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RESUMO

A regido do Submédio do Vale do Séo Francisco, no Nordeste brasileiro, destaca-se
por uma abordagem singular na viticultura, conhecida como viticultura tropical.
Diferenciando-se das regifes vitivinicolas convencionais, na regido € possivel a
producéo de até duas safras e meia anuais na mesma area, distribuida ao longo do ano.
Nesse cenario, os vinhos finos elaborados com a uva Vitis vinifera L., entre elas
aqueles elaborados a partir da cultivar Touriga Nacional, tém se destacado no cenério
internacional. Este estudo teve como objetivo propor alternativas agronémicas e
enologicas para melhorar a qualidade sensorial do vinho tinto tropical "Touriga
Nacional' produzido no Submeédio Vale do S&o Francisco. Foram investigados o
impacto no perfil fisico-quimico, metabolémico, sensorial e na capacidade
antioxidante da época do ano de colheita, do estadio de maturacdo da uva e do tempo
de duragdo da maceracdo durante o processo de vinificagdo tradicional (maceracao
simultanea a fermentacdo alcdolica). Para isso, foram elaborados vinhos
experimentais a partir de uvas colhidas em trés estagios de maturagéo durante duas
épocas distintas: safra | (“safra de verao”, com colheita a partir de 09/02/2017, e safra
Il (“safra de inverno”), com colheita a partir de 12/07/2017. As uvas foram colhidas
em trés estadios de maturacdo (antes, durante e ap6s a maturacdo tecnologica),
variando de 21,6° a 24,5° Brix na safra | e de 22,5° a 24,6° Brix na safra Il, com
intervalos de sete dias entre as datas de colheita. Durante a vinificacdo, a maceragédo
foi realizada em trés periodos distintos (7, 14 e 21 dias) para cada época de colheita e
estadio de maturacdo da uva. Adicionalmente, mostos para analise foram coletados
logo apos a vinificacdo e durante toda a etapa de maceracgdo do tratamento elaborado
com uvas colhidas em sobrematuracdo (ao redor de 24°Brix) e 21 dias de maceracéao.
Esta tese foi dividida em quatro capitulos, o primeiro deles compente a referéncia
bibliografica. O segundo capitulo refere-se ao artigo “Extended maceration of must
improves phenolic composition and antioxidant potential of Touriga Nacional tropical
wines”. Os resultados apontaram que a maceracdo prolongada aumenta a
concentracdo de compostos fenolicos (principalmente flavanois), a intensidade da cor
e a capacidade antioxidante do mosto do vinho. No terceiro capitulo, o artigo “Effect
of grape maturation stage and maceration time on the physicochemical, sensory, and
nutraceutical profile of tropical red wine from the Touriga Nacional cultivar
according to harvest season”, os resultados demonstraram que o estadio de maturacao
das uvas no momento da colheita teve maior impacto na composicao fisico-quimica
e no contetdo de compostos fendlicos dos vinhos, sendo a intensidade de cor, o indice
de polifendis totais, o teor alcéolico e a concentracdo da maioria dos compostos
fendlicos superior no vinho elaborado com uvas colhidas em estadio mais avangado.
Entretanto, o prolongamento da maceracdo para mais de 14 dias, promovou um
incremento na capacidade antioxidante do vinho ‘Touriga Nacional’. A colheita de
uvas na safra de inverno, promoveu ao vinho tropical maior contetdo de compostos
fendlicos das classes dos acidos fendlicos, antocianinas monomeéricas, estilbenos e
flavandis. No quarto capitulo “*H NMR and UPLC-HRMS-based metabolomic
approach for evaluation of the grape maturity and maceration time of Touriga
Nacional wines and their correlation with the chemical stability”, utilizou-se
abordagem inovadora (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e
ressonancia nuclear magnética) para entender como a época de colheita do ano,
estadio de maturacao das uvas e tempo de maceracdo afetam no perfil metabolémico
do vinho tropical Touriga Nacional. Adicionalmente, analises quimiométricas foram
aplicadas para relacionar esse perfil metabolémico com as caracteristicas sensoriais e



estabilidade quimica do vinho. A época da colheita seguido do estadio de maturacao
da uva foram os efeitos mais impactantes no perfil metaboldomico do vinho.
Novamente, procianidinas e outros flavanois foram encontrados em maiores
concentragdes nos vinhos elaborados com as uvas colhidas na “safra de inverno”, em
sobrematuracao e macerados por 21 dias. Os vinhos de melhor estabilidade quimica
foram elaborados a partir de uvas colhidas em sobrematuragdo, e quem continham
maiores concentracdo de acido galacturdnico. Assim, as informacdes geradas na tese
podem orientar os produtores na tomada de decisdes cruciais relacionadas a data de
colheita da uva ‘Touriga Nacional’, e tempo de maceracdo, em funcdo da época do
ano, com o objetivo de produzir vinhos de alta qualidade e maior estabilidade quimica.
A relevancia deste estudo é evidente ao fornecer insights valiosos para os produtores
da regido do Submédio do Vale do S&o Francisco e de outras regides de clima tropical.

Palavras-chaves: viticultura tropical, estadio de maturagdo, maceracéo, perfil
metaboldmico, perfil sensorial.



ABSTRACT

The Submiddle region of the S&o Francisco Valley in the Brazilian Northeast stands out
for a unique approach in viticulture, known as tropical viticulture. Differing from
conventional wine-producing regions, it enables the production of up to two and a half
harvests annually in the same area, distributed throughout the year. In this scenario, fine
wines made from the Vitis vinifera L. grape, including those made from the Touriga
Nacional cultivar, have gained prominence on the international stage. This study aimed
to propose agronomic and oenological alternatives to improve the sensory quality of
tropical red wine 'Touriga Nacional' produced in the Submiddle Sdo Francisco Valley.
The impact on the physicochemical, metabolomic, sensory, and antioxidant capacity of
harvest timing, grape maturity stage, and maceration duration during traditional
winemaking processes (simultaneous maceration with alcoholic fermentation) was
investigated. Experimental wines were produced from grapes harvested at three maturity
stages during two distinct seasons: harvest | (“summer harvest,” starting from
02/09/2017) and harvest Il ("winter harvest," starting from 07/12/2017). Grapes were
harvested at three maturity stages (pre-, during, and post-technological maturation),
ranging from 21.6° to 24.5° Brix in harvest | and from 22.5° to 24.6° Brix in harvest Il,
with seven-day intervals between harvest dates. During vinification, maceration was
carried out at three different periods (7, 14, and 21 days) for each harvest season and
grape maturity stage. Additionally, grape musts for analysis were collected immediately
after vinification and throughout the maceration stage of the treatment made with overripe
grapes (around 24° Brix) and 21 days of maceration. This thesis was divided into four
chapters, the first being the bibliographic reference. The second chapter refers to the
article "Extended maceration of must improves phenolic composition and antioxidant
potential of Touriga Nacional tropical wines." The results indicated that extended
maceration increases the concentration of phenolic compounds (mainly flavanols), color
intensity, and antioxidant capacity of the wine must. In the third chapter, the article
"Effect of grape maturation stage and maceration time on the physicochemical, sensory,
and nutraceutical profile of tropical red wine from the Touriga Nacional cultivar
according to harvest season™ demonstrated that the grape maturity stage at harvest had a
greater impact on the physicochemical composition and phenolic compound content of
the wines, with color intensity, total polyphenol index, alcohol content, and concentration
of most phenolic compounds being higher in wines made from grapes harvested at a more
advanced stage. However, extending maceration for more than 14 days promoted an
increase in the antioxidant capacity of 'Touriga Nacional' wine. Harvesting grapes in the
winter season promoted higher phenolic compound content of the tropical wine from the
‘Touriga Nacional' cultivar. In the fourth chapter, "1H NMR and UPLC-HRMS-based
metabolomic approach for evaluation of grape maturity and maceration time of Touriga
Nacional wines and their correlation with chemical stability,” an innovative approach
(liquid chromatography coupled with mass spectrometry and nuclear magnetic
resonance) was used to understand how harvest season, grape maturity stage, and



maceration time affect the metabolomic profile of tropical Touriga Nacional wine.
Additionally, chemometric analyses were applied to relate this metabolomic profile to the
sensory characteristics and chemical stability of the wine. Harvest season followed by
grape maturity stage were the most impactful effects on the wine's metabolomic profile.
Once again, procyanidins and other flavanols were found in higher concentrations in
wines made from grapes harvested in the winter season, overripe and macerated for 21
days. Wines with better chemical stability were made from overripe grapes containing
higher concentrations of galacturonic acid. Thus, the information generated in this thesis
can guide producers in making crucial decisions regarding the harvest date of "Touriga
Nacional' grapes and maceration time, depending on the season, with the aim of
producing high-quality wines with greater chemical stability. The relevance of this study
is evident in providing valuable insights for producers in the Submiddle S&o Francisco
Valley region and other tropical climate regions.

Key words: Tropical viticulture, ripeness grape, maceration, metabolomic profile,
sensory profile.
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outras barras para determinar se os resultados mostram diferencas estatisticamente
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APRESENTACAO

Esta tese apresenta os resultados obtidos durante o desenvolvimento do projeto de
pesquisa “Intervencdes agrondmicas e enoldgicas para a melhoria da qualidade do vinho
‘Touriga Nacional’ produzido no Submédio do Vale do S&o Francisco”. O documento foi
escrito em formato de artigos, sendo este dividido em quatro capitulos. Além disso, conta
com Resumo, Abstract, Introducéo, Objetivo Geral e Especificos, e Consideraces finais,
que contém informacdes gerais da tese. O primeiro Capitulo trata-se de uma “Revisdo
Bibliografica” com as principais informagdes sobre a viticultura no Brasil e no Submédio
do Vale do Séao Francisco, além das principais caracteristicas da cultivar Touriga Nacional
e seu potencial, ressaltam-se as técnicas enoldgicas adotadas para elaboragédo dos vinhos.

O segundo Capitulo “Extended maceration of must improves phenolic
composition and antioxidant potential of Touriga Nacional tropical wines” corresponde
ao artigo com os primeiros resultados desta pesquisa. Objetivo deste artigo foi
propocionar informac6es sobre a influéncia do tempo de duracdo da maceracao sobre 0s
compostos fendlicos, atividade antioxidante e intesidade de cor do mosto de vinho
“Touriga Nacional’, elaborado com uvas colhidas em sobrematuracdo. Ressaltando que
ainda ha na literatura pouco conhecimento sobre esta variedade de uva e sua adaptacao a

regides de clima tropical. Este artigo foi publicado na Journal of Food Bioactives.

O terceiro Capitulo “Efeito do estadio de maturacéo da uva e tempo de maceragao
em funcdo da época do ano de colheita da uva, sobre o perfil fisico-quimico, sensorial e
nutracéutico do vinho tinto tropical da cultivar Touriga Nacional”. Segundo artigo
derivado desta pesquisa teve como objetivo principal a caracterizacdo da composi¢édo
fisico-quimica, do perfil fendlico, das caracteristicas sensoriais e da capacidade
antioxidante de vinhos tintos elaborados a partir da cultivar ‘Touriga Nacional’ na regido
do Submeédio do Vale do S&o Francisco. Este artigo foi submetido na Journal OENE

one.

O quarto Capitulo “*H NMR and UPLC-HRMS-based metabolomic approach for
evaluation of the grape maturity and maceration time of Touriga Nacional wines and their
correlation with the chemical stability”. Terceiro artigo resultante dos dados da tese. O
objetivo deste artigo foi realizar uma bordagem metabolémica ndo direcionada por
Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a Espectrometria de Massa
(UPLC-HRMS) e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) para avaliar



a influéncia da época do ano de colheita, estadio de maturacdo da uva e do tempo de
maceracdo no perfil metabolémico, sensorial e estabilidade quimica do vinho tropical
“Touriga Nacional’. Este artigo foi publicado na Food Chemistry.



1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa atualmente 15° posi¢édo no ranking mundial de produtores de uva, com
uma éarea colhida de 75 mil hectares e uma estimativa de producdo de 1,6 milhdes de
toneladas da fruta em 2019, conforme dados do IBGE. Em 2020, ocorreu uma redugéo
significativa na producdo de vinhos nas principais regides vitivinicolas produtoras do
hemisfério sul como Argentina, Australia, Africa do Sul, Chile, Nova Zelandia, Brasil e
Uruguai, mesmo com algumas excecdes, isso se deveu em grande parte a propagagédo da
pandemia Covid-19 durante a época da colheita, 0 que impactou negativamente o volume
de producdo. No entanto, mesmo em condic¢des desafiadoras, o Brasil conseguiu produzir
aproximadamente 49 milhdes de litros de vinhos em 2020, com destaque para um volume
estimado de 2,2 milhdes de litros. Essa producdo excepcionalmente alta foi influenciada

por eventos metrologicos La Nifia, conforme relatérios da OlIV em 2023.

A maioria dos paises produtores de vinho na América do Sul também registrou quedas
na producdo em 2022. No caso do Chile, o maior produtor da regido, a producdo de vinho
atingiu 12,4 milhdes de hectolitros, 7% abaixo do ano anterior, mas ainda 7% acima da
média dos ultimos cinco anos. A Argentina, por outro lado, enfrentou um declinio de 8%
na producdo, totalizando 11,5 milhdes de hectolitros, devido a condi¢bes climaticas
adversas, como geadas e chuvas intensas. Por fim, o Brasil experimentou um aumento de
9% em relacdo a 2021 e 14% acima da média dos ultimos cinco anos, também devido aos
eventos La Nifa (OIV 2023)

Dentre as regides produtoras de vinhos finos no Brasil, destaca-se a regido do
Submédio do Vale do S&o Francisco, sendo esta considerada a terceira maior em producédo
de vinhos finos e espumantes de uvas Vitis vinifera L. no pais, localizando-se em zona de
clima tropical semiarido. A pratica da viticultura tropical s6 é possivel em regiGes com
temperaturas minimas elevadas o suficiente para ndo induzir o repouso vegetativo natural
das videiras (ORLANDO, 2008; OLIVEIRA et al., 2019). As condic¢bes climaticas
tropicais do Semiarido, aliadas a auséncia de inverno com temperaturas frias, a radiacéo
solar intensa e disponibilidade de agua para irrigacdo, permitem o escalonamento da
producdo de uvas ao longo do ano, sendo possivel chegar a colheita de duas safras a duas
e meia safras no mesmo parreiral (HIDALGO, 1999; FREUND, 2007; TEIXEIRA et al.,
2013). Isso ocorre devido a regido estar localizado entre os paralelos 8° e 9° S, com

temperatura media de 26°C, precipitacdo anual em torno de 500 mm e 3.000 h de
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insolacdo por ano (PEREIRA et al., 2008; PEREIRA et al., 2011; LIMA; GUERRA,
2018).

Entre as diversas cultivares Vitis viniferas L. que sdo cultivadas no Submédio do Vale
do Sdo Francisco, destaca-se a Touriga Nacional como uma casta promissora para a
elaboracdo de vinhos tintos e que vém apresentando uma boa adaptacdo as condigdes
edafo-climaticas da regido. Esta cultivar tem origem portuguesa e € uma das mais antigas
da regido do Douro (BOHM, 2007). Esta cultivar caracteriza-se morfologicamente por
apresentar produtividade moderada, devido ao baixo peso do cacho, mesmo sendo
considerada uma videira de alta fertilidade de gemas (IVV, 2017) e possui um expressivo
potencial fendlico e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2018). Seus vinhos apresentam alta
intesidade de cor e grande capacidade de envelhecimento, possuem aroma que remetem
a frutas silvestres de cor vermelha, negras e muito maduras, com algumas notas florais de
predominancia de violeta (BOHM, 2010). Entretanto, ainda sdo encontradas poucas

pesquisas na literatura sobre vinhos tropicais elaborados com a cultivar Touriga Nacional.

Estudos como o de Oliveira et al. (2018) avaliaram a composicao fenolica e o perfil
sensorial dos vinhos Touriga Nacional em épocas diferentes de colheita e perceberam que
a época do ano de colheita influenciou no aumento das concentragdes de antocianinas
monomeéricas, taninos condensados e outros flavondides. Ja em relacéo ao perfil sensorial,
o efeito safra originou vinhos com maior intensidade de notas florais quando as uvas
foram colhidas na safra do primeiro semestre do ano, e com mais aroma frutado e de
especiarias quando foram elaborados com as uvas colhidas no segundo semestre.
Entretanto, o impacto do estadio de maturacdo da uva na colheita e do tempo de

maceracao ndo foram avaliados por Oliveira et al. (2018).

Apesar da regido do Submédio do Vale do S&o Francisco apresentar condicoes
climéticas para a elaboragéo de vinhos de qualidade, os vinhos tintos elaborados na regido
sdo geralmente indicados para 0 consumo nos primeiros trés anos apos sua producdo, uma
vez que depois desse periodo, alteracbes podem ser visualmente notadas (GUERRA &
PEREIRA, 2018). Assim, avaliar as maturac6es tecnoldgicas, fendlicas e aromaticas da
uva é de grande importancia quando se busca qualidade nos vinhos tintos, uma vez que
nem sempre elas sdo concomitantes, sobretudo em regies de clima tropical. Assim, é
fundamental monitora-las separadamente para determinar a época ideal para a colheita da

uva, que no caso da regido pode variar em funcdo também da época do ano de colheita
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(ALLEGRO et al., 2018; ALLEGRO, PASTORE, VALENTINI, MUzZZI, &
FILIPPETTI, 2016). Na maturacdo, as uvas passam a apresentar um maior acimulo de
acucares, agua e outras substancias de reserva, juntamente com a decorrente diminuicao

da acidez, devido a queima de &cidos organicos pela respiracédo celular.

Separadamente, a maturacao fenolica ideal € atingida quando os teores de taninos e
antocianinas na casca elevam-se, e concomitantemente, o teor de taninos da semente
reduz tornando-se posteriormente constante. J& a maturacdo aromatica dos vinhos é
qualificada como o periodo em que as uvas perdem os compostos de odor vegetal e
herbaceo, adquirindo compostos odoriferos frutados. Neste contexto, o vinho produzido
a partir de uvas colhidas antes da maturacéo fenolica ideal, provavelmente, apresentara
menor intensidade de cor e taninos menos polimerizados, conferindo assim elevada
sensagdo de adstringéncia, ou seja, “secura” apds a ingestdo da bebida (RIBEREAU-
GAYON, DUBOURDIE, DONECHE, LONVAUD, 2006). Ao mesmo tempo, seréa pobre
em odores desejaveis e caracteristicos da variedade, tendo em vista que a uva ndo atingiu
a maturacao do aroma adequada.

Além da determinacdo do estadio de maturacdo ideal para a colheita, a maceracao é
uma etapa fundamental na elaboracdo de vinhos tintos. Entende-se por este processo,
como o contato do liquido (mosto da uva) com as cascas. Esta etapa deve ser a mais
eficiente e seletiva possivel, de modo a extrair o maximo de compostos naturais da uva,
atribuindo ao vinho tinto melhor estabilidade, potencial nutracéutico e caracteristicas
sensoriais positivas, relacionadas a sua aparéncia, aroma, sabor e sensacfes bucais de
textura. O parametro mais importante a ser observado nesta etapa em um processo de
vinificacdo tradicional, é o tempo de duracdo da maceracao, que podera ser mais longo,
proporcionando maiores beneficios para a bebidaem funcdo do potencial qualitativo da
uva, o qual esta diretamente relacionado a escolha do ponto de colheita. O prolongamento
da maceragdo proporciona maiores concentragdes de taninos ao vinho e,
consequentemente, de antocianinas condensadas com taninos, formando complexos que
conferem maior estabilidade de cor, em comparacdo aqueles formados apenas pelas
antocianinas monoméricas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Diante do exposto, torna-se necessario desenvolvimento de pesquisas visando tracar
estratégias agrondmicas e enoldgicas para potencializar a qualidade dos vinhos tintos da
cultivar Touriga Nacional elaborados na regido do Submédio do Vale do S&o Francisco.

Sendo necessarios estudos para determinar o efeito do estadio de maturagéo da uva, época
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de colheita, e tempo de duracéo da maceracéo, assim como, 0 impacto dessas intervencdes
deve ser avaliado no que se refere a composicgdo fisico-quimica, perfis metabolémico e
sensorial, capacidade antioxidante e estabilidade quimica dos vinhos tintos tropicais de

uvas ‘Touriga Nacional’ cultivadas no Submédio do Vale do Sao Francisco.
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2. OBEJTIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da época do ano de colheita, estadio de maturacdo da uva e

do tempo de duracdo da maceracdo, sobre a composicao fisico-quimica, perfis sensorial

e metaboldmico, capacidade antioxidante e estabilidade quimica dos vinhos tintos

tropicais elaborados a partir da cultivar Touriga Nacional produzida na regido do

Submédio do Vale do Sao Francisco.

2.2 Objetivos Especificos

Definir o estadio de maturacao ideal de colheita para a elaboracédo de vinhos tintos
tropicais de safras praticadas diferentes épocas do ano;

Estabelecer o tempo de maceragdo mais adequado para a elaboragédo de vinhos
tintos tropicais para uvas colhidas em diferentes estadios de maturacao e épocas
do ano;

Caracterizar o perfil sensorial do vinho tinto tropical da cultivar Touriga Nacional
utilizando equipe selecionada e treinada;

Avaliar a estabilidade quimica do vinho tropical da cultivar Touriga Nacional pelo
periodo de 12 meses;

Estudar pela primeira vez o uso em paralelo das técnicas de Cromatografia
Liquida de Ultra Performance, Espectrometria de Massa e Ressonancia Magnética

Nuclear para a determinacdo do perfil metabolémico de vinhos tintos.
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3. CAPITULO 1
3.1 Producéo de vinho no Brasil

A Vvitivinicultura ¢ uma atividade econdmica e social que tem ligacbes com a
sustentabilidade da pequena, média e grande unidade de producéo rural. O Brasil € um
pais que tem potencial de aumentar a producdo, o consumo e a rentabilidade da
vitivinicultura por meio do aprimoramento da qualidade do produto final (Cella et al.,
2021).

Segundo informacdes coletadas de vinte e nove paises, que representam 94% da
producdo global em 2022, a producdo mundial em 2023 é estimada entre 241,7 milhGes
de hectolitros e 246,6 milhGes de hectolitros, respectivamente (OIV, 2023). Isso
representa uma queda de 7% em comparacdo com o volume ja abaixo da média de
2022. A queda na producdo mundial de vinho apds uma tendéncia estavel por quatro
anos consecutivos. O volume de producdo de 2023 é previsto para ser 0 menor desde
1961 (214 milhdes de hectolitros), ainda menor do que o historicamente pequeno
volume de producéo de 2017 (248 milhdes de hectolitros), este cenério negativo pode
ser atribuido a declinios significativos em importantes paises produtores de vinho em
ambos os Hemisférios. Enquanto no Hemisfério Sul, Australia, Argentina, Chile,
Africa do Sul e Brasil registraram variacdes ano a ano entre -10% e -30%, no
Hemisfério Norte, Italia, Espanha e Grécia sdo os paises que mais sofreram com as
mas condi¢des climaticas durante a temporada de crescimento. Este cenario negativo
pode ser atribuido a declinios significativos em importantes paises produtores de vinho
em ambos os Hemisférios. Enquanto no Hemisfério Sul, Austrélia, Argentina, Chile,
Africa do Sul e Brasil registraram variacdes ano a ano entre -10% e -30%, no
Hemisfério Norte, Italia, Espanha e Grécia sdo 0s paises que mais sofreram com as
maés condigdes climéticas durante a temporada de crescimento (OIV, 2023).

O Brasil € 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 (O1V, 2020; UVIBRA, 2022). Os
estados que se destacam com maior area plantada sdo o Pernambuco (8,3 mil ha), Séo
Paulo (8,0 mil ha) e o Rio Grande do Sul (46,8 mil ha), (MELLO e MACHADO, 2021,
BARROS, 2022).

O Brasil, em 2020 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 o
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mundo. Com isso, é hoje 0 13° consumidor mundial de vinhos. Contudo, mesmo
mostrando que o mercado de vinhos neste pais estd 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, BARROS, 2022).

3.2 Producéo de vinhos no Submédio do Vale do Séo Francisco

A partir da década de 90, observou-se o grande aporte tecnolégico para a regido do
Submeédio do Vale do Sao Francisco (SVSF), destacando-a, entre as mais importantes
regides vitivinicolas do pais (LIMA et al.,2014). O SVSF, situado entre os paralelos 8°
e 9° de latitude Sul, dentre todas as regides vitivinicolas existente é a Ginica mais proxima
do equador, o que caracteriza uma nova fronteira a ser desbavada, com grande potencial
para a producdo de uva, vinho e seus derivados (FREUND, 2007; SIQUEIRA, 2007).
Nesta regido com clima tropical semiarido existem cerca de 400 mil hectares de
vinhedos, que produziram em 2018 cerca de 4 milhdes de litros de vinhos finos e
espumantes de uvas Vitis vinifera L (PEREIRA et al., 2020; LEAO, et al., 2021).

Com uma média anual de temperatura em torno de 26,5°C e uma insolacdo de 3.000
horas por ano, esses sdo fatores distintivos da regido em termos edafoclimaticos. Nestas
condicdes, as videiras apresentam um ciclo continuo, pois a auséncia de periodos frios
permite a colheita das uvas em qualquer estacdo do ano. Isso possibilita a distribui¢éo
da producdo ao longo do ano, o que, por sua vez, acelera a recuperacdo dos
investimentos em infraestrutura para a vinificacdo de vinhos (LEAO et al., 2021). Esta
regido representa 13,94% da area produtiva de uvas no Brasil. Contudo, como é possivel
realizar mais de uma colheita por ano, os volumes produzidos superam o0s de outras
regiGes produtoras do pais. Com isso, esta regido é a segunda maior produtora de uvas
do Brasil, e a maior na produgdo de uvas de mesa, contribuindo com 27,37% da
producédo nacional (MELLO e MACHADO, 2021). Além disso, a irrigagdo a partir da
agua do Rio S&o Francisco, de excelente qualidade, € o fator principal que permite com
que as videiras se desenvolvam o ano todo, possibilitando decidir quando iniciar uma
nova safra e prever a data da colheita (HIDALGO, 1999; FREUD 2007; BARBARA et
al., 2019).

3.3 Cultivar Touriga Nacional
A ‘Touriga Nacional’ pertence a espécie Vitis vinifera L., sendo uma importante
variedade autdctone portuguesa (BOHM, 2007), casta que tinha como sinonimia Preta
Mortagua ou Tourigo, sendo pertencente a uma das variedades mais antigas (Portaria
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n°195/85). Esta variedade caracteriza-se por apresentar produtividade moderada, devido
ao baixo peso do cacho, mesmo sendo considerada de alta fertilidade, sendo de facil
adaptacéo a todos os tipos de solos embora exija altas temperaturas e sol, se comporta
bem na maior parte do porta-enxertos, desde que tenham solo fértil e disponibilidade de
agua (IVV, 2017). Desta forma, tem sido um das variedades utilizadas para a producao
de vinhos monovarietais, bem como adicionados em cortes com outras variedades de
uvas (BARRETOS et al., 2018).

Os mostos desta cultivar costumam ser equilibrados, apresentando altos niveis de

alcool e acidez, devido a sua complexidade aromatica, estrutura e qualidade dos

compostos fendlicos, € uma cultivar de grande exceléncia (PALMA, 2014;
LANGBECKERET et al., 2018).

::-v 3 ¥ s A R
Figura 1: Cacho de Uva, cultivar Touriga Nacional. Foto: Erika Samantha, 2018

3.4 ComposicBes do Vinho Tinto

3.4.1 Composicéo fenolica

Os compostos fenolicos presentes no vinho, estabelecem caracteristicas importantes
relacionadas a cor e ao sabor, conferindo a bebida qualidade e promovendo beneficios a
salde humana. Compostos fendlicos possuem acdo protetora contra doencas
cardiovasculares e degenerativas, especialmente, porque estes compostos possuem
propriedades antiinflamatdrias e antioxidantes, que por sua vez, dificultam o efeito de
células cancerigenas e inibem aglomeracdo de plaquetas (VILLANO et al., 2006). Os
fendlicos sdo os mais numerosos e amplamente distribuidos grupos de produtos naturais
no reino vegetal, abrangendo ndo s6 uma ampla variedade de moléculas com uma
estrutura de polifenois, mas também moléculas com um anel fendlico, tais como acidos
fendlicos e alcodis fenolicos (TSAO, 2010).
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Os compostos fendlicos existentes nos vinhos sdo divididos em dois grupamentos
de acordo com sua estrutura quimica, séo eles, os nao-flavondides e flavonoides. Os
principais flavonodides do vinho sdo os flavan-3-6is ou flavandis (taninos, catequina,
epicatequina), os flavonois (miricitina, quercetina, rutina e kaempferol) e as antocianinas
(cianidina-3-O-glucosideo,  malvidina-3-O-glucosideo,  peonidina-3-O-glucosideo,
petunidina-3-O-glucosideo e delfinidina-3-O-glucosideo). Os flavondis sdo encontrados
na casca e na semente das uvas, sua transferéncia para o mosto do vinho é determinada
principalmente pelo periodo de duracdo da maceracdo no processo de vinificacdo
(CHEYNIER, 2005).

Os principais ndo flavonoides abrangem os &cidos derivados do acido cinamico (ex.
cafeico, p-cumarico e ferrulico), acido benzéico (ex. galico, vanilico e siringico) e os
estilbenos (ex. trans-resveratrol). A qualidade do perfil sensorial dos vinhos depende em
sua maioria das antocianinas (responsaveis pela cor), e dos flavondis e flavandis
(responsaveis pela cor, sabor, adstringéncia, corpo e amargor), ambos estando presente
na casca e na semente (RIBEREAU-GAYON, et al 2006; CHEYNIER, 2006).

3.4.2 Flavanois

Flavan-3-ols sdo encontrados na uva como monémeros, oligbmeros e polimeros.
Na baga, estdo localizados principalmente em sementes e cascas, embora tracos de
mondmeros e dimeros sejam detectados também na polpa (SU & SINGLETON, 1969).
Os flavandis sdo caracterizados pela presenca de uma dupla ligacdo entre os &tomos C2 e
C3, e um grupo hidroxila em C3, sendo assim frequentemente denominado 3-
hidroxiflavonas. Além disso, cerca de 90% dos flavanois sdo hidroxilados em C3, C5 e
C7, sendo designados como 3,5,7 derivados thihidroxilados (CASTILLO-MURNOZ,
GOMEZ-ALONSO, GARCIA-ROMERO, & HERMOSIN-GUTIERREZ, 2007;
GARRIDO & BORGES, 2013).

Em sua forma de mondmeros, os flavanois sdo conhecidos como catequinas,
enquanto na forma de polimeros como protocianidinas. Em vinhos brancos sua
elaboracdo evita o contato prolongado com a pelicula, a catequina foi o composto
identificado como o mais abundante, sendo responsavel por caracteristicas de sabor ao
vinho (LUNTE, BLANKENSHIP, & READ, 1988). Outros derivados da (+)-catequina e
a (-)-epicatequina sdo os principais flavandis presentes nas frutas, ja a (-)-
epicatequinagalato e a (-)-epigalocatequinagalato sé@o encontradas em sementes de
leguminosas, assim como em uvas e chas (PRIEUR, RIGAUD, CHEYNIER, 1994,
MATTIVI et al., 2009).
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As proantocianidinas estdo também, entre os principais polifenois presente na uva,
especialmente localizadas na pelicula e nas sementes. Sdo conhecidas como taninos
condensados, sendo, responsaveis pela sensacdo de adstringéncia de algumas frutas e
bebidas (BABA, FURUTA, HORIE, NAKAGAWA, 1991). Podendo muitas vezes mudar
ao longo da maturacao ou até mesmo desaparecer quando o fruto se torna maduro. Estdo
também relacionados com a cor apresentada pelos vinhos tintos, j& que reagem com as
antocianinas formando complexos polifendlicos coloridos, quimicamente estaveis,

apresentando também, expressiva atividade antioxidante.

3.4.3 Flavonois

Os flavonois sdo encontrados na casca da uva na forma de 3-glicosideo de
quercetina, kampferol, isorhamnetina e miricetina, algumas pequenas quantidades de
angliocanas também foram relatadas (RIBEREAU-GAYON, 1964; WULF & NAGEL,
1976). Os flavondis sdo compostos que agem como fotos protetores, uma vez que
absorvem as radiacGes UVA e UVB, juntamente com as antocianinas, sao indispensaveis
na copigmentacdo dos vinhos, assim como na marcacao taxionémicas das uvas.

