pearson correlation coefficients (r values) were calculated to correlate the phenolic compound
composition with the antioxidant capacity at p < 0.05 for the sparkling wines using the XLStat

software (Addinsoft Inc., Anglesey, UK, 2015).
5.4 RESULTS AND DISCUSSION
5.4.1 Phenolic compounds and antioxidant capacity

Table 1 shows the phenolic compounds identified and quantified by HPLC-DAD, the
total phenolic compound content, and the antioxidant capacity of the Syrah red sparkling wines

elaborated with different cold pre-fermentative maceration and autolysis times.



98

Table 1 Phenolic profile and antioxidant capacity of Syrah red sparkling wines elaborated with

different times of cold pre-fermentative maceration and its evolution during aging on lees.

Aging time on lees?

Parameters Mac-eration Base wine 3 months 18 months
time®
Phenolic compounds®
NM 0.69+£0.03 0.76+0.01Bb 3.78+0.03 Ab
Gallic acid M24 1.12+0.05 152+0.02Ba 3.99+0.10 Ab
M72 1.19+£0.11 153+0.02Ba 4.26+0.01 Aa
NM 90.48+£3.26 83.93+1.85Aa 81.66*2.03
Aa
rrans-caftaric acid M24 47.33+£0.41 46.78+1.56 Ab  45.42 +0.50
Ab
M72 3458 +198 34.79+3.02Ac 35.69+3.84
Ac
NM 6.84+0.19 6.66+0.14Aa 6.31+0.16 Aa
Caffeic acid M24 527+0.03 510+023Ab 542+0.15Ab
M72 405+£0.30 4.11+0.28Bc 5.12+0.61 Ab
NM 0.58+0.06 0.81+0.04Bb 2.07+0.08 Ab
Chlorogenic acid M24 0.85+0.02 1.18+0.02Ba 290+£0.12 Aa
M72 091+0.07 111+0.06Ba 2.80%0.44 Aa
NM 0.28+0.02 0.32+0.01Bb 0.53+0.04 Ab
p-Coumaric acid M24 0.30£0.00 0.41+0.03Ba 0.70£0.02 Aa
M72 0.29+0.01 0.36£0.00Bab 0.57 +0.07 Ab
NM 0.31+0.01 0.40x0.00Ab 0.31+0.01Ab
Ferulic acid M24 0.32+0.00 0.70+0.02Aa 0.47x0.01Ba
M72 0.32+0.02 0.65+0.04 Aa 0.45%0.04 Ba
()-Epicatechin NM 1.63+0.03 0.66+0.02Ab 0.73+0.03 Ac
M24 143+0.06 1.18+0.08Ba 1.32+0.01 Aa
gallate M72 1.15+0.06 0.79+£0.04Bb 1.17+0.12 Ab
(-)-Epigalatocatechin NM 1.09+0.04 1.69+0.02Ac 158+0.02Ab
gallate M24 1.18+0.02 1.98+0.13Ab 1.61+0.03Bb
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M72 1.18+0.02 2.22+0.09Aa 1.74+0.09 Ba
NM 0.34+0.01 0.33+0.01 Ac 0.32+0.01 Ac
Kaempferol-3-O-
) M24 0.77+0.03 0.77+0.02Ab 0.67 £0.05Bb
glucoside
M72 0.96+0.06 0.90+0.03Aa 0.84+0.04 Aa
NM 210+0.21 186+0.23Ab 1.68+0.11 Ac
Quercetin-3-pB-D- M24 9.46+£0.65 9.72+0.54Aa 8.67+0.91Ab
glucoside M72 10.68 £0.58 10.68 +0.61 Aa  10.55+0.87
Aa
NM 0.64+0.04 0.76+0.05Ab 0.73+0.05Ac
Isorhamnetin-3-O-
) M24 263+0.12 3.75+0.16 Aa 3.55+0.31Ab
glucoside
M72 3.16+£0.24 411+0.19Aa 4.30+0.40 Aa
NM 0.42 £0.00 ND 0.42+0.00b
Myricetin M24 0.53+0.01 0.49+0.00Aa 0.49+0.01 Aa
M72 0.54+0.02 0.47+0.00Aa 0.49+0.02 Aa
NM 0.23+0.00 0.35+0.03Ac 0.29+0.01 Ab
Rutin M24 0.29+0.00 1.08+0.07 Ab 0.60+0.02 Ba
M72 0.31+0.01 1.20+0.04 Aa 0.61+0.05Ba
NM 0.13+0.00 0.16+0.01 Ab 0.16 +£0.02 Aa
cis-resveratrol M24 0.17+0.01 0.18+0.01 Aa 0.18+0.02 Aa
M72 0.17+0.00 0.19+0.01 Aa 0.18+0.02 Aa
NM 0.30 £0.02 0.29+0.00 b ND
Piceatannol M24 0.39+£0.01 0.50+0.01a ND
M72 0.39+£0.00 0.52+0.02a ND
NM 0.27 £0.00 0.27 £0.00 a ND
trans-resveratrol M24 0.30 £ 0.01 0.27 £0.00 a ND
M72 0.29 £0.00 0.26 £0.00 a ND
o NM 9.76 £059 4.19+0.16 Ac 0.92+0.03Bb
Malvidin-3-O-
) M24 48.45+1.19 26.10+0.69 Aa 7.19+0.36 Ba
glucoside
M72 49.97 £3.80 25.00+0.55Ab 6.95+0.86 Ba
NM 0.96 +0.08 0.34+0.01c ND
Peonidin-3-0O-
) M24 246 +£0.12 098+0.05Aa 0.27+0.01Ba
glucoside
M72 237+0.13 0.87+0.04 Ab 0.23+0.02Ba
NM 1.36 +0.10 0.68+0.02Ac 0.27 £0.01Bb




100

Pelargonidin-3-O- M24 546+021 2.78+0.11 Aa 0.83+0.04 Ba
glucoside M72 565+045 2.62+0.08Ab 0.80£0.09Ba
o NM 0.80+0.05 0.42+0.01Ac 0.22+0.00Bb
Delphinidin-3-O-
) M24 250+0.11 1.17+0.07Aa 0.45+0.02Ba
glucoside
M72 248+0.16 1.06+0.05Ab 0.43+0.04Ba
o NM 0.27+0.01 0.30+0.00 Ab 0.26 £0.00 Ac
Petunidin-3-O-
) M24 052+0.02 094+0.03Ba 1.08+0.03Ab
glucoside
M72 0.53+0.03 1.02+0.01Ba 1.20%0.15Aa
NM 343.16 + 27244 +6.39  301.69 +5.07
4.32 Bc Ab
M24 464.76 £ 396.70 £ 11.15 436.79 £
TPC!
13.91 Bb 13.10 Aa
M72 489.37 £ 426.02 + 13.02  453.54 +9.46
28.82 Ba Aa
NM 1.70£0.05 1.27+0.06Bc 1.41+0.02Ac
ABTS® M24 264+006 228%+0.10Bb 2.43%0.07Ab
M72 2.84+0.07 247+002Ba 2.67+0.09 Aa
NM 150+0.05 1.32+0.03Bc 1.51+0.02 Ac
DPPH' M24 193+0.08 1.76+0.03Bb 1.95%0.06 Ab
M72 204+0.03 191+003Ba 2.11+0.05Aa
NM 202+0.19 1.36+0.02Bc 1.57+0.02 Ab
FRAPS M24 296+0.08 2.18+0.06Bb 2.53+0.05Aa
M72 3.26+0.13 231+£0.05Ba 2.56+£0.05Aa

4Results expressed as mean values + standard deviation. Values followed by different letters

indicate significant difference between the samples according to the Tukey’s test (p < 0.05).

Capital letters indicate differences and similarities between the sparkling wines with different

aging time on less (3 and 18 months of autolysis). Small letters indicate differences and

similarities between the sparkling wines elaborated with different cold pre-fermentative
maceration treatments tested (NM, 24 and 72 hours). ND: Not detected. "NM: Without

maceration, M24: pre-fermentative maceration for 24 hours, M72: pre-fermentative maceration

for 72 hours. ¢ Phenolic compounds quantified by HPLC-DAD in mg L™. 9Total phenolic

content measured by Folin-Ciocalteu reducing capacity expressed in mg L™ of gallic acid.
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efIABTS, DPPH and FRAP assays: Antioxidant capacity expressed as Trolox equivalents
(mmol TEAC L1).

A total of six phenolic acids were quantified in the red sparkling wines. The use of cold
pre-fermentative maceration increased the gallic, chlorogenic, and ferulic acid concentrations,
and, to the contrary, decreased the trans-caftaric and caffeic acid contents. Furthermore, after
18 months of autolysis, the red sparkling wines showed increases in the gallic, chlorogenic, and
p-coumaric acid contents and a decrease in the ferulic acid concentration compared with the
initial period (3 months). The increase or decrease in some phenolic acids could be associated
with the hydrolysis of tartaric esters and their corresponding hydroxycinnamic acids during the

cold pre-fermentative maceration or even during the autolysis period (Sartor et al., 2019).

The gallic acid concentration in the sparkling wines after 3 months of autolysis varied
from 0.76 mg L* for NM to 1.53 mg L™ in M72, whereas after 18 months of autolysis, it ranged
from 3.78 mg L in NM to 4.26 mg L in the sparkling wine M72. These results are consistent
with studies that showed an increase in concentration of the hydroxybenzoic acids, principally
gallic acid in red Syrah wines elaborated with cold pre-fermentative maceration (Cejudo-
Bastante et al., 2014) and during the autolysis of sparkling wines made from other cultivars
(Sartor et al., 2019), probably due to the hydrolysis of tannins (Garrido & Borges, 2013). Thus,

gallic acid could be a possible quality marker for sparkling wines aged on lees.

Caftaric acid is the hydroxycinnamic acid found in largest amounts in grapes and wines
(Garrido & Borges, 2013) and was the most abundant phenolic acid found in the present study.
As a consequence of cold pre-fermentative maceration, its concentration varied from 83.93 mg
L in the sparkling wine NM to 34.79 mg L in M72, after 3 months of autolysis. The fall in
this concentration could be related to a greater oxidation rate in these wines since trans-caftaric
acid is a substrate for polyphenoloxidase, the main oxidative enzyme present in the grapes
(Sartor et al., 2019). This acid is one of the phenolic compounds responsible for the astringency
of wines (Garrido & Borges, 2013), so the use of cold pre-fermentative maceration could

represent an ally to decrease this gustatory sensation in red sparkling wines.

The flavanols (-)-epicatechin gallate and (-)-epigalatocatechin gallate were quantified
in all the red sparkling wines, and in both cases, the highest concentrations were found in the
sparkling wines M24 and M72. However, after 18 months of autolysis, the sparkling wines

showed a different behavior when compared with the initial time (3 months), increasing the (-
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)-epicatechin gallate concentration and decreasing that of (-)-epigalatocatechin gallate in the
sparkling wines elaborated with cold pre-fermentative maceration, independent of the time
adopted in the technique. These variations could be related to the participation of these phenolic
compounds in polymerization, hydrolysis, or even condensation reactions with the
anthocyanins and could contribute to stabilizing the color of the wines (Monagas and
Bartolomé, 2009).