Os principais flavonois da uva sdo a quercetina 3-glicosideo e a quercetina 3-
glicuronideo, outros flavondéis da uva incluem miricetina 3-glicosideo, kampferol 3-
glicosideo. Os flavonois sdo compostos com estrutura molecular C6-C3-C6, que possuem
dois anéis benzénicos hidroxilados, A e B, estdo ligados por uma cadeia de trés carbonos,
que € parte de um anel C heterociclico com uma estrutura de 3-hidroxiflavona e uma
dupla ligacdo. Os flavonais diferem entre si, com relacdo ao nimero e tipo de substituicao
que ocorre no anel B. O kaempferol-3-O-glicosideo, por exemplo, € mono hidroxilado na
posicdo 4’, a quercetina ¢ di-hidroxilada nas posi¢des 3’ e 4’, a miricetina € tri-
hidroxilada, nas posi¢des 3°, 4’ ¢ 5’ e a isorhametina-3-O-glicosideo é a forma metilada
da quercetina (AZUMA, YAKUSHIJI, KOSHITA, KOBAYASHI, 2012).

Os flavonois sdo os flavonoides mais abundantes em alimentos, sendo a quercetina
e o caempferol-3-O-glicosideo seus principais representantes (MANACH et al., 2005).
Estdo geralmente presentes em concentracdes baixas, cerca de 15 a 30 mg kg, sendo as
fontes mais abundantes a cebola, couve, alho-poro, brocolis, entre outros. Ja nos vinhos
tintos, os flavondis estdo geralmente presentes na concentragio maxima de 45 mg L%, na
sua forma glicosilada, sendo a por¢do de agucar relacionada frequentemente a glicose
(NEO, ARIFFIN & TAN, 2008).
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3.4.4 Antocianinas

O conteudo adequado de antocianinas e taninos permite a formacéo de pigmentos
estaveis que garantem maior estabilidade de cor nos vinhos (ASSUSTADOR, 2010). O
perfil de antocianina ligado aos cinco principais formas acetiladas e cumariladas tem um
papel importante na determinacdo das propriedades quimicas do vinho. Pigmentos
antocianicos tém estruturas com base de antocianidinas ou também denominadas de
agliconas, que sdo formadas por um anel benzénico, ligado a um anel heterociclico que
contém oxigénio no céation flavilio (2-fenil-benzo pirilio) (KONCZAK & ZHANG
,2004). Quimicamente, antocianinas sdo glicosideos antocianidinicos, sendo
correspondentes as agliconas (antocianidinas), obtidas por hidrdlise, uma caracteristica
que é determinada por sua estrutura quimica, nomeadamente o seu grau de hidroxilacao,
metilacdo ou glucosilacdo (HE et al., 2010).

Nas uvas tintas e nos vinhos, seis antocianinas tém sido identificadas: peonidina
(vermelho), delfinidina (vermelho azulado), cianidina (vermelho alaranjada),
pelargonidina (laranja) petunidina e malvidina (vermelho azulado) (HE et al., 2010;
KOPONEN, HAPPONEN, MATTILA, &TORRONEN, 2007), sendo esta ultima
considerada o composto mais representativo em uva Vitis vinifera L (CASTILLO-
MURNOZ et al., 2010). Suas estruturas diferem entre si, devido aos diferentes substituintes
presentes no anel B como mostrado na Figura 3.

T1
o AOH
HO. .~ O, lE']\H
Al ’
"\._l:f. e, '\-.:—.!R
R
Antocianina Rl R2
Pelargonidina-3-O-glicosideo H H
Cianidina-3-O-glicosideo OH H
Delfimidina-3-O-glicosideo OH OH
Malvidina-3-O-glicosideo OCH; OCH:
Peomdina-3-O-glicosideo OCH; H

Figura 2. Principais antocianinas encontradas nas uvas Vitis vinifera L. Fonte:
Barbarg, 2019.
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As antocianidinas encontradas na natureza séo geralmente em sua forma glicosilada,
por exemplo, 3-monoglucosideos, 3,5 e 3,7 diglucosideos (KOPONEN et al., 2007). No
entanto, galactose, ramnose, arabinose, rutinose (ramnosilglicose), soforose
(glicosilglicose) e sambubiose (xilosilglicose) também foram descritos como porc¢des de
acucar comuns. Os 3-O-monoglucosideos das seis antocianidinas anteriormente referidas
ja foram identificados em uvas, bem como alguns monos, di e derivados tri-sacrina
(CASTILLO-MURNO?Z et al., 2010; HE et al., 2010; KOPONEN et al., 2007). Quando
encontradas na forma glicosideos (acil) e aglicosideos as antocianidinas raramente
ocorrem em materiais vegetais fresco. Adicionalmente, em algumas antocianinas, a
moléculas de agucar pode ser ligada aos &cidos cumarico, caféico ou ferrtlico o que
produz, numerosos derivados de cinamoil (KOPONENET al., 2007).

Na casca da uva sdo geralmente encontradas as antocianinas, ja os flavonoides
ocorrem tanto na casca quanto na semente. Entretanto, a quantidade de antocianinas e
flavondides extraidos na vinificacdo depende da duracéo do processo e das condi¢cdes em
que ocorre, a exemplo, de temperatura ou extensdo do rompimento da baga
(ZOECKLEINET al., 1995). Nas uvas,as antocianinas concentra-se nas folhas durante o
periodo de senescéncia e sdo responsaveis pela coloracdo da casca da uva nas cultivares
tintas, estes pigmentos em alguns casos podem acumular-se na polpa. Segundo
Ferrandino & Guidoni (2010), a composic¢do de antocianidinas das uvas é afetada por
varios fatores, como origem e tipo de cultivar, grau de maturidade, condicdes

metereoroldgicas, intensidade da luz e temperatura.

3.4.5 Compostos volateis

Pesquisadores estudam a composicdo dos alimentos e bebidas para tentar
identificar e quantificar os compostos quimicos responsaveis pela experiéncia humana
relacionados ao olfato e paladar. Neste contexto, 0s componentes da uva e do vinho sdo
de grande interesse por apresentar uma grande complexidade aromatica e importancia
econbmica (PIGGOTT,1990). A intensidade aromatica do vinho estd diretamente
relacionada a uma sequéncia de processos bioldgicos, bioquimicos e tecnolégicos,
capazes de produzir inUmeros compostos. Os fatores ligados ao metabolismo da uva
como; o clima, o solo, técnicas de manejo, fendmenos bioquimicos durante a extracdo do
mosto (maceragdo e/ou prensagem), reacfes metabolicas durante a fermentagéo alcoolica
e malolatica, além das reagdes quimicas e enzimaticas que ocorrem durante o
envelhecimento, afetam diretamente no perfil aromatico dos vinhos (MARTINEZ-
RODRIGUEZ e PUEYO, 2009; UBEDA et al., 2019).
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As concentracfes de compostos volateis devem ser maiores que seus limiares de
percepcdo, para serem percebidos pelo nariz humano, sendo assim, o valor de atividade
de odor (OAV) deve ser maior que 1. O uso de OAV permite uma abordagem quantitativa
relacioanada a contribuicdo dos volateis odoriferos para o aroma dos vinhos, enguanto
uma avaliacdo qualitativa pode ser feita com base nos descritores de cada composto.
Estudos mostram que um composto com um OAV > 1 deve contribuir para o aroma de
um vinho (GUTH, 1997; BARBARA, 2019).

Os compostos quimicos sdo pertencentes a diferentes classes quimicas, e presentes
em distintas concentracdes, sao responsaveis pelo aroma. Esses compostos sao originarios
da uva, dos processos fermentativos e de estocagem (SIMON, et al., 2010). Entretanto,
0S compostos mais importantes para o aroma do vinho séo aqueles formados durante a
fermentacdo, dentre as classes de compostos volateis que contribuem para o aroma dos
vinhos estdo os terpenos, C13-norisoprenoides, derivados dos furanos, acidos, ésteres,
alcoois, metoxipirazinas, compostos sulfurados, fendis, aldeidos e cetonas (EBELER,
2001).

3.4.6 Caracteristicas fisico-quimicas

Para a producdo de vinhos de qualidade, é necessaria a utilizacdo adequada de
metodologias laboratoriais, além dos cuidados realizados no vinhedo e na vinicola
(RI1ZZON, 2010). Os parametros fisico-quimicos correspondem a um conjunto de
determinag6es analisadas nos vinhos, necessarias para sua comercializacdo. Entretanto,
estas andalises ndo sdo suficientes para garantir a genuinidade, elas contribuem para a
formacgéo da primeira impressdo dos vinhos. Visto que, séo exigéncias legais e extrema
importancia para detectar eventuais falhas que podem vir ocorrer durante o processo de
elaboracdo do vinho. Além disso, elas informam sobre aspectos importantes, tais como
cor, estrutura, qualidade e possiveis alteracdes causadas por agentes microbiologicos ou
pela utilizacdo de praticas e de produtos enoldgicos inadequados nos vinhos (RIZZON;
SALVADOR, 2010; SILVA, 2015). Estas intervencdes podem sofrer influéncia devido a
fatores relacionados a variabilidade geogréfica de producéo, fatores climaticos, o tipo de
cultivar e o processo de elaboragéo de vinho (SAGRATINI et al., 2012).

Para assegurar o consumidor de um produto legitimo, as analises efetuadas no vinho
em sua maioria sdo: densidade relativa a 20° é definida como o coeficiente do peso
especifico do vinho pelo peso especifico da agua (RIZZON et al., 2004). O pH (potencial
Hidrogenibnico) dos vinhos correspondem a concentracdo de ions de hidrogénio
dissolvido (RIBEREAU-GAYON, 2003). A acidez total corresponde & soma dos acidos
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titulaveis tais como o &cido tartarico, malico, citrico, lactico, succinico e acético e
neutraliza o vinho até pH 7,0 com solucdo alcalina (RIZZON, 2006). Extrato seco
constitui um conjunto de todas as substancias que ndo volatilizam em determinadas
condicdes fisicas (RIBEREAU-GAYON, 2003).

Acidez volatil, é formada principalmente pelo acido acético no qual séo originadas
normalmente durante a fermentacdo do mosto pelas leveduras e outros microorganismos,
podem aumentar seu teor normal durante a elaboragéo e a conservagéo do vinho como
conseqiiéncia de uma enfermidade microbioldgica, sendo a mais comum a fermentacéo
acetica, provocada pela bactéria acética segundo Ough & Aumerine (1988).

O teor alcodlico nos vinhos é decorrente do teor de aglcar presente na uva, que € uma
consequéncia da safra, variedade, condi¢Ges do solo, e luminosidade (SILVA, 1999). O
anidrido sulfuroso, também denominado de didxido de enxofre (SO2) é de valiosa
utilizacdo na elaboracao de vinhos devido suas propriedades como acdo seletiva sobre as
leveduras que resulta em melhores aromas e maior capacidade de producdo de alcool,
além de atuar durante a fermentacdo, impedindo o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis; acdo antioxidante, acdo anti-oxidasica e a¢do conservante (RIZZON et al.,
2003). Os acUcares presentes na uva variam de 15 a 30% em funcdo de varios fatores,
como clima, solo, estddio de maturacdo e variedades (AQUARONE et al., 2001;
RIBEREAU-GAYON, 2003). Intensidade de cor é um dos atributos visuais mais
importantes nos vinhos tintos, estando diretamente relacionada a aparéncia devido a
composicdo do vinho tinto, principalmente aos compostos fenolicos (GALLICE, 2010).
indice de polifendis totais (IPT), sdo elementos extraidos durante a maceracdo e
composicdo fendlica das uvas utilizadas na producdo de vinhos, e sua presenca €
diretamente influenciada pela composicdo das uvas e pelas condi¢des de vinificacdo
(NEVES et al., 2002).

3.4.7 Caracteristicas sensoriais

Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1993) define a analise sensorial
como uma disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analisar e interpretar reagcdes
caracteristicas dos alimentos e como estas séo percebidas pelos sentidos da viséo, olfato,
paladar, tato e audigdo. Segundo Stone e Sidel (1993), na avaliacdo sensorial s&o
enfatizados a base comportamental da percep¢do humana incluindo a psicologia, a
estatistica a economia doméstica o marketing, e no caso de alimentos e bebidas, a ciéncia
e tecnologia de alimentos. Para alimentos, a analise sensorial é de grande importancia

para avaliar o efeito do processamento e armazenamento bem como no controle de
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qualidade, desenvolvimento e otimizacdo de produtos. Outro destaque para crescente
aplicacdo das metodologias sensoriais na industria € a possibilidade de obter informacgdes
que expressam a aceitabilidade e a preferéncia do mercado consumidor por um produto,
0 que contribui com a antecipacdo da tendéncia de consumo desse publico (PIGGOTT,
1995; ROSS, 2009).

As propriedades sensoriais do vinho influenciam diretamente a aceitagdo da bebida.
Dessa maneira, nas Ultimas décadas, a industria vinicola e centros de pesquisa comegaram
a aplicar metodologias de analise sensorial para determinar o perfil sensorial de vinhos,
além das preferéncias e percepcdes dos consumidores. A utilizacdo dos testes sensoriais
auxilia os endlogos a identificar atributos sensoriais que possam contribuir positiva ou
negativamente para a aceitacdo da bebida e ajustar técnicas de vinificacdo tornando o
vinho mais apreciavel pelos consumidores (BAKER; CASTURA; ROSS, 2016;
FRANCIS; WILLIAMSON, 2015). Muitas técnicas de vinificacdo sdo utilizadas com o
objetivo de melhorar as caracteristicas sensoriais do vinho. Como exemplos dessas
técnicas podem ser citados a maceracdo (prolongada, a frio, termovinificacdo) e o
envelhecimento do vinho (BAIANO et al., 2016). A maceracao prolongada (30 dias) pode
causar cor marrom mais pronunciada, e resultar em vinhos mais adstringentes, devido a
alta concentracao de taninos (FEDERICO et al., 2013).

A técnica sensorial mais estudada e conceituada no mundo ¢ a de vinhos, sendo sua
principal caracteristica a capacidade do provador de se concentrar nas caracteristicas do
produto, enquanto o degusta (JACKSON, 2002). Ao avaliar um vinho, geralmente o
exame visual é o primeiro passo a ser analisado, o qual permite caracterizar o aspecto do
vinho quanto a intensidade de cor, tonalidade, limpidez e viscosidade, por exemplo
(ZANUS; PEREIRA,2006). De acordo com Jackson (2002), nessa etapa, para melhorar
a transmissdo da luz, a taca é inclinada contra um fundo branco, o que ird produzir uma
borda curva no vinho, por meio do qual a aparéncia pode ser mais bem avaliada. Em
seguida realiza-se o0 exame olfativo, com objetivo de detectar o aroma do vinho, onde 0s
limites de deteccdo e de identificacdo das substancias olfativas presentes nos vinhos
devem ser levados em conta.

Este procedimento é considerado de maior dificuldade, pois a capacidade de
reconhecer um aroma no vinho pode ser influenciada por diversos fatores, sendo 0s mais
importantes o estado emocional, o treinamento e a fisiologia do degustador (ZANUS;
PEREIRA, 2006). E por fim, o exame gustativo, onde o provador ir4 descrever as

caracteristicas e sensagdes bucais sentidas como acidez, dogura, amargor, persisténcia
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gustativa. Os quatro gostos elementares do vinho séo o doce (dado pelo alcool, glicerol e
acucares), o acido (originario dos acidos organicos livres), o salgado (dados pelos &cidos
salificados e minerais) e 0 amargo (dado pelos compostos fendlicos, principalmente pelos
taninos) (ZANUS; PEREIRA, 2006). Entretanto, para que os resultados da analise
sensorial sejam confiaveis, varios cuidados devem ser tomados, como a verificacdo do
objetivo da analise, o tipo e 0 nimero de amostras avaliadas, a quantidade de provadores
necessaria e o seu nivel de treinamento, além de ponderar as restri¢des praticas, tais como
0 tempo disponivel para planejar, executar, interpretar os resultados do estudo
(PIGGOTT, 1995).

Atualmente sd8o muitas as evidéncias cientificas que apresentam beneficios do
consumo moderado de vinho a salde e, por isso, existe um crescente interesse dos
consumidores (CHANG; LIZTHACH; OLSEN, 2016; VECCHIO et al., 2017; YOO;
SALIBA; PRENZLER, 2010). Dentre os vinhos tintos, a Cabernet Sauvignon é a
variedade de uva mais preferida entre os consumidores. Outros fatores que influenciam
na escolha do vinho sdo a experiéncia prévia com bebida. (KALLAS; ESCOBAR; GIL,
2013), a origem (SILLANI; MICCOLI; NASSIVERA, 2017) e a rotulagem que exerce

influéncia sobre as expectativas do consumidor (LICK et al., 2017).

3.4.8 Potencial nutracéutico e atividade antioxidante

Alimentos e bebidas de origem vegetal contém em sua estrutura varias classes de
compostos fenolicos e ndo flavondides que sdo sintetizados pelos tecidos vegetais. Um
dos compostos mais conhecidos por ocorrer naturalmente nos frutos e folhas de plantas
comestiveis como amendoim, amora e uva (e seus derivados) é o resveratrol, que ganhou
atencdo do mundo devido sua gama de efeitos benéficos para a saude humana
(KOLOUCHOVA, MELZOCH, SMIDRKAL, & FILIP, 2005; GULCIN, 2010).

Vinhos sdo conhecidos por possuirem uma grande concentragdo de antioxindantes
(FLANZY, 2000). A comunidade cientifica demonstra um grande interesse em
antioxidantes naturais, principalmente devido a sua relevancia e aos efeitos
farmacologicos no controle de diversas doencas. (OLIVEIRA et al.,2010; PADILHA,
2014). Estudos mostram evidéncias que os compostos fendlicos encontrados nas uvas e
nos vinhos tintos tém o poder de inibir a oxidacdo da lipoproteina humana de baixa
densidade (LDL) (FRANKEL; WATERHOUSE; TEISSEDRE, 1995; CATANEO et
al.,2008), além do seu uso continuo, ajudar a prevenir doencas como aterosclerose
(KOVAC; PEKIC, 1991; CATANEDO et al.,2008).
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Os antioxidantes naturais presentes nas plantas, sdo compostos alternativos que evitam
a deterioracao oxidativa dos alimentos, atuam como agentes redutores (sequestradores de
radicais livres), inibidores de enzimas, quelantes de metais e excercem um importante
papel fisiolégico minimizando os danos oxidativos no organismo animal (BLOCK, 1992;
SANT’ANA; MANCINI FILHO, 1999; MELO; GUERRA, 2002.). Além de, possuir a
capacidade de melhorar a qualidade e a estabilidade dos alimentos tem fungéo
nutracéutico e proporciona, ainda, beneficios adicionais a salide dos consumidores
(ARUOMA, 1998; LAI; CHOU; CHAO, 2001).

3.5 Influéncia do estadio de maturacao da uva na qualidade dos vinhos tintos

3.5.1 Fendmenos que acontece durante a maturacdo da uva

Periodo fisioldgico caracterizado com inicio do pintor (mudanca da cor da baga),
associada ao amolecimento dos tecidos, aumento da baga, reduz os niveis dos acidos
(degradacao de acido malico), acimulo de agUcares, sintese das antocianinas, aumento da
concentracdo de taninos na casca diminuicdo nas sementes e formacdo da sintese de
compostos Vvolateis percussores de aromas, caracteriza-se como as principais
peculiaridades da maturacdo da uva. A depender da cultivar, as condicdes
edafoclimaticas, bem como as praticas agricolas empregadas, com cerca de, 40 dias se da
por finalizada o ciclo da maturacdo, com a uva madura e pronta para colheita (KADER,
1992; LIZANA, 1995; DOMINGUES NETO et al., 2016). Esta fase é de extrema
importancia, pois influencia diretamente na composicdo das uvas, permitindo o
desenvolvimento de suas caracteristicas varietais e consequentemente, na composicao dos
vinhos e derivados (COELHO et al., 2007).

A uva é um fruto ndo-climatérico que apresenta baixas taxas de respiracdo, nao
evoluindo em maturacdo apos a colheita. Portanto, as uvas destinadas a vinificacdo devem
encontrar-se no seu ponto 6timo de maturacdo, pois os teores de &cidos e agucares
permanecem estaveis apos esta fase. Sendo assim, 0 acompanhamento da maturacdo das
uvas é uma importante ferramenta utilizada em todo o mundo viticola para a definicéo da
época de colheita (GUERRA, 2002). Compreendem-se quatro fases importantes no
estadio de maturacdo, sendo elas: 1) herbaceo: envolve a formacéo até a mudanca de cor
da pelicula da baga. 2) mudanca de cor: nas uvas tintas a baga comeca a pintar, sendo
essa mudanca acompanhada de mudancas fisicas na baga, ou seja, acontece um acumulo
da coloragdo das uvas por sintese dos polifendis e a baga adquiri mais elasticidade no
decorrer do avanco da maturacdo. 3) maturacédo: fase que se comeca com a mudanca de

cor na uva e finaliza com a colheita. Neste periodo, as bagas amolecem, devido a perda
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de rigidez da parede das células da pelicula e ocorre um aumento significativo no teor das
antocianinas (em uvas tintas) e no teor de agucares (glicose e frutose). 4) sobrematuracao:
inicia a partir da maturagéo tecnologica, observa-se, que ndo ha mais a sintese notavel de
acucares (teores de frutose tornam-se maiores que os de glicose) e dos acidos, dessecando
as bagas e consequentemente, diminuindo o peso (GUERRA & ZANNUS, 2003).

Conforme Guerra & Barnabé (2005), a maturacdo pode ser classificada em diversas
fases: a maturacao fisioldgica, que ocorre durante a germinacgdo; a maturacdo industrial,
em gue a baga atinge seu maior peso e concentracao de agucares; a maturagdo tecnologica,
na qual a uva adquire caracteristicas ideais para seu destino final, considerando o tipo de
vinho a ser produzido, ou quando os teores de agucares glicose/frutose se equilibram; e a
maturacdo fenolica, que pode ser monitorada pela reducdo dos taninos extraiveis das
sementes até alcancarem o minimo, garantindo o ponto 6timo para a colheita da uva
(GUERRA & ZANNUS, 2003).

Diante disso, tradicionalmente, a data da colheita é determinada através dos critérios
peso da baga, densidade do mosto, e conteldo e relacdo entre aglUcares e acidez
(JUNQUERA & ROBREDO, 1988). Vale ressaltar que, com uma uva de qualidade
inadequada, ndo se consegue fazer bons vinhos, por mais modernas e custosas que sejam

as técnicas enoldgicas empregadas.

3.5.2 Concentracdo de acUcares

A demanda de substancias nutritivas para a uva é ainda mais consideravel nos dias
que precedem a fase de pintor, nesta fase, durante a matura¢do ocorre 0 aumento no
acumulo de acgucares na uva. No periodo de crescimento herbaceo, a concentracdo de
aclicares nas bagas ainda verdes ndo ultrapassa 20 g. kg™. Nesta fase, os aglicares s&o
sintetizados diariamente, e de acordo com a intensidade do crescimento do fruto esses
acucares sdo metabolizados, alem de influenciar diretamente para o crescimento e
maturaco das sementes (RIBEREAU- GAYON et al., 2006).

Considerada o principal composto organico translocado para o fruto, a sacarose € o
componente mais significativo transportado pelo floema. Ao atingir a baga, uma grande
parte da sacarose transportada pelo floema é hidrolisada em glicose e frutose. Embora
quantidades semelhantes de glicose e frutose sejam geradas a partir da sacarose, as
concentragOes desses dois aglcares raramente sdo equivalentes. Em bagas jovens, a
quantidade de glicose tende a ser maior, mas durante o amadurecimento, a relagdo

glicose/frutose frequentemente diminui, resultando no acumulo ou retencédo de frutose, o
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que a torna ligeiramente mais predominante do que a glicose. Em todos os estagios de
maturacdo, a frutose é encontrada em concentragcbes mais elevadas do que a glicose. As
razbes para esse desequilibrio sdo desconhecidas, mas podem originar-se de taxas
diferenciadas de glicose e frutose ou de uma sintese seletiva de frutose a partir do acido
malico (ROBREDO et al., 1991; BARBARA et al., 2019).

3.5.3 Acidos organicos

Uvas maduras (Vitis vinifera L.) apresentam uma das maiores concentracdes de
acucares em comparagdo com outras frutas. Ao lado do acumulo de agucares, a reducéo
da acidez € quantitativamente a modificacdo quimica mais marcante durante a fase do
amadurecimento. As concentracbes de acUcares nas bagas apresentam funcgdes
importantes nas propriedades aromaticas das uvas, como fonte precursora para a sintese
de &cidos organicos (DAl et al., 2011; KUHN et al., 2013; BORGHEZAN, 2017).

Representando cerca de 90% dos acidos organicos, o0s acidos tartarico e malico
presentes nos vacuolos das bagas sdo acumulados durante a fase de crescimento
(JACKSON, 2014). O restante consiste em quantidades variaveis de outros &cidos
organicos (acido citrico e acido succinico, &cido latico e acido acético), acidos fendlicos,
aminoéacidos e acidos graxos. Apesar de estruturalmente semelhantes, os acidos tartarico
e malico sdo sintetizados e metabolizados de forma diferente (COSME et al.,2016). O
acido tartarico durante a frutificacdo é acumulado rapidamente, sendo sua concentracao
reduzida por diluicdo durante a maturacdo, o qual € derivado da transformacao complexa
da vitamina C (&cido ascorbico); ja o acido malico € um intermediario importante no ciclo
do é&cido tricarboxilico, e consegue alcancar valores maximos préximos ao pintor,
diminuindo intensamente ap0s esta fase (KELLER, 2010; BOBEICA et al., 2015).

A concentracdo do acido malico existente nas uvas é mais rapidamente alterada do
que o acido tartarico. Dependendo da cultivar e dos fatores ambientais, 0s niveis e a
natureza das conversdes desses acidos podem variar amplamente. Durante uma sintese
intensa do &cido tartarico, os teores dos outros acidos aumentam mais lentamente até a
fase de maturacdo completa da uva. Subsequentemente, as concentra¢cdes do acido

tartarico tendem a estabilizar, enquanto, o acido malico diminui (PEYNAUD, 2012).

Na fase da maturacdo, alguns compostos sdo responsaveis para a reducdo da acidez,
dentre eles, acumulacdo de potassio resultante da formacdo de sais de tartarato e de
malatonas bagas. Pensa-se que o acimulo inicial de acido malico atue como reserva de
nutrientes, em substituicdo a glicose, tornando-se o substrato fundamental apés a fase do
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pintor. De acordo com Conde et al (2007), os acidos sdo sintetizados e degradados por
processos bioquimicos distintos. Isto poderia explicar a rapida reducdo no teor de acido

malico durante os estadios posteriores de amadurecimento.

O acido tartarico tende a acumular-se principalmente na casca, com quantidades mais
baixas distribuidas uniformemente por toda a polpa da uva, sendo esta diferenca reduzida
durante a maturacdo. Em contraste, a deposicdo de &cido malico é elevada na polpa e
baixa nas cascas, e & medida que a maturacdo avanca, essas diferencas tornam-se menos
marcadas, sendo possivel observar no periodo de maturacdo, uma concentracdo de acido
malico na casca superior a observada na polpa, préximo a colheita os teores de acido
tartarico tendem a ser maiores do que as concentragdes de acido malico (JACKSON,
2014; BOBEICA et al., 2015).

3.5.4 Composicéo fenodlica

Representando cerca de 8.000 compostos diferentes, os compostos fenolicos ou
polifendis fazem parte do maior grupo de antioxidantes naturais presentes na natureza,
sendo eles, substancias quimicamente heterogéneas, hidrofilicas e sdo produzidas pelo
metabolismo secundéario de inimeras plantas, especialmente as videiras. Em comum,
apresentam em suas estruturas VAarios grupos benzénicos tendo como substituintes
grupamentos de hidroxilas (HERNANDEZ; PRIETO GONZALES, 1999;
KONDRASHOV et al., 2009). Estes compostos apresentam funcgdes de grande interacao
no reino vegetal, isto porque apresentam uma grande afinidade quimica (SILVA et al.,
2014; FLAMINI et al., 2013).

Os compostos fendlicos da uva sao responsaveis pela cor, sabor, corpo e estrutura
dos vinhos tintos, ndo evoluindo durante a maturacdo da uva da mesma forma de como
acontece com acgucares, ou seja, sua concentracdo maxima nao necessariamente coincide
com 0 méaximo acimulo de agucares (MAUJEAN et al.,1983). Podem estar na forma livre
ou ligados a agucares e proteinas, podendo ser moléculas simples ou compostos com alto
grau de polimerizacdo (ANGELO; JORGE, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2004). Desta forma,
o teor dos compostos fendlicos aumenta ao longo da maturagéo, entretanto a evolugdo se
da de modo diferente com relagdo as distintas familias fenolicas, sendo fortemente

influenciada por aspectos intrinsecos da uva, como sua cultivar, fatores externos, como
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clima, regido e solo maturidade das bagas, condi¢des climaticas, praticas de viticultura,
regido de cultivo, contato com insetos e microrganismos, exposi¢do a luz ultravioleta e
utilizagdo de fertilizantes e pesticidas (GONZALEZ-SANJOSE et al.,1990;
SIRIWOHARN et al., 2004).

Os compostos podem ser categorizados em dois grupos com base em sua estrutura
quimica: os nédo flavonoides e os flavonoides (ABE et al., 2007; FLAMINI et al., 2013).
Dentro dos flavonoides, o maior grupo de compostos fendlicos, com cerca de 5.000
moléculas descritas, compartilham a caracteristica de possuir dois anéis aromaticos (A e
B) ligados por um anel heterociclico oxigenado, chamado anel C. Os flavonoides sao
subdivididos em varios subgrupos dependendo do grau de hidroxilacdo e das variacdes
no anel C, incluindo flavondis (como caempferol, quercetina e miricetina), flavanois
(como catequina, epicatequina e epigalocatequina), flavonas, flavanonas, antocianinas
(como delfinidina, cianidina, malvidina, petunidina e peonidina) e isoflavonoides. Entre
os polifendis das uvas, considera-se este grupo como o0 mais importante e predominante,
tanto em termos de quantidade quanto de qualidade, e esta inserido em trés principais
classes: flavondis, flavandis e antocianinas (ABE et al., 2007; WOLFE; L1U, 2008).

A sintese dos compostos fendlicos nao-flavondides tende a diminuir e pode cessar
apos a fase de pintor. No entanto, alguns compostos fendlicos de baixo peso molecular,
isto €, os derivados do acido benzoico e do acido cindmico, podem aumentar durante a
maturacdo (FERNANDEZ et al.,1992). No desenvolvimento das bagas, acorrem algumas
alteracbes na composicao dos flavanois presentes na pelicula (DOWNEY et al., 2003).
Ap6s um aumento acentuado no inicio do desenvolvimento das bagas, o conteudo de
flavandis individuais diminui a medida que se polimerizam em procianidinas e taninos
condensados (PENA-NEIRA et al., 2004). O grau de polimerizacdo aumenta com a
maturacao, assim como a proporc¢do de subunidades de epigalocatequina e a incluséo de
monodmeros de antocianinas em polimeros de procianidina. As subunidades principais sao
(-)-epicatequina e (-)-epigalocatequinagalato, sendo que as unidades terminais sao

principalmente as (+)-catequinas.

As epicatequinas sao biossintetizadas a partir de antocianidinas, enquanto a catequina
é derivada das leucocianidinas (flavan-3,4-didis) (KENNEDY et al., 2001). Durante o
ciclo produtivo, a biossintese de flavonoides da videira € fortemente influenciada pela luz

solar recebida. As uvas mais expostas a luz solar podem apresentar teores de flavondis
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até dez vezes superiores aos dos mesmos frutos cultivados em condicBes de
sombreamento (AYENEW et al., 2015; CHASSY et al., 2015; DEGU et al., 2016). Por
isso, tem-se a expectativa de que os vinhos produzidos com uvas da regido do Submédio
do Vale do S&o Francisco podem apresentar teores de compostos fendlicos comparados
aqueles presentes em produtos similares oriundos de regides de clima temperado.
Condicdes climéticas diferenciadas podem estimular a sintese de alguns compostos
quimicos, como as antocianinas, pigmento de natureza bioativa, valorizando dessa forma
0s produtos dessa regido (NATIVIDADE et al., 2013).

Os flavondis, presentes principalmente na casca da baga, sdo formados pelos
pigmentos amarelos e sua formacdo ocorre durante o crescimento da baga. Possuem
importante papel no desenvolvimento da coloragéo do vinho, atuando como co-pigmentos
junto as antocianinas (FLAMINI, 2003). Por sua vez, os flavanois estdo presentes
principalmente nas sementes e sdo responsaveis pelo sabor e adstringéncia de vinhos e
sucos de uva (ABE et al., 2007). No mosto da uva, os flavanois encontram-se na forma
monomérica de (+) catequinas e (-) epicatequinas, que pertencem ao grupo dos trés
polifendis melhor absorvidos pelo organismo (TUFARELLI et al, 2017).
Proporcionando inimeros beneficios a salde humana, como, a reducédo na incidéncia de
certos tipos de cancer, a reducédo do colesterol sérico e o estimulo ao sistema imunologico
(JARA-PALACIOS et al., 2016).

Uma subclasse de grande importancia nos flavonoides sdo as antocianinas,
desconhecem-se as condi¢Bes precisas que fazem parte do inicio a sintese das
antocianinas durante a fase de pintor. Estudos sugerem que o acimulo de agucar fornece
0 substrato necessario para a sintese dos referidos compostos, além de suprir as
necessidades imediatas do tecido (DO & CORMIER, 1991). Sendo assim, a sintese das
antocianinas pode também ser acionada por alteracdes nos contetdos de potassio e célcio
nas celulas das peliculas (JACKSON, 2014).

Responsaveis pela pigmentacdo das flores e frutos, as antocianinas conferem
coloragéo avermelhada, arroxeada, alaranjada e azulada. Estes pigmentos estdo presentes
nos vacuolos das células da casca e & medida que as uvas amadurecem, aumenta o espaco
ocupado por elas, em detrimento do citoplasma. Nas bagas, desde o inicio da maturacdo
0s pigmentos sdo sintetizados e evoluem por completo no amadurecimento. Costumam-

se estar fixadas nas camadas iniciais do tecido da casca, mas também podem estar
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presentes na polpa (vactolos das células) de algumas variedades tintas (MUNOZ-
ESPADA et al., 2004; Lima; CHOUDHURY, 2007). Seis grupos de antocianinas sao
identificadas, sendo elas, cianidina, peonidina, pelargonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina. Sendo a Malvina o principal pigmento encontrado nas uvas tintas (JACKSON,
2008).

As antocianinas se distinguem entre si pelos diversos substituintes no anel B, sendo
conhecidas como glicosiladas. Nos vinhos, as antocianinas geralmente se apresentam na
forma de monoglicosideos e diglicosideos, mantendo essencialmente o perfil de
antocianinas encontrado nas uvas frescas, embora possam ocorrer algumas diferencas
devido & variedade da uva e as condicBes de cultivo (MUNOZ-ESPADA et al., 2004;
Mota, 2006).

Existem trés fases distintas de acumulacdo de antocianinas: na primeira, as
concentragfes aumentam de forma linear; na segunda, a biossintese é reduzida, levando
a uma estabilizacdo ou até mesmo a uma diminuicdo dos teores. Posteriormente, algumas
variedades podem apresentar uma nova elevacao, ocorrendo geralmente préximo ao final
do ciclo (FERNANDEZ-LOPES et al., 1999; GOUOT et al., 2018). As uvas tintas
representam a maior parte da porcentagem em relacdo ao total de compostos fendlicos, e
as antocianinas podem atingir seu valor méaximo durante a fase final da maturacdo
(BORGHEZAN, 2017).

O grupo dos nao-flavondides, provenientes do acido hidroxicinamicos e do acido
hidroxibenzdico, além dos estilbenosem especial, o resveratrol, cumarinas e lignanas
(XIA et al., 2010; KRIKORIANET al., 2012; FLAMINI et al., 2013). Eles atuam de
forma diferenciada em seus contetdos e perfis em varios frutos. Estes acidos sédo
percussores de compostos volateis, e podem estar ligados em reagdes que possuem
atividade antioxidante (FERRANDINO; GUIDONI, 2010). Os estilbenos, compostos
sintetizados predominantemente em resposta ao estresse localizado (a exemplo tem-se a
infeccdo por patdgenos), tem como principal representante o resveratrol. A sintese dos
estilbenos geralmente reduz apds a fase de pintor, coincidindo com a sintese de

antocianinas em uvas tintas.

Esses compostos possuem acdo antioxidante, protegendo o corpo contra danos

oxidativos sob diferentes condicGes e sua distribuicdo é varidvel entre as espécies
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vegetais, suas cultivares e partes de uma mesma planta (OBREQUE-SLIER et al., 20123;
OBREQUE-SLIER et al., 2012b).

Os estilbenos, em especial, o resveratrol (trans-3,5,4’-trinydroxystilbene) o composto
mais amplamente estudado quando se trata de uvas. O resveratrol € encontrado na uva e
seus derivados, sdo sintetizados predominantemente em resposta ao estresse localizado (a
exemplo tem-se a infeccdo por patdgenos) tendo mostrado capacidade em diminuir os
niveis de lipideos no soro sanguineo e agregacao plaquetaria, aumentarem o colesterol

HDL, diminuir o LDL-c e prevenir a obstrucdo das artérias (LEAL et al., 2017).

De Oliveira et al., (2018), relatam que além desses aspectos, existem ainda outros
fatores, como caracteristicas genéticas da prépria uva, condi¢bes de cultivo, tratos
culturais e estadio de maturacdo fenolica que podem influenciar na quantidade e
estabilidade destes compostos. Sendo assim, sdo justificaveis o interesse crescente em
pesquisas voltadas para compostos fenolicos da uva uma vez que estdo intimamente
ligados aos beneficios a salde humana, devido sua capacidade antioxidante e seu possivel
efeito cardioprotetor, anti-cancer, propriedades de anti-inflamacéo, antienvelhecimento e
antimicrobianas (LEONG et al., 2016; SINGH et al., 2015; DOS SANTOS; 2019).

3.5.5 Determinacéo do ponto de colheita ideal

A uva destinada a producdo de vinho é colhida segundo diferentes critérios, em
funcéo do pais ou da regido de producao, do tipo de vinho a ser elaborado e das condi¢des
naturais reinantes em uma determinada safra (GUERRA, 2002). Dentre eles, observa-se,
maturacdo tecnoldgica, fenolica e aromatica, mesmo que sejam varidveis independentes
devem ser consideradas no momento da colheita da uva (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

Para determinacdo da época de colheita da uva é necessario mais rigor avaliando
parametros mais objetivos, como por exemplo, o teor de agucares (alcool provavel) visto
que o vinho é, em ultima anéalise, o produto da transformacédo do agucar da uva em &lcool
e em produtos secundarios (GUERRA, 2002) e acidez (que o balanco entre ambos confere
ao vinho um equilibrio gustativo determinante para a sua qualidade geral) e o teor de
solidos soluveis totais (SST) sendo recomendado para a colheita um teor de solidos
sol(veis em torno de 22 °Brix e acidez titulavel de 6 - 8 g L"*(LONA, 2009; RIBEREAU-
GAYON et al., 2006).
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3.6 Processo de elaboracdo do vinho tinto

De acordo com a legislacdo brasileira o vinho pode ser classificado, como de
mesa, leve, fino, espumante, frisante, gaseificado, licoroso, composto, e por cor, tinto,
rosado ou rosé ou clarete e branco (BRASIL, 2014). Os vinhos finos elaborados com uvas
da espécie Vitis vinifera podem ser classificados como monovarietal ou de corte. O vinho
de corte € um vinho proveniente da mistura de mostos ou vinhos de variedades de uvas,
podendo abranger diferentes colheitas. J& 0 vinho monovarietal é preparado com uvas de
uma s6 variedade (RAY, 2001).

Na elaboracgéo dos vinhos tintos o processo de maceracao é uma etapa de grande
importancia que se caracteriza, pelo contato das cascas das uvas por um determinado
tempo com o liquido (mosto). Esta etapa é de grande importancia para extracdo das
substancias de cor e dos taninos presentes na casca da uva e semente, respectivamente.
Assim, o processo de maceracdo possibilita que o endlogo personalize o vinho aplicando
tempos de maceragéo diferenciados para cada vinho produzido (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006a).

A qualidade da uva influencia diretamente na qualidade do vinho, assim fatores
como, técnica de cultivo, maturacdo da uva e condi¢bes fitossanitarias devem ser
consideradas no momento da colheita do fruto. Para realizar o controle do
amadurecimento das uvas, 50 bagas de diferentes cachos sdo colhidas e seu mosto
analisado quanto ao °Brix, acidez e pH. Assim, quando as uvas chegam ao
amadurecimento necessario, comeca a colheita ou vindima (BARBA; LIZARRITURRY,
2007).

Ribéreau-Gayon et al., (2006a) descreve as etapas béasicas no processo de
vinificagdo que comeca com a colheita, desengace/esmagamento; maceracdo e
fermentagdo alcoolica; prensagem (separacdo das bagas do mosto); fermentacdo

malolatica; estabilizacao e engarrafamento.
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Figura 3. Fluxograma de elaboracéo de vinho, elaborado pelo autor e adaptado
por Jackson (2008).
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Para garantir qualidade no processo de elaboragdo de vinhos é importante manter os
cuidados bésicos desde a colheita e principalmente na poés-colheita das uvas, é
interessante que as uvas sejam colhidas no periodo da manhd, e acondicionadas caixas
contentores higienizadas, o que ira garantir sua integridade fisica. Os cachos devem ser
selecionados sadios e frescos, excluindo uvas com contaminacdo microbiana, mantidos
sob refrigeracdo, da chegada até seu processamento em no maximo 12 horas apds a
colheita (LONA, 1996; RIBEREAU-GAYON et al., 2006a).

A primeira etapa no processo de vinificacao é a separacdo da baga do engaco que é
realizada com auxilio de uma desengacadeira (WUCHERPFENNIG, 2003).
Concomitantemente, ocorre 0 esmagamento, que consiste no rompimento da pelicula da
baga e tem como objetivo liberar o mosto contido na polpa para que este entre em contato
com o ar e as leveduras presentes na superficie da pelicula (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006a). Dessa maneira, as uvas sdo parcialmente ou completamente esmagadas
contribuindo para o inicio da fermentac&o alcodlica e a extracdo dos pigmentos.

O mosto é acondicionado em tanques de inox durante em média por sete dias, e no
primeiro dia é realizada a inoculacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae e paralelo é
adicionado dioxido de enxofre com o intuito de inibir o crescimento de microrganismos
deteriorantes, prevenir a oxidacéo e escurecimento da bebida, a quantidade recomendada
varia de 50 a 100 mg/L (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Esta etapa é denominada
maceracdo, sendo essencial para a extracdo de aromas, antocianinas e taninos
provenientes da semente da uva, polpa e casca. Simultdneo a este processo, ocorre a
fermentacdo alcodlica (HARTMEIER; REISS, 2002; JACKSON, 2014,
WUCHERPFENNIG, 2003).

Na fermentacdo alcodlica a glicose e frutose sdo transformadas em alcool. Os dois
acucares fermentaveis sdo transformados em etanol e gas carb6nico conforme a equagéo
global: C6H1206 — 2CH3CH20H + 2CO2+2ATP (CORDONNIER, 2007; MACNEIL,
2003).

Durante a fermentacdo alcoolica o controle de temperatura é essencial na vinificagao.
Mostos com elevada concentracdo de agUcar, ou para serem bebidos jovens devem ter a
temperatura controlada e relativamente constante entre 25 — 28°C. Essa temperatura
favorece a coloracdo do vinho, além de promover aroma frutado para a bebida. Nessa
etapa do processo, é importante que se realize no tanque de fermentacdo remontagens
diérias do mosto, processo que consiste em realizar aeragdo e consequentemente oxigenar

0 mosto que esta sendo fermentado (DAY et al., 2015), promovendo beneficios como:
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homogeneizacdo da temperatura, do acucar e das leveduras, promove maior extracdo de
antocianinas e taninos, melhorando o processo de maceracéo, evita a formacéo de aromas
indesejaveis (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a).

Durante a fermentacdo malolatica é importante determinar o inicio e final dessa
fermentacao e a deplecédo do acido malico nos tanques, € analisado pela cromatografia em
papel. Apesar de ndo ser um método muito preciso, ela é amplamente aplicada nas
vinicolas, sendo monitorada diariamente a deplecio de acido malico (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006a; AVILA; DAUDT, 1997).

Apbs o término da fermentacdo malolatica, o vinho passa pelo processo de estabilizacédo
tartarica em tanque de ago inoxidavel, sendo refrigerado e conservado durante 8 a 10 dias
entre -3 a -4 °C (CONDDONIER, 2007).

Ao final dessa fase, o vinho é submetido ao processo de clarificacdo através de
técnicas de centrifugacdo e/ou filtragem, a fim de reter as leveduras e particulas em
suspensdo (HARTMEIER; REISS, 2002; JACKSON, 2014; RIBEREAU-GAYONET et
al., 2006a; WUCHERPFENNIG, 2003). De acordo com Garrido; Borges (2013). Esta
etapa do processo pode provocar perdas no contetdo de polifendis extraidos na etapa de
maceracao e reduzir a intensidade da cor do vinho. Finalmente o vinho é envasado a frio,
de forma estéril para assegurar que a bebida ndo tenha contaminacdo microbioldgica
(HARTMEIER,; REISS, 2002; JACKSON, 2014, MACNEIL, 2003;
WUCHERPFENNIG, 2003).

3.7 Influéncia da etapa de maceracéo sobre a qualidade do vinho tinto

O processo da maceracdo corresponde a etapa mais importante na elaboracdo do
vinho, quando se busca por vinhos de qualidade e estruturado, sendo que o tempo de
maceraco pode influenciar diretamente na cor, sabor e aroma (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006a). A fase da maceracdo refere-se a liberacdo do contetdo do bagago da uva,
como peliculas, sementes e polpa, apos 0 esmagamento. Esta etapa também é responsavel
pela extragdo de compostos fendlicos, como antocianinas e taninos, presentes na casca e
semente da uva. Esse processo é facilitado pela liberagdo e ativacdo das enzimas
hidroliticas a partir das células esmagadas (JACKSON, 2014; PETROPULOS ET al.,
2014). Concomitantemente a macera¢do ocorre durante a fermentagdo alcodlica. A
maceracao a baixas temperaturas antes da fermentacao inicia a extracdo de antocianinas
e procianidinas da casca da uva (CHEYNIER, 2005).
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ABSTRACT

The "Submédio do Vale do Sdo Francisco" (S.V.S.F.), located in the Brazilian
Northeast, is an emerging winemaking region in South America. Touriga Nacional (T.N.)
grapes originated in Portugal, thrive under the climatic conditions found in the S.V.S.F.
The effects of extended maceration on different parameters of red wine must produced
with T.N. grapes from two harvest years from S.V.S.F. were studied. Increased
maceration time (16 to 20 days) resulted in greater total phenolic contents (40 to 85%)
compared to eight days of maceration, along with higher antiradical activity (15 to 36%).
Regardless of the harvest year, the antiradical activity was mostly related to the contents
of resveratrol, (+)-catechin, isorhamnetin-3-O-glucosidase, and (-)-epigallocatechin
gallate. In contrast, color intensity was not affected. The increase in the maceration period

67


https://doi.org/10.31665/JFB.2020.13260

induced a positive effect on the phenolic composition, which was reflected in the higher
antiradical activity of T.N. red wine.
Keywords: tropical wines; Touriga Nacional; HPLC-DAD-FD; extended pre-

fermentation maceration; bioactive composition.

4.1 INTRODUCTION

Located in the Brazilian Northeast region, the "Submédio do Vale do Séo
Francisco" (S.S.F.V.) is an emerging winemaking region in South America, focusing on
the production of high-quality tropical wines (PEREIRA et al., 2016; PEREIRA et al.,
2018). Tropical viticulture practices are possible in regions where minimum temperatures
are not low enough to induce natural vegetative repose in the vines (OLIVEIRA et al.,
2019). The S.S.F.V. is located at an altitude of 350 m, between parallels 8°and 9° S, with
an average temperature of 26°C, annual precipitation around 500 mm, and 3,000 h of
sunshine per year. The semiarid tropical climate condition, associated with the absence
of winter and water availability for irrigation, allows the production of grapes on a large-
scale, reaching up to two and a half harvests in the same vineyard per year (TEIXEIRA
et al., 2013). Tropical wines began to be vinified in Brazil after advancing table grape
production in the S.S.F.V (CAMARGO et al., 2011).

Touriga Nacional is one of the most prominent Portuguese grape varieties and is
currently one of the main cultivars in the S.S.F.V. for red wines, once the vine is fairly
vigorous and presents good adaptation to high temperatures and solar irradiance
(JACKSON, 2003; OLIVEIRA et al., 2019). Touriga Nacional red wines from S.S.F.V.
have shown high antioxidant capacity associated with a significant content of phenolic
compounds, including abundant concentrations of (+)-catechin, (-)-epicatechin, (-)-
epicatechin gallate, procyanidin A2, B1 and B2, rutin, gallic acid and stilbenes, as well
as the anthocyanins malvidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside, and delphinidin 3-
O-glucoside (PADILHA et al., 2017a). Besides their well-known antioxidant properties,
the mentioned anthocyanins also contribute to the intense color of the Touriga Nacional
red wines produced in the S.S.F.V.

Wine composition is directly affected by the conditions in which grapes are
processed, including destemming, and crushing of the berries, pressing, addition of
sulphite, and the maceration step (LIMA et al., 2015; SUN et al., 2001; GOMEZ-
MIGUEZ et al., 2007; RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Maceration, which

traditionally occurs along with alcoholic fermentation, is the stage where grape
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components are extracted. This step depends on the time and temperature in which the
skin and seeds are in contact with the wine must. Maceration usually takes less than eight
days (KOCABEY et al., 2016; JORDAO et al., 2001). Therefore, this is one of the crucial
steps in winemaking, once phenolic acids and flavonoids found in red wine are generally
located in the grape's skins and seeds (BARBARA et al., 2019; RIVERO et al 2019;
KELEBEK et al., 2006). High contents of phenolic compounds positively affect the
flavor, structure, color, and stability of wine (GRANATO et al., 2016). Hence, maceration
time is a critical factor in obtaining a satisfactory balance among red wine components,
also enhancing the product's bioactive potential and antioxidant capacity (JORDAO et
al., 2001, JORDAO et al., 2012; SUN et al., 2001).

Recent findings (LUKIC et al., 2016) have compared several wine maceration
procedures and looked into the effects of cryo-maceration and thermovinification. The
study showed discrepant results due to the different grape cultivars that were tested
(LUKIC etal., 2016). Nevertheless, Yilmaztekin et al. (2015) used extended conventional
maceration during fermentation (up to 15 days) to produce wine with grape cultivar
Karaoglan from Arapgir (Malatya, Turkey) and obtained a high content of volatile
compounds. Alencar et al. (2018) also used extended maceration (up to 30 days) to
produce tropical red wine from Syrah grape from the S.S.F.V. region, and the product
showed a high concentration of phenolic compounds as well as increased antioxidant
capacity.

Although little is known about the effects of extended conventional maceration on
red wines produced with Touriga Nacional grape, wine quality is highly influenced by
the maceration process. The success of this step depends on the grape cultivar,
environmental conditions, and harvest period. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the influence of extended maceration on the phenolic compounds, antiradical
activity, and color intensity of red wines produced from Touriga Nacional grapes grown

in tropical conditions and harvested in different seasons.
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4.2 MATERIALS AND METHODS
4.2 1Feedstock

Grapes from the cultivar Touriga Nacional (Vitis vinifera L.) from an experimental
area (9° 2'S, 40° 11' W, 365.5 m, Lagoa Grande, Pernambuco, Brazil) composed of 360
plants were harvested (Figure 1). Each area consisted of 6 plants in each side, totalizing
12 plants. The grapevines grafted under the 'Paulsen 1103’ rootstock were conducted in a
trellis system with 1.5 m spacing between plants, being further drip irrigated. The grapes
were harvested in two crops in distinct seasons — Vintage 2016 (October 2016 — February
2017) and Vintage 2017 (March — July), harvested with 119 and 125 days after pruning,
respectively, when the content of soluble solids reached over 24°Brix. The climatic

conditions of the two crops were monitored, as shown in Table S1.
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Figure 1. Scheme showing the field experiments that originate the wines used in this

study for 2016 and 2017 harvests. Grapes from cultivar Touriga Nacional were

harvested, with each area consisting of 6 plants in each side, totalizing 12 plants.
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4.2.2Winemaking

Wines were produced 50 km away from the harvest site, using traditional
winemaking procedures for young red wines (PEYNAUD, 1997). Twenty-five kilograms
of grapes from each experimental area block (R1, R2 and R3) shown in Figure 1 were
collected. To obtain the must, grapes from blocks R1, R2, and R3 were destemmed and
crushed, promoting a slight pressure on the pomace. Next, each block of must was
transferred to three 20 L glass bottles closed with airlock valves. Maceration and
fermentation were initiated after the addition of potassium metabisulfite (0.10 g/L),
pectinolytic enzyme EverumThermpEverintec (0.01 g/L), commercial yeast Maurivin
PDM CoatecSaccharomyces cerevisiae bavanus (0.20 g/L), and ammonium phosphate as
a fermentation starter Gesferm plus Coatec (0.20 g/L) under controlled temperature (24
+ 1 °C). During the maceration period, which lasted for 20 days, 50 mL aliquots of must
(R1, R2 and R3) were drawn in four days intervals in triplicate (Table 1) and stored in an
ultra freezer (-80 °C).

Table 1. Maceration time planning and samples.

2016 Harvest Year

Samplecode Time ofmaceration (days)
PO 1 st (must)
P1 4
P2 8
P3 12
P4 16
P5 20

2017 Harvestyear
PO 1 st (must)
P1 4 th
P2 8 th
P3 12 th
P4 16 th
P5 20 th

4.2.3Color intensity (CI) and total phenolic content (TPC)

Color intensity (CI) was determined spectrophotometrically (Cary 50 Bio U.V./
Visible Spectrophotometer, Palo Alto, CA, USA) using the sum of readings at
wavelengths 420, 520, and 620 nm, according to Ribéreau-Gayon et al. (2006). Total

phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method as explained by
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Singleton and Rossi (1965). Gallic acid was used as a standard to build a calibration curve,

and the results were expressed as mg of gallic acid equivalents (GAE)/L of sample.

4.2.4 Antioxidant capacity towards DPPH radical and ABTS radical cation

Antioxidant capacity was determined by the DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) assay according to Brand-Williams et al.
(1995). Samples were mixed with an ethanolic solution (61 uM) of DPPH and kept in the
dark for 30 min. Antioxidant capacity was also evaluated by the scavenging of ABTS
(2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical cation (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), as reported by MCRAE et al. (2019). The absorbances were read
at 515 (DPPH assay) and 734 nm (ABTS assay). Trolox (6- 7 hydroxy-2,5,7,8 -
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) was used to build calibration curves for both

assays, and the results were expressed as pmol Trolox equivalent (TE)/ mL.

4.2.5Phenolic profile by HPLC-DAD-FD

Phenolic compounds were identified by high-performance liquid chromatography
(Waters Alliance 2695, Milford, MA, USA) with diode array detector (DAD) and
fluorescence detector (FD), according to Natividade et al. (2013) and Costa et al (2020).
The chromatographic parameters for each phenolic standard used are shown in Table S2.
For column separation, a Gemini-NX18 pre-column (4,0 mm x 3,0 mm, Phenomenex®,
Torrance, CA, USA) and a Gemini-NX18 column (150 mm x 4,60 mm X 3 um,
Phenomenex®, Torrance, CA) were used. Mobile phases were composed of (A) 0.85%
orthophosphoric acid solution and (B) acetonitrile (HPLC grade, J.T. Baker, Phillipsburg,
NJ, USA). The flow rate was set to 0.5 mL/min. The oven (Waters Alliance 2695,
Milford, MA, USA) temperature was 40 °C, with an elution gradient composed of: 0 min
100% A, 10 min 93% A, 20 min 90% A, 30 min 88% A, 40 min 77% A, 45 min 65% A,
and 55 min 100% B. Sample aliquots were filtered using a nylon membrane of 0.45 pum
(Phenomenex®, Torrance, CA, USA) prior to injection into the system. Samples were
injected in triplicate (10 pL). Phenolic compounds were detected at 280, 320, 360, and
520 nm using DAD, and with FD (emission of 280 nm and excitation at 320 nm). Data
were processed by the software Waters Empower ™ 2 (Milford, MA, USA).

For quantification, standard curves were built using phenolic acids, namely gallic,
caffeic, p-coumaric, and chlorogenic acids (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Flavonoid standards included kaempferol-3-O-glucoside, isorhamnetin-3-O-glucoside,
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myricetin, quercetin 3-p-D-glucoside, rutin, (+)-catechin, (-)-epigallocatechin gallate, (-
)-epicatechin gallate, procyanidin A2, procyanidin B1, and procyanidin B2. The
identification and quantification of anthocyanins were performed according to Costa et
al. (2020), using the standards pelargonidin 3-O-glucoside, cyanidin 3-O-glucoside,
delphinidin 3-O-glucoside, malvidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside, and
petunidin 3-O-glucoside (Extrasynthese, Genay, France). Stilbenes were also quantified
using cis-resveratrol, piceatannol, and trans-resveratrol (Extrasynthese, Genay, France).
All the standards presented a purity grade > 98%.

4.2.6 Data analysis

Data were submitted to ANOVA and Tukey means test (p < 0.05) by the software
SAS® University (S.A.S. Institute Inc, Cary, NC, USA). Predictive models for
monitoring the maceration process were built using polynomial regression and the
statistical software OriginPro® 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).
Principal Component Analysis (PCA) was generated using Pearson correlation matrix,
additional variables (antioxidant activity values) and the XLStat software (Addinsoft Inc.,
Anglesey, UK). Additionally, Pearson correlation analysis was also applied to identify
the positive and negative correlations between phenolic compounds and antioxidant

activity at 5% level of significance.

4.3 RESULTS AND DISCUSSION
4.3.1 Phenolic profile determined by HPLC-DAD-FD

The phenolic composition of Touriga Nacional wine is shown in Table 2. A total
of 27 phenolic compounds were identified in musts with different maceration times.
When comparing the content of each identified phenolic, significant differences (p<0.05)
were observed throughout the maceration period and between the two harvests (within

the same maceration time).

The sum of identified phenolic acids varied from 318.58 to 568.65 mg/L for the
2016 harvest and from 195.71 to 514.34 mg/L for the 2017 harvest. Gallic acid increased
during maceration time up to 16 days in the 2016 harvest, while for the 2017 harvest, both
gallic acid and chlorogenic acid presented increasing concentrations up to 20 days of
maceration. However, the same was not observed for ferulic, caffeic, and p-coumaric
acids, which presented an increase up to day 8 of maceration in both harvests. From this

point on, the content of these phenolic acids was reduced until day 20 (Table 3). The
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behavior of caffeic and chlorogenic acids during maceration in the 2016 harvest can be
due to the reaction between caffeic, quinic, shikimic, and tartaric acids to form phenolic
acid esters, such as chlorogenic acid (KOSSEVA et al., 2017). The concentrations of
gallic, ferulic, and p-coumaric acids found in the present study were similar to those
reported by Alencar et al. (2018). Besides its antioxidant activity, chlorogenic acid is also
potentially associated with health-promoting effects. These benefits include inhibition of
liver cancer cells and potential prevention of type 2 diabetes and cardiovascular ailments
(GARAMBONE et al., 2008).

During the maceration procedure, gallic acid is extracted from grape seeds after
hydrolysis of gallate esters from flavonoids by the action of esterases. Subsequently, it is
esterified with ethanol, forming ethyl gallate. This chemical process seems to also take
place during fermentation, benefiting wine ageing (LINGUA et al., 2016). According to
Kocabey et al. (2016), maceration of grape cv. Karaoglan (Malatya, Turkey) for up to 15
days released 7.15 mg/L of p-coumaric acid and 1.62 mg/L of ferulic acid. The interaction
between phenolic compounds may strongly influence wine quality, even though they are
present in minor amounts (MORENO-ARRIBAS and POLO, 2008).

The total flavanol content, from the start to day 20, varied from 100.12 to
304.91mg/L in must samples for the 2016 harvest and from 6.20 to 207.55 mg/L in must
for the 2017 harvest (Table 2). Regarding the flavanols identified in the 2016 sample, (-
)-epicatechin gallate, (-)-epicatechin, procyanidin B1, and procyanidin B2 showed
increasing levels up to 16 days of maceration, while the concentrations of (-)-
epigallocatechin gallate, (+)-catechin, and procyanidin A2 continued to increase during
the entire maceration period (20 days). However, for the 2017 samples, the levels of all
flavanols consistently increased throughout the 20 days of maceration. Among flavanols,
procyanidin B1, (-)-epicatechin, procyanidin B2, and (+)-catechin presented the highest

concentrations between 16 and 20 days of maceration for both harvests (Table 2).

According to Lingua et al. (2016), (+)-catechin and (-)-epicatechin are mainly
concentrated in grape skins and seeds. In the present study, both compounds reached their
concentration peaks around 16-20 days of maceration. Alencar et al. (2018) reported that
after 20 days of maceration, cv. Syrah must contained 14.5 mg/L of (-)-epicatechin and
5.6 mg/L of (+)-catechin. These results are significantly lower than those obtained in the
present study, indicating the high bioactive potential of wines produced with Touriga

Nacional grapes grown in the S.VV.S.F. region.
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Procyanidin B1 has been reported as the main flavanol present in grape skin, while
the seeds are abundant in procyanidin B2 (GONZALEZ-MANZANO et al., 2004), in
agreement with the results obtained in the present study (Table 2). Procyanidins are
related to flavor, astringency, bitterness, oxidation, and color stability in wines, as well
as a myriad of health benefits due to their potential as antioxidant and anti-inflammatory
substances (GARRIDO and BORGES, 2013; KENNEDY, 2008; VAUZOUR et al.,
2010).

The stilbenes cis-, trans-resveratrol, and piceatannol were identified in musts from
both harvests (Table 2). Interestingly, after eight days of maceration, the levels of total
stilbenes did not undergo drastic changes as opposed to what was observed for phenolic
acids and flavanols (Table 2).

Maceration for 16 days resulted in the highest concentrations of cis-resveratrol for
the 2016 (0.74 mg/L) and 2017 (1.04 mg/L) samples. However, for trans-resveratrol, the
highest yield was achieved after eight maceration days in both harvests (1.01 mg/L).
Padilha et al. (2017b) reported a higher trans-resveratrol content for Touriga Nacional
wine from S.V.S.F. (3.0 mg/L). Granato et al. (2016) reported trans-resveratrol levels
ranging from 1.02 to 4.30 mg/L in wines from temperate climate regions, namely the
South of Brazil, Argentina, and Chile. On the other hand, cis-resveratrol results were in
agreement with wines produced with the cultivars Syrah, Tannat, Cabernet Sauvignon,
and Merlot from the S.V.S.F. region (LUCENA et al., 2010). The discrepancy in results
from several studies can be explained by differences in winemaking practices and climate
conditions (LIMA et al.,2015). The presence of resveratrol in Touriga Nacional wine is
beneficial as this compound is related to cardioprotective and anticarcinogenic effects due
to its antioxidant properties (FERNANDEZ-MAR et al., 2012; VAUZOUR et al., 2010).

Must samples did not benefit from extended maceration regarding total flavonol
content, as opposed to phenolic acids and flavanols (Table 2). Baseline concentrations of
total flavonols were 8.15 mg/L for the 2016 harvest and 2.29 mg/L for the 2017 harvest,
reaching 25.61 mg/L (2016) and 19.15 mg/L (2017) after eight maceration days, with no
significant variations until 20 days of maceration, where the total flavonol content
decreased to 19.51 mg/L (2016) and 14.48 mg/L (2017). Quercetin-3-O-glucoside and
isorhamnetin-3-O-glucoside were identified in significant amounts, while kaempferol-3-
O-glucoside, rutin, and myricetin were present in lower concentrations. According to

Casassa et al. (2013), flavonols are progressively extracted during the first five to nine

76



days of maceration. From this point on, these molecules undergo acid hydrolysis,
releasing unstable aglycones that may be lost by ethanolic precipitation. Flavonols from
grape skin are yellow compounds released during the extraction process. In wines, they
are usually responsible for flavor features, such as astringency and bitterness
(TSANOVA-SAVOVA and RIBAROVA, 2012; MONAGAS et al., 2003). Although
extended maceration results in higher contents of phenolic acids and flavanols, flavonols
do not change in the same way, which prevents the wine from altering its sensory
characteristics. Conjugated flavonols have a more significant presence than their free
counterparts, as reported by Tsanova-savova and Ribarova (2012) for Bulgarian Merlot

and Cabernet wines.

Total anthocyanins were significantly reduced with extended maceration (8-20
days), ranging from 295.53 to 185.30 mg/L for the 2016 samples, and from 573.91 to
417.62 mg/L for the 2017 samples (Table 2). Overall, six anthocyanins were identified in
the must (pelargonidin 3-O-glucoside, cyanidin 3-O-glucoside, delphinidin 3-O-
glucoside, malvidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside, and petunidin 3-O-

glucoside), increasing their amounts up to day 8 of maceration (Table 2).