The flavonols can stabilize colors by taking part in co-pigmentation reactions with the
anthocyanins (Garrido & Borges, 2013) and are part of the phenolic compound group
recognized for their antioxidant, anti-carcinogenic and anti-inflammatory properties. Thus, the
present study showed a strong correlation (r > 0.9; P < 0.05) between kaempferol-3-O-
glucoside, quercetin-3p-D-glucoside, and isorhamnetin-3-O-glucoside, with a strong
antioxidant capacity for these red sparkling wines in the three assays carried out (ABTS, DPPH,
and FRAP). Isorhamnetin-3-O-glucoside stood out with a greater correlation in the ABTS assay
(r =0.951; P < 0.01), FRAP (r =0.941; P < 0.01) and DPPH (r = 0.879; P < 0.03). These
flavonols showed greater concentrations in the red sparkling wines elaborated with cold pre-
fermentative maceration (M24 and M72). Heredia et al., 2010 found similar results for this
group of phenolic compounds, testing the same technique in the elaboration of still red wines
from Syrah grapes. On the other hand, in general, the autolysis periods evaluated in this study
showed no significant variation in the concentration of flavonols. This behavior was also
observed in other studies that evaluated different times of aging of white sparkling wines on

yeast lees (Sartor et al., 2019).

Concerning the stilbenes, the use of cold pre-fermentative maceration increased the
piceatannol content, although its concentration was the same for both times tested (M24 and
M72). After 18 months of autolysis, only cis-resveratrol was detected in the red sparkling wines,
reaching 0.18 mg L7 in the sparkling wines M24 and M72. The maintenance of the cis-
resveratrol concentration, even after 18 months of autolysis, shows the bioactive potential of
the red sparkling wines, since the in vivo antioxidant action associated with the consumption of
this stilbene has already been proven (Gris et al., 2011). In addition, the present study showed
a significant correlation (r > 0.8; P < 0.05) between the cis-resveratrol and in vitro antioxidant
capacity of the red sparkling wines for the three assays carried out (ABTS, DPPH, and FRAP),
especially ABTS (r > 0.9; P < 0.02).
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The use of cold pre-fermentative maceration favored the extraction of anthocyanins, and
of those quantified, malvidin-3-O-glucoside was the most abundant, as reported in another
study concerning red sparkling wines (Gonzélez-Lazaro et al., 2019). However, with the
exception of petunidin-3-O-glucoside, autolysis decreased the concentration of the
anthocyanins in the red sparkling wines, independent of the maceration time used. This decrease
could be related to adsorption of the pigments by the yeast cell wall or even by possible
hydrolysis and condensation reactions with other phenolic compounds, which could give rise
to anthocyanin-derived pigments during the aging period (Monagas & Bartolomé 2009). The
highest malvidin-3-O-glucoside concentration was found in sample M24 after 3 months of
autolysis (26.10 mg L), and even after 18 months of autolysis, the application of cold pre-
fermentative maceration (M24 and M72) caused a six fold increase in the concentration of this
anthocyanin when compared to the control (NM). On the other hand, petunidin-3-O-glucoside
showed its highest value after 18 months of autolysis in the red sparkling wines produced using
cold pre-fermentative maceration. Heredia et al., 2010 observed the formation of co-pigments
derived from petunidin-3-O-glucoside in still red Syrah wines elaborated with cold pre-
fermentative maceration, which could explain the conservation of this anthocyanin after aging
on the lees. In addition, petunidin-3-O-glucoside showed good correlation with the antioxidant
capacity of the red sparkling wines (r > 0.92; P < 0.01). Maintaining the anthocyanin content is
important to conserve the antioxidant capacity of the sparkling wines, considering that this
group of phenolic compounds shows great bioactive activity (Monagas & Bartolome, 2009).
Thus, when autolysis is adopted in the elaboration of sparkling wines, it can be associated with
enological practices such as cold fermentative maceration to decrease the impact of the fall in

the anthocyanin content during this step.

According to Table 1, the red sparkling wines elaborated with the longest maceration
(M72) and autolysis (18 months) times stood out for their TPC. In the sparkling wines with 3
months of autolysis, the concentrations varied from 272.44 mg L™ for NM to 426.02 mg L™ for
M72, reaching 453.54 mg L in M72 after 18 months of autolysis. In a study with sparkling
white wines produced using Syrah grapes elaborated without maceration, the TPC was 134.79
mg L (Nascimento et al., 2018). On the other hand, in a study evaluating Spanish red sparkling
wines elaborated with Tempranillo grapes with cold pre-fermentative maceration using dry ice
and nine months of autolysis, the TPC arrived at 1169 mg L™ (Pérez-Magarifio et al., 2019).
Ruiz-Moreno et al. (2017) observed a greater TPC in sparkling wines elaborated with cold pre-

fermentative maceration; in contrast with the present results, there was no influence of autolysis
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time on this variable in sparkling wines with up to 9 months of autolysis. Sartor et al. (2019)
reported smaller concentrations in sparkling wines with 15 months of autolysis. On the other
hand, Gnoinski et al. (2021) found increasing TPC values in Australian sparkling wines with
increasing autolysis times. The different reports in these studies could be explained by the
cultivars studied, the cultivation regions, and, above all, by the diverse enological techniques

applied to obtain the base wine.

The use of cold pre-fermentative maceration and a longer autolysis time increased the
antioxidant capacity of the Syrah red sparkling wines according to the three assays evaluated:
ABTS, DPPH, and FRAP (Table 1).

The antioxidant capacity values measured by FRAP varied from 1.27 mmol TEAC L*
for NM to 2.47 mmol TEAC L* for M72 in the sparkling wines with 3 months of autolysis,
reaching 1.41 mmol TEAC L™ and 2.67 mmol TEAC L™ (NM and M72, respectively) when
compared with the final time (18 months). This behavior was probably due to the capacity of
the yeast lees to absorb and liberate some phenolic compounds during the autolysis period
(Gallardo-Chacon et al., 2010) and because, in some cases, the yeast lees only show a fall in
their oxygen-consumption capacity after three years of autolysis (Pons-Mercadé et al., 2021).
In addition, the antioxidant capacity measured by ABTS and DPPH in the M72 Syrah red
sparkling wines with 18 months of autolysis (2.67 and 2.11 mmol TEAC L7, respectively)
represented values three times greater than the Syrah white sparkling wines elaborated without
the use of cold pre-fermentative maceration and without aging on the lees (Nascimento et al.,
2018). Knowing that the characteristics of the base wine influence the antioxidant capacity of
the sparkling wines after autolysis (Gallardo-Chacon et al., 2010), and from the results obtained
in the present study, one can infer that the use of cold pre-fermentative maceration increased
the antioxidant capacity of the Syrah red sparkling wines aged on lees, possibly because this
practice increased the concentrations of kaempferol-3-O-glucoside, quercetin-3-B-D-glucoside,

isorhamnetin-3-0-glucoside and petunidin-3-O-glucoside.
5.4.2 Principal components analysis

The principal components analysis was carried out to explain the influence of the times
of cold pre-fermentative maceration and of autolysis on the phenolic compound composition
and antioxidant capacity of the red sparkling wines (Figure 1). The PC1 (57.56%) was

responsible for separating the non-macerated sparkling wines (NM) for both autolysis times
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applied from the other samples. The NM sparkling wines were found in the negative part of
PC1 and could be associated with greater concentrations of trans-caftaric and caffeic acid. The
sparkling wines elaborated with cold pre-fermentative maceration (M24 and M72) were found
in the positive part of the first component, showing that this practice had a greater influence on
the phenolic compounds composition and antioxidant capacity of the red sparkling wines than
the autolysis time. TPC, kaempferol-3-O-glucoside, quercetin-3p3-D-glucoside and
isorhamnetin-3-O-glucoside were the main components responsible for this separation,
converging with the results of Table 1, which shows that these flavonols are present in greater
concentrations in the sparkling wines elaborated with the use of cold pre-fermentative
maceration. Figure 1 also shows that the vectors of these flavonols were the closest to those
representing the antioxidant capacity according to the DPPH, ABTS, and FRAP assays,
corroborating with the correlation between them, as cited before. In addition, the PC2 (33.70%)
separated the sparkling wines with different autolysis times. In the positive part of this
component, the sparkling wines with 18 months of autolysis were associated with higher
concentrations of gallic, chlorogenic, and p-coumaric acids, whose vectors were closest to these
samples. Hence, these phenolic acids could be possible quality markers of autolysis time in red

sparkling wines.
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Fig 1 Principal Component Analysis (PCA) showing the configuration of Syrah red sparkling
wines elaborated with different pre-fermentative cold maceration times (NM, 24 and 72 hours)
and its evolution during aging on lees (3 and 18 months of autolysis) in function of antioxidant
capacity, total phenolic content (measured by the spectrophotometric method) and phenolic
compounds quantified by HPLC-DAD (n = 21 compounds). TPC: total phenolic content,
Epicatechin:  (-)-epicatechin gallate, Epigalatocatechin: (-)-epigalatocatechin gallate,
Kaempferol: kaempferol-3-O-glucoside, Quercetin: quercetin-3-p-D-glucoside, Isorhamnetin:
isorhamnetin-3-O-glucoside, Malvidin: malvidin-3-O-glucoside, Peonidin: Peonidin-3-O-
glucoside, Delphinidin: Delphinidin-3-O-glucoside, Petunidin: Petunidin-3-O-glucoside. NM:
Without maceration, M24: pre-fermentative maceration for 24 hours, M72: pre-fermentative
maceration for 72 hours. White circles, squares, and triangles = 3 months of autolysis; Dark

gray circles, squares, and triangles = 18 months of autolysis.
5.4.3 Colorimetry

The color of the red sparkling wines obtained by applying different cold pre-
fermentative maceration times and their evolution during the two autolysis times applied, were

evaluated by colorimetry (Figure 2).
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Fig. 2 Colorimetric analysis of Syrah red sparkling wines elaborated with different times of
cold pre-fermentative maceration and its evolution during aging on lees. Different letters
indicate a significant difference between the samples according to Tukey’s test (p < 0.05).
Capital letters indicate differences and similarities between the sparkling wines with different
aging times on less (3 and 18 months of autolysis). Small letters indicate differences and
similarities between the sparkling wines elaborated with different cold pre-fermentative
maceration treatments tested (NM, 24 and 72 hours). NM: Without maceration, M24: pre-

fermentative maceration for 24 hours, M72: pre-fermentative maceration for 72 hours.

In general, the red sparkling wines elaborated with cold pre-fermentative maceration
(M24 and M72) presented higher values on the coordinate representing the red color (a*) and
color saturation (C*) and less luminosity (L*). Probably the nature of the phenolic compounds
extracted with the different maceration times can explain this behavior, considering the

hydroxycinnamic acids, flavonols, and flavanols. These compounds have an important role in
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stabilizing the color of the red wines, since they could take part in co-pigmentation reactions
with the anthocyanins (Barrio-Galan et al., 2012; Garrido & Borges, 2013).