The decline in anthocyanin content after eight days of maceration has been
attributed to ionic adsorption by negatively charged yeasts, adsorption in bitartrate
crystals, and incorporation in polymeric pigments (HARBERTSON and SPAYD, 2006).
Anthocyanin reduction might cause decreased co-pigmentation in wines as a result of the
increase in the must's ethanol concentration due to fermentation. This causes the medium
to become more hydrophobic, contributing to anthocyanin loss and, consequently,
conferring a less appealing color (HERMOSIN-GUTIERREZ, 2003). Therefore, it is
noteworthy that the present study showed a lower malvidin-3-O-glucosidase
concentration than Touriga Nacional wine (888.31 mg/L) produced after nine maceration
days in the Viseu region, located in the North of Portugal (JORDAO et al., 2012).
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Table 2: Phenolic compounds (n = 27) of Touriga Nacional musts during maceration
time at vintage 2016 and vintage 2017.

Phenolic compounds
(mg/L)

Maceration time (days) vintage 2016

PO P1 P2 P3 P4 P5
Gallic acid 250d 11.80 cd 24.03bc  3455ab 48.58 a 39.28 ab
Caftaric acid 287.51d 475.87a 488.33a 373.93bc  386.60 b 342.81c
Chlorogenic acid 10.05Db 10.46 b 13.18 ab 11.28 b 15.35a 13.78 ab
Caffeic acid 16.16 d 35.47a 3453 a 25.43Db 23.98 b 20.50 ¢
p-Coumaric acid 112¢ 1.48 bc 1.58 bc 212b 349a 3.62a
Ferulic acid 1.23¢ 6.13 ab 6.98 a 5.36 ab 5.35ab 4.63b
Total phenolicacids 31858d 541.23a 568.65a 452.69bc  483.35b 424.64 c
(-)-Epicatechin gallate 1.88b 2.23a 1.99 ab 1.86 ab 1.84 ab 1.39¢
(-)-Epigalato catechin
gallate 2414d 2.69 cd 3.23 abc 3.12 bc 3.74 ab 3.93a
(+)-Catechin 1.38¢ 545b 6.45b 6.41b 7.86 ab 8.25a
(-)-Epicatechin 2.76 d 20.63 ¢ 48.03 ab 68.25 b 72.07 a 66.10 b
Procyanidin A2 0.88d 1.23¢ 1.45 bc 1.63ab 181la 1.83a
Procyanidin B1 6.65d 49.25¢ 11250bc 161.96ab 168.35a 155.73 b
Procyanidin B2 2.61d 18.63 ¢ 40.15b 61.65 bc 67.87 a 67.11a
Total flavanols 18.596d  100.12c 213.81b 30491ab 323.56a 304.36 ab
Cis-resveratrol 0.18c 0.48b 0.66 ab 0.65ab 0.74 a 0.66 ab
Piceatannol 0.80c 1.20 bc 1.75a 1.30 ab 1.36 ab 1.23 bc
Trans-resveratrol 0.41b 0.83 ab 101la 0.76 ab 0.95a 0.73 ab
Totalstilbenes 140c 251D 3.43a 2.71 ab 3.06 ab 2.62 ab
Kaempferol-3-O-
glucoside 051b 0.60 ab 0.63a 0.61 ab 0.60 ab 0.60 ab
Quercetin 3- 3-D-
glucoside 341c 6.53 bc 8.85a 750D 8.36 ab 6.31 bc
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Isorhamnetin-3-O-

glucoside 1.88¢ 6.26 ab 6.86 a 5.48 bc 6.35ab 585D
Myricetin 1.00c 211a 1.93 ab 1.66 ab 1.71ab 1.51 bc
Rutin 1.33¢c 6.60 ab 7.33a 6.50 ab 6.10 ab 5.23b
Total flavonols 8.15d 22.11 bc 25.61a 21.76 ab 23.13b 1951 c
Pelargonidin 3-O-
glucoside 6.81e 15.16 ab 15.68 a 1241 bc  11.70cd 8.75 de
Cyanidin 3-O-glucoside 121a 0.53¢ 0.50c 0.93b 0.61 ab 0.61 ab
Delphinidin 3-O-
glucoside 4.88 bc 7.06 a 6.56 ab 4.86 bc 411c 3.00c
Malvidin 3-O-glucoside  77.11d 227.20ab  255.40 a 207.11b 207.30 b 164.55 ¢
Peonidin 3-O-glucoside  14.15 ab 15.05a 14.10 ab 9.68 abc 8.68 bc 6.51c
Petunidin 3-O-glucoside  1.42d 2.40 bc 3.28a 2.72 ab 2.58Db 1.86 cd
Total anthocyanins 105.60c 267.42ab  29553a 237.73b  235.00b 185.30 bc
Phenolic compounds Maceration time (days) vintage 2017
(mg/L) PO PL P2 P3 P4 P5
Gallic acid 1.01d 9.42 cd 22.74 be 3154 Db 48.03 ab 51.88 a
Caftaric acid 191.97¢c 42191ab 47552a 448.525a 392.66 ab 328.35b
Chlorogenic acid 101c 5.28 bc 9.02 abc 9.55 abc 11.24 ab 14.69 a
Caffeic acid 0.36 ab 0.35ab 0.39ab 0.16 b 0.45a 0.35ab
p-Coumaric acid 1.07¢c 4.26 ab 545a 2.67 bc 2.47 be 3.10 be
Ferulic acid 0.29c¢c 0.70b 1.20a 0.76 b 0.64b 0.57b
Total phenolicacids 195.71¢c 44194ab 514.34a 493.21ab 45551 ab 398.97 b
(-)-Epicatechin gallate 0.37c 0.68 bc 0.94Db 251a 2.10 ab 2.04 ab
(-)-Epigallocatechin
gallate 1.08¢c 2.52 bc 291 ab 4.42 a 3.23 ab 3.09 ab
(+)-Catechin 1.06e 7.75 de 23.59 cd 32.83 bc 48.20 ab 54.56 a
(-)-Epicatechin 1.29¢ 10.80 de 30.48 cd 4426 bc  64.20ab 71.70 a
Procyanidin A2 042c 0.90b 1.45ab 1.28 bc 1.63ab 1.73a
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Procyanidin B1 149c 9.73b 15.96 bc 14.38 bc 17.64 ab 19.47 a
Procyanidin B2 0.46¢ 3.55¢ 13.42 be 23.31b 45.82 ab 54.94 a
Total flavanols 6.20e 35.95 de 88.77cd 123.02bc 182.84ab 207.55a
Cis-resveratrol 0.25b 0.69 ab 0.82a 0.69 ab 1.04 a 0.84a
Piceatannol 0.27c 0.42hb 0.62b 0.64 a 0.65a 0.63b
Trans-resveratrol 0.25¢c 0.59 ab 101la 0.98b 0.58 ab 0.54 ab
Totalstilbenes 0.78 ¢ 1.70 ab 245a 2.32ab 2.27 ab 2.03b
Kaempferol-3-O-
glucoside 0.23¢c 1.02b 1.34 ab 184a 1.45ab 1.18 ab
Quercetin 3- B-D-
glucoside 0.73c 4.26 b 571a 5.39 ab 4.65b 3.56 bc
Isorhamnetin-3-O-
glucoside 0.65¢ 6.32b 8.79a 7.70 ab 7.87 ab 6.57b
Myricetin 0.44c 1.21 be 2.21ab 2.78a 2.33ab 2.03ab
Rutin 0.23¢c 0.73b 1.08 ab 147a 1.18ab 1.13ab
Total flavonols 2.29¢ 13.57b 19.15a 19.19a 1751 ab 14.48 ab
Pelargonidin 3-O-
glucoside 5.20c 86.74 ab 115.41a 81.95ab 70.43 b 86.74 ab
Cyanidin 3-O-glucoside 2.82d 7.66 ab 8.00a 6.36 b 5.03 bc 348¢c
Delphinidin 3-O-
glucoside 3.50¢c 66.27 ab 77.45 a 57.37 ab 47.33b 36.45 bc
Malvidin 3-O-glucoside ~ 27.55c¢  325.44ab  267.53b  341.39a 312.99ab 267.02 b
Peonidin 3-O-glucoside  17.62 ¢ 78.07 ab 85.17 a 64.78ab  50.76 abc 40.04 bc
Petunidin 3-O-glucoside 0.67d 17.21ab 20.33 a 15.29abc  11.90 bc 9.33¢c
Total anthocyanins 57.38 d 581.14a 573.91ab 567.18b 498.47 bc 417.62c

!Means with the same lowercase letter in the same lines do not differ significantly according to

Tukey’s test (p < 0.05). PO =1 st (must), P1= 4 th, P2= 8 th, P3=12 th, P4=16 th, P5= 20 th.

4.3.2 Predictive models

The effect of maceration (up to 20 days) on color intensity, total phenolic content,

antioxidant capacity (DPPH and ABTS), and specific phenolic classes (total phenolic

acids, total flavanols, total stilbenes, total anthocyanins, and total flavonols) of Touriga
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Nacional wine are summarized in Fig. 2. For each variable, the predictive models
obtained high coefficients of determination (R2), varying from 0.844 (color intensity) to
0.997 (total anthocyanins) for the 2016 harvest and from 0.643 (total flavonols) to 0.986
(color intensity) for the 2017 harvest.

The model in Fig. 2A (R2 0.844, p = 0.005) for the 2016 harvest showed a higher
color intensity between four and 12 days of maceration, with no large variations observed
until the end of the maceration period. Samples from the 2017 harvest (R2 0.986, p >
0.004) followed the same trend. Gil et al. (2012) studied extended maceration (up to 30
days) for Tempranillo and Cabernet Sauvignon wines and found a similar trend to the one
detected in the present study, with the color intensity stabilizing after ten days of
maceration. However, the Touriga Nacional cultivar has shown greater potential for color
extraction (~24.0) when compared to the cultivars Tempranillo and Cabernet Sauvignon
(14.1 and 13.5, respectively). Gomez-Miguez et al. (2007) and McRae et al. (2019)
observed that color intensity and total phenolic content increased after four days of
maceration. In the present study, after eight days of maceration, color intensity remained
relatively constant. This is usually the maceration period used in standard commercial

wines.

As shown in Fig. 2B, an increase of 45% in total phenolic content was observed
from day 8 to 16 of maceration in the 2016 must. After 16 days, the concentration
declined. On the other hand, the must from the 2017 harvest (R2 0.948, p=0.012)
registered an increase in phenolic concentration from 16 to 20 days of maceration, which
evidences the influence of harvest on this bioactive group. Alencar et al. (2018) studied
extended maceration (up to 30 days) to produce Syrah wine and observed that total
phenolic content was higher after 15 days of maceration. These results show that
phenolics are more affected by extended maceration than color intensity in tropical wines.
Phenolic content and antioxidant activity are influenced by environmental factors, such
as grape cultivar, climatic conditions, area of cultivation, and winemaking conditions
(GOMEZ-CORDOVES, FAITOVA et al., 2004; DE CONINCK et al., 2006;
GONCALVES and JORDAO, 2009).

The antioxidant capacity of Touriga Nacional must, determined by DPPH and
ABTS assays, presented significant variations throughout the maceration period for both
harvests, as shown in Fig. 2 C (R2 0.810, p=0.083 for the 2016 harvest; R2 0.972, p=0.033
for the 2017 harvest) and Fig. 2 D (R2 0.978, p=0.001 for the 2016 harvest; R2 0.983,
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p=0,007 for the 2017 harvest). Regarding the sample from the 2016 harvest, DPPH radical
scavenging capacity peaked at 12 days of maceration, while the highest efficiency for
ABTS radical scavenging capacity was observed at 8 days of maceration, then declining
until the end of the maceration period. Contrarily, must from the 2017 harvest displayed
an increasing trend for DPPH radical scavenging activity throughout the entire
maceration period. Regarding ABTS radical cation scavenging activity, the peak was
reached between 10 and 15 days of maceration, with no further variations for the rest of

the maceration period.

Alencar et al. (2018) observed that the DPPH radical scavenging activity of wine
produced from Syrah grapes grown in the Brazilian Northeast was 16.00 umol TE/L by
using 15 days of maceration. This result is similar to that found in the present study.
According to Leeuw et al. (2014), the antioxidant activity determined by the DPPH assay
for wines produced from Cabernet Sauvignon, Merlot, Syrah, Pinot Noir and Malbec
produced in France, Italy, United Kingdom, United States, Chile, Australia, and
Argentina varied from 3.71 to 7.67 pumol TE/L.

Predictive models for specific phenolic classes have also been obtained in the
present study. The model for phenolic acids shown in Fig. 2E (R2 0.925, p=0.012 for the
2016 harvest; R2 0.822, p > 0.042 for the 2017 harvest) demonstrates that, regardless of
the harvest, phenolic acids are most efficiently extracted by eight days of maceration,
decreasing the concentration after this period. Meanwhile, total flavanols reached their
highest amount at 16 days of maceration in samples from the 2016 harvest, while total
flavanol levels continued to increase up to 20 days of maceration in must from the 2017
harvest (Fig. 2F). Stilbenes (Fig. 2G), anthocyanins (Fig. 2H) and flavonols (Fig. 2I)
followed a similar trend by decreased levels after reaching the peak. All these phenolic
classes were more predominant in the must from the 2016 harvest compared to those from
the 2017 harvest. The presence of several phenolic classes and the interaction between
different compounds play an essential role in the antioxidant capacity of wine, related to
the protection against oxidative stress in the human body (OROIAN and ESCRICHE,
2015; ROLEIRA et al., 2015, GRIS et al., 2013; SAMOTICHA et al., 2017).
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Table 3: Pearson correlation analysis (p<0.05) results for phenolic compounds and antioxidant activity of Touriga Nacional musts

from 2016 e 2017 harvests.

DPPH (Vintage 2016) ABTS (Vintage 2016) DPPH (Vintage 2017) ABTS (Vintage 2017)

Phenolic Compounds

Pearson r p-Values Pearson r p-Values Pearson r p-Values Pearson r p-Values
Phenolicacids
Gallicacid 0,93 0,01* 0,87 0,03* 0,84 0,04* 0,83 0,04*
Caftaricacid 0,70 0,12 0,76 0,08 0,24 0,65 0,38 0,46
Chlorogenicacid 0,76 0,08 0,80 0,06 -0,22 0,67 0,02 0,98
Caffeicacid 0,24 0,64 0,39 0,45 0,89 0,02* 0,88 0,02*
p-Coumaricacid 0,72 0,11 0,71 0,11 0,35 0,50 0,47 0,35
Ferulicacid 0,67 0,15 0,77 0,07 0,49 0,32 0,62 0,19
Flavanols

(-)-Epicatechingallate -0,49 0,32 -0,47 0,35 0,88 0,02* 0,77 0,07
(-)-Epigallocatechingallate 0,79 0,06 0,81 0,05* 0,94 0,01* 0,84 0,03*
(+)-Catechin 0,94 0,00* 0,98 0,00* 0,83 0,04* 0,82 0,04*
(-)-Epicatechin 0,96 0,00* 0,88 0,02* 0,84 0,04* 0,82 0,04*
Procyanidin A2 0,95 0,00* 0,91 0,01* 0,89 0,02* 0,94 0,00*
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Procyanidin B1
Procyanidin B2
Stilbenes
Cis-resveratrol
Piceatannol
Trans-resveratrol
Flavonols
Kaempferol-3-O-glucoside
Quercetin 3- B-D-glucoside
Isorhamnetin-3-O-glucoside
Myricetin
Rutin
Anthocyanins
Pelargonidin 3-O-glucoside
Cyanidin 3-O-glucoside
Delphinidin 3-O-glucoside

Malvidin 3-O-glucoside

0,95

0,93

0,98
0,61

0,70

0,97
0,69
0,78
0,53

0,80

0,50
-0,84
-0,19

0,67

0,00*

0,01*

0,00*
0,20

0,12

0,00*
0,13
0,07
0,28

0,05

0,32
0,03*
0,71

0,15

0,87

0,86

0,94
0,67

0,79

0,95
0,76
0,89
0,64

0,85

0,59
-0,92
-0,10

0,76

0,02*

0,03*

0,00*
0,14

0,06

0,00*
0,08
0,02*
0,17

0,03*

0,21
0,01*
0,84

0,08

0,92

0,73

0,86
0,96

0,68

0,95
0,82
0,88
0,95

0,97

0,66
0,33
0,60

0,87

0,01*

0,10

0,03*
0,00*

0,14

0,00*
0,05*
0,02*
0,00*

0,00*

0,16
0,52
0,21

0,02*

0,96

0,71

0,95
0,98

0,68

0,90
0,86
0,94
0,93

0,92

0,74
0,40
0,66

0,83

0,00*

0,11

0,00*
0,00*

0,13

0,01*
0,03*
0,01*
0,01*

0,01*

0,09
0,43
0,15

0,04*
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Peonidin 3-O-glucoside -0,64 0,17 -0,55 0,26 0,47 0,35 0,53 0,28
Petunidin 3-O-glucoside 0,81 0,05 0,79 0,06 0,59 0,21 0,66 0,16
DPPH 1,00 0,00* 0,96 0,00* 1,00 0,00* 0,96 0,00*
ABTS 0,96 0,00* 1,00 0,00* 0,96 0,00* 1,00 0,00*
*valor p < 0,05
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4.3.3 Analysis of Pearson correlation

Fig. 3 presents the principal component analysis representing the interaction
between the phenolic profile and antiradical activity of must samples from the 2016 and
2017 harvests.

The extended mapping explains approximately 77.36% of the variation among
phenolic compounds and antiradical activity, mainly due to phenolic compounds'
presence on the right of PC1 (40.88%). Among these phenolics, there are phenolic acids,
stilbenes, flavonols, flavanols, and anthocyanins. Sample distribution (Fig. 3B) shows the
formation of four different groups, as follows — group 1 (SF17P1), group 2 (SF16P0 and
SF17P0), group 3 (2016 harvest from P1 to P5), and group 4 (2017 harvest from P2 to
P5). Group 3 samples showed a high correlation with phenolics located on the left side of
PC1, indicating the group’s rich concentration in such compounds. The same can be said
for group 4 samples, highly correlated with compounds located on the right side of PC1.
On the other hand, group 2 samples did not show correlation with any compound, which
may indicate their lower concentration of phenolics compared to the samples that have
undergone maceration. This once again shows the importance of the maceration step for

the presence of phenolic compounds in wines.

Maceration periods within group 3 were associated primarily with higher contents
of chlorogenic acid, ferulic acid, caffeic acid, flavonols (rutin and quercetin-3- p-D-
glucoside), flavanols (procyanidin A2, B1, B2, (-)-epicatechin, (-)-epigallocatechin
gallate), and stilbenes (piceatannol, trans-resveratrol). On PC 2 (36.48%), the samples
SFP2, SFP3, SFP4, and SFP5 from the 2017 harvest demonstrated a greater interaction
between antiradical activity and anthocyanins (pelargonidin 3-O-glucoside, delphinidin
3-0O-glucoside, malvidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside, and petunidin 3-O-
glucoside), phenolic acids (gallic, caftaric, and p-coumaric), and flavonoids (myricetin,
kaempferol-3-O-glucoside, isorhamnetin-3-O-glucoside, (-)-epicatechin gallate, (+)-
catechin, and cis-resveratrol) contents. These results confirm the effect of harvest on the

content of phenolic compounds.

Table 3 shows the correlation between antioxidant capacity (DPPH and ABTYS)
and phenolic profile in must from Touriga Nacional grapes. Among all phenolic acids,
gallic acid showed the highest correlation with antioxidant activity for samples from both
harvests. For the 2017 harvest, caffeic acid presented a significant correlation with
antioxidant activity (r = 0.89 for DPPH and r = 0.88 for ABTS).
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In general, flavanols showed a high positive correlation with antiradical activity in
samples from both harvests, with the only exception being (-)-epicatechin gallate in the
2016 must (Table 3). Among stilbenes, cis-resveratrol had the highest correlation with
antiradical activity in both harvests. A high correlation pattern was also observed for

flavonols, except for myricetin in the 2016 must.
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4.4 CONCLUSIONS

Extended maceration increased the concentration of phenolic compounds, color
intensity, and antioxidant capacity in wine. Grape harvest influenced the phenolic
composition and antioxidant capacity, with samples from the 2016 harvest showing the
best results. This outcome could have been favored by climate conditions in those years,
with higher synthesis and accumulation of phenolics in grapes, possibly contributing to
high-quality wine. However, after 12 days of maceration, the phenolic content stabilized
until the end of the maceration period. Little variation was noted for the color intensity.
Thus, extended maceration between 16 and 20 days is recommended in order to enhance

antioxidant activity due to the increase in the content of bioactive compounds.
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Resumo

A maturacdo tecnoldgica, fenolica e aromatica também desempenham um papel
importante na busca pela qualidade do vinho, mesmo que as fases ndo ocorram
necessariamente ao mesmo tempo, se faz necessario controla-las separadamente para
determinar a época ideal para a colheita da uva. Este estudo teve como objetivo, avaliar
0 grau de maturacdo e o tempo de maceragdo em até 21 dias influenciou no aumento de
compostos fenolicos e no pardmetros fisico-quimicos, principalmente quando
relacionados ao indice de cor (IC) dos vinhos, além de aumentar as concentracdes da
capacidade antioxidante, antocianinas, stilbens, acidos fenélicos em especial acido galico,
mas também, contribuiu para diminuir os acidos p-cumarico e clorogénico na safra I. O
efeito da época de colheita ndo foi significativo para principalmente na safra I1. Os vinhos
elaborados com uvas de maceracdo prolonganda tiveram maiores concentracfes de cor
rubi, intensidade aromatica, persisténcia gustativa e corpo. A caracterizacao do efeito do
tempo de maturacdo e maceragédo da uva sobre a composic¢ao do vinho Touriga Nacional
no Submédio do Vale do Séo Francisco é de grande importancia para escolhas futuras em
ambos os assuntos, além de ser util para producgéo de vinhos de alta qualidade e excelente

potencial nutracéutico.
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descritivo quantitativo - PDQ, capacidade antioxidante in vitro

5.1 INTRODUCAO

Grande parte dos compostos que determinam a qualidade dos vinhos tintos sao
sintetizados no decorrer da maturacdo da uva (Reynolds and Heuvel,2009; Arias et
al.,2019). A maturacdo da uva comega com a mudanca na cor dos bagos (vérasion). Esta
etapa, também é marcada pela transi¢do no desenvolvimento da semente, passando de sua
formacgdo para secagem, a partir do endurecimento do tegumento e processo de
desidratacdo (Kennedy et al., 2000; Borghezan, 2017).

Um fator importante que influencia nas caracteristicas sensoriais dos vinhos é a
composigdo da uva (Niimi, Boss, Jeffery e Bastian, 2017). Sendo assim, a determinagio
do ponto ideal para colheita das bagas, que apresente um maior potencial para produzir
vinhos com propriedades sensoriais desejadas pelos consumidores, tém sido um grande
problema para os vitivinicultores (Ferrero-del-Teso et al., 2019). Alguns parametros
fisico-quimicos sdo avaliados na uva para determinar o ponto de colheita, entre eles a
acidez total, o pH e o teor de solidos soluveis, importantes para determinacdo do estadio
de maturacdo tecnoldgica do fruto. Entretanto, essas medidas ndo sao suficientes para
prever o real potencial das uvas para a elaboracdo de vinhos tintos (Pérez-Magarifio&
Gonzélez-San José, 2006). Uma vez que os compostos volateis e fenolicos séo os
principais determinantes da qualidade desse produto (S&enz-Navajas et al., 2015), a
avaliacdo das maturacbes fenolica e aromatica, além da maturacdo tecnoldgica,
desempenham um papel importante na busca pela qualidade do vinho tinto. Contudo, elas
ndo ocorrem necessariamente a0 mesmo tempo, o que se faz necessario controla-las
separadamente para determinar o ponto ideal para a colheita da uva(Allegro et al., 2018;
Allegro, Pastore, Valentini, Muzzi, & Filippetti, 2016).

A evolucéo responsavel pelos aromas varietais da uva encontram-se na casca, sendo
assim, a maturacéo aromatica dos vinhos caracteriza-se como o periodo onde a uva perde
0s compostos de odor vegetativo e herbaceo, adicionalmente, adiquiri compostos
odoriferos frutados (Ribéreau- Gayon et al., 2006a).Desta forma, os vinhos elaborados
com uvas colhidas antes da maturacdo fendlica, dita com ideal, possivelmente,
apresentara uma menor intensidade de cor e um perfil mais acentuado de taninos da

semente, conferindo assim elevada adstringéncia e sensa¢do de “secura” apoOs sua
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ingestdo. Simultaneamente, sera rico em odores indesejaveis, considerando que a uva nao
atingiu a maturacdo do aroma adequada (Ribéreau- Gayon et al., 2006b).

Adicionalmente, a maceragdo é uma etapa fundamental na elaboragdo de vinhos
tintos, principalmente por atribuir a eles caracteristicas especificas em relacdo a
aparéncia, aroma e sabor. Desta forma, o contato prolongado do mosto da uva com as
cascas e sementes melhora a extracdo de diferentes compostos, entre eles compostos
fendlicos, volateis, nitrogenados, minerais e carboidratos. A presenca de etanol e
temperaturas mais altas potencializam ainda mais a extracdo de compostos presentes nas
bagas da uva. Entretanto, a viabilidade para o prolongamento da etapa de maceracao
depende especialmente da qualidade e estadio maturagdo das uvas na colheita, além do
tipo de vinho que pretende-se elaborar (Ribereau-Gayon et al., 2006, N. PoklarUIrih, et
al., 2020).

O prolongamento da maceracdo também proporciona uma maior concentracdo de
taninos ao vinho e, consequentemente, de antocianinas condensadas aos taninos, que
formam estruturas complexas que conferem maior estabilidade de cor quando comparada
as antocianinas monomeéricas. Esses compostos Sd0 percussores responsaveis pela
coloracdo dos vinhos envelhecidos nas barricas de carvalho (Cadot et al., 2012, Barbara
etal., 2019).

Neste sentido este trabalho descreve a composi¢do fisico-quimica caracteristicas
fenolicas e sensoriais e capacidade antioxidante de vinhos tintos da casta Touriga
Nacional produzidos na regido do Submédio do Vale do Sdo Francisco em trés estadios
de maturacéo e vinificadas com diferentes tempos de duragéo da etapa de maceragéo.
5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Matéria-prima
As uvas da cultivar Touriga Nacional foram obtidas de uma area experimental

instalada em vinicola na regido do Submédio do Vale do Sao Francisco (latitude 9°2°S,
longitude 40°11°0, 365 m, Lagoa Grande, PE, Brasil), contendo 360 plantas. Nesta
regido, os vinhedos estdo localizados em zona de clima tropical semiarido, entre as
latitudes 8 e 10°S, com temperatura média anual de 26,5°C, pluviosidade maxima de
500mm/ano e insolacdo anual de 3.000 horas. A auséncia de inverno e disponibilidade de
agua permitem a obtencdo de em media duas safras anuais em uma mesma area. A Tabela
1 apresenta as condi¢des climéticas da area experimental durante as duas safras anuas
consecutivas analisadas, abrangendo o periodo da poda até a colheita. As videiras

encontravam-se conduzidas em sistema de conducéo latada, enxertadas com o porta-
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enxerto Paulsen 1103 e irrigadas por gotejamento. No experimento, os tratamentos
principais constituiam-se em T1 (antes da maturacdo tecnoldgica), T2 (maturacdo
tecnoldgica) e T3 (sobrematuragdo tecnoldgica), que representaram as trés datas de
colheita da uva nas duas safras, e encontravam-se distribuidos em blocos casualizados
contendo trés repeticbes. Cada tratamento principal, continha trés tratamentos

secundarios, que corresponderam aos trés diferentes periodos de maceragdo aplicados

Periodo T(°C) UR Rad Vv Precip ETO
(més/ano) Méx. Med. Min. (%) MImZdia! (ms?)  (mm) (mm.dia™)
Ciclo de producdo da Safra |
Outubro
2016 35,54 28,85 22,16 52,88 21,44 2,43 0,56 6,13
Novembro
2016 36,12 29,58 23,04 52,72 23,69 2,33 0,22 6,69
Dezembro
2016 36,07 29,79 2350 52,02 17,46 2,24 0,08 5,28
Janeiro 2017 36,22 29,84 23,47 51,00 26,14 2,24 0,30 6,61
Fevereiro
2017 35,40 29,57 23,74 54,63 22,71 2,08 0,54 5,88
Média 36,07 29,68 2347 52,72 22,71 2,24 0,30 6,13
Ciclo de producdo da Safra Il

Margo 2017 35,53 29,60 23,67 54,82 23,20 1,94 0,68 5,72
Abril 2017 34,33 28,78 23,23 59,83 19,91 2,29 0,19 5,18
Maio 2017 32,43 27,23 22,02 6351 17,25 2,31 0,49 4,33
Junho 2017 30,70 25,53 20,36 68,14 15,66 2,56 0,26 3,86
Julho 2017 28,92 23,79 18,67 6578 15,40 3,09 0,14 4,11
Média 32,43 27,23 22,02 6351 17,25 2,31 0,26 4,33

durante a vinificagdo M1 (7 dias), M2 (14 dias) e M3 (21 dias). O croqui da area

experimental € apresentado na Figura 1.

Tabela 1. Dados metereoldgicos mensais referentes aos dois ciclos produtivos (safra | e safra I1),
avaliados desde as datas das podas de producdo (26/10/2016 — safra | e 22/03/2017 — safra 1) até as
datas de colheita (fevereiro de 2017 — safra | e julho de 2017 safra I1).

T. Mé&x = Temperatura maxima; T. Méd. = Temperatura média; T. Min = Temperatura minima; UR = Umidade
relativa do ar; Rad. = Radiacdo solar global; Vv = Velocidade do vento a altura de 2,0 m; Precip. = Precipitacao
pluviométrica acumulada; ETO = Evapotranspiracao de referéncia.

A colheita da primeira safra (Safra I) iniciou-se em 09/02/2017, sendo as demais
conduzidas em intervalos de sete dias, quando as uvas atingiram teor de solidos soluveis
ao redor de 21,6°Brix (T1- 106 dias apds a poda de producdo — DAP; pH 3,38; acidez
total 0,78%), 23,4° Brix (T2-113 DAP; pH 3,72; acidez total 0,76%), e 24,5°Brix (T3 119
DAP; pH 3,81; acidez total 0,67%). A colheita da segunda safra (Safra Il) foi iniciada em
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12/07/2017, quando as uvas atingiram os teores de solidos soltveis 22,5° Brix (T1 — 112
DAP; pH 3,10; acidez total 0,82%), 23,8° Brix (T2 — 119 DAP; pH 3,78; acidez total
0,79%) e 24,6° Brix (T3 — 125 DAP; pH 3,98; acidez total 0,67%).

5.2.2 Vinificacao

Para a elaboracao dos vinhos tintos ‘Touriga Nacional’, em cada periodo de colheita
(T1, T2 e T3) foram coletadas cerca de 75 kg de uvas dos trés tratamentos secundarios da
area experimental (M1, M2 e M3). Em ambas as safras analisadas (Safra | e Safra Il), os
vinhos foram elaborados em triplicada, onde cada replicata correspondeu a uma repeticéo
do tratamento principal da area experimental (Fig. 1). A vinificacdo foi conduzida pelo
método tradicional para vinho tinto descrito por Peynaud (1997), aplicando-se o0s trés
tempos de duracgdo da etapa maceracdo durante a fermentacgdo alcoolica (07, 14 e 21 dias,
codificados como M1, M2 e M3 respectivamente). A Tabela 2 apresenta a descri¢do de
todos os vinhos elaborados junto a sua codificacdo. Ressalta-se, que ndo foi elaborada a
amostra TIM3 em ambas as safras, uma vez que é impraticavel do ponto de vista
industrial prolongar a maceracéo até 21 dias utilizando uvas com baixo potencial de

compostos fendlicos.

Primeiramente, para obter o mosto, as uvas foram desengacadas e levemente
esmagadas, com intuito de romper a baga e deixar as sementes intactas. Nesta etapa, 0s
mostos de cada uma das trés repeticbes dos tratamentos foram separadamente
homogeinizados, sendo também adicionados 100 mg L de metabissulfito de potassio
(AmazonGroup, Bento Gongalves-RS) como conservante, e 80 mg L de enzima
pectnolitica (Everzym color® — Ever BRASIL, Garibaldi - RS) para aumentar a extracdo
de pigmentos e o rendimento de uva em vinho. Em seguida, os mostos foram transferidos
para garrafdes de vidro de 20L fechados com valvulas cilindricas de vidro do tipo airlock.
O processo de fermentacdo com maceracéo foi iniciado a temperatura de 24+ 1°C, ap0s
a adigéo de 200 mg Lt de levedura comercial
Saccharomycescerevisiaebayanus(Mycoferm TM, Ever BRASIL, Bairro Garibaldina —
Garibaldi — RS) e 200 mg L™ de ativante Gersferm Plus® (AmazonGroup, Bento
Gongalves/RS).