Eighteen months of autolysis promoted an increase in the yellow coordinate (b*) and,
consequently, the hue angle (h) became more distant from the red color (0°) and closer to 90°,
showing that NM was the treatment that most suffered the impact of the autolysis time. During
the 18 months of autolysis, the oxygen present in the bottles, in addition to being consumed by
the yeast lees and by free sulfur dioxide, probably promoted reactions between the phenolic
compounds, such as the condensation of anthocyanins with flavonols which form orange
complexes and could thus cause changes in the color of the red sparkling wines (Garrido &
Borges, 2013; Pons-Mercade et al., 2021).

5.5 CONCLUSIONS

Important changes in the bioactive compounds profile and color of the red sparkling
wines were observed with the application of cold pre-fermentative maceration and as a function
of the different autolysis times tested. An autolysis time of 18 months and the use of 72 hours
of cold pre-fermentative maceration increased the antioxidant capacity of the red sparkling
wines elaborated with the Syrah cultivar. In addition, the use of maceration promoted a more

intense red color in the red sparkling wines after 18 months of autolysis.

Thus the results of the present study demonstrated that the use of cold pre-fermentative
maceration by refrigeration could be an optimum alternative for the elaboration of red sparkling
wines by the traditional method. In addition, increasing the autolysis time promotes a better

nutraceutical quality to the product.

However, further studies are required to better understand the impact of the cold pre-
fermentative maceration and autolysis times on the volatile compound profile, sensory quality,

and acceptability by the consumers of red sparkling wines elaborated by the traditional method.
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6 CAPITULO IV

Perfil volatil de vinhos espumantes tintos Syrah elaborados com diferentes tempos de
maceracao pré-fermentativa a frio e sua evolugdo durante o envelhecimento sobre as

borras
6.1 RESUMO

Este estudo avaliou a evolugdo da composicdo volatil de vinhos espumantes tintos
durante envelhecimento sobre borras. Foi avaliado o impacto do tempo da maceracdao pré-
fermentativa a frio com uso de refrigeracdo na composicdo volatil por HS-SPME-GC/FID-
GC/MS (n = 66) e sua evolucdo em dois tempos de autdlise (3 e 18 meses) em vinhos
espumantes tintos da cultivar Syrah elaborados pelo método tradicional. Foram identificados e
semi-quantificados setenta e seis compostos volateis entre aldeidos, terpenos, cetonas, acidos,
alcoois e ésteres, estes trés ultimos em maior quantidade. A maceragéo pré-fermentativa a frio
e 0 tempo de envelhecimento sobre as borras afetou a composicdo volatil dos vinhos
espumantes tintos de diferentes formas, promovendo perfis volateis distintos entre as amostras.
O uso da maceracdo pré-fermentativa a frio promoveu maiores concentragdes de ésteres como
octanoato de etila, decanoato de etila e hexanoato de etila independente do tempo de autolise
dos vinhos espumantes tintos. Além disso, ésteres como acetato de isoamila, acetato de hexila
e acetato de fenetila diminuiram suas concentracdes ap0s 18 meses de autolise, independente
do tempo de maceracdo preé-fermentativa testado. Além disso, vinte € um compostos se
apresentaram com concentragdes acima do limiar de odor sendo realizado um agrupamento
hierarquico e mapa de calor que mostrou que 0s vinhos espumantes elaborados com uso da
maceracdo pré-fermentativa a frio e 3 meses de autolise se destacaram entre as demais amostras,
mostrando potencial para maior intensidade aromatica. Por fim, consideramos que uma
avaliacdo sensorial deve ser realizada para complementar esses estudos do aroma dos vinhos

espumantes tintos Syrah, e do impacto das praticas enoldgicas no perfil volatil desse produto.
6.2 INTRODUCAO

Os vinhos espumantes tintos representam hoje uma pequena parcela da producédo
mundial de espumantes. Da mesma maneira, em muitos paises, a exemplo do Brasil, a
exploragdo comercial desse produto ainda é recente, e a comunidade cientifica vem buscando
testar diferentes técnicas enoldgicas para melhoria de suas caracteristicas sensoriais, tornando-
0 cada vez mais atrativo para o consumidor (EDER e ROSA, 2021). Em outros Paises, como

Australia, Africa do Sul e Italia, vinhos tintos espumantes ou frisantes ja sdo produzidos a mais
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tempo e apresentam grande aceitacdo pelo mercado consumidor (PEREZ-MAGARINO et al.,
2018). De maneira geral, estes produtos ainda sdo caracterizados, como bebidas que possuem

coloragé@o vermelha pouco intensa e pouca complexidade sensorial (EDER e ROSA, 2021).

A complexidade aromatica de um vinho é um dos fatores que mais influencia na
preferéncia pelos consumidores. Os compostos volateis do vinho espumante podem ter origem
da uva (varietal), do processo fermentativo e, ainda, do tempo de envelhecimento sobre as
borras das leveduras (aut6lise). Esta Ultima etapa € peculiar do processo de elaboracédo de vinhos
espumantes pelo método tradicional e é determinante para a composicdo e complexidade
sensorial dessas bebidas, originando vinhos espumantes mais aromaticos e equilibrados
(BOSCH-FUSTE et al. 2007; POZO-BAYON et al., 2009; TORRESI et al., 2011; UBEDA et
al., 2019).

Dada a importancia dos vinhos espumantes tintos como inovacdo no mercado
vitivinicola e a contribuicdo dos compostos volateis para a aceitacdo desse produto, alguns
estudos foram iniciados (MARTINEZ-LAPUENTE et al., 2016; IVIT et al., 2017; PEREZ-
MAGARINO et al.,, 2018; RIZZOLO et al, 2018; GONZALEZ-LAZARO et al., 2019;
GONZALEZ-LAZARO et al., 2020). Estas pesquisas com vinhos espumantes tintos foram
realizadas com as cultivares Tempranillo, Merlot, Pinot Noir e Teroldego, e avaliaram a
influéncia da maturacdo da uva e de algumas praticas enoldgicas na qualidade deste produto.
Entre as praticas enoldgicas avaliadas para a elaboracdo de vinhos espumantes tintos, esta a
maceraco pré-fermentativa a frio com adicéo de gelo seco (PEREZ-MAGARINO et al., 2018;
GONZALEZ-LAZARO et al., 2019). Esta pratica também pode ser realizada com uso de
refrigeracdo, mas ainda ndo foi testada para elaboragéo deste produto. Estudo que comparou o
desempenho da técnica de maceracgdo pré-fermentativa a frio utilizando gelo seco e refrigeracéo
para a elaboracdo de vinhos tintos tranquilos, encontrou que os vinhos obtidos com uso de
refrigeracdo apresentaram cor mais intensa e estavel, além de teores mais elevados de
antocianinas e alguns flavondis (HEREDIA et al., 2010). Além disso, diferentes protocolos
adotados na aplicacdo da técnica, como temperatura e tempo, influenciam significativamente
na extracdo dos diferentes compostos volateis e fendlicos presentes na uva, proporcionando
alteracdes quimicas e sensoriais no vinho (RUIZ-MORENO et al., 2017; PEREZ-MAGARINO
et al., 2018; GONZALEZ-LAZARO et al., 2019).

As alteracBes quimicas e sensoriais promovidas pela autélise também vem sendo
amplamente estudadas em vinhos espumantes brancos e rosés elaborados pelo método
tradicional (RUIZ-MORENO et al., 2017; UBEDA et al.,, 2019; SARTOR et al., 2019;
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SARTOR et al., 2021). Contudo, na elabora¢do de vinhos espumantes tintos, esta etapa de
autolise ainda é pouco explorada, havendo apenas registros da caracterizacdo quimica e
sensorial dessas bebidas com quatro e nove meses de autdlise (IVIT et al. 2017; PEREZ-
MAGARINO et al., 2018; GONZALEZ-LAZARO et al., 2019; GONZALEZ-LAZARO et al.,
2020).

A uva tinta ‘Syrah’ tem seu cultivo difundido em todo o mundo (OI1V, 2017), sendo
muito utilizada na elaboracéo de vinhos tintos tranquilos em regides tradicionais (GEFFROY
et al., 2020) e emergentes (ALVES et al., 2022), que apresentam boa aceitagdo pelo mercado
consumidor (ALENCAR et al, 2019). Além disso, h& registros da producdo de vinhos
espumantes brancos (NASCIMENTO et al., 2018) e tintos com a cultivar Syrah (EDER e
ROSA, 2021) contudo, at¢é o momento, ndo ha registro de estudos que avaliaram as

caracteristicas quimicas de vinhos espumantes tintos dessa cultivar.

Com isso, 0 presente estudo teve como objetivo fornecer informagGes sobre o impacto
do tempo de maceracdo pre-fermentativa a frio com uso de refrigeracéo, no perfil volatil de
vinhos espumantes tintos elaborados com a cultivar Syrah, e avaliar a evolu¢do dos compostos

volateis durante diferentes tempos de autdlise.
6.3 MATERIAL E METODOS
6.3.1 Uvas

Quatrocentos e cinquenta quilos de uvas da cultivar Syrah provenientes de area
experimental da Embrapa Semiarido em Bebedouro (Lagoa Grande, Pernambuco, Brasil),
colhidas em setembro de 2018, foram utilizadas para elaboracdo dos vinhos espumantes tintos.
As videiras eram cultivadas em sistema de conducéo tipo espaldeira, sob porta-enxerto Paulsen
1103 e irrigadas por gotejamento. As uvas foram colhidas com 20,1 °Brix e acidez total de 8,6

g L em &cido tartarico.
6.3.2 Vinho Base

As uvas Syrah foram homogeneizadas e divididas em trés lotes de 150 Kg,
correspondente a cada tratamento, foram eles: 1) Ndo macerado, 2) Macera¢ado pré-fermentativa
a frio por 24 horas, e 3) Maceracdo pré-fermentativa a frio por 72 horas. As uvas do lote ndo
macerado foram desengacadas, esmagadas e prensadas seguindo para a clarificagao (8 °C por
48 horas). As uvas do segundo e do terceiro tratamento foram desengagadas, esmagadas e

submetidas a maceracdo pré-fermentativa a frio em cadmara fria com temperatura controlada (8
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+ 2 °C) por 24 e 72 h, respectivamente. Ap0s esse periodo, foram prensadas seguindo para a
clarificagdo (8 °C por 48 horas). Para todos os tratamentos, durante o desengace foram
adicionadas 120 mg kg de metabissulfito de potassio (Amazon Group Ltda., Brasil) e 0,02 mg
LT de enzima pectolitica Everzym Blanc® (Ever Brasil, Brasil). Apds o precedimento de
clarificacdo, os mostos de cada tratamento foram transferidos para trés garrafoes de vidro de 20
L fechados com valvulas cilindricas de vidro com camara de ar (tipo airlock). A fermentacdo
alcodlica foi conduzida a temperatura de 16 + 2 °C, utilizando a levedura comercial Maurivim
PDM® (Mauri Yeast Pty Ltda, Australia) Saccharomyces cerevisiae (0,20 g L) e o nutriente
Gesferm® (Amazon Group Ltda., Brasil) (0,20 g L™). Concluida esta etapa, foi realizada
estabilizacdo proteica utilizando bentonite Maxibent Plus® (Amazon Group Ltda., Brasil) (0,80

g L) e estabilizacdo tartarica (-4 °C por 10 dias).
6.3.3 Vinhos Espumantes

Para a segunda fermentacdo alcodlica foi adicionado ao vinho base o licor de tiragem
contendo sacarose (24 g L), levedura Maurivim PDM (0,25 g L), nutriente Gesferm nutriente
(0,25 g L) e bentonite (0,10 g L™). Em seguida, os vinhos correspondentes a cada tratamento
foram envasados em garrafas de 750 mL com bidule e tampa tipo corona, e mantidos a 15 £ 2
°C, totalizando cerca de 70 garrafas por tratamento. Esta etapa foi monitorada atraves de
analises de pressdao, com auxilio do afrémetro, e acucar residual pelo método de Lane-Eynon
(OlV, 2021). Concluida esta segunda fermentacédo, os vinhos espumantes foram mantidos a 16
+ 2 °C por 3 e 18 meses em envelhecimento sobre as borras (autolise). Ao final de cada tempo
de autolise, os vinhos espumantes passaram pelo processo de remuage, congelamento e retirada
das borras. Previamente as analises, as amostras foram desgaseificadas a baixa temperatura (5
+ 2 °C) por ondas ultrassonicas (Ultrasonic Cleaner, China) durante 30 min em um erlenmeyer
contendo 200 mL de vinho espumante (NICOLLI et al., 2015).