A fermentacdo alcoolica durou pelo menos vinte e um dias, tempo maximo de

maceracao testado, e foi interrompida quando a densidade estava constante e inferior a
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0,996 g mL, teor alcodlico superior a 12% e o contetido de aglcares redutores menor do
que 3g L. Logo apos, a fermentacdo malolatica foi realizada espontaneamente por pelo
menos trinta dias em temperatura controlada em 18+1°C. Essa fermentagdo foi
interrompida quando,visualizou-se que ocorreu a degradacdo completa do acido malico
por cromatografia de papel (Ribereau-Gayon, 2006). Na sequéncia, apos trasfega, para
estabilizagdo tartarica, os vinhos foram mantidos sob refrigeracdo a 0°C durante 20 dias
e, entdo, apos nova trasfega, foi adicionado 400 mgL  de Stabigum® (E414 Goma arabica
+ E353 &cido metatarico, grupo AEB, Sao José dos Pinhais-PR). Finalmente, a
concentracdo de SO» no vinho foi ajustada para 50 mg/L e as amostras foram
engarrafadas, permanecendo armazenadas em posic¢ao horizontal a 18°C até o momento

das analises.

5.2.3 Analyses fisico-quimicas para determinacdo de padrdes enoldgicos

As analises fisico-quimicas foram realizadas seguindo os procedimentos da OIV
(2015). Nos vinhos tintos ‘Touriga Nacional’ foram determinados o pH, a partir de leitura
direta em pHmetro previamente calibrado (Hanna Instruments®, Barueri, SP, Brasil);
acidez total titulavel (expressa em g L de acido tartarico), a partir da titulagdo das
amostras com solucdo de NaOH 0,1N até valor de pH de 8,2; o teor alcool e de extrato
seco (g L), utilizando destilagdo simples das amostras no Destilador enoldgico digital
SuperDee (Gilbertini, Mildo, Italia) e balanca hidrostatica eletrnica SuperAlcomat
(Gilbertini, Milao, Italia) calibrada a 20°C; e acidez volatil, apds destilacdo por arraste a
vapor no destilador SuperDee e titulacdo com solucdo de NaOH 0,1N. Os teores de
diéxido de enxofre SO2 livre e total foram determinados por iodometria de acordo com
0 método de Ripper, que usa uma solucéo de iodo 0,02N como titulante e amido como
indicador. Adicionalmente, o teor de aglcares redutores totais (g L) foi determinado
pelo método de Lane-Enyon, baseado em procedimento descrito por Ribéreau-Gayon et
al. (2006).

Color intensity (CI) was calculated as the sum of absorbances at 420, 520, and 620
nm, using a UV-Vis spectrophotometer (Varian Cary 50 Bio, New Jersey, USA) in
accordance with Ough & Amerine (1988). Wine color was further evaluated in CIELab
and CIELCh color spaces using a Delta Color portable colorimeter (Sdo Leopoldo, RS,
Brazil) in transmittance mode with D65 illuminant and a 10° angle. Determined color
coordinates included L* (lightness), a* (green/red), b* (yellow/blue), C* (chroma or

saturation), and h (hue angle).
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The total polyphenol index (TPI) was measured according to the method by
Harbertson & Spayd (2006). Red wine samples were diluted to 1% using distilled water
and their absorbance was read at 280 nm using a UV-Vis spectrophotometer (Varian Cary
50 Bio, New Jersey, USA) with a quartz cuvette.

A intensidade de cor (IC) foi determinado através do valor de somatdrio das
absorbancias nos comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm, sendo as leituras
realizadas em espectrofotometro UV-Vis (VarianCary 50 Bio, New Jersey, USA) de
acordo com Ough and Amerine, (1988). A coloracéo dos vinhos também foi determinada
utilizando os espacos de cor CIE L*a*b* e CIE L*C*h e colorimetro portatil Delta Color
(S&o Leopoldo, RS, Brasil), as coordenadas determinadas foram: L*(luminosidade), a*
(verde/vermelho), b* (amarelo/azul), C* (Chroma ou saturacdo), e h (angulohue ou
angulo de tonalidade).

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado em espectofotometro
UV-vis a 760nm (ThermoFisherScientific, modelo Multiskan Go, Massachusetts,
USA), a partir do método proposto por Singleton e Rossi (1965) com adaptacfes. Os
reagentes utilizados foram o Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, USA), solucdo de
acetona a 70% e carbonato de sodio a 7,5%. A curva de calibracdo foi obtida a partir do
acido galico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), variando a concentracdo entre 0 e 7,0 pL
mL?. As analises de antocianinas monoméricas totais foram realizadas pelo método de
diferencial de pH (Lee et al., 2005) com a leitura nos comprimentos de 520nm e 700nm
em espectrofotbmetro UV-vis (ThermoFisherScientific, modelo Multiskan Go,
Massachusetts, USA) e as concentragdes desses pigmentos foram expressos em mg L
de malvidina-3-O-glucosideo (PM=493,2).

A =[(A520 nm — A700 nm) pH = 1.0] — [(A520 nm — A700 nm) pH = 4.5]

Eq. (2) C (mg malvidin 3-glucosideo L) = AxMWxDF+£x1 Eq. (3)

Onde: MW = peso molecular; DF = fator de dilui¢do; £ = absortividade molar (28 000

mol L) e 1 = comprimento do caminho (cm).
Para determinar o indice de polifendis totais — IPT foi usado o método de

(Harbertson; Spayd, 2006). O vinho tinto foi diluido na proporcdo de 1% com &gua

destilada e com auxilio de um baldo volumétrico de 100ml. As amostras diluidas foram
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lidas em absorbancia no espectrofotémetro UV-Vis (VarianCary 50 Bio, New Jersey,

USA)a 280nm, com cubeta de quartzo.

5.2.4 A nélise de capacidade antioxidante

The total phenolic content was assessed at 760 nm using a UV-Vis
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, model Multiskan Go, Massachusetts,
USA), following the Singleton and Rossi (1965) protocol with modifications by Carvalho
etal. (2021). The assay employed Folin-Ciocalteau reagent (Sigma-Aldrich, USA), a 70%
acetone solution, and a 7.5% sodium carbonate solution. A calibration curve was
generated using gallic acid (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) with concentrations ranging
from 0 to 7.0 pL mL™. Total monomeric anthocyanin analysis was performed using the
pH differential method (LEE et al., 2005), with absorbance readings at 520 and 700 nm
on a UV-Vis spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, model Multiskan Go,
Massachusetts, USA), expressing pigment concentrations in mg L™ of malvidin-3-O-
glucoside (MW = 493.2, £ = molar absorptivity 28,000 mol L?).

The antioxidant capacity of 'Touriga Nacional' red wine samples was evaluated
using ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), Sigma-Aldrich,
USA) (NENADIS et al.,, 2007) and DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, Sigma-
Aldrich, USA) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) assays. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid, Sigma-Aldrich, USA) was used as a standard for
calibration curves, with results expressed in umol mL™* of Trolox equivalent (TE).
Absorbances for ABTS and DPPH assays were read at 515 nm and 734 nm, respectively,
on a UV-Vis spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, model Multiskan Go,
Massachusetts, USA).

5.2.5 Identification do perfil de compostos fendlicos

Vinte e sete compostos fenolicos foram quantificados nas amostras de vinho tinto
‘Touriga Nacional’ em uma Unica corrida com duragdo de 60 minutos, utilizando
cromatografo liquido de alta eficiéncia (modelo Alliance 2695, Waters, Milford, MA,
USA), acoplado aos detectores de Arranjo de Diodos - DAD (280, 320, 360, and 520 nm)
e Fluorescéncia — FD (emissdo de 280nm e excitacdo de 320 nm). Baseando-se nos
métodos previamente validados nas mesmas condicOes laboratoriais por Natividade et al.
(2013) e Costa et al. (2020), os compostos fenolicos foram separados pela pré-coluna

Gemini-NX18 pre-column(4,0 mm x 3,0 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) e
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coluna Gemini-NX18 (150 mm x 4,60 mm x 3 um, Phenomenex, Torrance, CA, USA).
Como fases mdveis foram utilizadas a solucdo de acido orto-fosforico a 0,85% (Fluka,
Suica) em agua ultra-pura (Purelab Option Q Elga System, USA) (solvente A) e
acetonitrila (Grau HPLC, J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) (solvente B), sendo
aplicada eluicdo por gradiente composta de: 0 min 100% solvente A, 10 min 93% solvente
A, 20 min 90% solvente A, 30 min 88% solvente A, 40 min 77% solvente A, 45 min 65%
solvente A, and 55 min 100% solvente B. O fluxo foi de 0,5 mL min™ e a temperatura do
forno foi mantida a 40 °C. As amostras foram injetadas em aliquotas de 10 pL
previamente filtradas em membrana de 13 mm de diametro e tamanho de poro 0,45um
(Allcrom, Phenomenex, Torrance, CA, USA).

Os dados foram processados pelo software Waters Empower ™ 2 (Milford, MA,
EUA). Para a quantificacdo, foram construidas curvas padrdo usando acidos fenolicos,
nomeadamente acidos galico, caféico, caftarico, p-cumarico, ferdlico e
clorogénico.Padrbes auténticos de flavonodides e estilbenos, incluindocaempferol-3-O-
glucosideo, isorhamnetina-3-O-glucoside, miricetina, quercetina-3-B-D-glucosideo,
rutina, (-)-epicatechin, (+)-catequina, (-)-galatoepigalocatequina, (-)-galatoepicatequina,
procianidina A2, procianidina B1, procianidina B2, pelargonidina-3-O-glucosideo,
cianidina-3-O-glucosideo,  delfinidina-3-O-glucosideo,  malvidina-3-O-glucosideo,
petunidina-3-O-glucésideo, peonidina-3-O-glucosideo, cis-resveratrol, piacetanol,
andtrans-resveratrolwerealsoused (Extrasynthese, Genay, France).Todos os padrdes

apresentam gau de pureza > 98%.
5.2.6 Perfil Sensorial do vinho

A analise sensorial dos vinhos foi previamente autorizada pelo Comité de Etica em
Pesquisa com seres humanos (CAAE 7398371.9.1001.8052), em conseso com a
Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saide do Brasil. A caracterizagdo do perfil
sensorial dos vinhos da cultivar Touriga Nacional elaborados nas Safra | e Il foi
conduzida pelo mesmo painel sensorial utilizando técnica baseada na Analise Descritiva
Quantitativa (QDA®) desenvolvida por Stone et al (1974). As avaliagbes foram
realizadas em cabines individuais, sob luz branca e temperatura controlada em 22+2°C.

Seguindo os critérios descritos por Biasoto et al (2014), anteriormente a avaliacdo
dos vinhos da Safra I, foram previamente selecionados vinte voluntarios (treze mulheres
e sete homens com idade entre 20 e 40 anos). Para isso foram inicialmente recrutados

vinte voluntarios entre estudantes, professores e técnicos do curso de Viticultura e
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Enologia do Instituto Federal do Sertdo Pernambucano de Petrolina-PE, Brasil. para
selecionar esses voluntarios foram realizados os testes de: i) memoria sensorial para odores
associados a vinhos tintos, utilizando 23 referéncias da roda de vinho desenvolvido por
Noble et a. (1987) ; ii) diferenca do controle (Meilgaard, Civillie & Carr, 2006), para
avaliar a reprodutibilidade e habilidade em discriminar sabor em amostras de vinho tinto
(Apéndice 1); e iii) sensibilidade aos gostos basicos e a adstringéncia (Apéndice 3).

Em etapa posterior, utilizando os dez julgadores selecionados realizaram o
levantamento da terminologia descritiva dos vinhos tintos utilizando o Método do
Repertério de Kelly (Moskowitz, 1983), os julgadores selecionaram 13 descritores
sensoriais para descrever as amostras em relacdo a aparéncia, aroma, sabor e sensacgoes
bucais de textura, juntamente com suas definicbes e referéncias para posterior
treinamento do painel. Nessa etapa também foi gerada de forma consensual a ficha de
avaliacdo das amostras com os 13 descritores (Apéndice 6) associados a escalas nédo
estruturadas de 9cm ancoradas nos extremos esquerdo e direito com termos que
expressam intensidade como “nenhum/fraco” e “forte” respectivamente (Apéndice 5). Na
sequencia foram realizadas nove sessdes de treinamento com duragdo de 60 minutos.

Finalizado o treinamento, foi realizada uma selecéo final do painel. Nesta etapa cada
julgador avaliou trés das amostras de vinho da safra | em triplicata utilizando a ficha de
avaliagdo previamente desenvolvida pelo painel (Apéndice 5). Dez julgadores foram
selecionados com base em seu bom poder discriminativo (pFamostra < 0,50),
reprodutibilidade nos julgamentos (pFrepeticio > 0,05) e consenso com a equipe em pelo
menos 80% dos descritores (Damasio & Costell, 1991).

Seguindo um design de blocos incompletos balanceados proposto por Cocharam &
Cox (1957), os julgadores avaliavaram as oito amostras de vinhos em trés repeticdes,
sendo servidas duas amostras por sessdo para evitar a fadiga sensorial dos julgadores. Os
julgadores avaliaram primeiramente os vinhos da safra | e apds seis meses 0s vinhos da
safra I, sendo o treinamento reconduzido para que relembrassem os atributos e
referéncias de intensidade.

Para a avaliacdo, as amostras de vinho foram servidas em aliquotas de 30mL, a
temperatura ao redor de 18°C, e em tagas de cristal proprias para a degustagdo de vinho
(ISO 3591:1977). As tagas foram codificadas com nimeros de trés digitos e cobertas com

vidros de relégios para evitar a perda de material volatil.
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5.2.7 Analise estatistica

Os dados das analises fisico-quimicas, avaliacdo da capacidade antioxidante e analise
sensorial descritiva foram submetidos 8 ANOVA e teste de média de Tukey (p<0,05)
utilizando o software Statistical Analysis System (SAS®, University Institute Inc., Cary,
NC, USA, 2017). utilizando o software. Adicionalmente, Analise de Componentes
Principais (ACP) e correlagdo de Pearson (p<0,05) foram obtidas com o software XLStat

(Addinsoft Inc., Anglesey, U.K., 2015).

5.3 RESULTADO E DISCUSSAO
5.3.1 Composigéo fisico-quimica e colorimétrica

De acordo com a Tabela 2, o pH dos vinhos variou de 4,13 a 4,44 para a Safra | e de
4,02 a 4,40 para a Safra Il. Esses valores de pH foram elevados para vinho tinto,
principalmente para os vinhos elaborados com uvas colhidas em estadio de maturacao
mais avangado (T3). De fato, em regides de clima quente os vinhos costumam apresentar
maiores valores de pH (GARDE-CERDAN et al., 2011). Porém as temperaturas mais
elevadas na Safra | (denominada de “safra de verdo”), com média maxima de 36,07°C,
minima de 23,47°C e média (Tabela 1) fizeram com que os vinhos (T1), ainda que
elaborados com uvas colhidas aos 106 dias ap6s a poda (DAP), ja apresentassem pH
elevados e superiores aqueles aos de Padilha et al (2016), que analisou vinhos tintos
comerciais do Submédio do Vale do Séo Francisco de diferentes variedades, incluindo a
cultivar Touriga Nacional, e identificaram valores de pH de até 4,09. Vale ressaltar que
industrialmente muitas vezes é utilizado acido tartarico e outras ferramentas enoldgicas
para abaixar o pH do mosto de vinho. Ja na Safra IT (denominada de “safra de inverno”™),
cujas temperaturas foram um pouco mais amenas, com média minima de 22,0°C e
maxima de 32,4°C, os vinhos T1, elaborados com uvas colhidas aos 112 DAP,
apresentaram valores de pH inferiores, ainda que superiores a 4,0. Porem, para a colheita
de uvas na “safra de inverno” no Submeédio do Vale do S&o Francisco, é recomendado
um ciclo ao redor de 120 DAP para cultivares que ja se encontram bem adaptada as
condicdes edafoclimaticas da regido, a exemplo da Syrah (BARBARA et al.,2019). Esses
elevados valores de pH (>4,0) podem reduzir a estabilidade do vinho tinto, diminuindo
seu tempo de vida de prateleira.

Os valores referentes a acidez total titulavel (AT) variaram de 5,31 g L?a 5,96 g L™,

e4,78gL1a6,05g L™ paraassafras | e I, respectivamente. Os valores de AT n&o foram

107



inversamente proporcionais aos de pH, como era esperado, mas de acordo com a Tabela
2, nota-se que o prolongamento da maceragdo proporcionou uma maior extracao de acidos
organicos e elevacdo da AT, aumentando possivelmente a estabilidade do vinho tinto
‘Touriga Nacional’ tropical, que estd ligada diretamente a maiores valores de AT, além
de outros parametros (BARRETO et al., 2019).

Assim como ocorreu para o pH, os valores de acidez volatil (AV) foram bastante
elevados em ambas as safras para todos os vinhos ‘Touriga Nacional’, notamente quando
foram utilizadas uvas ‘Touriga Nacional’ colhidas em estidio de maturagdo mais
avancado e maior tempo de maceracdo. Tais caracteristicas, alto AV e pH, podem indicar
falhas no manejo do vinhedo, necessidade de avaliar formas para melhorar a adaptagéo
da cultivar a regido, e/ou da aplicagdo de préaticas enoldgicas especificas para contornar a
problematica, como a correcdo do mosto de vinho.

O teor alcdolico variou de 10,27% (T1M1) a 13,55% (T3M1) na Safra I, enquanto na
safra I, foi de 11,54 % (T1M1) a 14,42% (T3ML1). Interessante notar que as temperaturas
mais elevadas e maior intensidade de insolagdo da safra | (Tabela 1), n&o proporcionaram
maior conteudo alcdolico no vinho. Barbara et al., (2019) encontraram resultados
semelhantes em vinhos tintos da cultivar Syrah em condicGes tropicais, cujas amostras
elaboradas com uvas colhidas em diferentes estadios de maturacdo e elaborados com
tempos distintos de maceracdo, tiveram o teor alcéolico variando entre 11,5% e 14,6 %.
Os vinhos também estdo na faixa encontrada por Gil et al., (2012) em vinhos espanhdis
das variedades ‘Cabernet Sauvignon’ e ‘Tempranillo’, cujo teor alcodlico encontrava-se
entre 11,9% e 14,6%. Estes vinhos também foram elaborados com uvas de diferentes
estadios de maturacdo utilizando tempos distintos de maceracdo, no entanto, para todos
os casos quem influenciou significativamente no aumento do teor alcoolico da bebida foi
0 aumento do grau de maturagdo da uva. Ja o teor de aguUcar residual foi maior por efeito
do estadio de maturacdo da uva somente nos vinhos T3M1, T3M2 e T3M3 da Safra | e
T3ML1 da Safra Il.

Em contrapartida, o teor extrato seco dos vinhos ndo apresentou uma relagdo com o
estadio de maturacdo da uva ou com o tempo de maceracdo comum as duas safras
avaliadas. De maneira geral, 0 extrato seco foi superior nos vinhos da Safra Il, variando
de 27,92 (T2M2) a 37,42 (T3M1) g L, enquantona Safra | os valores foram de 21,64
(T3M3) a 26,11 (TAM1) g L™*. Um maior teor de extrato seco proporciona mais corpo e
estrutura ao vinho tinto (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
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A mudanca na coloragéo dos vinhos em funcdo do estadio de matuacao da uva e tempo
de maceracdo é mostrada na Tabela 2. Em termos gerais, a intensidade da cor (IC)
aumentou com o avanco da maturacgdo da uva, assim como a luminosidade (L*) diminuiu.
Adicionalmente, a maceracédo aplicada por periodo de no minimo 14 dias em vinhos de
uvas colhidas em estadio intermediario de maturacéo (T2) na safra Il, originou bebidas
de coloragdo mais intensa, devidos aos menores valores L* e maior saturacdo (C*).
Adicionalmente, é importante ressaltar que os vinhos das uvas colhidas na safra Il
apresentaram maiores valores de IC.

O indice de polifenois totais (IPT) nos vinhos elaborados com as uvas ‘Touriga
Nacional’ foi bastante elevado, independente do estadio de maturagdo da uva e tempo de
maceracdo e época de colheita, chegando a 94,00 (T3M3) na Safra | e 151,24 (T3M1) na
Safra Il. De acordo com Hernandes 2004, os vinhos com IPT > 60 estdo aptos para a
elaboracdo de “vinhos de guarda”, assim todos os vinhos tropicias ‘Touriga Nacional’
elaborados poderiam ser destinados ao envelhecimento, no entanto é recomendado que
antes alternativas agronomicas e/ou enoldgicas sejam praticadas para reduzir o valor de
pH e AV.
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Table 2: Caracterizagdo fisico-quimica e colorimétrica dos vinhos tintos ‘Touriga Nacional’ procedentes do Submédio do Vale do Sdo Francisco,

e elaborados em duas safras de um mesmo ano (fevereiro — Safra | e julho — Safra 1), a partir de uvas colhidas em trés estadios de maturacéo e

utilizando diferentes tempos de duracdo da maceracdo durante a vinificacao.

SAFRA 112

Tempo de maceragio

Parametros Dias ap0s a poda para a colheita - DAP V107 dias M2 14 dias M3 2L dins
T1:106 DAP 4,13 Bb £ 0,07 4,23 Ac£0,01
pH T2: 113 DAP 4,30 Aa£0,02 4,30 Ab + 0,04 4,30 Ab + 0,08
T3:119 DAP 4,33 Aa=0,04 4,43 Aa£0,02 4,44 Aa£0,01
Acidez Total Titulavel T1:106 DAP 535Ab+0,11 5,31 Ac £ 0,08
(AT) /(g LD T2: 113 DAP 5,41 Ab + 0,05 5,51 Ab + 0,07 5,66 Bb + 0,021
T3:119 DAP 5,83 Aa+0,19 5,96 Aa £ 0,07 5,86 Aa £ 0,05
T1:106 DAP 0,86 Ac + 0,07 0,93 Ac+0,10
Acidez volétil (g L) T2: 113 DAP 1,09 Bb + 0,06 1,10 Bb £ 0,06 1,29 Ab £ 0,07
T3:119 DAP 1,34 Aa +0,08 1,44 Aa+0,01 1,32 Aa£ 0,04
T1:106 DAP 2,75 Ac £ 0,45 1,83 Bc+0,41
AcUcares redutores (g L) T2: 113 DAP 3,09 Bb + 0,03 3,09 Bb + 0,03 3,32 Ab+0,01
T3:119 DAP 3,53 Aa+ 0,03 3,55 Aa £ 0,03 3,68 Aa 0,05
T1:106 DAP 10,27 Ac £0,16 10,42 Ac+ 0,23
Teor alcodlico %v/v T2: 113 DAP 11,96 Abx 0,29 11,85 Ab+ 0,12 11,9 Ab+ 0,34
T3: 119 DAP 13,55 Aa+ 0,23 13,43Aa+ 0,24 13,48 Aa+ 0,9
T1:106 DAP 24,4 Aa + 3,48 26,11 Aa + 4,07
Extrato seco (g L) T2: 113 DAP 24,66 Aa + 0,83 24,83 Aa + 3,49 21,71 Aa+1,25
T3:119 DAP 21,76 Bb + 2,91 25,6 Aa+ 3,0 21,64 Aa 2,67
T1: 106 DAP 63,87 Bc £ 7,57 66,07 Ab + 4,46
indice de Poifentis Totais (IPT) T2: 113 DAP 72,13 Ab £ 15,61 75,00 Ab £0,99 84,53 Ab £19,61
T3:119 DAP 92,60 Aa+ 14,21 87,33 Aa + 23,54 94,00 Aa + 14,19

CONTINUAGAO DA TABELA 2...
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HARVEST |12

Parameter

Days post-harvest pruning - DPP

Maceration time

M1 - 07 days M2 — 14 days M3 - 21 days
T1:106 DPP 15.39 Aa + 1.61 13.07 Ab + 1.09
( 4253'258“162223’%) T2:113 DPP 13.58 Ab +0.84 1222 Bb +0.16 13.10 Ab + 0.65
T3:119 DPP 14.85 Ab + 2.02 13.94 Aa+ 1.45 1534 Aa+ 2,01
T1:106 DPP 13.87 Aa+0.52 14.06 Aa+ 1.70
L* T2:113 DPP 13.63 Ab + 0.63 13.03 Ab +0.82 13.26 Aa+0.08
T3:119 DPP 1352 Ac+1.15 1253 Ac +2.48 12.56 Ab + 1.15
T1:106 DPP -0.03 Act 0.18 -0.74 Ab +0.42
a* T2:113 DPP -0.5 Abt 0.17 2049 Ac +0.11 -1.30Ab +0.30
T3:119 DPP 151 Aa+0.32 -1.56 Aa + 0.36 179 Aa+0.35
T1:106 DPP 5.42 Aa+0.38 4.84 Bb + 0.66
b* T2:113 DPP 4.89 Ab +0.53 5.06 Ab + 0.55 4.86 Ab +0.08
T3:119 DPP 4.94 Ab +0.13 5.48 Aa + 0.41 531 Aa+0.14
T1:106 DPP 5.43 Aa £ 0.40 4.92 Ab+0.76
c* T2:113 DPP 4.92 Ab +0.54 5.03 Ab + 0.46 4.90 Ab+0.21
T3:119 DPP 5.20 Ab + 0.27 5.70 Aa + 0.51 5.63 Aa+ 0.27
T1:106 DPP 90.43 Bb + 1.81 98.59 Ab +2.45
h T2:113 DPP 95.88 Ab + 2.59 93.87 Bb + 3.10 105.71 Ab + 2.68
T3:119 DPP 106.86 Aa + 3.43 105.85 Aa + 1.90 109.04 Aa + 2.96
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SAFRA 112

Tempo de macerago

Parametros Dias apds a poda para a colheita - DAP
M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 - 21 dias
Intensidade de cor T1: 106 DAP 15,39 Aa £ 1,61 13,07 Ab + 1,09
(IC, 420 + 520 + 620 nm) T2: 113 DAP 13,58 Ab +0,84 12,22 Bb + 0,16 13,10 Ab + 0,65
T3:119 DAP 14,85 Ab 2,02 13,94 Aa = 1,45 15,34 Aa = 2,01
T1: 106 DAP 13,87 Aa £ 0,52 14,06 Aa = 1,70
L* T2: 113 DAP 13,63 Ab 0,63 13,03 Ab +0,82 13,26 Aa = 0,08
T3: 119 DAP 13,52 Ac £ 1,15 12,53 Ac £2,48 12,56 Ab + 1,15
T1: 106 DAP -0,03Ac+ 0,18 -0,74Ab + 0,42
a* T2: 113 DAP -0,5Ab+ 0,17 -0,49Ac £ 0,11 -1,39Ab + 0,30
T3:119 DAP -1,51 Aa+0,32 -1,56 Aa£0,36 -1,79 Aa+ 0,35
T1: 106 DAP 5,42 Aa £ 0,38 4,84 Bb = 0,66
b* T2: 113 DAP 4,89 Ab £ 0,53 5,06 Ab + 0,55 4,86 Ab £ 0,08
T3:119 DAP 4,94 Ab£0,13 5,48 Aa £+ 0,41 5,31 Aa+0,14
T1: 106 DAP 5,43 Aa + 0,40 4,92 Ab £ 0,76
c* T2: 113 DAP 4,92 Ab £ 0,54 5,03 Ab £ 0,46 4,90 Ab £0,21
T3: 119 DAP 5,20 Ab + 0,27 5,70 Aa£0,51 5,63 Aa £ 0,27
T1: 106 DAP 90,43Bb +1,81 98,59 Ab * 2,45
h T2: 113 DAP 95,88 Ab + 2,59 93,87 Bb + 3,10 105,71 Ab + 2,68
T3: 119 DAP 106,86 Aa * 3,43 105,85 Aa £ 1,90 109,04Aa + 2,96
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CONTINUAGAO DA TABELA 2...

SAFRA 1112

Tempo de maceragio

Parametros Dias ap6s a poda para a colheita - DAP
M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 — 21 dias

T1:112 DAP 4,02 Ac £ 0,09 4,07 Ac = 0,05
pH T2: 119 DAP 4,10 Ab + 0,02 4,16 Ab + 0,06 4,19 Ab + 0,05
T3:125 DAP 4,17 Aa £ 0,05 4,30 Aa = 0,07 4,40 Aa £ 0,05

Acidez Total Titulavel T1:112 DAP 5,27 Ab £ 0,17 4,90 Ba+0,19
(AT)/ (gL?) T2:119 DAP 5,26 Bc +0,18 5,27 Aa + 0,47 6,05 Aa + 0,47
T3:125 DAP 5,71 Aa£0,27 5,25 Aa£0,13 4,78 Bb + 0,97

T1: 112 DAP 0,99 Bc + 0,05 1,02 Ab + 0,06
Acidez volatil (g L?) T2: 119 DAP 1,20Bb £ 0,04 1,56 Aa 0,04 1,65 Ab £ 0,02
T3: 125 DAP 1,64 Aa+0,03 1,51 Aa + 0,06 1,73 Aa+0,11

T1: 112 DAP 2,56 Bb + 0,08 2,69 Aa £ 0,09
AcUcares redutores (g L) T2: 119 DAP 2,66 Ab+0,18 2,60 Bb £ 0,75 2,83 Aa+0,75
T3: 125 DAP 2,95 Aa £ 0,26 2,43Bc+0,17 2,65 Bb £ 0,39

T1:112 DAP 11,54 Bc £ 0,52 12,06 Ab + 1,02
Teor alcodlico %v/iv T2: 119 DAP 13,23 Ab +0,33 12,19 Bb £0,71 12,73 Ba+0,21
T3: 125 DAP 14,42 Aa£1,00 12,49 Aab + 0,29 13,48 Aa£0,35

T1:112 DAP 34,32 Bc +£1,63 36,05 Aa+131
Extrato seco (g L) T2: 119 DAP 36,2 Ab +7,88 27,92Bb +£2,41 30,07 Ba+4,29
T3: 125 DAP 37,42 Aa = 2,46 29,24 Ab + 1,16 33,51 Aa+2,02

CONTINUAGAO DA TABELA 2...
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SAFRA 1112

Tempo de maceragio

Parametros Dias ap6s a poda para a colheita - DAP
M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 - 21 dias
o o _ T1:112 DAP 94,13 Ac + 6,57 90,81 Bc + 4,36
Indice de Foifenols Totais T2: 119 DAP 118,03 Ab £ 3,52 114,47 Ab £ 0,89 121,44 Ab £ 6,91
(PT) T3: 125 DAP 151,24 Aa = 2,53 118,23 Aa + 2,37 145,00 Aa £2,24
Intensidade de cor T1:112 DAP 18,17 Ab + 1,41 18,11 Ac £ 0,94
(IC, 420 + 520 + 620 nm) T2: 119 DAP 20,61 Aa+0,71 21,29 Aab + 0,14 23,99 Ab £ 0,55
T3: 125 DAP 25,46 Aa + 3,18 22,89 Aa+ 1,22 2555 Aa+ 1,74
T1:112 DAP 14,97 Aab = 0,45 15,36 Ab + 1,47
L* T2:119 DAP 14,99 Aa £ 0,53 14,78 Bc £ 0,71 14,38 Bb £ 0,08
T3: 125 DAP 14,41 Ab + 0,42 16,11 Aa+2,11 15,43Aa + 0,98
T1:112 DAP -2,35Abx 0,25 -2,26 Ab £ 0,35
a* T2:119 DAP -2,44 Aa + 0,13 -2,32Aa £ 0,14 -2,42 Aa+0,24
T3:125 DAP -2,34 Ac £ 0,20 -2,11Bc+0,31 -2,29 Ab £ 0,29
T1:112 DAP 3,94 Aa£0,32 3,84 Ab £ 0,56
b* T2:119 DAP 3,61 Ab+0,43 4,10 Aa £ 0,50 4,05 Aa£0,10
T3: 125 DAP 3,76 Ab + 0,07 3,60 Ab +0,35 3,78 Ab+ 0,15
T1:112 DAP 4,59 Aa £ 0,35 4,46 Ab + 0,63
C* T2:119 DAP 4,37 Ab £ 0,42 4,70 Aa £ 0,46 4,72 Aa £ 0,16
T3:125 DAP 4,43 Aa £ 0,05 4,16 Bb + 0,45 4,43 Aa£0,27
T1:112 DAP 120,81 Ab£1,78 120,50 Aa + 2,13
h T2:119 DAP 124,20 Aa + 2,29 120,21 Ab £ 3,00 120,91 Aa + 2,42
T3:125 DAP 121,43 Ab £ 1,54 120,28 Aab + 1,69 120,91 Aa + 2,49

11 Médias com letras minGsculas em comum indicam tratamentos que ndo diferem para o pardmetro avaliado em funcéo do estadio de maturagdo da uva na data de colheita de
acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 2 Médias com letras maidscula em comum indicam tratamentos que n&o diferem para o parametro avaliado em fungéo do tempo de

duragdo da etapa de maceragdo aplicada durante a vinificag@o de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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5.3.2 Phenolic compounds

A Tabela 3 apresenta o resultado da quantificacdo dos compostos fendlicos por
HPLC-DAD-FD e por método espectrofotométrico. Nota-se que o aumento do grau de
maturagdo da uva ‘Touriga Nacional’ na colheita (T2 e T3), de modo geral, promoveu
aumento na concentracdo dos compostos fendlicos quantificados em ambas as safras
analisadas, independentemente do tempo de duracdo da maceracdo aplicado na

vinificacdo, com excecdo dos acidos trans-caftarico e clorogénico.