6.3.4 Parametros enoldgicos

Os parametros enoldgicos foram determinados seguindo procedimentos da OlIV (2021).
O pH foi determinado utilizando medidor de pH Edge (Hanna Instruments, Brasil). Apos a
destilacdo simples das amostras em destilador enoldgico Super Dee (Gibertini, Italia), o teor
alcoolico foi determinado em balanca hidrostatica eletronica Super Alcomat (Gibertini, 1talia)
a 20 °C. A acidez volétil foi determinada apds destilagdo por arraste a vapor no destilador
enologico, seguida de titulagdo com NaOH 0,1 N. A acidez total foi quantificada por titulacdo

das amostras com NaOH 0,1 N até pH 8,2. O indice de polifendis totais (IPT) foi determinado
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pelo procedimento descrito por HABERTSON e SPAYD (2006), diluindo 1 mL da amostra em
99 mL de agua destilada, seguido pela leitura da absorbancia a 280 nm em espectrofotdmetro
ThermoFisher Scientific (Multiskan Go, EUA). A intensidade de cor (IC) e tonalidade foram
determinadas a partir da leitura das absorbancias nos comprimentos de 420 nm (A420), 520 nm
(A520) e 620 nm (A620) em espectrofotdmetro ThermoFisher Scientific (Multiskan Go, EUA)
segundo método de OUGH e AMERINE (1988).

6.3.5 Compostos volateis

A andlise de compostos volateis baseou-se no protocolo descrito por POZZATTI et al
(2020), com algumas modificacdes. Para o preparo das amostras, uma aliquota de 5,0 mL foi
inserida em vial de 20 mL, juntamente com 1,5 g de NaCl (Neon, Belo Horizonte, Brasil) e 100
uL de dois padrdes internos, sendo eles o 4-metil-2-pentanol (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Alemanha) e o 3-octanol (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha), preparados em solucgéo
hidroalcodlica na concentragdo de 2,0 e 3,8 mg L™, respectivamente. Os compostos foram
extraidos utilizando a técnica de micro extracdo em fase solida aplicada no headspace da
amostra (HS-SPME), onde foi inserida uma fibra sortiva de 1 cm com revestimento de
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/Car/PDMS, Sulpeco®, Sigma-Aldrich,
USA). A fibra foi previamente condicionada conforme recomendado pelo fabricante. A
extracdo ocorreu pela exposicdo da fibra ao headspace da amostra a 40 °C por 50 min sob
agitacdo constante, com um periodo prévio de equilibrio do sistema de 5 min. Ap0s esse

periodo a fibra foi recolhida e submetida a analise cromatografica.

As analises dos compostos volateis ocorreram em cromatégrafo a gas equipado com um
detector por ionizacdo em chama (GC-FID) (Varian Star 3400, Palo Alto, CA, USA) e
cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (GC-MS QP2010 plus, Shimadzu,
Toquio, Japdo). Dessa forma, a fibra contendo os compostos volateis sorvidos foi introduzida
no injetor dos sistemas cromatograficos, para a dessorc¢éo térmica a 250 °C por 10 min, no modo
splitless (valvula de divisdo fechada por 1 min; 1:20). Para a separac¢do dos compostos volateis
foi utilizada coluna polar ZB-Wax (Phenomenex, USA; 30 m x 0,25 mm; 0,25 pum de espessura
de filme). O programa de temperatura da coluna iniciou em 35 °C, sendo mantida por 2 min,
subindo até 80 °C a 2 °C min!, depois a 150 °C em uma rampa de 4 °C min* até 230 °C,
permanecendo por 5 min. O hidrogénio foi utilizado como géas de arraste para o GC-FID a uma
pressdo constante de 12,5 psi e vazdo inicial de 1,6 mL min . A temperatura do detector FID

permaneceu a 250 °C. Para o GC-MS foi utilizado hélio como gas de arraste com vazao
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constante de 1,2 mL min . O detector foi operado no modo de ionizagdo por impacto de
elétrons (EI) com uma energia de ionizacdo de +70 eV e varredura de massas na faixa de 35 a
350 m/z. A interface e a fonte ions foram mantidas a 230 e 200 °C, respectivamente. O indice
de retengdo linear (LRI) foi calculado para cada composto volatil em ambos os sistemas
cromatograficos, utilizando uma solugdo de alcanos (C6 ao C30, Sigma-Aldrich, USA) nas

mesmas condi¢des analiticas descritas acima.

Os compostos volateis foram semi quantificados por comparacdo da area do pico dos
compostos detectados com a area dos padrdes internos, cuja escolha deu-se em funcao do tempo
de retencdo, utilizando a resposta do FID (WELKE et al., 2014; POZZATTI et al., 2020). A
identificacdo dos compostos foi realizada pela comparacdo dos espectros de massas
experimentais do analito, com os espectros disponiveis na biblioteca do equipamento (NIST14
e Wiley), auxiliada pela comparacdo dos indices de retencdo linear dos compostos na coluna
ZB-Wax com aqueles descritos na literatura para colunas da mesma polaridade (compostos
considerados como tentativamente identificados). Quando possivel, foi feita a comparacao dos
espectros de massa dos compostos detectados por GC-MS com 0s espectros de padrdes puros,
analisados no mesmo equipamento e sob as mesmas condi¢cdes metodoldgicas (compostos
considerados como positivamente identificados) (LINSTROM e MALLARD, 2022).

6.3.6 Analise Estatistica

Para a analise dos vinhos espumantes, nos dois tempos de autolise (3 e 18 meses), foram
selecionadas aleatoriamente trés garrafas de cada replicata (n = 3) por tratamento de maceragédo
(NM, M24 e M72), que foram analisadas em triplicata. Primeiramente, os resultados foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (p < 0.05). Em seguida, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o R Core
Team (2021). Além disso, para fins exploratérios, foi realizado o agrupamento hierarquico e
analise do mapa de calor gerados por distancia euclidiana utilizando o software MetaboAnalyst
5.0.

6.4 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.4.1 Parametros enoldgicos

A Tabela 1 mostra os parametros enoldgicos dos vinhos espumantes tintos Syrah
elaborados com diferentes tempos de maceracdo pré-fermentativa a frio e a evolucdo desses

pardmetros em dois tempos de autolise (3 e 18 meses). Em relacdo aos tempos de maceragdo
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pré-fermentativa avaliados, 0s vinhos espumantes macerados (M24 e M72) apresentaram
maiores valores de pH, IPT e IC, e menor tonalidade de cor. Por outro lado, o envelhecimento
sobre borras diminuiu a acidez volatil e o IPT, além de aumentar os valores de tonalidade de
cor independente do tempo de maceracéo aplicado. O aumento da tonalidade de cor durante o
envelhecimento dos vinhos espumantes tintos, pode estar relacionado a rea¢des de condensagéo
de antocianinas com flavonois, formando complexos de cor alaranjada (GARRIDO e BORGES,
2013) e causando alteracdes na cor destes produtos. De todo modo, mesmo com as diferencas
observadas, 0s vinhos espumantes tintos Syrah apresentaram parametros que atendem aos
padrdes de identidade e qualidade definidos pela legislagédo (BRASIL, 2018).

Tabela 1 Valores médios dos parametros enoldgicos dos vinhos espumantes tintos da cultivar
Syrah elaborados com diferentes tempos de maceracao pré-fermentativa a frio e autolise

Parametros Tempo Eie Vinho espumante Vinho espumante
Maceragéo® 3 meses 18 meses
NM 3,28 + 0,00 Bc 3,32 + 0,00 A
oH M24 3,42 + 0,01 Bb 3,47 + 0,02 Ab
M72 3,46 + 0,00 Ba 3,53 + 0,01 Aa
o NM 7,43+ 0,04 Aa 7.41£0,03 Aa
ﬁ_‘j'dez Titulavel (@ o4 7,35+ 0,05 Aa 7,32+0,11 Aa
) M72 7,34 +0,03 Aa 7,39 +0,03 Aa
. » NM 0,31 £ 0,01 Aa 0,23+ 0,03 Ba
ﬁi;dez Volatil (g M24 0,28 + 0,03 Aa 0,24 + 0,01 Ba
M72 0,31 +0,01 Aa 0,25 + 0,01 Ba
NM 13,36 % 0,06 Aa 13,08 % 0,23 Aa
Alcool (%) M24 12,50 £ 0,24 Ab 12,40 + 0,28 Ac
M72 12,85 + 0,40 Ab 12,59 + 0,21 Ab
NM 6,91 + 1,53 Bb 7,60 £ 0,06 Ac
IPT? M24 12,25 + 1,45 Aa 11,81+ 0,13 Ab
M72 12,50 £ 0,02 Aa 12,85 + 0,56 Aa
NM 0,45 £ 0,08 Ac 0,29 % 0,01 Bc
IC? M24 1,44 + 0,03 Ab 1,30 + 0,03 Bb
M72 1,52+ 0,07 Aa 1,44 +0,02 Ba
NM 0,95 + 0,03 Ba 1,22+ 0,02 Aa
Tonalidade M24 0,61 + 0,01 Bb 0,80 + 0,01 Ab
M72 0,62 + 0,02 Bb 0,83 + 0,01 Ab

Resultados expressos em valores médios + desvio padrdo, *NM: N&o macerado, M24: 24 horas de
maceracao pré-fermentativa a frio, M72: 72 horas de maceragéo pré-fermentativa a frio, 2IPT: Indice de
Polifenois Totais, *IC: Intensidade de cor. Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca
significativa entre as amostras de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). As letras mailsculas indicam
diferencas e semelhancas entre os vinhos espumantes com diferentes tempos de autélise (3 e 18 meses).
As letras mindsculas indicam diferengas e semelhangas entre os vinhos espumantes submetidos aos
diferentes tratamentos de maceracgao pré-fermentativa a frio testados (NM, M24 e M72 horas).
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6.4.2 Compostos volateis

A representatividade dos principais grupos quimicos na concentracdo total dos
compostos volateis identificados nos vinhos espumantes tintos Syrah, elaborados com
diferentes tempos de maceracédo pre-fermentativa a frio (NM, M24 e M72) e tempos de autdlise

(3 e 18 meses), esté disposta na Figura 1.