Uvas colhidas em estadio de sobrematuracdo (T3) favoreceram uma maior extracéo
de compostos fendlicos totais (CFT - quantificado por método espectrofotométrico), na
safra | a média de CFT foi maior para T3M1 sendo igual a 5109,01 mg L™, e na safra Il
para T3M2 (3613,80mg L™ ). Dessa forma, ¢ importante ressaltar também que as
temperaturas mais quentes da safra I (“safra de verdo”) proporcionaram um aumento
expressivo no conteido de CFT no vinho ‘Touriga Nacional’. Em contrapartida, nota-se
que os valores de CFT dos vinhos tropicais analisados sdo de maneira geral superiores
aos encontrados por Van et al. (2014) em vinho de cultivares Syrah, Pinot Noir, Cabernet
Sauvignon, Malbec, Merlot (948 — 3526 mg L). Também foi superior aos encontrados
por Barbaréa et al. (2019) e Alencar et al. (2017) em vinhos tropicais ‘Syrah’, com valores
méaximos de 2.108 mg L™ e 2102.4 mg L, respectivamente. O menor valor de CFT
identificado nos vinhos ‘Touriga Nacional’ na safra I foi de 3434,16 mg L™* (TIM1) e na
safra Il de 2648,56 mg L™ (T1M2). Esses resultados respaldam o grande potencial da
variedade ‘Touriga Nacional” independente da época do ano de colheita. Adicionalmente,
destaca-se que o prolongamento da maceracdo aumentou o conteddo de compostos
fenolicos dos vinhos elaborados apenas com as uvas colhidas no estadio de maturagédo

tecnoldgica (T2).

Ao contrario do conteudo de CFT, na safra | o conteudo de antocininas monomeéricas
(quantificadas por método espectrofotométrico) variou de 129,60 mg L (T1IM1) a
160,31 mg L (T3M1), sendo de modo geral inferior ao identificado nos vinhos da safra
I, onde variou de 72,74 mg L (TIM1) a 351,57 mg L (T3M1). Os vinhos da safra Il
também obtiveram maiores valores de Intensidade de cor (IC) de acordo com a Tabela 2,
chegando a 25,55, enquanto o maior valor de IC dos vinhos da safra | foi de 15,39. Por
outro lado, o comportamento das antocianinas monomeéricas diferiu entre as duas safras
do ano de 2017. Nota-se na Tabela 3 que na safra | o contetudo de antocianinas diminui

com o avan¢o da maturacdo da uva, mas somente quando foi aplicado tempo de
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maceracao superior a 7 dias (M2 e M3). J& na safra Il, todos os vinhos com as uvas
colhidas em sobrematuracdo (T3) apresentaram maior conteddo de pigmentos,
principalmente quando foram elaborados com 7 dias de maceracgdo (M1). A diminuigéo
da concentracdo de antocianinas com o prolongamente da maceracao pode ser explicada
em funcéo das reacBes que podem ocorrer de co-pigmentacdo entre esses pigmentos e
procianidinas (BUDIC-LETO et al. 2008, KOCABEY et al., 2016).

O conteldo total dos acidos fendlicos quantificados nos vinhos por HPLC-DAD-FD
variou na safra I de 136,00 a 199,60 mgL*, sendo inferior ao da na safra Il, que variou de
170,50 a 218,44 mg L™*. O 4cido cafeico foi 0 majoritario, sequido do galico e p-cumarico.
Com relacdo a concentracdo de acido galico, para ambas as safras, ocorreu um aumento
crescente com a utilizagdo de uvas colhidas em estadio mais avangado de maturagdo e
prolongamento no tempo de maceracdo, sendo maior para o0 tratamento T3MS3,
alcancando valores de 77,34 mg L™ na safra | e 91,15 mg L™ na safra Il. Teixeira et al
(2013) relatam que alguns compostos fendlicos, em especial os acidos fendlicos e
estilbenos, normalmente sdo acumulados durante a maturacdo das bagas, isto ocorre
devido ao estresse bidtico ou abiotico sofrido pela videira. Por sua vez, o contetdo de
acido cafeico variou nos vinhos de 73,37 mg L (T1M2) a 108,43 mgL"* (T3M1) na safra
| e na safra Il de 85,80 mg.L? (T3M1) a 117,66 mg L (T2M1), néo foi influenciado
significativamente pelo tempo de duracdo da maceracdo, e aumentou com 0 avanco da
maturacdo da uva somente na safra I. O &cido p-cumarico apresentou comportamento
semelhante. Outros &cidos quantificados em menores concentracdes foram os &acidos
trans-caftarico, clorogénico e ferulico. Os dois primeiros apresentaram-se em maiores
concentracdes nos vinhos das uvas colhidas antes da maturacdo tecnoldgica ideal (T1), e
no caso da acido trans-caftarico, diminuiram também com o prolongamento da
maceracdo. O contetdo de &cido ferulico ndo foi alterado pela maceracdo. Os acidos
fendlicos sdo relatados como ndo tendo nenhuma influéncia direta no sabor ou odor do
vinho, no entanto, eles sdo precursores de fendis volateis produzidos pela a¢do de
leveduras do género Brettanomyces (RIBEREAU-GAYON, 2006b).

Os estilbenos apresentaram comportamento parecido nas duas safras do ano, com
quantidades relativamente maiores na safra I, tendo o contetdo de piceatannol se
destacado na safra | e cis-resveratrol na safra Il. Adicionalmente, nota-se na Tabela 3, que
a maceracao prolongada ndo aumentou a concentracgao de estilbenos no vinho, mas sim o

estadio de maturacdo da uva na colheita. A concentracdo de cis-resveratrol foi maior
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quando o vinho foi elaborado com uvas colhidas na maturacdo tecnologica ideal (T2),
chegando a 0,81 mg L™t na safra | e 2,05 mg L na safra I1. Ja as concentragdes de trans-
resveratrol e piacetannol foram superiores nos vinhos elaborados com as uvas colhidas
em sobrematuracéo (T3), atingindo respectivamente 0,89 e 2,03 mg L™ na safra | e 0,68
e 1,47 mg L? na safra Il. Ainda que os valores de trans-resveratrol encontrados neste

estudo tenham sido inferiores aos de piceatannol e cis-resveratrol.

O total de flavanols foi fortemente influenciado pelo grau de maturagdo da uva e
também foi superior para os vinhos da safra 11, chegando até 318,75mg L™, enquanto na
safra | o maior valor encontrado foi de 229,14 mg L. De modo geral, o prolongamento
do tempo de maceracdo e o estadio de maturagdo da uva mais avancado na colheita
aumentaram o contetdo desses compostos (Tabela 3). A juncdo das préaticas de maceracao
por 21 dias (M3) e colheita de uvas no estadio de sobrematuracdo (T3), promoveram aos
vinhos tropicais ‘Touriga Nacional’ as maiores concentra¢des de (+) -catequina, (-) -
epicatequina e das Procianidinas A2, B1 e B2, sendo elas quantificadas na ordem de
45,99, 50,98, 4,41, 43,82, e 75,28 mg L na safra I, e 62,09, 78,99, 6,47, 57,14 ¢ 104,83
mg L™ na safra Il, respectivamente. Gordillo et al., (2016) avaliaram vinhos espanhois
‘Syrah’ e também identificaram concentracBes mais altas de (-) -epicatequina e (+) -
catequina nos vinhos macerados durante um periodo mais longo e quantificaram com 10
dias teores de 17,8 mg L* de (+)-catequina e 15,0 mg L* de (-)-epicatequina, sendo cerca
de trés vezes superiores aos dos vinhos analisados com 05 dias de maceragdo.
Adicionalmente, o estudo desenvolvido por Barbara et al. (2019) encontrou maiores
concentracdes das Procianidinas nos vinhos ‘Syrah’ elaborados com 30 dias de
maceracio, que chegaram a 4,35 mg L para a Procianidina A2, 18,10 mg L™ para a

Procianidina B1 e 17,48 mg L para a Procianidina B2.

Ainda que a extragdo dos flavanois da casca da uva inicie-se logo nos primeiros dois
a trés dias de maceracédo, devido a sua alta solubilidade em &gua desses compostos, a
liberacdo dos flavanois das sementes exije maiores tempos de maceragdo e por isso
aumenta significativamente com o prolongamento dessa etapa. Estes compostos sdo
geralmente relacionados a adstringéncia e amargor dos vinhos tintos (MONGAS et al.,
2003), mas apresentam elevada atividade antioxidante e bioacessibilidade (DUTRA et
al., 2023).

Ao contrario das outras classes citadas, a concentracdo total dos flavonols

quantificados foi maior nos vinhos da safra I, chegando a 24,12 mg L (T3M2), enquanto
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na safra 11 o maior valor foi de 21,23 mg L™ (T2M1), para ambas a isorhamnetenina-3-
O-glucosideo foi 0 composto majoritario, atingindo concentracdo de até 12,38 e 9,87 mg
L, respectivamente. Na safra 1, a concentracdo de quercetin 3- B-D-glucosideo, rutina,
miricetina, isorhamnetenina-3-O-glucosideo e o caempferol-3-O-glucosideo, foi
influenciada pelo efeito conjunto do tempo de maceracéo e grau de maturacdo das uvas
na colheita, enquanto na safra I, o conteddo desses compostos no vinho alterou
principalmente em fungdo do grau de maturacdo das uvas (Tabela 3). Nesse sentido, é
necessario gque as recomendac@es sejam fornecidas para momento de colheita do ano, ndo
podendo ser generalizadas como para a classe dos acidos fendlicos, estilbenos e flavanols.
Para a safra I (“safra de verdo”), sugere-se para aumentar o contedo de flavonols, que as
uvas sejam colhidas em sobrematuracdo (T3), idenpendentemente do tempo de
maceracao escolhido para a vinificagdo. Ja para a safra Il (“safra de inverno”), o ideal
seria a utilizacdo de uvas colhidas no estadio de maturacdo tecnoldgica (T2) com
maceracao de 7 dias (M1), no entanto, caso as uvas sejam colhidas antes da maturacao
tecnoldgica ideal (T1) ou depois (T3), uma maceracdo prolongada pode aumentar a

extracdo de flavonols.

O conteldo total das antocianinas monoméricas quantificadas por HPLC-DAD-FD
foi também superior nos vinhos da safra Il, e a concentracdo desses pigmentos variou de
130,00 (T3M3) a 235,27 mg L (T2M1), enquanto na safra | o menor e maior valor foram
de respectivamente 136,71 (T1M1) a 177,87 mg L}(T3M1), destacando a a malvidina-3-
O-glucosideo como a antocianina majoritaria para ambas as safras. Assim como ocorreu
para os flavonols, o efeito do estadio de maturacdo da uva apresentou comportamento
diferente em relagéo a concentra¢do das antocianinas entre as safras do ano analisadas.
Para a safra [ (“safra de verdo™), a concentragdo de todos as antocianinas quantificadas
aumentou com o0 avango do grau de maturacdo da uva, sugerindo a colheita de uvas em
estadio de sobrematuracdo (T3). Adicionalmente, o tempo de maceragéo alterou somente
o contetldo de malvidina-3-O-glucosideo e peonidina-3-O-glucosideo, recomendando-se
0 uso de 07 dias para uma maior extracdo de malvidina-3-O-glucosideo, que é a principal
antocianina das uvas de variedades Vitis viniferas. Ja na safra II (“safra de inverno”), o
conteldo de todas as antocianinas foi superior nos vinhos elaborados com as uvas
colhidas no estadio de maturacgéo tecnoldgica ideal (T2), recomendando-se também o uso

de 07 dias para uma maior extracao da malvidina-3-O-glucosideo.
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Tabela 3: Teores de compostos fendlicos nos vinhos tintos ‘Touriga Nacional’ procedentes do Submédio do Vale do Sdo Francisco, e elaborados
a partir de uvas colhidas em trés estadios de maturacdo em duas safras do mesmo ano (fevereiro — Safra | e julho — Safra I1), utilizando diferentes

tempos de durac¢do da maceracgdo durante a vinificagéo tradicional.

SAFRA |2
) Tempo de maceracdo
Compostos fendlicos Dias apds a poda para a colheita - DAP
(mg LY
M1 — 07 dias M2 — 14 dias M3 — 21 dias
T1:106 DAP 27,60 Bc +9,16 33,21 Ab + 7,63
Acido galico T2: 113 DAP 34,63 Bb + 11,54 40,81 Aa + 13,59 49,97 Ab + 16,02
T3: 119 DAP 38,24 Ba+ 9,30 41,61 Ba+ 9,60 77,34 Aa + 8,10
T1: 106 DAP 75,43 Ac + 2,08 73,37 Ac+6,37¢C
Acido cafeico T2: 113 DAP 90,75 Ab + 5,78 88,66 Ab+4,42b 94,76 Aa * 8,04
T3: 119 DAP 108,43 Aa +5,41 105,25 Aa+5,84 a 94,32 Aa+7,11
T1: 106 DAP 12,78 Aa + 3,34 7,00 Ab £ 3,20
Acido trans-caftarico T2: 113 DAP 4,10 Ab + 2,63 2,46 Bb + 0,22 1,43 Bb +0,02
T3:119 DAP 1,98 Ac £ 0,25 2,11 Ac+0,16 2,11 Aa+0,19
T1: 106 DAP 19,87 Ac + 0,58 19,21 Ac £ 0,87
Acido p-cumérico T2: 113 DAP 22,52 Ab+1,70 22,24 Ab+1,04 22,97 Ab +0,81
T3: 119 DAP 25,66 Aa+ 1,15 24,66 Aa+ 1,45 24,36 Aa+ 2,48
T1: 106 DAP 0,87 Aa+ 0,27 0,75 Aa+0,13
Acido clorogénico T2: 113 DAP 0,69 Ab + 0,05 0,72 Aab +0,04 0,74 Aa +0,04
T3: 119 DAP 0,61 Ab 0,05 0,58 Bb + 0,06 0,55 Bb +0,01
T1: 106 DAP 3,19 Ac+0,21 3,44 Ac + 0,19
Acido ferulico T2: 113 DAP 4,63 Aa+0,46 3,58 Ab + 0,63 4,01 Aa+0,26
T3: 119 DAP 4,47 Ab + 0,57 427 Aa+0,52 2,88Bb+1,01b
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CONTINUAGAO DA TABELA 3....

SAFRA 12
) ) . Tempo de maceragdo
Compostos fendlicos (mg L) Dias ap6s a poda para a colheita - DAP
M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 — 21 dias
T1: 106 DAP 139,58 Ac + 9,36 136,00 Ac = 14,56
Total de 4cidos fendlicos T2: 113 DAP 157,55 Ab + 8,61 158,48 Ab + 8,01 173,73 Ab + 24,61
T3: 119 DAP 179,42 Aa + 8,23 178,49 Aa + 6,56 199,60 Aa + 3,48
T1: 106 DAP 0,47 Ac £ 0,08 0,38 Bb £ 0,06
cis-resveratrol T2: 113 DAP 0,81 Aa+0,11 0,76 Aa+ 0,09 0,58 Bb £ 0,15
T3:119 DAP 0,77 Ab £ 0,19 0,76 Aa+ 0,13 0,62 Aa+0,14
T1: 106 DAP 1,90 Ab+0,16 1,87 Aax 0,05
Piacetannol T2: 113 DAP 1,91 Ab+0,15 1,47Bb+0,24 2,15 Aa+0,54
T3: 119 DAP 2,03 Aa+ 0,60 1,49 Ab £0,15 1,05 Ab 0,05
T1: 106 DAP 0,60 Ab 0,05 0,64 Ac + 0,07
trans-resveratrol T2: 113 DAP 0,69 Ab 0,01 0,71 Ab +0,08 0,82 Aa+ 0,07
T3: 119 DAP 0,85 Aa + 0,05 0,89 Aa+0,14 0,77 Ab £ 0,05
T1: 106 DAP 2,97 Ac+ 0,24 2,89 Ab +0,13
Total estilbenos T2: 113 DAP 3,41 Ab+0,17 2,95 Ab +0,21 3,56 Aa+0,71
T3: 119 DAP 3,66 Aa + 0,56 3,14 Aa +0,08 2,45Bb + 0,31
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CONTINUAGAO DA TABELA 3....

SAFRA |2

Compostos fendlicos (mg L)

Dias ap6s a poda para a colheita - DAP

Tempo de maceragio

M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 — 21 dias
T1: 106 DAP 3,16 Bb + 0,33 5,11 Ab + 0,64
(-)- galato epicatequina T2: 113 DAP 5,92 Aa£0,30 5,33 Aa£0,50 6,73 Aa+ 2,02
T3:119 DAP 5,83 Aa+1,53 4,89 Bb + 1,04 3,95 Bb + 0,82
T1: 106 DAP 4,96 Bb £ 0,14 5,66 Ac + 0,42
(-)-galato epigalatocatequina T2: 113 DAP 7,78 Ab £ 0,85 6,57 Aa+ 0,68 7,19 Aa+0,44
T3:119 DAP 9,78 Aa+ 0,89 6,48 Ab + 3,09 a 4,66 Bb + 0,56
T1: 106 DAP 22,69 Ac + 8,81 28,38 Ab + 5,80
(+)-catequina T2: 113 DAP 25,83 Aat 7,58 29,37 Aa+ 12,36 31,57 Ab £ 10,92
T3:119 DAP 25,25 Bb + 6,10 27,51 Bb +5,79 4599 Aa+1,11
T1: 106 DAP 20,13 Bc + 8,75 26,20 Ab + 6,54
(-)-epicatequina T2: 113 DAP 25,48 Aa + 10,85 30,86 Aa £ 6,35 29,74 Ab £ 13,43
T3:119 DAP 23,34 Bb + 6,55 26,31 Bb + 7,80 50,98 Aa + 0,47
T1: 106 DAP 1,62 Ac £ 0,38 1,86 Ac + 0,41
Procianidina A2 T2: 113 DAP 2,04 Aa+0,59 2,30 Ab+0,78 2,40 Ab +0,72
T3:119 DAP 1,90 Bb + 0,38 2,72 Aa £ 0,60 4,41 Aa+ 0,36
T1: 106 DAP 24,53 Ab £ 5,67 26,40 Ab + 6,47
Procianidina B1 T2: 113 DAP 25,88 Aa + 8,02 28,23 Aa *+ 8,88 28,09 Ab +9,42
T3:119 DAP 24,55 Bb + 5,67 26,55 Bb + 5,35 43,82 Aa+ 0,36
T1: 106 DAP 26,12 Bc + 8,98 33,24 Ac £12,13
Procianidina B2 T2: 113 DAP 38,1 Aa+5,84 45,09 Aa * 8,27 4783 Ab+7,18
T3:119 DAP 35,66 Bb + 8,95 39,52 Bb + 11,44 75,28 Aa+ 1,03
T1: 106 DAP 103,24 Bc + 2,43 126,81 Ac + 8,82
Total flavanols T2: 113 DAP 131,09 Aa+ 2,65 197,78 Aa+ 5,79 153,57 Ab + 8,07
T3:119 DAP 126,34 Bb + 9,97 134,01 Bb + 3,41 229,14 Aa + 1,86
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CONTINUAGAO DA TABELA 3...

SAFRA |*2

Tempo de maceragio

Compostos fendlicos (mg L) Dias ap6s a poda para a colheita - DAP

M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 - 21 dias
T1: 106 DAP 6,94 Aa+ 1,05 5,49 Ab +0,72
Quercetina-3-p-D-glucoside T2: 113 DAP 4,70 Ac + 0,30 3,71Bc+0,34 5,70 Aa = 0,67
T3:119 DAP 5,66 Ab + 0,88 577 Aa+ 1,77 4,12 Ab £ 0,37
T1:106 DAP 5,90 Ac +1,02 585Bb+0,71
Isorhamnetina-3-O-glucoside T2: 113 DAP 8,25 Ab + 0,37 8,61 Ab +0,39 9,82 Ab + 2,67
T3:119 DAP 12,15Aa + 0,67 12,38 Aa £ 0,77 11,51 Aa£0,19
T1: 106 DAP 1,70 Ac+ 0,21 2,38 Ac+£ 0,33
Rutina T2: 113 DAP 3,96 Ab £ 0,40 2,93 Ab+£0,79 2,98Aa + 0,38
T3:119 DAP 4,04 Aa+0,75 3,94 Aa£0,60 3,69 Aa+0,32
T1: 106 DAP 0,90 Ab + 0,03 0,96 Ab + 0,06
Miricetina T2:113 DAP 0,99 Ab + 0,09 1,21 Aa+0,12 1,01 Ab 0,07
T3:119 DAP 1,13 Aa £ 0,05 1,20 Aa+0,11 1,60 Aa 0,62
T1:106 DAP 0,84 Ab+0,14 0,72 Ab £ 0,07
Caempferol-3-O-glucoside T2: 113 DAP 0,68 Ac £ 0,02 0,65 Ac £ 0,06 0,90 Aa £ 0,06
T3:119 DAP 0,87 Aa+0,14 0,84 Aa£0,05 0,72 Ab + 0,03
T1:106 DAP 16,32 Ac £ 2,36 15,42 Ac £ 0,64
Total flavonols T2: 113 DAP 18,53 Ab + 1,04 17,13 Ab + 0,31 20,41 Ab + 3,68
T3:119 DAP 23,85 Aa+1,40 24,12 Aa + 3,18 21,75 Aa+1,18

CONTINUAGAO DA TABELA 3...
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Compostos fendlicos (mg L)

Dias ap0s a poda para a colheita - DAP

Tempo de maceracdo

M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 - 21 dias
T1: 106 DAP 6,68 Bb +1,16 6,78 Ab +1,19
Pelargonidina-3-O-glucoside T2: 113 DAP 6,27 Bb £ 1,47 5,67 Bb£0,39 9,34 Aa £ 0,77
T3:119 DAP 8,11 Aa+2,50 7,37 Aab + 2,13 6,19 Ab+ 1,15
T1: 106 DAP 0,39 Ab + 0,03 0,43 Ab + 0,04
Cianidina- 3-O-glucoside T2: 113 DAP 0,46 Ab + 0,04 0,41 Ab + 0,02 0,42 Ab + 0,07
T3:119 DAP 0,75 Aa+0,28 0,77 Aa+ 0,61 1,43 Aa + 0,06
T1: 106 DAP 2,66 Ab 0,31 2,72 Aa+ 0,61
Delfinidina-3-O-glucosideo T2: 113 DAP 3,20 Aa+1,86 2,16 Ab £ 0,20 3,22 Aa+ 0,58
T3:119 DAP 3,18 Aab + 1,00 2,72 Aa+0,71 2,49 Ab + 0,56
T1:106 DAP 121,50 Ac + 13,36 134,14 Ab £ 17,74
Malvidina-3-O-glucosideo T2: 113 DAP 141,93 Ab + 21,48 143,27 Aa + 8,12 152,98 Aa + 17,55
T3:119 DAP 156,01 Aa + 15,84 137,08 Bb + 10,93 130,21 Bb + 10,34
T1:106 DAP 3,08 Bc+0,17 4,61 Ab +0,35
Peonidina-3-O-glucosideo T2: 113 DAP 3,97 Bb + 0,35 488 Ab+0,11 5,70 Ab £ 0,79
T3:119 DAP 6,78 Aa+ 0,95 6,04 Aa+ 0,52 5,81 Aa+ 0,60
T1: 106 DAP 2,38 Ab £ 0,28 2,82 Ab+0,91
Petunidina-3-O-glucoside T2: 113 DAP 2,43 Ab + 0,36 3,12 Aa+1,24 2,95 Aa+ 0,57
T3: 119 DAP 3,08 Aa+0,72 2,76 Ac + 0,37 2,90 Ab + 0,58
T1:106 DAP 136,71 Ac + 15,12 151,52 Ab + 20,13
Total Antocianinas T2: 113 DAP 158,28 Ab + 4,63 159,54 Aa + 7,80 174,63 Aa+ 9,74 a
T3:119 DAP 177,87 Aa+ 1,04 156,77 Ab + 5,03 169,05 Ab + 3,20
| L. T1:106 DAP 129,60 Aa + 3,66 157,70 Aa + 4,32
T‘;:% n%’:;oé‘i:igénsas T2: 113 DAP 143,55Aa + 3,35 137,03 Ab + 6,22 178,77 Aa + 4,66
T3:119 DAP 160,31 Aa + 3,93 134,25 Ab+ 2,32 138,41 Ab + 4,90
T1:106 DAP 3434,16 Bc + 4,20 3714,57 Ac £ 5,90
Total compostos fendlicos * T2: 113 DAP 3858,28 Bb £ 4, 75 3998,48 Bb £+ 4,79 4266,04 Ab £+ 4,50
T3:119 DAP 5109,01 Aa+ 2,22 4873,58 Aa+ 5,71 4634,07 Aa+ 9,70
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CONTINUAGAO DA TABELA 3...

SAFRA [1*2

Compostos fendlicos (mg L)

Dias ap0s a poda para a colheita - DAP

Tempo de maceragio

M1 — 07 dias M2 — 14 dias M3 — 21 dias
T1:112 DAP 41,69 Bb + 7,52 47,84 Ac + 3,62
Acido galico T2: 119 DAP 52,29 Bab £2,69 55,42 ABab + 2,54 63,00 Ab + 1,97
T3:125 DAP 56,57 Ba + 9,09 56,67 Ba + 8,36 91,15 Aa+6,11
T1:112 DAP 95,76 Ab + 1,65 102,23 Aa+ 1,90
Acido cafeico T2: 119 DAP 117,66 Aa+ 0,61 100,87 Ab + 4,56 92,85 Ab+1,72
T3:125 DAP 85,80 Ac 2,44 87,49 Ac + 2,84 98,91 Aa+1,70
T1:112 DAP 8,27 Ab £ 2,70 6,03 Aa+ 3,79
Acido trans-caftarico T2: 119 DAP 6,12 Aa+ 6,31 2,14 Bb +0,79 1,62 Bb +0,35
T3: 125 DAP 1,50 Bc £ 0,22 2,42 Ab +1,48 2,20 Aa+ 2,07
T1:112 DAP 26,20 Ab + 1,80 27,17 Aa+ 2,66
Acido p-cumérico T2: 119 DAP 28,46 Aa *+ 2,83 20,32 Ac = 2,53 20,20 Aa + 3,60
T3:125 DAP 22,86 Ac+ 1,39 21,93 Ab + 2,94 21,93 Aa* 2,61
T1:112 DAP 2,41 Aa+0,27 1,62 Aa+0,08
Acido clorogénico T2:119 DAP 2,06 Ab + 0,67 1,85 Ab + 0,04 1,44 Aa+ 0,36
T3: 125 DAP 0,74 Ab + 0,08 0,94 Ab +0,10 0,99 Ab +0,15
T1: 112 DAP 2,00 Ac+0,19 2,45 Ab + 0,34
Acido ferdlico T2: 119 DAP 2,73 Ab £0,20 2,87Aa+0,38 3,03Aa +0,09
T3:125 DAP 299 Aa+0,71 2,86 Aa+ 0,96 3,23 Aa = 0,26
T1:112 DAP 176,61 Ab + 7,67 187,35 Aa+ 22,76
Total de acidos fendlicos T2: 119 DAP 209,35 Aa + 7,37 183,51 Bb + 5,70 182,16 Bb +8,91
T3:125 DAP 170,50 Bc £ 6,80 172,34 Bc + 9,83 218,44 Aa + 4,51
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SAFRA 11*?