De uma maneira geral, ésteres, alcoois e acidos carboxilicos foram os grupos quimicos
majoritarios nos vinhos espumantes tintos Syrah. Os ésteres apresentaram diminuicdo em seu
contetdo ap6s 18 meses de autdlise nos vinhos espumantes tintos, independente do tempo de
maceracdo pré-fermentativa a frio aplicado, contudo, uma maior queda foi observada nas
amostras M72. Esta queda no contetdo de ésteres ja foi relatada em outros estudos e pode estar
relacionada a interacdo desses compostos com as borras de levedura e ou pelo fato de sofrerem
hidrélise quimica devido a sua instabilidade termodindmica (RUIZ-MORENO et al., 2017,
UBEDA et al., 2019). Nos vinhos espumantes M72 com 18 meses de autolise também podemos
visualizar diminuicdo do conteudo de alcoois. Ao contrario do observado nos demais tempos
de maceracdo (NM e M24), visto que para essas amostras, 0s contetidos de alcoois e de acidos,
apresentaram incremento das suas concentragdes apos 0 maior periodo de envelhecimento sobre

as borras.

De forma geral, os vinhos espumantes M24 apresentaram maior estabilidade nas
concentracdes dos totais dos grupos quimicos avaliados (Figura 1). Contudo, a tendéncia de
aumento e queda dos compostos das classes dos ésteres, alcoois e &cidos foi similar ao
observado em NM, indicando que M72 possivelmente apresentou um perfil volatil mais distinto

apos 18 meses de autolise.

A concentracdo dos compostos volateis no headspace dos vinhos espumantes tintos da
cultivar Syrah, elaborados com diferentes tempos de maceracédo pré-fermentativa a frio e tempos
de autolise, esta apresentada na Tabela 2. Um total de sessenta e cinco compostos foram
identificados e semi-quantificados, com suas concentrages expressas em pg L. Entre todos
0S grupos guimicos encontrados nas amostras, 0s ésteres estiveram presentes em maior nimero
(n =19) e alcoois (n = 19), seguidos pelos acidos (n = 12), terpenos (n = 8), aldeidos (n = 2),
aléem de cinco compostos de outras classes (2-nonanona, tolueno, carbamato de aménio, 3-
(metilthio)-1-propanol e 2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol).

De maneira geral, os compostos encontrados em maior quantidade nas amostras foram

0 &cido octandico (#09), no vinho espumante NM com 18 meses de autélise, o octanoato de
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etila (#45) em M24 com 18 meses de autdlise, e os alcoois 3-metil-1-butanol (#16) e feniletilico

(#31), ambos no M72 com 3 meses de autolise.
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Figura 1 Representatividade dos principais grupos quimicos na concentracdo total de compostos volateis identificados nos vinhos espumantes

tintos Syrah elaborados com diferentes tempos de maceracdo pré-fermentativa a frio (A) NM: Nao macerado, (B) M24: 24 horas de maceragao

pré-fermentativa a frio, (C) M72: 72 horas de maceragdo pré-fermentativa a frio, em dois tempos de autélise (3 e 18 meses).
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Tabela 2 Concentracdo dos compostos volateis identificados nos vinhos espumantes tintos da cultivar Shiraz elaborados com diferentes tempos
de maceracdo pré-fermentativa a frio e autolise, com seus respectivos limiar de odor (odour threshold) e descritor do odor de acordo com a

literatura.
Limiar
LRlexp? LRI Autolise de Autolise de de odor
Composto (ug L) / CAS? o * Tempo 984 Descritor do odor®
maceracao 3 meses® 18 meses® (ug L
1\9H7
)2
#  Acidos carboxilicos
NM 4366168 Ap 0011 *2469
Ab
1 Acido acético (64-19-7) 1454 1455 M24 86,45+ 1534 Aa 90,74 +£ 26,27 Aa 200000 Vinagre, pungente
M72 1011522414 5520+ 1,13Bc
Aa
NM 1179,90 + 135,41 1738,54 +
Ba 437,44 Aa
5 Acido propa:lr;glco (79-09- 1543 1538 M24 832,71\% 59,85 984,80 :blll,69 8100 Rancoso, pungente
M72 1344,59 + 294,62 1120,40 = 79,51
Aa Ab
NM 86,42 +7,36a NQ
3 Acldo 2,2-dimet 1562 1563~ M24  77,62+11,96b NQ : :

propanoico (75-98-9)°

M72

62,11 + 17,65 Ab

2597+11,36B
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NM 31,14 £ 4,13 Aa 37,48 £ 21,80 Aa
4 Acido Isobutirico (79-31-2° 1595  15gp  M24  37,28+375a NQ 200000 Mamgggégc‘)‘e”o'
M72 39,15+ 15,73 Aa 22,69 +9,12 Ba
NM  64,20+477Ba 0L33%1859
Aa
5 Acido butan6c;:lco (107-92- 1616 1620 M24 57,66 £5,95 Aa 39,71 ;bll’% 10000 Ranco, queijo, suor
M72  5397+1630Aa 208%1041
Ab
NM 1060,7 + 43,15 12536,11 +
Ba 1635,40 Aa
Acido isovalérico (503-74- 1059,00 £ 148,60 7455,10 =
6 2y 1676 1675 M24 Ba 531,71 Ac 3000 Suor, rangoso
M72 1480,95 + 322,34 9645,94 +
Ba 1635,40 Ab
NM 6236,66 + 322,34 8467,88 +
Ba 1424,24 Aa
Acido hexanoico (142-62- 6450,33 = 422,61 6134,27 -
7 1) 1848 1848 M24 A3 592.86 Ab 3000 Gordura, queijo, suor
M72 6333,08 + 229,59 5471,97 £
Aa 516,45 Ab
8 NM 40,54 + 2,15 Ab 51,24 + 16,05 Aa 3000 Gordura, suor, queijo
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b
8) 92l 1923 o 347541298 Ab  29,91+7,23 Ab
NM 26387,61 + 34932,41 +
943,89 Ba 7679,05 Aa
Acido octanoico (124-07- 30922,17 + 27709,75 +
9 2P 2069 2067 M24 2560,90 Aa 2512.18 Ab 3000 Gordura, rango
M72 30481,63 + 22530,73 =
4256,92 Aa 1684,31 Bb
NM 8028,59 + 369,05 8728,06 £
Aa 1999,48 Aa
Acido decanoico (334-48- 6465,87 +
10 5)b 2978 2282 M24 22,81 +7,19 Bb 366.50 Ab 6 Gordura, rango
4418,32 £
M72 21,86 + 2,96 Bb 515,63 Ac
NM 19,77 £ 156 a ND
gp Acido 9’descze_”9°):f° (14436~ s 3ss  M24 16,94 + 0,00 a ND 40 Gordura, sabéio
M72 14,37 +2,36b ND
224,29 + 38,17 729,32 £ 85,81
NM
i Ba Aa
12 Acido benzdico (65-85-0)° 2395 2399 - Urina
270,23 £ 14,48 535,02 + 37,66
M24
Ba Ab
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255,75 +£64,99 416,77 £ 103,54
M72 Ba Ab
Alcoois
10212,26
NM NQ 225,50 a
Ea_1\b 4168,03 £ 951,69 6278,40 £ ) )
13 Metanol (67-56-1) 890 882 M24 Bb 975.95 Ab
M72 5604,51 + 260,97 6889,83 +
Aa 1017,13 Ab
NM 1927,47 + 64,55 2183,57 £
Ab 327,57 Ab
Alcool isobutilico (78-83- 2079,36 + 159,58 1961,87 + .
14 1)° 1110 1113 M24 Ab 165.36 Ab 40000 Oleoso, alcodlico
M72 2834,17 £ 451,13 2461,09 +
Aa 207,35 Aa
NM 50,84 £ 12,30 A 51,44+ 12,27 Aa
15 1-Butanol (71-36-3)* 1157 1152 M24 NQ 34,53+7,17Db 15000  Medicinal, alcoodlico
M72 NQ NQ
NM 65713,14 + 77380,30
3-Metil-1-butanol (123-51- 4114,26 Bb 8089,81Aa Uisque, malte,
16 b 1218 1214 60000 |
3) M24 73243,39 + 77772,87 + solvente
4565,09 Ab 4565,75 Aa
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7o 90830,10 + 79601,61 +
12989,56 Aa 2598,90 Ba
NM  7240+441Aab 62,63+ 3,06 Aa
17 4"\"8“"1"062;";‘”0' (626-89- & 137 M24  8655+470Aa 7696+1874Aa 50000  Améndoa tostado
M72  63,41+1482Ab 72,37+ 10,19 Aa
NM  99,01+1028Ba 20046 +2861
Aa
3-Metil-1-pentanol (589-35- 173,34 + 41,20 Vinho, herbéaceo,
18 5)b 1338 1325 M24 87,95 + 6,92 Ba Aa 50000 cacal
M72  871242004Ba L 2912084
Aa
av 30850813172 316867+
Ab 133,88 Ab
5054,26 + 371,13  5370,90 + Herbaceo, grama,
19 1-Hexanol (111-27-3)° 1354 1357 M24 ™ 12677 ha 110 e d
\7p  5101,04%54896 508001+
Aa 195,00 Aa
NM 42,45 +589 Ab 42,62 + 4,29 Ab
g0 (B3Heenlol@8or- o M24 68.39+491 Aa 5611+1220Aa 400 Verde ‘;'r%rsac'o musgo.