Compostos fenolicos (mg
-1

Dias apds a poda para a colheita - DAP

Tempo de maceragdo

M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 - 21 dias

T1:112 DAP 1,93 Ab + 0,36 1,50 Ab + 0,06
cis-resveratrol T2:119 DAP 2,05 Aa+0,19 1,63 Aa+0,18 1,31 Ab +0,26
T3:125 DAP 1,59 Ac + 0,32 1,41 Ac+ 0,21 1,50 Aa + 0,18

T1:112 DAP 1,32 Ac £ 0,05 1,36 Ab + 0,05
Piacetannol T2:119 DAP 1,54 Aa£0,14 1,13 Ac = 0,07 1,00 Ab +0,18
T3:125 DAP 1,46 Ab + 0,50 1,47 Aa + 0,36 1,36 Aa + 0,25

T1:112 DAP 0,60 Ac £ 0,01 0,60 Ac £ 0,01
trans-resveratrol T2:119 DAP 0,66 Ab + 0,05 0,62 Ab +0,01 0,61 Ab +0,03
T3:125 DAP 0,68 Aa £ 0,05 0,68 Aa+0,03 0,69 Aa+0,18

T1:112 DAP 3,86 Ab £ 0,37 3,47 Aa £ 0,09
Total Estilbenos T2: 119 DAP 4,26 Aa+0,34 3,37 Aa£0,24 2,94 Bb £ 0,47
T3: 125 DAP 3,73 Ab+0,83 3,56 Ab £ 0,50 4,36 Aa+0,41

CONTINUAGAO DA TABELA 3...
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SAFRA [1*2

Compostos fendlicos (mg L)

Dias ap6s a poda para a colheita - DAP

Tempo de maceragdo

M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 - 21 dias
T1: 112 DAP 2,11 Aa+0,40 2,05 Aa+0,16
(-)-galato epicatequina T2: 119 DAP 1,97 Ab +0,15 1,67 Bb + 0,57 1,20 Bb £ 0,07
T3: 125 DAP 1,83 Ac + 0,66 2,09 Aa+0,44 4,41 Aa+0,23
T1: 112 DAP 4,19 Ac + 0,52 5,21 Ac + 0,67
(-)- galato epigalatocatequina T2: 119 DAP 5,72 Aa+0,23 541 Aa£0,19 4,97 Aa£0,15
T3: 125 DAP 4,83 Ab+0,42 5,38 Ab £ 0,10 4,33 Ab +0,31
T1: 112 DAP 32,97 Ac+4,44 39,48 Aa £ 1,07
(+)-catequina T2: 119 DAP 3494 Ab+10,78 36,04 Ab +6,78 44,88 Ab +2,94
T3: 125 DAP 36,34 Ba + 7,09 34,97 Bc + 6,87 62,09 Aa+ 12,16
T1: 112 DAP 28,18 Bb + 5,52 43,64 Aa + 3,33
(-)-epicatequina T2: 119 DAP 37,82 Ab+£11,02 36,27 Bb+9,38 54,06 Ab £ 4,39
T3: 125 DAP 40,88 Ba + 7,04 36,51 Bb +7,73 78,99 Aa + 12,32
T1: 112 DAP 447 Ab+1,21 473 Aa£0,16
Procianidina A2 T2:119 DAP 4,70 Aa+ 0,97 4,31 Ab+0,21 3,95 Ab +0,83
T3: 125 DAP 3,01Bb+1,01 3,11 Bb £ 0,54 6,47 Aa+ 1,17
T1: 112 DAP 36,59 Aa+5,73 34,61 Aab £ 1,02
Procianidina B1 T2: 119 DAP 35,20 Aab +£10,91 34,96 Aa+ 7,29 43,96 Aa + 3,96
T3: 125 DAP 33,43 Bb + 5,73 33,06 Bb + 7,50 57,14 Aa+ 12,42
T1:112 DAP 41,77 Bc + 6,58 46,04 Ab £ 1,35
Procianidina B2 T2: 119 DAP 46,87 Bb + 9,59 48,33 Aa+9,78 64,13 Ab + 3,99
T3: 125 DAP 56,30 Ba + 3,45 46,48 Bb+11,04 104,83 Aa+ 7,52
T1: 112 DAP 150,55 Ac+2,69 17552 Aa+4,22
Total Flavanols T2: 119 DAP 167,31 Ab+288 167,01 Ab+2,77 217,17 Ab+2,32
T3: 125 DAP 176,656 Aa+154 161,63 Ab+220 318,57 Aa+ 2,47
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SAFRA I11*2

Tempo de maceragio

Compostos fendlicos (mg L) Dias apds a poda para a colheita - DAP

M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 - 21 dias
T1:112 DAP 6,01 Ab + 0,99 6,25 Aa = 0,59
Quercetina-3- B-D-glucosideo T2:119 DAP 6,17 Aa+1,23 3,84 Bc + 0,37 3,25 Bb + 0,88
T3: 125 DAP 5,23 Bc +1,28 5,50 Ab £ 0,71 6,71 Aa+0,88
T1:112 DAP 5,02 Ac £0,48 5,13 Ac £ 0,87
Isorhamnetina-3-O-glucosideo T2: 119 DAP 8,41 Aa+ 1,06 7,20 Ab + 0,60 6,83 Bb +1,28
T3:125 DAP 8,28 Ab +1,29 9,87 Aa+ 0,53 9,87 Aa+ 0,59
T1:112 DAP 1,80 Ab +£0,30 1,90 Aa 0,22
Rutina T2: 119 DAP 2,03 Aa +0,25 1,44 ABb+0,31 1,42 ABc+ 0,29
T3: 125 DAP 1,86 Ab + 0,07 1,47 ABb+0,24 1,40 ABc +0,37
T1:112 DAP 2,37Ab + 0,17 2,41Aa + 0,36
Miricetina T2: 119 DAP 3,91Aa +0,83 1,95Ab + 0,12 1,35Ba + 0,16
T3: 125 DAP 1,80 Bb £ 0,52 2,25Aa £ 0,31 1,12Bb £ 0,05
T1:112 DAP 0,62 Ab + 0,06 0,65 Aa £ 0,05
Caempferol-3-O-glucosideo T2: 119 DAP 0,69 Aa £ 0,05 0,59 Bb £ 0,06 0,56 Bb £0,07
T3: 125 DAP 0,57 Bc + 0,03 0,61 Ab £0,02 0,66 Aa£0,16
T1:112 DAP 15,83 Bb = 1,06 16,35 Ab + 2,03
Total Flavonols T2: 119 DAP 21,23 Aa+ 1,60 15,04Bb+£1,04 13,42Bb+2,40
T3: 125 DAP 17,75Bb £ 2,44 19,70 Aa £ 0,60 18,29 Ba + 0,83
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SAFRA I1*2

Compostos fendlicos (mg L)

Dias apds a poda para a colheita - DAP

Tempo de maceragdo

M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 — 21 dias
T1: 112 DAP 28,35 Ab + 1,08 25,95 Aa+1,92
Pelargonidina-3-O-glucosideo T2: 119 DAP 33,72 Aa + 9,55 21,40 Ab £ 3,23 18,79 Ba + 6,88
T3: 125 DAP 26,35 Ab +11,49 25,88 Aab £ 9,91 14,37 Bb + 4,26
T1:112 DAP 0,74 Ab 0,07 0,71 Ab + 0,06
Cianidina-3-O-glucosideo T2: 119 DAP 0,87 Aa+0,13 0,59 Bb +0,10 0,60 Ba+0,13
T3: 125 DAP 0,72 Ab+£0,19 0,74 Aa+0,16 0,56 Bb £ 0,18
T1: 112 DAP 20,01 Ab + 1,27 17,03 Aa+£ 0,89
Delfinidina-3-O-glucosideo T2: 119 DAP 24,47 Aa £ 8,16 15,49 Ab + 2,44 10,44 Ba + 7,08
T3: 125 DAP 16,07 Ab + 12,74 15,79 Aab + 12,22 9,87 Bb +4,90
T1:112 DAP 127,65 Ab + 7,97 111,88 Bb+ 11,88
Malvidina- 3-O-glucosideo T2: 119 DAP 146,56 Aa + 2,32 116,39 Ab + 8,03 98,72 Ba + 5,06
T3: 125 DAP 120,06 Ab * 3,36 124,08 Aa + 2,86 88,89 Bb + 6,14
T1: 112 DAP 16,84 Ab + 0,62 15,83 Ac + 2,84
Peonidina 3-O-glucosideo T2: 119 DAP 25,00 Aa £ 3,57 25,48 Aa 0,71 20,29 Aa £ 8,85
T3: 125 DAP 19,80 Ab + 3,58 20,00 Ab £ 5,21 13,79 Bb + 4,84
T1:112 DAP 2,14 Ab + 0,24 2,33 Ab+0,39
Petunidina-3-O-glucosideo T2: 119 DAP 4,63 Aa+0,84 3,74 Ab £ 0,80 3,54Aa + 0,60
T3: 125 DAP 4,52 Aab + 1,96 451 Aa+1,61 3,24 Ab+ 1,05
T1:112 DAP 195,75 Ab £ 7,89 173,67Ac +14,95
Total antocianinas T2: 119 DAP 235,27 Aa + 3,06 180,09 Ab + 2,55 152,40 Aa + 3,75
T3: 125 DAP 187,53 Ab +5,49 191,03 Aa = 5,55 130,73 Ab + 2,85
T1: 112 DAP 72,74 Bc + 7,07 103,58 Ac + 2,63
Total antocianinas monoméricas® T2: 119 DAP 321,51 Ab + 6,66 175,25 Bb + 3,41 229,09 Ab + 7,04
T3: 125 DAP 351,57 Aa + 2,98 228,31 Aa+ 2,15 239,37 Aa £ 5,89
T1:112 DAP 2756,00 Ab + 3,92 2648,56 Ac + 2,21
Total compostos fendlicos * T2:119 DAP 2672,33 Bc + 7,36 2988,41 Ab + 3,85 3213,43 Ab +9,41
T3: 125 DAP 299255 Aa + 2,26 3613,80 Aa = 9,65 3407,63 Aa + 8,76
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!Médias com letras minGsculas em comum indicam tratamentos que ndo diferem para o composto fendlico avaliado em funcéo do estadio de
maturagdo da uva na data de colheita de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 2 Médias com letras maitsculas em comum indicam tratamentos
que néo diferem para o composto fenolico avaliado em funcdo do tempo de duracdo de maceracdo empregado na vinificacdo, de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05). Anélise de antocianinas monoméricas totais realizada por método espectrofotométrico. * Anélise de compostos fendlicos

totais realizada por método espectrofotométrico utilizando reagente de Folin Ciocauteau.
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5.3.3 Capacidade Antioxidante - AOX

A capacidade antioxidante dos vinhos ‘Touriga Nacional’ foi avaliada pelos ensaios
de DPPH e ABTS, conforme mostra a Tabela 4. Essa Tabela mostra que de maneira geral
os valores de AOX foram mais elevados para os vinhos elaborados com as uvas colhidas
na Safra II (“safra de inverno”), ainda que as condigdes de temperatura fossem mais
amenas e a radiacdo solar didria menos intensa (Tabela 1). Nota-se também um maior
impacto da maceracdo no contetido de AOX.

Na safra I, o valor mais baixo de AOX pelo ensaio ABTS foi observado para o
tratamento TIM1 (22,13 pmol TE mL™?), enquanto na safra II foi para T1M2 (33,79 umol
TE mL™). Por sua vez, os vinhos elaborados com 14 dias de maceragdo (M2) e uvas
colhidas em sobrematuracéo (T3) apresentaram os maiores valores de AOX pelo ensaio
(52,66 pumol TE mL™? para safra I e 60,56 pmol TE mL™* para safra I1). Adicionalmente,
ressalta-se que o aumento do tempo de duracdo da maceracdo de 14 para 21 dias,
proporcionou reducdo significativa da AOX segundo o método ABTS. Tendéncia linear
entre os resultados de ABTS e a concentracao de compostos fendélicos totais foi observada
em vinhos turcos, croatas, eslovacos e australianos (PORGALI e BUYUKTUNCEL,
2012; VRCEK et al., 2011; STASKO et al., 2008), mas nao neste estudo de acordo com
a Tabela 3. Em relacdo ao ensaio DPPH, os valores AOX dos vinhos da safra | variaram
de 12,01 pmol TE mL*? (T1IM1) a 19,66 umol TE mL* (T3M3), e na safra Il de 18,56
pumol TE mL™* (T3M1) a 22,90 umol TE mL* (T3M3). Dessa forma, por esse método o
prolongamento da maceracdo para até 21 dias aumentou a AOX do vinho. Entretanto, o
impacto da maceracao ndo foi significativo na AOX por esse ensaio de acordo com a
Tabela 4 e apenas M1 diferiu significativamente de M2 e M3 em AOX para 0s vinhos
das uvas colhidas na Safra II. Assim, para obter uma maior AOX no vinho ‘Touriga
Nacional’, em condi¢des de clima tropical recomenda-se 0 uso de 14 dias de maceracao
e a colheita de uvas em estddio de sobrematuracdo. Alencar et al. (2018) também
identificaram um aumento da significativo da AOX em mosto de vinho ‘Syrah’ trppical
quando foi praticado mais de 15 dias de maceracdo, sendo superior a 16,00 pumol TE mL"
! pelo método DPPH.

Leeuw et al. (2014), avaliou pelo ensaio DPPH a AOX de vinhos produzidos a partir
de vaérias variedades de uvas e em diferentes paises, e encontrou resultados bem inferiores

ao deste estudo, que variaram de 3,71 a 7,67 umol TE mL™,
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Tabela 4. Capacidade antioxidante - AOX (métodos DPPH ¢ ABTS) dos vinhos tintos ‘Touriga Nacional’ elaborados no Submédio do Vale Sao
Francisco com uvas colhidas em diferentes estadios de maturacdo em duas safras do mesmo ano (fevereiro — Safra | e julho — Safra 1) e utilizando

diferentes tempos de duragdo de maceracdo durante a vinificacao.

Tempo de maceragao

AOX (umol TE mL™?)

Dias ap6s a poda para a colheita - DAP

M1 - 07 dias M2 — 14 dias M3 — 21 dias
SAFRA | 12
T1: 106 DAP 12,01 Ab + 0,46 12,73 Ab £ 2,65
DPPH T2: 113 DAP 13,39 Bb + 2,66 14,59 Aa+ 1,05 18,21 Ab £1,76
T3: 119 DAP 17,69 Aa +2,08 13,53 Ac+3,21 19,66 Aa+1,21
T1: 106 DAP 22,13 Ac 2,94 22,86 Ac+2,72
ABTS T2: 113 DAP 38,81 Aa+7,73 39,65 Bb + 6,47 4547 Aa + 4,27
T3: 119 DAP 27,44 Bb + 3,48 52,66 Aa + 4,04 39,23 Bb + 8,50
SAFRA ] 12
T1: 112 DAP 21,16 Aa+1,63 21,45 Abb + 0,24
DPPH T2: 119 DAP 19,56 Bb £2,10 22,12 Aa+0,20 22,57 Ab £0,79
T3: 125 DAP 18,56 Bc + 0,25 21,86 Ab £ 0,56 2290 Aa+1,32
T1: 112 DAP 39,77 Ab + 2,50 33,79 Ab + 2,60
ABTS T2: 119 DAP 54,36 Aa + 7,55 37,75 Bb + 7,82 51,30 Aa + 15,27
T3: 125 DAP 38,44 Bb + 2,76 60,56 Aa + 6,61 41,75 Bb + 4,87

1 Médias com letras mintisculas em comum indicam tratamentos que n&o diferem em AOX em funcdo do estadio de maturagdo da uva na data de
colheita de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). > Médias com letras maiGsculas em comum indicam tratamentos que ndo diferem em AOX em

funcao do tempo de duragdo de maceragdo empregado na vinificacao, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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A Tabela 5 apresenta o resultado da analise de correlacdo entre a capacidade
antioxidante (AOX) e o perfil de compostos fendlicos dos vinhos "Touriga Nacional'.
Entre os acidos fendlicos, os cidos galico, trans-caftarico e p-cumarico apresentaram
uma correlacdo significativa com a AOX determinada por ambos 0s ensaios.
Adicionalmente, o acido ferulico apresentou correlacdo significativa com a AOX pelo
método DPPH. Com excecdo da (+) -catequina e da procianidina A2, os demais flavanols
quantificados no estudo ((-)-galato epicatequina, (-)-galato epigalocatequina, (-)-
epicatequina, procianidina B1 e procianidina B2) correlacionaram-se positivamente com
a AOX pelo método DPPH, mas nenhum composto da classe correlacionou-se com a
AOX pelo método ABTS. Da mesma forma, todos os estilbenos (trans-resveratrol, cis-
resveratrol e piceatannol) também se correlacionaram com a AOX, mas somente pelo
método DPPH. J& para a classe das antocianinas, correlag@es significativas com AOX
foram observadas para pelargonidina-3-O-glucosideo (DPPH), delfinidina-3-O-
glucosideo (DPPH), peonidina-3-O-glucosideo (DPPH e ABTS) e petunidina-3-O-
glucosideo (ABTYS).
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Tabela 5. Resultados da analise de correlagdo de Pearson (p<0,05) obtida com a quantificagdo dos

compostos fenolicos e avaliagdo da capacidade antioxidante - AOX pelos ensaios DPPH e ABTS.

Phenolic compound DPPH ABTS

r p r p
Gallic acid 0.64 0.01* 0.51 0.04*
trans-caftaric acid 0.62 0.01* 0.51 0.04*
Chlorogenic acid -0.41 0.12 -0.31 0.24
Caffeic acid 0.31 0.24 0.15 0.59
p-coumaric acid 0.73 0.00* 0.57 0.02*
Ferulic acid -0.66 0.01* -0.46 0.07
(-)-epicatechin gallate 0.69 0.00* 0.48 0.06
(-)-epigallocatechin gallate -0.58 0.02* -0.29 0.27
(+)-catechin 0.20 0.45 0.09 0.75
(-)-epicatechin -0.54 0.03* -0.35 0.19
Procyanidin A2 -0.33 0.21 0.01 0.96
Procyanidin B1 0.64 0.01* 0.40 0.13
Procyanidin B2 0.55 0.03* 0.30 0.26
cis-resveratrol 0.74 0.00* 0.36 0.17
Piceatannol 0.57 0.02* 0.30 0.25
trans-resveratrol 0.51 0.04* 0.31 0.24
Caempferol-3-O-glucoside -0.04 0.89 -0.10 0.71
Quercetin 3-B-D-glucoside -0.04 0.88 0.26 0.34
Isorhamnetin-3-O-glucoside -0.43 0.10 -0.18 0.50
Myricetin 0.45 0.08 0.48 0.06
Rutin -0.44 0.09 -0.27 0.30
Pelargonidin-3-O-glucoside 0.73 0.00* 0.49 0.05
Cyanidin-3-O-glucoside 0.39 0.14 0.40 0.13
Delphinidin-3-O-glucoside 0.65 0.01* 0.36 0.16
Malvidin-3-O-glucoside -0.42 0.11 -0.16 0.54
Peonidin-3-O-glucoside 0.73 0.00* 0.63 0.01*
Petunidin-3-O-glucoside 0.32 0.23 0.50 0.05*

5.3.4 Avaliacéo Sensorial

Os resultados da andlise sensorial estdo detalhados na Tabela 6, onde foram
selecionados pelo painel treinado 13 atributos para descrever o perfil sensorial dos vinhos
"Touriga Nacional', foram eles: cor vermelho rubi, intensidade aromatica, aroma
alcoolico, aroma de frutas vermelhas, aroma acético, persisténcia gustativa, sabor
alcoolico, sabor frutado, acidez, amargor, adocicado, adstringéncia e corpo. A Tabela
mostra que foram observadas diferencas significativas entre as amostras para 0s seguintes

atributos: intensidade aromatica (safra 1), aroma de frutas vermelhas (safra Il), aroma
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acetico (safras I e 1), persisténcia gustativa (safra Il), acidez (safra Il), amargor (safra I),
sabor frutado (safra I e I1) e adstringéncia (safra | e 11).

Observa-se, conforme apresentado na Tabela 6, que o estadio mais avancado de
maturacdo das uvas na colheita resultou em vinhos 'Touriga Nacional' com uma
intensidade maior do atributo cor vermelho rubi. Destacam-se na safra | o tratamento
T3M2 (7,2) e na safra II os trés tratamentos T3 (>6,3). Adicionalmente, o avanco do grau
de maturacdo da uva também proporcionou um aumento da intensidade dos descritores
corpo, sabor alcoolico e adocicado. Ao mesmo tempo, 0 avanc¢o do grau de maturacéo da
uva na colheita e o prolongamento da maceracao reduziram o amargor dos vinhos, ainda
que diferencas significativas s6 tenham ocorrido para os vinhos da Safra I1. Cadot et al.
(2012) analisaram vinhos que passaram por um periodo de maceracdo de 9 a 15 dias e
identificaram um gosto amargo acentuado nos vinhos em decorréncia do prolongamento

da maceracéo, no entanto nesse estudo essa tendéncia néo foi viasualizada.
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Table 6: Médias da equipe sensorial com relacdo a avaliacdo dos 13 atributos selecionados para caracterizar o perfil sensorial dos vinhos da cultivar
Touriga Nacional do Submeédio do Vale do Séo Francisco elaborados com uvas colhidas em diferentes estdios de maturagdo em duas safras do

mesmo ano (fevereiro — Safra | e julho — Safra I1) e utilizando diferentes tempos de duracdo de maceracdo durante a vinificacao.

Codigo das
Amgstras Cor vermelha Intensi’d'ade Ar,orr)a Aroma de frutas Arpma Persisté_ncia Acidez  Amargor Adocicado Saf\bqr Sabor Corpo Adstrigéncia
rubi aromatica alcéolico vermelhas acético gustativa alcoolico Frutado

SAFRA %2
TiM1 58d 49a 34ab 3,7a 0,4a 4,1 abc 2,6 ab 16a 1,0b 2,4 bc 22a 29b 3,1la
TiM2 58d 49a 3,2ab 3,1 abc 0,5a 35¢c 2,3ab 16a 1,1b 23¢c 23a 2,7b 3,0a
T2M1 6,6 bc 51a 3,3ab 3,0 abc 0,4a 4,1 abc 2,5ab 13a 16ab 2,9 ab 26a 3,1ab 35a
T2M2 6,5¢C 5,0a 3,2ab 2,8 bc 0,5a 4,0 bc 2,1ab 14a 15ab 2,7 abc 24a 3,1ab 29a
T2M3 6,4c 49a 3.0b 2,7bc 05a 3,9 be 2,2ab 16a 1,5ab 2,7 abc 25a 30b 3.3a
T3M1 7,1ab 50a 3,7a 3,3ab 0,7a 4,2 ab 2,3ab 15a 20a 30a 28a 3,2ab 34a
T3M2 72a 48a 3,5ab 2,9 bc 03a 46a 2,7a l4a 18a 31la 28a 36a 38a
T3M3 6,6 bc 49a 3,3ab 25¢c 0,8a 3,8 bc 20b 15a 15ab 2,7 abc 2,3a 3,2ab 3,7a

SAFRA I3
TiM1 45h 50a 3,2ab 34a 0,6 a 3,36 a 25a 21la 10c 20b 18a 19b 26a
T1iM2 6,0 ab 4,6 ab 2,7b 31la 05a 3,23 a 22a 1,6ab 1,1bc 2,2ab 18a 2,lab 25a
T2M1 5,6 ab 44D 35a 29a 0,7a 3,34a 24a 1,8ab 1,2bc 2,5ab 20a 26a 2,8a
T2M2 5,6 ab 44D 3,1lab 30a 0,6 a 3,14a 22a 14b 1,3 abc 2,4 ab 18a 2,3ab 26a
T2M3 5,5 ab 41D 3,2ab 28a 0,6a 345a 24a 1,7ab 1,4 abc 2,1lab 20a 25a 31la
T3M1 6,5a 43b 3,4ab 30a 0,7a 3,66a 23a 1,7 ab 19a 2,4 ab 2,1la 2,6a 32a
T3M2 6,3a 44b 34a 30a 0,6a 3,66a 24 a 1,7 ab 1,7 ab 25a 22a 25a 3,1la
T3M3 6,4a 42b 3,4 ab 28a 09a 3,72a 24 a 19ab 1,7ab 25a 2,1la 2,7a 33a

!Tratamentos com médias com letras em comum numa mesma coluna no diferem significativamente (p<0,05) entre si para a Safra analisada (Safra | ou Safra I1) segundo o teste de médias de Tukey (p < 0,05). 2Safra
I: T1, T2 e T3 representam os vinhos elaborados com as uvas colhidas aos 106, 113 e 119 dias ap6s a poda para a colheita (DAP), respectivamente; M1, M2 e M3 representam os vinhos elaborados com 7, 14 e 21
dias de duracdo da maceragdo durante a vinificagdo, respectivamente. 3Safra Il: T1, T2 e T3 representam os vinhos elaborados com as uvas colhidas aos 112, 119 e 125 dias apds a poda para a colheita (DAP),

respectivamente; M, M2 e M3 representam os vinhos elaborados com 7, 14 e 21 dias de duracdo da maceragdo durante a vinificacdo, respectivamente.
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5.3.5 Analise de Components Principais

A Figura 1 apresenta a Analise de Componentes Principais (PCA) obtida para
evidenciar a influéncia da safra do ano, estadio de maturacdo da uva e tempo de duragdo
da maceracao sobre os perfis de compostos fendlicos e sensorial dos vinhos tropicais
“Touriga Nacional’. Nota-se pela Figura 1A que a safra do ano de colheita foi a que
exerceu a maior influéncia e, dessa forma, a primeira componente principal (CP 1, que
explicou 41,92% da variabilidade das amostras), separou os vinhos em dois grupos,
estando o0s vinhos da Safra I (“safra de inverno”) todos do lado negativo da componente
e os vinhos da Safra I (“safra de verdo”) do lado positivo da mesma. Adicionalmente, a
segunda componente principal (CP 2, que explicou 19,89% da variabilidade das
amostras), separou as amostras pelo tempo de duracdo da maceracdo e estadio de
maturacdo da uva. Assim, na safra Il, os tratamentos T3M3 e T3M2 apresentaram perfis
mais similares entre si, localizando-se no lado positivo da componente, enquanto as
demais amostras localizaram-se no lado negativo da mesma e proximas. Ja na safra I,
T3M3 e T1M1 apresentaram perfis opostos e diferentes das demais amostras da safra,
que ficaram agrupadas na posicdo central da componente, enquanto T3M3 ficou na
posicdo positiva e TLM1 na negativa.

De acordo com a Figura 1B, que pode ser viasualizada sobreposta a Figura 1A, 0s
vinhos da safra Il destacaram-se no conteldo da maioria dos compostos fendlicos
quantificados, enquanto os vinhos da safra | na intensidade de grande parte dos descritores
sensoriais, exceto aroma acético e amargor. Uma vez que os descritores sensoriais sdo
representados por vetores que apontam para as amostras que apresentam maiores
intensidades deles, o vinho T1M1 da safra | foi 0 que apresentou maior acidez e aroma
de frutas vermelhas, enquanto os vinhos TIM2, T2M1, T2M2, T2M3, T3M1 e T3M2 da
mesma safra, obtiveram intensidades mais elevadas de adstringéncia, cor vermelho rubi,
corpo, sabor alcoolico, persisténcia gustativa, sabor frutado e intensidade aromatica. Por
sua vez, os vinhos TIM1, TIM2, T2M1, T2M2, T3M1 e T3M2 da safra Il se destacaram
em amargor. Engquanto o tratamento T3M3 de ambas foi 0 que demonstrou proporcionar
ao vinho a maior intensidade de aroma acético, independentemente da safra.

Adicionalmente, os vinhos que se destacaram nas intensidades de persisténcia
gustativa, adstringéncia, cor vermelho rubi e corpo apresentaram as maiores
concentracdes de (-)-galato epicatequina, (-)-galato epigalocatequina, rutina, piacetannol

e malvidina-3-O-glucosideo, indicando uma possivel correlacao significativa entre esses
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compostos fenolicos e os atributos sensoriais citados, que de fato, segundo a literatura,

tem sua percepcao no vinho influenciada por esses compostos bioativos (Biasoto et al.,

2010). Adicinalmente, a presenca de acidez no vinho apresentou possivel relacao positiva

com o conteudo de acido trans-caftarico, e 0 amargor com o contetdo de acido ferdlico,

cis-resveratrol, miricetina, pelargonidina-3-O-glucosideo, peonidina-3-O-glucosideo e

petunidina-3-O-glucosideo. Via de regra esses resultados podem ser confirmados nas

Tabela 3 e 6.
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Figura 1. Andlise de Componentes principais (ACP) obtida com os resultados da
analise sensorial descritiva e de quantificacdo dos compostos fendlicos, gerada a
partir de uma matriz de correlacdo onde os compostos fenolicos sdo as variaveis
principais e os descritores sensoriais as variaveis suplementares.

Figura 1A: gréafico representando a distribuicdo das amostras de vinhos Touriga
Nacional elaborados no Submédio do Vale do S&o Francisco e com uvas colhidas em
duas safras do mesmo ano, Safra | (azul) e Safra Il (laranja). Safra l: T1, T2 e T3
representam os vinhos elaborados com as uvas colhidas aos 106, 113 e 119 dias ap0s
a poda para a colheita (DAP), respectivamente; M, M2 e M3 representam os vinhos
elaborados com 7, 14 e 21 dias de duragdo da maceragdo durante a vinificagéo,
respectivamente. Safra Il: T1, T2 e T3 representam os vinhos elaborados com as
uvas colhidas aos 112, 119 e 125 dias ap6s a poda para a colheita (DAP),
respectivamente; M, M2 e M3 representam os vinhos elaborados com 7, 14 e 21
dias de duragdo da maceracdo durante a vinificagdo, respectivamente.

Figura 1B: grafico representando a distribuicao das varidveis analisadas nos vinhos

(loadings).
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5.4 CONCLUSAO

Os resultados apontam que os trés fatores avaliados no estudo tiveram um impacto
significativo na qualidade do vinho tinto tropical elaborado com a variedade Touriga
Nacional no Submédio do Vale do Sdo Francisco, foram eles: época de colheita (“safra
de verao” e “safra de inverno”), estddio de maturacao da uva (antes, durante e apds a
maturacdo tecnoldgica ideal), e tempo de maceracdo durante a vinificagdo tradicional
(07,14 e 21 dias). O avanco do estadio de maturacdo da uva ‘Touriga Nacional’ promoveu
aumento na concentracdo do contetdo total de compostos fendlicos totais e da maioria
desses metabodlitos que foi quantificada por HPLC-DAD-FD nos vinhos,
independentemente da época de colheita e do tempo de duracdo da maceragdo aplicado
na vinificagdo, com excecdo dos &cidos trans-caftarico e clorogénico. O avan¢o do
estadio de maturacdo da uva na colheita também influenciou na coloracdo do vinho,
aumentando a intensidade de cor e reduzindo a luminosidade (L*), aumentou o teor
alcdolico, o conteudo de agUcar residual e o extrato seco. Adicionalmente, os resultados
da anédlise sensorial mostraram que, de maneira geral, vinhos elaborados com uvas
colhidas em estadio de maturacdo mais avancada destacaram-se na intensidade dos
atributos cor vermelha rubi, adocicado, sabor alcéolico e corpo.

De forma geral, o prolongamento da maceracdo favoreceu a capacidade
antioxidante dos vinhos pelos dois ensaios in vitro testados, possivelmente porque
aumentou o conteudo de é&cido galico, (+) -catequina, (-)-epicatequina, e das
Procianidinas A2, B1 e B2, compostos que segundo a literatura apresentam elevada
atividade antioxidante e bioacessibilidade. Com excessdo da (+) -catequina e
Procianidina A2, esses compostos apresentaram correlacdo positiva e significativa com a
capacidade antioxidante do vinho pelo ensaio DPPH. Além disso, o prolongamento da
maceracgao proporcionou maior teor de acidez total ao vinho e reducéo da sensacgéo de
amargor. Assim, para obter uma maior AOX no vinho ‘Touriga Nacional’, em condicdes
de clima tropical recomenda-se 0 uso de 14 dias de maceracéo e a colheita de uvas em
estadio de sobrematuracéo.

A “safra de inverno”, cuja poda foi praticada no més de marco e a colheita em
julho, proporcionou ao vinho 0s maiores contetdos totais de compostos das classes dos
acidos fenolicos, antocianinas monomeéricas, estilbenos e flavanols, além de valores mais
elevados de capacidade antioxidante, sendo, portanto, mais apropriada para produzir

vinhos tintos com maiores contetudos de compostos bioativos. Adicionalmente, os vinhos
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da safra Il também se destacaram em teor alcoolico, extrato seco, intensidade de cor e
indice de polifenois totais.

Este estudo é grande importancia para a producgéo de vinhos tintos tropicais de alta
qualidade a partir da cultivar ‘Touriga Nacional’. Os valores de compostos fendlicos
totais, capacidade antioxidante e o indice de polifenois foram de maneira geral bastante
elevados e respaldam o grande potencial da variedade ‘Touriga Nacional’ independente

da época do ano de colheita.
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RESUMO

A Touriga Nacional é uma variedade de uva portuguesa bem adaptada no Vale do Séo
Francisco (nordeste do Brasil). No entanto, ela tem sido indicada apenas para consumo a
curto prazo devido a falta de estabilidade quimica, que € atribuida a baixa acidez da uva
e a maturidade fenodlica incompleta. Portanto, utilizamos cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a espectrometria de massa de alta resolugdo, ressonancia
magnética nuclear e quimiometria (PCA e PLS-DA) para avaliar a maturacdo da uva e o
tempo de maceracdo na composi¢do quimica dos vinhos de duas safras. Além disso,
investigamos como esses fatores experimentais poderiam afetar a estabilidade quimica
dos vinhos. A maturacdo das uvas mostrou ser o principal efeito. Em geral, acidos
fenolicos e acidos organicos de cadeia curta foram encontrados em niveis mais elevados
nos vinhos produzidos com uvas verdes de fevereiro e tempo de maceracdo mais curto (p
< 0,05). Proantocianidinas e outros flavonoides aumentaram nos vinhos macerados por
mais tempo, usando uvas muito maduras colhidas em julho. Além disso, vinhos estaveis
foram produzidos a partir de uvas muito maduras, que continham mais &cido
galacturonico.
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6.1 INTRODUCAO

A Touriga Nacional é uma variedade de uva portuguesa que proporciona vinhos
tintos, encorpados e aromaticos com um aroma semelhante a flores violetas roxas (ALI
et al., 2011). Ela estd bem adaptada as condicdes do Vale do S&o Francisco (VSF), uma
regido semiarida tropical produtora de vinho no nordeste do Brasil (de SOUZA
NASCIMENTO et al., 2018; dos SANTOS LIMA et al., 2014). Nessas condi¢cOes
edafoclimaticas, a videira ndo entra em repouso e vegeta continuamente ao longo do ano,
produzindo duas safras anuais. Da mesma forma que outros vinhos do SFRV, 0s vinhos
Touriga Nacional séo indicados principalmente para consumo rapido (nos dois primeiros
anos apos o engarrafamento) devido a sua instabilidade durante o envelhecimento. Essa
instabilidade pode ser identificada pela modificacéo da coloracéo inicial dos vinhos tintos
de vermelho rubi para marrom, causando perdas financeiras para as vinicolas e uma
imagem negativa para os vinhos do VSF. A falta de estabilidade quimica tem sido
atribuida a diversos fatores, como maturidade fendlica incompleta e baixa acidez total das
uvas no momento da colheita (ALVES FILHO et al., 2019; CASTILLO-SANCHEZ et
al., 2008).

A maturacdo corresponde ao estdgio de desenvolvimento no qual ocorrem
diversas mudancas fisioldgicas, bioquimicas e estruturais na baga da uva. Essas mudancas
resultam da sintese, degradacdo ou translocacdo de compostos como acucares,
antocianinas, taninos, &cidos organicos, entre outros, sendo influenciadas principalmente
pela idade fisiologica dos tecidos, fatores ambientais e manejo viticola (JACKSON,
2008). Para uvas destinadas a producéo de vinho, a colheita é esperada apenas apds atingir
a maturacao tecnoldgica (MT), que é determinada pela relacéo entre o teor de agUcar e a
acidez titulavel, a maturacao aromatica e a maturidade fenolica. No entanto, devido a alta
temperatura e incidéncia de radiacdo solar na videira do VSF, a uva atinge mais cedo o
teor ideal de sélidos soluveis para o teor de alcool desejado, enquanto os acidos organicos
presentes na baga diminuem mais rapidamente, acelerando a maturagda tecnologica. A
uva pode ser colhida antes da maturacdo fenolica. Como consequéncia, além da baixa
acidez, o vinho tera menor intensidade de cor, uma vez que as antocianinas que se
acumulam durante a maturagcdo da uva estardo em menor concentracdo, afetando sua
estabilidade (Cadot et al., 2012).