2)P

M72

53,21 + 10,02 Ab

54,77 + 6,87 Aa
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391,45 + 10,88 385,73 + 38,77
NM
Aa Aa
cis-3-Hexen-1-ol (928-96- 437,55 +£50,33 233,51 +107,31 Verde, amargo,
21 1) 1381 1381 M24 Aa Bb 1000 gordura
M72 364,93 + 54,33 340,88 + 43,02
Aa Aa
NM 7131+863Ba L12l4*3271
Aa
cis-2-Hexen-1-ol (928-94- 48,05 + 10,73 35,87 + 32,15 Herbaceo, verde,
22 9)° 1413 1412 M24 Aab Ab 400 gordura
M72  4035+2363Ap 000 *1345
Ab
1754,48 + 84,26  1860,06 + 26,39
NM
Aa Aa
i JES 983,87 £ 70,19 1552,77 + .
23 1-Heptanol (111-70-6) 1466 1458 M24 Bb 230,44 Ab 1000 Uva, adocicado
M72 1087,61 + 115,96 1301,68 + 36,25
Bb Ac
NM 34,72 £ 9,47 a NQ
24 2-Metil-6-hepten-1-ol° 1485 1480 M24 26,10 £8,06 Aa 19,02+16,52 A - -
M72 37,59 £8,08a NQ
25 NM 2358 +1,74Bb 114,16 £5,63 Aa 8000
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M24 40,81 £9,16 Ba 117,24 £9,14 Aa
2-Etil-1-hexanol (104-76- 1504 1510 Cogumelo, frutado
b
7) 5 5 M72 19,89 + 3.15 Bb 67,81:b10,53 doce, floral
NM 37,01 £5,12 Aa 43,83 +£17,89 Aa
26 2-Nonanol (628-99-9)° 1505 1528 M24 34,88 +433 Aa 28,04+7,95Ab 58 Frutg(gg,ir:/c()arde,
M72  3308+1332Aa om0 1025
Aab
NM 92,45+11,79a ND
27 (RS 2’3'§gfa9r)'§d'°' O3 o0 150 M24  6512+1252b ND . Frutado, cebola
M72 81,11 £ 12,36 ab ND
150,20 + 10,08 201,60 = 52,85
NM
Aa Aa
(R,R) 2,3-Butanediol (513- 116,21 + 14,75 89,98 + 23,40
28 85-0)" 1605 1590 M24 Aa Ab - Frutado, cebola
127,92 + 30,75 101,39 + 14,50
M72 Aa Ab
155,85 + 16,03 186,86 + 37,92
: NM Ab A
5-Etil-2-heptanol (19780- a
29 0.6 1672 - - -
-6) M24 220,60 % 35,68 152,12 + 41,87

Aa

Ba
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206,75+ 38,44 179,94 +31,37
M72 Aab Aa
NM 153,33 +13,42 151,43 +28,20
Aa Aa
30 1-Decanol (112-30-1)° 1761 1760 M24 142,22 + 8,53 Aa 114’4?"6:1 28,33 400 Adocicado, gordura
M72 159,78 £ 27,11 116,01 + 20,60
Aa Ba
NM 21759,53 + 29803,06 +
572,79 Bb 5759,58 Aa
Alcool feniletilico (60-12- 23865,40 + 22308,18 + Floral, mel,
31 8)? 1907 1906 M24 1886,26 Ab 5348,28 Ab 200000 especiarias, rosas
M72 30739,55 + 22620,16 +
5286,93 Aa 3538,51 Bb
Aldeidos
NM 6566,23 + 618,85 6071,89 +
Aa 925,70 Aa
] A7.ma 5513,51 £ 995,75 4376,87 + .
32 Acetaldeido (75-07-0) 889 750 M24 Aa 655,28 Ab 500 Pungente, éter
M72 6181,39 + 388,50 4474,04 +
Aa 164,23 Bb
33 1298 - NM 29,70 +£0,92 Aa 25,41 +0,00 Ab - -
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3-Hidroxi-butanal (107-89- M24 31,72 +4,19 Aa 36,27 = 8,14 Aa
1)° M72  3306+9,65Aa 34,40 +2,03 Aa
Esteres
NM ND 302,15 + 85,99 a
. Frutado, adocicado
- - b H )
34 Acetato de etila (141-78-6) 974 990 M24 ND 276,29+ 7560a 7500 abacaxi: Solvente
M72 ND NQ
NM ND 100,63 + 31,62 a
Acetato de isobutila (110- Solvente, frutado,
35 19_0)b 1020 1014 M24 40,67 +3,23Ba 53,47 £8,41 Ab 1600 macé, banana
M72 37,66 +£251a NQ
NM 23,33+1,35Ba 63,63+9,06 Ab
36 Butirato de etila (105-54-4)* 1049 1044 M24 18,05 + 4,46 Ba ol41 :b14,21 400 Morango, maga
M72 NQ 77,20 £ 15,08 a
NM 54,05+320B 152,56 + 5,36 Aa
g7 Acetato de Z‘;g"a (12386 67 1086  M24 NQ 124,25+20,49b 1800 Frutado, péra
M72 NQ 147,81 +3491a
38 Acetato de isoamila (123- NM 7586,08 + 321,10 1969,76 + 160 Banana, frutado,
92-2)P Ab 151,59 Bb adocicado
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M24 8242,98 + 473,46 2789,38 +
Ab 164,78 Ba
1119 1122 M72 9541,96 + 3028,83 +
1168,42 Aa 447,90 Ba
NM 22160,34 22048,64
1905,47 Aa 2231,92 Aa
39 Hexanoato de etila (123-66- M24 18967,26 + 24737,70 £ 8 Frutado, maca verde,
0)* 1229 1233 2988,53 Ba 893,18 Aa conhague
M72 20274,17 17304,13 =
2213,03 Aa 2692,46 Ab
NM 2972,35+ 230,09 512,27 + 30,17
Aa Bb
. Maca, cereja, péra,
Acetato de hexila (142-92- 3489,33 + 519,68 111552 +
40 b 1266 1263 M24 ' ' ' 670 floral, frutado;
7) Aa 155,47 Ba Herbaceo
M72 3479,22 + 814,91 + 143,32
1074,07 Aa Bab
NM 197,50 + 4,12 Aa 50,07 £ 5,68 Bb
41 acetato de cis-3-hexenila M24 187'9?; 22,21 71,48 £ 16,66 Ba i Verde, banana,
(3681-71-8)° 1312 1315 a frutado
M72 149136553 5531 47,84 B
Ab
Heptanoato de etila (106- 227,59 £ 10,19 215,37 £ 22,91
42 30-9)" NM A3 A3 2,2 Uva, frutado




261,60 * 18,68

232,98 + 47,66
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M24 Aa Aa
Lsar 1321 245,35+50,24 236,81 + 36,02
M72
Aa Aa
NM 57,14 £548 Aa 50,13 +4,52 Aa _
Amanteigado,
43  Lactato de etila (97-64-3)° 1335 1334 M24 40,44 £543 Ab 47,27 +13,68 Aa 150000 lactico, frutado,
framboesa
M72 30,27 +£10,52 Ab 34,14+ 7,15 Ab
1370 1374 NM NQ 42,31£0,00 a
Octanoato de metila (111- o .
44 2 rico, laran
11-5)° M24 41,05+ 4,72 Aa 37’91§b11,70 00 Citrico, laranja
M72 3990+9,43 Aa 34,67 +1,63Ab
NM 46322,26 + 47957,69 +
2858,69 Ab 2908,70 Ab
Octanoato de etila (106-32- 66864,35 + 82833,46 + LA
45 1)e 1435 1432 M24 4917 40 Aa 4458.66 Ba 580 Abacaxi, péra, floral
M72 7714343 £ 27623,56 +
17116,16 Aa 1369,75 Bc
NM 31,39+ 0,00 Ac 34,58 £ 0,00 Aa
gg Nonanoatodeetila(123-29- - .0 M24  8004+1460Aa 42,18+1071Ba 1300 Floral, frutado

5)P

M72

62,65 + 12,16 Ab

44,41 + 12,61 Ba
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NM 14709,11 = 6000,58 + 20,11
481,06 Ab Bb
47 Decanoato de etila (110-38- M24 26801,55 + 17206,93 + 500 Frutado, uva;
3)P° 1637 1640 4358,77 Aa 1549,79 Ba Gorduroso
M72 27503,27 + 6185,25 £
3994,60 Aa 768,18 Bb
NM 1345922002 457518068
Ab
Octanoato de isoamila Oleoso, adocicado,
48 (2035-99-6)° 1655 1657 M24 291,06 +1,09 a NQ 152 frutado, queijo
M7z SOLB2E5438  ag 444908
Aa
NM 4118,llbi 401,19 NQ
9-decenoato de etila 8428,51 + 305,03
49 (67233-91-4)° 1687 1688 M24 3 NQ 100 Rosas
8006,41
M72 122501 Aa 32,66 +4,08 B
1800 1799 NM 1485213754 10018259
Fenilacetato de etila (101- .
50 97-3)° M24 ND 99,22 + 11,82 a - Frutado, adocicado
M72 ND 7423+1,74b
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NM 2700,55 £ 52,60 855,73 + 136,34
Ab Ba
Acetato de Fenetila (103- 3487,87 +£ 178,73 1009,41 +
51 45-7)" 1805 1810 M24 Aa 121,01 Ba - Rosas, mel, tabaco
M72 3748,16 + 132,42 1011,22 +
Aa 141,81 Ba
NM 43,88 +2,87 a NQ
2-hidroxi-4-metilpentanoato -
52 de etila (10348-47-7)° 1551 1522 M24 51,76 £ 5,58 Aa 33,89 + 13,26 Ba 51 Frutado, limao
M72 43,16 £+ 8,61 Aa 31,64 +6,25Ba
Terpenos
NM 270,35 £ 72,52 317,66 * 68,03
Aa Aa
53 Linalol (78-70-6) 1582 1584 M24 184,75');) 14,27 178,55')& 39,87 15 Fruta?ltt)),r;:;trlco,
239,36 £ 53,47 194,88 + 26,76
M72 Aab Ab
NM NQ 112,38 + 26,71a
54 Aromadegdlr_‘;”)i (109118 0 1sgg  M24 39,72+9,76B 92,66+1811Aa - -
M72 NQ 47,23+222b
55 a-Terpineol (98-55-5)* NM 50,17 +9,53 Bc 71,57 + 22,05 Aa 1000 Floral, adocicado
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M24  122,63+251Aa 67,76 10,00 Ba
1714 171
3 M72 9550+756Ab  47,78+0,00 Bb
NM 10297 £1L07 57 96 + 11,52 Ba
Ab
. o.g\b 139,42 + 12,58 Citrico, adocicado,
56 Citronelol (106-22-9) 1766 1766 M24 Aa 43,19 + 12,94 Ba 100 floral
M72 1452022591 44 26 + 12,15 Ba
Aa
NM ND ND
57 Geraniol (106-24-1) 1858 1856 M24 28,72+050Aa  2526+252A - -
M72 34,58 +14,70 a NQ
NM 49,40 £ 13,52 b ND
5g OXidode ngf’g)'ieno (139 67 1ogs  M24  100.80+2243a ND i i
M72 41,43 +2243b ND
NM  16486+58Ba C0o»11*107.53
Aa
59 (E)Nerolidol (40716-66-3)° 045 2034 M24 139'9982 13,04 295'53;&) 3919 1000 Floral, maga, citrico
M7 149,37 £3305 270,25+ 57,78

Ba Ab
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426,96 + 182,87

NM 13,06 + 0,72 Ba
Aa
60  (E)Farnesol (106-28-5)" 2343 2348 M24 18,93 + 2,83 Ba H1,33 ;a171’65 2400 Floral
M72  2055+624Ba o043 658
Ab
Outros
M 136,06 + 11,98 11546 + 12,48
Aa Aa
61  2-Nonanona (821-55-6)° 1375 1379 M2a  oroqrEOE IBHENL 4 Frutado
V72 112,25+ 46,02 106,16 + 10,28
Aa Aa
1007,23 + 58,78  1027,86 + 53,59
NM
Aa Aa
62 Tolueno (108-88-3)° 1033 1037 M2a  DIOSS 049 TSIE L0028 : Tinta
7, 8135017041 81034+ 11545
Ab Ab
NM NQ 171,22+ 2565a
Carbamato de amdnio
63 (11117801 763 . M24 NQ 121,09 +1956b - i
M72 NQ 111,71+ 24,88 b
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NM 44660008y 10243 % 30,60
Aa
3-(Metilthio)-1-propanol Batata cozida,
64 (0505-10-2)" 1718 1717 M2 69,40 + 7,94 Ba 102’33;51 1991 500 borracha
M72  48,26+16,01 Ab 68,05+ 0,00 Ab
v 108082211513 ep 46 40,00 Bb
Ab
2,4-bis(1,1-dimetiletil)- 251540 + 741,34 456,78 + 196,43
65 fenol (96-76-4)° 2325 i M24 Aa Bb i i
v, 209372+10854 146758

Aab 358,27 Ba

1CAS = Chemical Abstract Service. >LRlexp = Indice de retencao linear experimental calculado a partir de série de alcanos (C6 ao C30) para a coluna
ZB-Wax. 3LRlji = Indice de retencdo linear encontrado na literatura para colunas similares a ZB-Wax. *“NM: N&o macerado, M24: 24 horas de
maceragio pré-fermentativa a frio e M72: 72 horas de maceracio pré-fermentativa a frio. >®Resultados expressos em valores médios + desvio
padrdo. Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa entre as amostras de acordo com o teste de Tukey (p <0,05). As letras
maidsculas indicam diferencas e semelhancas entre 0s vinhos espumantes com diferentes tempos de autélise (3 e 18 meses). As letras minusculas
indicam diferencas e semelhancas entre os vinhos espumantes submetidos aos diferentes tratamentos de maceracéo pré-fermentativa a frio testados
(NM, M24 e M72 horas). ND: N&o detectado. NQ: N&o quantificado. ‘Limiar de odor para o composto de acordo com a literatura (GEFFROY et
al., 2020; WELKE et al, 2014b; JIANG e ZHENWEN, 2010). 8Descricdo do odor de acordo com a literatura (GEFFROY et al., 2020; WELKE et
al, 2014b; JIANG e ZHENWEN, 2010) # Compostos identificados por MS, LRI, e através de padrdes puros injetados no GC-MS nas mesmas
condigGes analiticas. "Compostos tentativamente identificados por MS e LRI;i. “Compostos provisoriamente identificado através da concordancia
do espectro de massa com aqueles da biblioteca do equipamento.
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Considerando a analise estatistica realizada (Tabela 2), dos sessenta e seis compostos
identificados e semi-quantificados apenas heptanotato de etila (#42) e 2-nonanona (#62) ndo
foram influenciados significativamente por nenhuma das praticas enoldgicas avaliadas nesse
estudo. A maceracdo pré-fermentativa a frio afetou significativamente um maior nimero de de
compostos (n = 61) com excecdo do &cido isobutirico (#4), 3-metil-1-pentanol (#18), 1-decanol
(#30) e 2-hidroxi-4-metilpentanoato de etila (#53). Por outro lado, 0o tempo de autdlise
influenciou a concentracdo de um menor nimero de compostos quando comparado a maceracao
(n = 54), excluindo &lcool isobutilico (#14), 2-metil-1-pentanol (#17), 1-hexanol (#19), (E)-3-
hexen-1-ol (#20), 2-nonanol (#26), (R,R) 2,3-butanediol (#28), 2-hidroxi-butanal (#33), lactato
de etila (#43), octanoato de metila (#44), linanol (#53), tolueno (#62).

A maceragdo pré-fermentativa a frio influenciou o perfil volatil dos vinhos espumantes
tintos Syrah, e impactou na concentragdo de um maior nimero de compostos (n = 61) frente
aos tempos de autdlise (n =54). O emprego da maceragéo pré-fermentativa a frio na elaboragéo
de vinhos pode promover aumento da extracdo de compostos aromaticos e seus precursores
presentes na pelicula da uva (WANG et al., 2016). Em destaque, 0s vinhos espumantes
elaborados com uso de maceracdo (M24 e M72) apresentaram maiores concentragdes de 1-
hexanol (#19) e 9-decenoato de etila, M72 ainda apresentou maior teor de acetato de isoamila
(#38), em relacdo ao NM. Este comportamento pode ser explicado pelos diferentes tempos de
maceracdo testados, visto que, junto a temperatura, esses fatores sdo determinantes para a
natureza dos compostos extraidos e, consequentemente, para o perfil volatil final do vinho
(WANG et al., 2016; ROLDAN et al., 2021).

Considerando todos os tratamentos de maceracdo pré-fermentativa a frio testados (NM,
M24 e M72), avaliando o tempo de autdlise, houve aumento das concentracdes de 3-metil-1-
pentanol, 1-heptanol, 2-etil-1-hexanol, (E)nerolidol e (E)farnesol apds 18 meses de autdlise,
contudo, o conteddo de acetato de isoamila, acetato de hexila, decanoato de etila, acetato de
fenetila e 2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol (#65) diminuiu ap6s esse mesmo periodo. Junto a isso,
analisando os resultados dos vinhos espumantes elaborados com o uso da maceracdo pré-
fermentativa a frio (M24 e M72), observamos queda significativa na concentracdo de

acetaldeido, octanoato de etila e nonanoato de etila apos 18 meses de autdlise.

Os ésteres sdo compostos que contribuem para as caracteristicas frutadas dos vinhos e
a concentracdo desses compostos pode variar durante a elaboragdo de vinhos espumantes. A
biossintese desses compostos depende da disponibilidade de acidos graxos, e ambos dependem

das condi¢des de fermentacdo, composi¢do do mosto (agucar, nitrogénio assimilavel) e praticas
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enoldgicas adotadas (ROLDAN et al., 2021), como a maceracéo pré-fermentativa a frio. Além
disso, a liberagdo de enzimas esterases durante a autdlise podem diminuir as concentracdes de
ésteres e, em contrapartida, reagdes quimicas promovidas por acidos carboxilicos e alcoois
podem aumentar esse teor durante a etapa (WELKE et al. 2014b; UBEDA et al., 2019). Os
ésteres mais abundantes nos vinhos espumantes foram octanoato de etila (#45 — Frutado:
abacaxi e péra), sequido do decanoato de etila (#47 — Frutado: uva) e hexanoato de etila (#39 —
Frutado: maca verde), e, cujas maiores concentracdes foram encontradas em vinhos espumantes
tintos elaborados com uso da maceracdo pré-fermentativa a frio (M24 e M72). Estes compostos
podem contribuir positivamente com o aroma dos vinhos espumantes tintos Syrah, visto que
apresentaram concentragcbes acima do limiar de odor relatado na literatura (Tabela 2),
promovendo aromas frutados ao produto. Além disso, ésteres de acetato sdo descritos,
principalmente, por suas notas aromaticas frutadas e adocicadas, e sdo marcadores de
envelhecimento sobre as borras em vinhos espumantes (RUIZ-MORENO et al., 2017; UBEDA
et al.,, 2019). Em nossa pesquisa, compostos que fazem parte desse grupo, como acetato de
isoamila (#38— Frutado: banana), acetato de hexila (#40— Frutado, macé, cereja, péra; Floral) e
acetato de fenetila (#51— Floral) diminuiram suas concentracGes ap0s 18 meses de autolise,
independente do tempo de maceracdo pré-fermentativa testado, possivelmente, promovendo

perda de notas de frescor e frutas em vinhos espumantes tintos apos 18 meses de autolise.

Os alcoois superiores sdo as principais substancias aromaticas sintetizadas pelas
leveduras durante a fermentacdo alcodlica. Sua formacdo ocorre, principalmente, atraves de
reacOes de catabolismo de acUcares ou descarboxilacdo e desaminacdo de aminoacidos
presentes no mosto (WANG et al., 2016). Desta forma, a natureza desses precursores extraidos
nos diferentes tempos de maceracéo pré-fermentativa avaliados (NM, M24 e M72) afetaram a
concentracdo e perfil dos alcoois superiores encontrados nos vinhos espumantes tintos
elaborados. Entre os alcoois identificados e semi-quantificados neste estudo, os mais
abundantes foram o 3-metil-1-butanol (#16) e alcool feniletilico (#31), cujo odor é descrito na
literatura como malte e solvente, e floral, respectivamente, ambos com maiores concentracdes
nos vinhos espumantes M72 com 3 meses de autdlise. Os alcoois superiores, em baixas
concentracdes, tém papel importante no aroma dos vinhos, sendo responsaveis pelos aromas
secundarios (CALIARI et al., 2014), e o periodo de autolise podem alterar suas concentracdes
pela capacidade das borras de levedura em reter esses compostos em sua superficie
(GALLARDO-CHACON et al., 2009). Em nosso estudo, o envelhecimento sobre as borras de

levedura contribuiu positivamente para o aroma dos vinhos espumantes ap6s 18 meses de
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autolise, diminuindo a concentracdo de 3-metil-1-butanol (#16 - Solvente) em M72 e
aumentando os teores de 3-metil-1-pentanol (#18 — Vinho, herbaceo, cacau), 1-heptanol (#23 —
Uva, adocidado) em M24 e M72 e 2-¢etil-1-hexanol (#25 — Frutado e floral).

A concentracdo de acidos graxos presente no vinho final depende, principalmente, da
acdo das leveduras nas reacdes de sintese e/ou convercdo dos precursores aromaticos (agucares,
4cidos e aminoacidos) presentes no mosto (ROLDAN et al., 2021). Os &cidos carboxilicos
volateis contribuem para o aroma no vinho dependendo da sua concentracdo encontrada. Entre
4210 mg L%, proporcionam aromas agradaveis, contudo, acima de 20 mg L™!, trazem impacto
negativo para o aroma final do produto (WELKE et al., 2014b). Neste estudo, apenas o acido
octandico, que remete aroma de gordura, foi encontrado em uma concentracdo que pode afetar
negativamente o aroma do vinho espumante tinto Syrah, apresentando maior concentracao nos
vinhos que néo utilizaram a maceragdo (NM) na elaboracéo, chegando a 34.932,41 ug L' ap6s
18 meses de autdlise. Junto a isso, 0 acido hexanoico (#7), que também esta associado a defeitos
em vinhos, e remete a aromas de gordura, queijo e suor, apresentou-se nos vinhos espumantes
tintos acima do limiar de odor (Tabela 2). Contudo, o uso da maceracgéo pré-fermentativa a frio
(M24 e M72) promoveu as menores concentragdes desse acido nos vinhos espumantes apds 18

meses de autolise.

Os terpenos sdo compostos que promovem aromas florais e frutados, associados ao
aroma primario dos vinhos, e sua extracdo ocorre durante o processo de maceracdo (CALIARI
et al., 2014; WANG et al., 2016) e durante a fermentacéo alcodlica onde glicosideos de terpeno
podem ser hidrolisados em terpenos volateis livies (ROLDAN et al., 2021). Nos vinhos
espumantes tintos desse estudo, o (E)nerolidol (#59 - Floral) e (E)farnesol (#60 — Floral) foram
0s terpenos mais abundantes apds o periodo de 18 meses de autolise, apresentando a menor
concentracdo no vinho espumante M72. O linalol (#54 - Frutado) também sofreu diminuicao
com a aplicacdo da maceracao pré-fermentativa a frio, contudo, o tempo de autélise néo alterou

a concentracdo desse composto.

Adicionalmente, para evidenciar o impacto global da composicao volatil na qualidade
do aroma dos vinhos espumantes tintos Syrah, foi realizada analise de agrupamento hierarquico
e mapa de calor (Figura 2), agrupando os vinte e um compostos volateis que se apresentaram
nas amostras com concentragdes acima da percepcdo minima de limiar de odor (Tabela 2).
Desta forma, a Figura 2 mostra que os vinhos espumantes tintos foram, inicialmente, agrupados
em dois grupos distintos pelo tempo de autolise (3 e 18 meses), seguido do tempo de maceracdo

pré-fermentativa a frio (NM, M24 e M72). O agrupamento mostrou que a autdlise foi o fator
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inicial para distingdo das amostras e que 0s vinhos espumantes elaborados com uso da
maceracdo (M24 e M72) permaneceram no mesmo cluster diferindo dos NM, nos dois tempos

de autolise avaliados.

De maneira geral, os vinhos espumantes tintos M24 e M72 com 3 meses de autolise se
associaram positivamente a uma maior quantidade de compostos volateis em relacdo aos
demais. Os compostos que foram identificados como os mais significativos para diferenciar
essas amostras foram octanoato de isoamila, decanoato de etila, acetaldeido, heptanoato de etila,
1-hexanol, apresentando associa¢do positiva (> 0) com os vinhos espumantes elaborados com
uso da maceragdo pré-fermentativa a frio. Todos os ésteres citados, contribubem positivamente
para 0 aroma dos vinhos espumantes tintos devido as notas frutadas que trazem ao produto
(CALIARI et al., 2014; RUIZ-MORENO et al., 2017). Contudo, M72 se destaca de M24,
devido a forte relacdo com o contetdo dos alcoois 3-metil-1-butanol (#16) e alcool feniletilico
(#31), compostos que remetem a notas de aromas de malte, uisque e flores (rosas), mel e
especiarias (WELKE et al., 2014b; CALIARI et al., 2015).

Além disso, nos vinhos espumantes com 18 meses de autolise, 0 mapa de calor destaca
outros importantes compostos volateis como o acido isovalérico (#6), acido carboxilico que
confere aos vinhos aroma que remete a suor e ranco (WELKE et al.,, 2014b) e ja foi
anteriormente relatado como caracteristico de vinhos tintos Syrah (GEFFROY et al., 2020),
apresentando relacdo positiva com os vinhos espumantes elaborados com uso de maceracao,
com destaque para M72. O alcool 1-heptanol (#23), que remete a aromas adocicados e de uva
(JIANG e ZHANG, 2010) também teve destaque no vinho M24 e M72 com 18 meses de
autolise, principalmente em M24. Por fim, o vinho espumante M24 com 18 meses de autolise,
também se destacou dentre todas as amostras pela forte relacdo positiva com o éster octanoato
de etila (#45), composto conhecido por contribuir positivamente com aromas de vinhos,

proporcionando notas florais, e frutadas, como péra e abacaxi (CALIARI et al., 2015).

Os vinhos espumantes tintos elaborados sem uso da maceracdo pré-fermentativa a frio
(NM) com 18 meses de autdlise, se destacaram pela associa¢do positiva com o acido hexanoico
(#7) e o éster hexanoato de etila (#39), o primeiro promove aromas de gordura, queijo e suor,

enquanto o segundo, aroma de maca verde (CALIARI et al., 2015).
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Figura 2 Agrupamento hierarquico e mapa de calor gerado a partir dos compostos cujas
concentragdes apresentaram valores superiores ao limiar de odor (odor threshold) descrito na
literatura (n = 21), identificados nos vinhos espumantes tintos da cultivar Syrah elaborados com

diferentes  tempos de  maceracdo  pré-fermentativa a  frio e  autolise.

[

class class
Acetato de isoamil 03M24
03M72
Acetato de hexila 1 03NM
Octanoato de isoam 18M24
9-decenoato de eti 18M72
Citronelol 0 18NM

Decanoato de etila

Etil 2-hidroxi-4-m -1
3-Metil-1-butanol

Alc feniletilico

Acetaldeido

Heptanoato de etil
Ac isovalerico
1-Hexanol

1-Heptanol

Ac decanoico

Ac octanoico

Ac hexanoico

Hexanoato de etila
Octanoato de etila

Linalol

2-Nonanona

NNEO
tZNED
ZLNED

NINST
FZNBT
CLINBT

Legenda: 03NM: Ndo macerado com 3 meses de autélise, 03M24: 24 horas de macera¢do pré-fermentativa a frio
com 3 meses de autdlise, 03M72: 72 horas de maceracdo pré-fermentativa a frio com 3 meses de autélise, 18NM:
N&o macerado com 18 meses de autdlise, 18M24: 24 horas de macera¢do pré-fermentativa a frio com 18 meses de

autolise, 18M72: 72 horas de maceracdo pré-fermentativa a frio com 18 meses de autélise.

Trazer informagdes contidas na literatura cientifica a respeito da potencial contribuicéo
de compostos volateis para o aroma do vinho espumante tinto Syrah otimiza a discusséo,
iniciando uma perspectiva, mesmo que preliminar, das possiveis contribuicdes de praticas
enologicas como a maceracdo pré-fermentativa a frio e envelhecimento sobre as borras de
levedura (autélise) para o aroma deste produto. Desta forma, sabendo que um composto volatil

contribuird para o aroma final do vinho se sua concentragdo estiver acima do limiar de
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percepcdo (WELKE et al., 2014b), os vinhos espumantes tintos Syrah elaborados com uso de
maceragdo pré-fermentativa a frio (M24 e M72) e com 3 meses de autélise, possivelmente,
possuem maior intensidade aromatica que os demais. De fato, de acordo com a Tabela 2, a
maioria dos compostos volateis identificados que apresentaram concentragdes acima do limiar

de odor foram mais abundantes nessas duas amostras.
6.5 CONCLUSAO

Esse trabalho contribuiu para um melhor conhecimento a respeito do perfil de
compostos volateis de vinhos espumantes tintos elaborados pelo método tradicional. Pela
primeira vez foi relatada a composicao volatil desse produto quando elaborado com a cultivar
Syrah. Junto a isso, nossos resultados mostraram que o tempo da maceragao pré-fermentativa a
frio e o tempo de envelhecimento sobre as borras promoveram perfis volateis distintos nos

vinhos espumantes tintos e impactam no aroma da bebida.

As classes quimicas majoritarias nas amostras foram as dos acidos carboxilicos, alcoois
e ésteres, este Ultimo em maior destaque. O uso da maceracdo pré-fermentativa a frio originou
maiores concentracdes ao vinho espumante de ésteres como octanoato de etila, decanoato de
etila e hexanoato de etila, independente do tempo de autolise testado. Em contrapartida, o tempo
de autdlise de 18 meses promoveu a redu¢do no contetdo de ésteres, a exemplo do acetato de

isoamila, acetato de hexila e acetato de fenetila.

A andlise de agrupamento hierarquico e mapa de calor realizada a partir dos compostos
volateis que apresentaram concentracfes acima do limiar de odor, destacou os vinhos
espumantes tintos Syrah elaborados com uso de maceracdo pré-fermentativa a frio e com 3
meses de autolise. Desta forma, esses vinhos espumantes possivelmente apresentam maior
intensidade aromatica que os demais. Para avaliar a veracidade dessas constatacdes, uma
avaliacdo sensorial deve ser considerada, a fim de complementar esse estudo do impacto das
praticas de maceracdo pré-fermentativa a frio e autolise sobre a qualidade do aroma e sabor do

vinho espumante tinto Syrah elaborado pelo método tradicional.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foi observado que as uvas “Viognier”, “Grenache” e “Syrah”, cultivadas
no VSSF, apresentam potencial para elaboragdo pelo método tradicional de vinhos espumantes
brancos, roses e tintos, respectivamente. Além disso, este trabalho confirmou que as praticas
de maceracdo pré-fermentativa a frio e envelhecimento sobre as borras (autélise) influenciam
na composicdo quimica e capacidade antioxidante do vinho espumantee podem melhorar a

qualidade nutracéutica do produto.

Inicialmente, o estudo com o0s vinhos espumantes brancos e rosés das cultivares
Viognier e Grenache elaborados com diferentes tempos de maceracéo pré-fermentativa a frio
com a aplicacdo de refrigeracdo, permitiu demonstrar que 0 uso da préatica por 24h no vinho
espumante branco ‘Viognier’, aumentou os teores de kaempferol-3-O-glicosideo e quercetina-
3-B-D-glicosideo, e por 72h promoveu maiores concentracdes de (-)-epicatequina, procianidina
B2 e teores de fendlicos totais. No vinho espumante rosé ‘Grenache’, 24h de maceracédo
aumentou os teores de acido clorogénico, acido cafeico e quercetina-3-p-D-glicosideo. Além
disso, para manter a capacidade antioxidante desses espumantes, recomenda-se utilizar 72h de
maceracao pré-fermentativa a frio para o vinho espumante branco elaborado a partir da cultivar

Viognier e até 24h para o vinho espumante rosé ‘Grenache’.

A inovacdo dessa tese, relaciona-se com a elaboracédo e analise de vinhos espumantes
tintos. Pela primeira vez a cultivar Syrah, a maceracdo pré-fermentativa a frio com uso de
refrigeracdo e a evolucdo quimica em diferentes tempos de envelhecimento sobre as borras
foram estudados na elaboracdo deste produto. Na avaliacdo da composi¢do fendlica e cor do
vinho espumante tinto elaborado a partir da cultivar Syrah, nosso estudo permitiu verificar que
0 maior tempo de maceracao pré-fermentativa (72 horas) e maior tempo de autélise (18 meses)
aumentaram os teores de compostos fendlicos totais e a capacidade antioxidante do produto,
aléem de promoverem uma coloracdo vermelha (a*) mais intensa e saturada (C*).
Adicionalmente, na avalicdo da composicdo volatil, os diferentes tempos de maceracao pré-
fermentativa a frio e de envelhecimento sobre as borras estudados, afetaram significativamente
o perfil volatil dos vinhos espumantes tintos e, consequentemente, a complexidade aromatica
do produto. O uso da maceracdo pré-fermentativa a frio promoveu maiores concentracdes de
ésteres como octanoato de etila, decanoato de etila e hexanoato de etila, independente do tempo
de autdlise empregado. Além disso, ésteres como o acetato de isoamila, acetato de hexila e
acetato de fenetila, diminuiram suas concentracfes apos 18 meses de autélise, independente do

tempo de maceragédo pré-fermentativa aplicado. A anélise de agrupamento hierdrquico e mapa
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de calor, destacou o uso de maceragdo pré-fermentativa a frio e 3 meses de autolise, originando

vinhos espumantes tintos com maior intensidade de aroma.

Contudo, uma avaliacdo sensorial deve ser considerada para complementar essa
pesquisa com vinhos espumantes elaborados pelo método tradicional no VSSF. Por fim, espera-
se que, com os resultados dessa tese, nos proximos anos, 0s vinhos espumantes elaborados pelo
método tradicional se tornem uma alternativa de producdo e mercado no VSSF, movimentando

a cadeia vitivinicola regional e nacional e agregando valor ao produto.