Uma das formas de minimizar os inconvenientes mencionados tem sido através

da maceracdo. A maceracdo € uma etapa de grande importancia na qualidade dos vinhos
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tintos, pois pode influenciar na intensidade da cor e na estabilidade da cor, além de outros
atributos sensoriais, como sabor e estrutura (GOMEZ-MIGUEZ E HEREDIA, 2004;
GORDILLO et al.,, 2016; SACCHI et al., 2005). Na vinificacdo tradicional, as
antocianinas e outros compostos fendlicos sdo extraidos das uvas e solubilizados no
mosto do vinho nesta etapa, que ocorre simultaneamente com o processo de fermentacao
alcodlica (BUSSE-VALVERDE et al., 2012; PETROPULOS et al., 2014). Compostos
fendlicos sdo uma das principais substancias quimicas responsaveis pelas caracteristicas
sensoriais dos vinhos tintos, como cor, adstringéncia e amargura (GARRIDO e BORGES,
2013; JACKSON, 2008). Em geral, o prolongamento do tempo de maceracao melhora a
estabilidade dos vinhos obtidos a partir de uvas que ndo estdo suficientemente maduras,
uma vez que antocianinas e taninos podem condensar, formando complexos que
melhoram a cor, além de serem mais estaveis do que antocianinas livres (CADOT et al.,
2012).

Neste contexto, utilizamos uma abordagem metabolémica ndo direcionada por
Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a Espectrometria de Massa
(UPLC-HRMS) e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) para avaliar
a influéncia do estagio de maturacdo e do tempo de maceracdo na composi¢ao quimica
do vinho Touriga Nacional produzido no VSF em dois momentos de colheita. Além disso,
investigamos como esses fatores podem afetar a estabilidade quimica dos vinhos. Nosso
trabalho é o primeiro estudo metabolémico e avaliacdo do tempo de maceracdo para esta

variedade de vinho.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Padrdes analiticos e reagentes

Agua ultrapura foi obtida a partir do sistema de purificacdo de agua Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, EUA). Acido formico, acetonitrila e solventes de metanol eram
grau LC-MS (Merck, Darmstadt, Alemanha). Astilbina (98%), acido géalico (98%), &cido
cafeico (98%), acido citrico (99%), acido ferulico (99%), acido galacturdnico (97%),
quempferol (97%), miricetina (96%), quercetina (95%), quercetina 3-O-glucosideo
(90%) foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA), enquanto o dimero de
procianidina B (epicatequina-4p — 8-epicatequina, 90%) foi da Extrasynthese (Genay,
Franca). Metabissulfito de potéssio foi da Synth (Sdo Paulo, SP, Brasil). A enzima
pectinolitica utilizada foi Pectozim Rouge (Garibaldi, RS, Brasil). Agua deuterada
(99,9%) e sddio-3-trimetilsililpropionato (TMSP-d4, 98%) foram adquiridos da
Cambridge Isotope Laboratories (Tewksbury, MA, EUA). NaH2PO4 PA foi da Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brasil). Filtros de seringa de PTFE (0,22 um) foram comprados
da Simplepure (Plano, TX, EUA).

6.2.2 Experimento agronémico e vinificacdo

As uvas Touriga Nacional foram colhidas na area experimental da Embrapa
Semiarido instalada em um vinhedo comercial (9° 2'S, 40° 11' O, 365,5 m, Lagoa Grande,
Pernambuco, Brasil) em duas estacdes diferentes: fevereiro de 2017 e julho de 2017. Este
plantio era composto por 360 plantas. As videiras foram enxertadas no porta-enxerto
'Paulsen 1103' e conduzidas em sistema de trelica com espacamento de 1,5 m entre as
plantas e irrigadas por gotejamento. Para a producéo de vinho, as uvas foram colhidas em
trés estagios diferentes: antes, durante e ap6s a maturidade tecnoldgica (MT),
correspondendo a bagas ndo maduras, maduras e muito maduras, respectivamente. As
trés colheitas ocorreram em semanas consecutivas em fevereiro de 2017 e julho de 2017,
em intervalos de seis ou sete dias, 0 que correspondeu a 106 e 112 dias ap0s a poda (DAP)
para uvas no estagio ndo maduro de maturacdo (21,6 e 22,5 °Brix), 113 e 119 DAP para
uvas no estagio maduro (23,4 e 23,8 °Brix), e 119 e 125 DAP para uvas no estagio muito

maduro (24,5 e 24,6 °Brix), respectivamente.

A vinificacdo foi realizada em trés diferentes tempos de macera¢do durante a
fermentagdo alcodlica (FA): 7, 14 e 21 dias de maceracdo. Os trés tempos de maceragao
foram escolhidos a partir de trabalhos anteriores sobre vinhos tintos tropicais, que

resultaram em mudancas significativas na coloracdo, perfil de compostos volateis e
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fenolicos, e atividade antioxidante do produto (ALENCAR et al., 2018; BARBARA et
al., 2020). Esse processo foi realizado no Laboratorio de Enologia da Embrapa Semiarido
(Petrolina, Pernambuco, Brasil), em triplicata, de acordo com um método tradicional
(BLOUIN & PEYNAUD, 2012). Em cada safra, foram fornecidas oito combinacdes de
tratamentos experimentais, correspondendo aos diferentes estagios de maturacéo das uvas
e duracOes da maceracdo, conforme descrito no Material Suplementar (Tabela 1 SI). N&o
foram produzidos vinhos a partir de uvas ndo maduras e com 21 dias de maceragéo, uma

vez que sua alta adstringéncia os tornaria sensorialmente inaceitaveis para consumo.

As uvas Touriga Nacional (270 kg/estagio de maturacéo) foram armazenadas em
uma camara fria a 10 + 2 °C por 24 horas e depois foram desengacadas e prensadas em
uma prensa pneumatica para obter o mosto do vinho. Os mostos foram transferidos para
garrafas de vidro (20 L) fechadas com valvulas de vidro cilindricas de airlock. Em
seguida, foram adicionados metabisulfito de potassio a 0,10 g/L e a enzima pectinolitica
Pectozim Rouge a 0,08 g/L ao mosto como conservantes. A FA foi realizada sob
temperatura controlada (24 + 2 °C) e iniciou-se apds a adicdo da levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae var. bayanus (0,20 g/L) (Maurivin PDM™) e do ativador de
fermentacdo Gesferm Plus™ (0,20 g/L). A FA foi considerada concluida quando a
densidade se manteve constante (superior a 0,98) e a concentracdo de acUcares residuais
dos vinhos foi confirmada como inferior a 2 g/L (durando até 21 dias). A fermentacéo
maloléctica ocorreu naturalmente a uma temperatura controlada (18 °C + 1). O fim da
fermentacdo foi confirmado pela auséncia de acido malico por meio de cromatografia em
papel (RIBEREAU-GAYON et al.,, 2021). Os vinhos foram estabilizados por
estabilizacdo a frio (por 10 dias a 0 °C) e usando 0,4 g/L de Stabigum AEB Group™
(mistura de goma arébica e acido metatartarico). Antes do engarrafamento, o teor de
dioxido de enxofre livre foi corrigido com metabisulfito de potassio para 50 mg/L. O
volume total de vinho foi de 160 L/safra, gerando cerca de 107 garrafas de vinho. As
analises foram conduzidas apds 30 dias do engarrafamento. Detalhes sobre o desenho

experimental estdo descritos na Tabela 1SI.
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Tabela 1SI. Design Experimental para o Estudo dos Vinhos Touriga Nacional produzidos no Vale do Rio Sdo Francisco em diferentes épocas de

colheita, estagios de maturacdo com base no nimero de dias apds a poda (DAP), e tempo de maceragéo.

Wine Harvestdate  Maturity Days after  Time of Solube Total Biological Technical Injections
Code Stage pruning maceration solids acidity pH Replicates Replicates
(DAP) (days) (°Brix) (%)

TiMy unripe 106 07 21.6 0.78 3.38 3 3 9
TiM2 106 14 21.6 0.78 3.38 3 3 9
TM; 113 07 23.4 0.76 3.72 3 3 9
ToM; February 2017 ripe 113 14 23.4 0.76 3.72 3 3 9
ToMs 113 21 23.4 0.76 3.72 3 3 9
TsMy 119 07 24.5 0.67 3.81 3 3 9
TsM> overripe 119 14 24.5 0.67 3.81 3 3 9
TsMs 119 21 24.5 0.67 3.81 3 3 9
TsMy unripe 112 07 22.5 0.82 3.10 3 3 9
TsM2 112 14 22.5 0.82 3.10 3 3 9
TsM1 119 07 23.8 0.79 3.78 3 3 9
TsM: ripe 119 14 23.8 0.79 3.78 3 3 9
TsM3 uly 2017 119 21 23.8 0.79 3.78 3 3 9
TeM1 125 07 24.6 0.67 3.98 3 3 9
TeM2 overripe 125 14 24.6 0.67 3.98 3 3 9
TeM3 125 21 24.6 0.67 3.98 3 3 9
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6.2.3 Anélise UPLC-HRMS

As anélises UPLC-HRMS foram realizadas de acordo com o método previamente
descrito por Alves Filho e colaboradores (ALVES FILHO et al., 2019). As separacdes
cromatograficas foram realizadas em um sistema Acquity/Xevo UPLC-ESI-qTOF
(Waters Co., Milford, MA, EUA), equipado com uma coluna Acquity UPLC BEH C18
(Waters, 150,0 x 2,1 mm x 1,7 um) a 40 °C. A fase movel composta por dgua e
acetonitrila, ambos contendo 0,1% de &cido férmico, variou de 2 a 95% de acetonitrila
em 15 minutos, a um fluxo de 0,4 mL/min. Os espectros de MS foram adquiridos no modo
de ionizacdo negativa tandem MSE entre 100 Da e 1180 Da. As amostras (1 mL de vinho)
foram filtradas e injetadas em aliquotas de 5,0 puL. Trés replicatas biologicas de cada
tratamento foram executadas em triplicata. Os compostos foram caracterizados
tentativamente por meio da férmula molecular fornecida pelo software MassLynx 4.1 a
partir de suas massas precisas (erro < 5 ppm), padrdes isotopicos (i-fit) e padrdes de
fragmentacdo de MS, bem como pesquisa na literatura sobre ocorréncia anterior em uvas
e vinhos usando a base de dados Scifinder Scholar. Além disso, os compostos foram
identificados por comparacao com padrdes de referéncia quando disponiveis. O desvio
instrumental foi monitorado pela injecdo de uma solucdo de padrdo de quercetina (1
pug/mL) a cada dez inje¢des, verificando seu tempo de retencdo e area de pico, que se
mantiveram consistentes durante toda a analise (RSD = 1,6% e 7,7% para 14 injecdes,

respectivamente).

As amostras foram injetadas trés vezes. Para todos os picos cromatograficos, as
tolerancias de desvio do tempo de retencdo de £+ 0,05 min e da massa exata de + 0,05 Da
foram definidas como os limites aceitaveis. Isso significa que as medidas de tempo de
retencdo dos picos cromatograficos e as massas exatas dos compostos analisados nédo
deveriam variar mais do que + 0,05 min e + 0,05 Da, respectivamente, entre as injecoes
das amostras. Esses limites foram estabelecidos para garantir a precisdo e a consisténcia

dos resultados analiticos.

6.2.4 Anélise de NMR
As analises de NMR foram realizadas de acordo com o método previamente
descrito por Alves Filho e colaboradores em 2019 (ALVES FILHO et al., 2019).

Resumidamente, os experimentos de NMR foram realizados em um espectrdmetro
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Agilent de 600 MHz (Palo Alto, CA, EUA) equipado com uma sonda de detec¢éo inversa
One Probe™ de 5 mm, utilizando a sequéncia de pulso PRESAT para supressao de dgua
(6 4,75). As amostras foram preparadas solubilizando pellets obtidos a partir de 1 mL de
vinhos secos a vacuo em 600 uL de D20 (99,9%), contendo 1,2 mg/mL de TMSP-d4 e
0,1 M do tampéao NaH,PO4. Em seguida, o pH foi ajustado manualmente para 3,0 £ 0,1
em um medidor de pH Mettler Toledo FE-20 equipado com um microeletrodo, usando
HCI 0,6 M ou KOH 0,6 M (dependendo do pH). As amostras de vinho foram
centrifugadas durante 5 minutos a 4032 g (6000 rpm em um rotor de 100 mm, Modelo
80-2B Centrifuge, Edulab, Curitiba, PR, Brasil), e aproximadamente 0,6 mL do
sobrenadante foi transferido para tubos de NMR de 5 mm. A temperatura foi ajustada
para 298 K e TMSP-d4 foi usado como padrao interno (5 0,0). Trés replicatas biologicas

de cada tratamento foram analisadas em triplicata por 1H NMR.

A identificacdo dos constituintes foi realizada por meio de 2D NMR (g-COSY, g-
HSQC e g-HMBC). As estruturas moleculares, deslocamentos quimicos de 1H e 13C,
multiplicidade e acoplamento constante estdo disponiveis nos Dados Suplementares. Os
dados de NMR foram comparados com um banco de dados de acesso aberto
(www.hmdb.ca) e literatura (ALl et al., 2011; ALVES FILHO et al.,, 2019;
GODELMANN etal., 2013; LAGHI et al., 2014; LARSEN et al., 2006; NILSSON et al.,
2004; OGRINC et al., 2003; PEREIRA et al., 2005; SON et al., 2009).

6.3 Analise quimiométrica para dados de UPLC-HRMS e NMR

6.3.1 influéncia da safra de colheita, estagio de maturacdo e tempo de maceragéao

Para os dados de UPLC-HRMS, os cromatogramas no formato Base Peak
Intensity Processing (BP1), abrangendo a regido entre 0,65 e 7,12 minutos, foram obtidos
e convertidos para o formato American Standard Code for Information Interchange
(ASCII) para a construcdo de matrizes numéricas. A matriz correspondente, com uma
dimensionalidade de 92.304 pontos de dados (144 cromatogramas x 641 variaveis cada),
foi importada pelo programa PLS Toolbox™ (versdo 8.6.2 Eigenvector Research Inc.,
EUA) para lidar com os dados multivariados. Um método ndo supervisionado, Analise
de Componentes Principais (PCA), e um método supervisionado, Analise de
Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA), foram aplicados para a
decomposi¢do da matriz numérica usando os algoritmos de Decomposi¢do de Valor
Singular (SVD, do inglés Singular Value Decomposition) e SIMPLS (Simplified PLS),

respectivamente. Antes das analises quimiomeétricas, foram aplicados tratamentos de preé-
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processamento nos dados, incluindo correcéo de linha de base (algoritmo de ajuste linear),
suavizacao de sinais (filtro polinomial Savitsky-Golay de ordem 1), alinhamento de sinais
por Correlation Optimized Warping (COW, folga 5 e comprimento de segmento 50),
normalizacdo de sinais considerando a area total e centralizacdo média nas amostras
(Alves Filho et al., 2020). Essas etapas de pré-processamento sdo comuns na analise de
dados multivariados para garantir que os dados estejam prontos para analises estatisticas
e quimiométricas. Elas ajudam a remover variacbes indesejadas, como ruido e
desalinhamento de sinais, tornando os dados mais adequados para a aplicacao de técnicas

de analise multivariada, como PCA e PLS-DA.

Para os resultados de 1H NMR, foi utilizado o mesmo software quimiométrico
(PLS Toolbox™) e os mesmos pré-tratamentos (correcdo de linha de base, alinhamento
COW, normalizacdo para area e centralizacdo média) que foram aplicados aos dados de
UPLC-HRMS. A regido espectral entre & 0,85 e 9,3 foi selecionada, excluindo a regido
de supressao do sinal de agua ndo deuterada (6 4,76 a4,91), o que resultou em uma matriz
composta por 144 espectros e 8.485 varidveis em cada espectro. Inicialmente, o algoritmo
PCA foi aplicado para avaliar o tempo de colheita, o estagio de maturacdo e o tempo de
maceracdo (dados ndo mostrados). Além disso, com o objetivo de aumentar a
variabilidade quimica entre os vinhos com base na maturidade da uva, a matriz numérica
foi decomposta pelo método PLS-DA. Em seguida, foram realizadas comparacdes em
pares entre uvas ndo maduras (antes da maturacdo tecnoldgica) e os outros dois estagios

de maturidade (na maturacédo e apds a maturagdo tecnologica).

Para todos os modelos de classificacdo relacionados as analises de UPLC-HRMS
e 1H NMR, o nimero de Variaveis Latentes (LV) foi selecionado de acordo com o0s
seguintes parédmetros estatisticos: RMSEC (Erro Quadratico Médio de Calibracao);
RMSECV (Erro Quadratico Médio de Validacdo Cruzada); valores de viés e viés CV;
sensibilidade e especificidade alcangadas na validacdo cruzada (ALVES FILHO et al.,
2018). O método Venetian Blinds (grupos de dados divididos em blocos ndo contiguos)
foi usado para a validagdo cruzada das anélises supervisionadas, com nimero de divisGes

de dados igual a 10 e 1 amostra por espessura de bloco.
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6.3.2 A estabilidade do vinho armazenado e sua correlacdo com os dados de
UPLC-HRMS e NMR

A estabilidade dos vinhos foi avaliada por meio de correlagdo com parametros de
cor e acidez medidos imediatamente apds a producdo (30 dias) e 2,5 anos depois. Os
vinhos foram mantidos em garrafas de vidro ambar e deixados em temperatura ambiente
no laboratério para simular as condi¢bes de prateleira. As medicGes de pH foram
realizadas em um medidor de pH Hanna Edge (Woonsocket, RIl, EUA). As medigdes de
cor foram realizadas em um espectrofotometro UV-Vis Genesys 10s da Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, EUA). Os valores de intensidade de cor e tonalidade dos vinhos
foram determinados pelas absorbancias a 420 nm (A420), 520 nm (A520) e 620 nm
(A620), da seguinte forma: intensidade de cor = A420 + A520 + A620; tonalidade de cor
= A420/ A520. A variabilidade dos parametros em relacédo a estabilidade dos vinhos apds
0 armazenamento foi estatisticamente certificada por meio de analise de variancia
(ANOVA) de um fator com nivel de confianca de 95%, usando o software Origin™ 9.4,
por meio de comparagdes usando o teste de Tukey e verificando a homogeneidade de
variancia entre os grupos de amostras pelo teste de Levene. Os vinhos foram classificados
como estaveis quando tanto a cor quanto o pH ndo variaram significativamente durante o
armazenamento. Essas analises sdo importantes para determinar se 0s vinhos mantém sua
qualidade ao longo do tempo e se sdo adequados para consumo apds um periodo de
armazenamento. A estabilidade da cor e da acidez pode ser indicativa da qualidade do

vinho e de sua capacidade de envelhecimento.

Posteriormente, um modelo de classificacdo binaria por PLS-DA foi desenvolvido
considerando os conjuntos de dados de 1H NMR e UPLC-HRMS, com o objetivo de
destacar os compostos relevantes que contribuiram para a estabilidade do vinho. Os
mesmos parametros quimiométricos descritos na secao 2.5.1 foram aplicados para essa

classificagdo de vinhos com base na estabilidade.

6.4 Quantificacdo dos compostos determinantes

6.4.1. Conjunto de dados UPLC-HRMS

Os compostos com sinais ndo sobrepostos que apresentaram mudangas
significativas de acordo com a analise quimiométrica foram quantificados relativamente
medindo suas areas de pico por meio do software MassLynx™ 4.1 (Tecnologias Waters
MS). O processo de integracdo dos picos parcialmente sobrepostos foi realizado extraindo

0 ion exato (m/z) contido em cada cromatograma usando um algoritmo de deconvolucéo.
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Os resultados semiquantitativos foram avaliados por meio de andlise de variancia
(ANOVA) de um fator para certificar estatisticamente as diferencas entre as
concentragfes médias (nivel de significancia de 0,05, teste de Tukey para comparacdo de

médias e teste de Levene para homogeneidade de variancia).

6.4.2. Conjunto de dados 1 H NMR

A andlise quimiomeétrica baseada em compostos discriminantes com sinais ndo
sobrepostos foi quantificada por meio de um método de referéncia externa, utilizando
uma solugéo padrao de sacarose (5,0 mg/L) para calibrar o espectrometro. A equacéo (1)
mostra o principio matematico aplicado para a quantificacdo de metabolitos usando o
método de referéncia externa. O arquivo de sonda foi atualizado com todos os parametros
quantitativos necessarios para a determinacdo das concentracfes dos compostos nas
amostras de vinho. Os resultados quantitativos foram avaliados por meio de analise de
variancia (ANOVA) de um fator para certificar estatisticamente as diferencas entre as
concentracdes médias (nivel de significancia de 0,05, teste de Tukey para comparacgéo de

médias e teste de Levene para homogeneidade de variancia).
Px = (Ix/Istd) x (Nstd/Nx) x (Mx/Mstd) x (mstd/m) x Pstd

A formula apresentada descreve o calculo da concentracdo do composto alvo para
quantificacdo (Px), usando a concentracdo conhecida de um composto padrao Pstd (ndo
necessariamente a mesma molécula quantificada); Ix e Istd sdo as areas integradas do
composto alvo e do padrdo; Nstd e Nx sdo os numeros de nucleos correspondentes ao
sinal do padrédo e do composto alvo; Mx e Mstd é a massa molecular do composto alvo e
do padrdo; m e mstd séo os pesos da amostra e do padrdo (HOLZGRABE & MALET-
MARTINO, 2011; MALZ & JANCKE, 2005).

6.4.3 Analise Sensorial

O procedimento de andlise sensorial foi previamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CAAE 73983717.9.1001.8052), em conformidade com a Resolugio
466/12 do Conselho Nacional de Saude do Brasil. Os perfis sensoriais dos vinhos Touriga
Nacional foram avaliados por um painel treinado utilizando uma técnica baseada na
Anélise Descritiva Quantitativa (QDA®) desenvolvida por Stone et al. (1974).
Inicialmente, vinte voluntarios foram selecionados entre estudantes e membros da equipe
do Instituto de Viticultura e Enologia (Petrolina-PE, Brasil) de acordo com critérios

especificos. Os juizes geraram uma lista consensual com 13 descritores sensoriais,
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incluindo suas definicdes e referéncias para o treinamento do painel. Os descritores foram
associados a uma escala ndo estruturada de 9 cm, ancorada nos extremos esquerdo e
direito com os termos "nenhum/fraco™ e "forte", respectivamente. Os termos selecionados
pelo painel para caracterizar o perfil sensorial dos vinhos Touriga Nacional incluiram
descritores de aparéncia (intensidade de cor rubi profunda), aroma (intensidade
aromatica, frutas vermelhas, alcool e acido acético), sabor e sensacGes na boca
(persisténcia gustativa, acidez, amargor, dogura, frutas vermelhas, alcool, adstringéncia e
corpo). Apds o treinamento, foi realizada uma selecéo final do painel, onde cada jurado
avaliou trés das amostras de vinho, em trés repeticdes, usando a cédula descritiva. Dez
juizes que mostraram poder discriminativo adequado, reprodutibilidade e consenso com
0 painel para pelo menos 80% dos descritores foram selecionados para fazer parte do
painel final. No geral, cada panelista avaliou cada amostra de vinho em sete repeticdes,
usando um design de blocos incompletos balanceados proposto por Cochran & Cox
(1957). As amostras de vinho elaboradas com as uvas colhidas nas duas estagGes
(fevereiro de 2017 e julho de 2017) foram avaliadas separadamente pelo mesmo painel
um més apdés o engarrafamento. As triplicatas biologicas de cada tratamento foram
misturadas. Os dados descritivos sensoriais foram avaliados por meio da Analise de
Componentes Principais (PCA), realizada usando matriz de covariancia e software
XLStat. Esta analise permite resumir e visualizar as relacfes entre os vinhos com base

nas caracteristicas sensoriais avaliadas pelo painel treinado.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Metaboloma baseado em impressdes digitais metabdlicas usando UPLC-
HRMS

Vinte e seis compostos organicos foram identificados por UPLC-HRMS, dos
quais dezenove eram compostos fenolicos (9 flavonoides, 5 acidos hidroxicinamicos, 4
proantocianidinas, 1 4&cido fendlico), juntamente com seis acidos hidroxi e um
apocarotendide (Tabela 2 SI). A Figura 1 SI mostra um cromatograma representativo com
0s compostos anotados seguindo sua ordem de eluicdo: &cido galacturénico, &cido
tartarico, acido citrico, acido malico, &cido galico, acido glutacionilcaftarico, dimero de
procianidina B, 4acido caftarico, hexosideo de acido dihidrofasico, tetramero de
procianidina B, dimero de procianidina B, trimero de procianidina B, acido
isopropilmalico, acido cafeico, acido ferulico, miricetina-O-glucosideo, isémero de

hexose de tetraidroxidimetoxi-isoflavona, quercetina-O-glucosideo, quercetina-O-
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glucuronideo, astilbina, isdbmero de hexose de tetraidroxidimetoxi-isoflavona,
isorramnetina-O-hexosideo, miricetina, quercetina, derivado de 4&cido cafeico e

caempferol.

Os compostos fendlicos desempenham um papel importante nas propriedades
sensoriais do vinho, uma vez que sdo responsaveis pelo aroma, cor, sabor, amargor e
adstringéncia. A composicao fendlica ndo volatil do vinho depende de fatores genéticos
e ambientais (clima, solo, exposicdo a radiacdo UV), além de praticas viticulturais (por
exemplo, época de colheita e estdgio de maturacdo) e do processo de vinificacdo (por
exemplo, maceracdo, fermentacdo) (GARRIDO & BORGES, 2013; JACKSON, 2008).
Os compostos fenolicos sdo formados biossinteticamente a partir da via do shikimato,
resultando em &cidos fenolicos, estilbenos, fenilpropanoides (C6-C3) entre outros. No
entanto, flavonoides e proantocianidinas sdo gerados por meio de uma rota biogenética
hibrida que combina fenilpropanoides e grupos acetato (via policetideo). Esses ultimos
sdo fornecidos por uma unidade de malonil-CoA para produzir o anel aromatico A que
completa o esqueleto flavonoide (C6-C3-C6) (GARRIDO & BORGES, 2013).

Dentre os nove flavonoides identificados, sete eram flavonois, dois isoflavonas e
um flavanonol. Nenhuma antocianina foi identificada. Em contraste com outros
compostos fenolicos, as antocianinas sdo mais bem detectadas no modo ESI positivo por
serem ions positivamente carregados. As antocianinas, principal pigmento dos vinhos
tintos, estdo localizadas nas cascas das uvas, acumulando-se durante o0 amadurecimento
e atingindo seu nivel mais alto na maturidade (CADOT et al., 2012; JACKSON, 2008;
JORDAO & CORREIA, 2012). Os flavonois sdo encontrados nas cascas das bagas de
uva e sua biossintese depende da luz solar, acumulando-se apos a veraison (0 inicio do
amadurecimento das uvas). Os flavonoOis sdo mascarados pelas antocianinas, mas
contribuem para a cor dos vinhos tintos por co-pigmentacdo (CADOT et al., 2012).
Kaempferol, quercetina e miricetina sdo os principais flavonéis (JACKSON, 2008). De
fato, esses compostos juntamente com a isorramnetina foram encontrados em formas
livres e/ou glicosiladas em nosso estudo. Os flavandis estdo distribuidos em sementes,
cascas e polpa. Além disso, nenhum flavanol foi encontrado em nossas amostras, mas
eles podem sofrer reacdes de condensagédo ou polimerizacdo, sendo assim convertidos em
proantocianidinas, que também sdo responsaveis pela adstringéncia. Os niveis mais altos
de proantocianidinas geralmente ocorrem no inicio do amadurecimento (CADOT et al.,
2012; JORDAO & CORREIA, 2012). Embora a maioria das proantocianidinas em vinhos
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jovens sejam dimeros ou trimeros (JACKSON, 2008), caracterizamos um tetramero de
procianidina B neste estudo. Em concordancia com o trabalho de Oliveira et al. (2018), o
dimero de procianidina B2 foi a principal proantocianidina em uvas Touriga Nacional
cultivadas em SFRV (de OLIVEIRA ET AL., 2018). Por fim, isoflavonas e flavanonas,
como genisteina e astilbina, foram relatadas em vinhos; no entanto, como sua ocorréncia
ndo é tdo comum quanto a dos outros flavonoides mencionados anteriormente, suas
propriedades sensoriais ndo foram bem estabelecidas (GARRIDO & BORGES, 2013).

162



Tabela 2S1. Anotacdo baseada em UPLC-HRMS para 0s compostos organicos no vinho Touriga Nacional: ions [M-H]- observados e calculados
com ions de produto (MS/MS), tempo de retengdo (min), formula molecular, erro de massa (ppm), padrdo isotdpico (i-fit), nome do composto e

suas respectivas referéncias bibliogréaficas.

o [M-H T i-fit
# Peak . MS/MS ions Molecular Formula Error (ppm) Putatively identified Ref.
(min) obs. calc.
0.0
1 131 193.0345 193.0348 ; CeH1007 16 Galacturonic acid® 2
2 1.34 149.0084 149.0086 ; CaHsOs 13 0.1 Tartaric acid® 2
3 1.45 191.0188 191.0192 111.0085 CeHO7 2.1 0.0 Citric acid? 3
4 153 133.0135 133.0137 - CaHsOs 15 0.7 Malic acid? 3
509.1323, 411.0356, 0.1 )
5 2.13 591.1021 591.1020 390 0663 C23H27016S 0.2 Unknown -
6 2.29 169.0134 169.0137 125.0217 C:HsOs 18 0.0 Gallic acid? 4
7 2.5 657.0873 657.0880  369.0238, 125.0206 CasH2:015 11 0.8 Unknown? ;
8 2.61 616.1085 616.1085  167.0167, 149.0056 CasH7N3015S 0.0 08 G'”tath;oc?ggcaﬂa”c 5
451.1036, 425.0845, 0.1 o
9 2,91 577.1329 5771346 000 00 0670 CaoH26012 2.9 Procyanidin B dimer 6
179.0338, 149.0065, 0.3 o
10 3.01 311.0402 311.0403 135.0455 Ci13H1209 -0.3 Caftaric acid 4
11 3.03 443.1906 443.1917 ; CaH32010 05 02 Dihydrophaseic acid 5

hexosideP
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12

13

14

15

16
17

18

19

20

21

22

23

3.12

3.28

3.45

3.49

3.59
3.60

3.65

3.73

3.93

3.94

412

4.24

1153.2598

577.1330

865.1980

175.0610

179.0343
193.0492

479.0813

507.1132

463.0872

477.0686

449.1087

507.1127

1153.2614

577.1346

865.1980

175.0606

179.0344
193.0501

479.0826

507.1139

463.0877

477.0669

449.1084

507.1139

865.1960, 577.1371,
425.0915, 407.0677,
289.0666

451.0973, 425.0895,
407.0757, 289.0695

739.1754, 577.1416,
425.0681, 407.0733,
289.0678

115.0359

135.0381
149.0094, 134.0340

317.0247, 316.0160

492.0884, 477.0672,
193.0180, 165.0184

301.0322, 300.0253

301.0316, 300.0238

303.0548, 285.0369

492.1129, 477.1005,
193.0232, 165.0123

CeoHs0024

CaoH26012

CusH3s018

C7H120s

CgHgO4
C10H1004

Ca1H20013

Ca3H23013

Ca1H20012

C21H18013

C21H2011

Ca3H23013

-1.4

1.2

2.3

-0.6
-4.7

-2.7

-1.4

-1.1

3.6

0.7

0.6

0.1

0.7

0.0

0.0
0.0
0.0

0.1

0.1

0.7

0.6
0.1

Procyanidin B
Tetramer®

Procyanidin B dimer®

Procyanidin B trimer®

Isopropylmalic acid

Caffeic acid?
Ferulic acid?

Myricetin-O-
glucoside®
Tetrahydroxydimetho

xy-isoflavone hexose
isomer®

Quercetin 3-O-
glucoside?

Quercetin O-
glucuronide®

Astilbin®

Tetrahydroxydimetho
xy-isoflavone hexose
isomer®

2,7
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24

25
26

27

28

4.26

4.58
5.16

5.58

5.70

477.1017

317.0291
301.0338

207.0654

285.0392

477.1033

317.0297
301.0348

207.0657

285.0399

315.0469

151.0004

179.0298, 161.0216,

135.0415, 133.0253

Ca2H2012

C15H1008
C15H1007

C11H1204

C15H1006

-3.4

-1.9
-3.3

-1.4

-2.5

0.0

0.0
0.0
0.0

0.0

Isorhamnetin-O-
hexoside®

Myricetin?
Quercetin?

Caffeic acid
derivative®

Kaempferol?

6

Classificacdo por Sumner et al., 2007: a) compostos identificados usando padrfes analiticos auténticos; b) anotados por similaridade espectral; c)

classes de compostos caracterizados de forma putativa; d) compostos ndo encontrados em dados literérios; Ref.: 1- Laghi et al., 2014; 2- Silva et
al., 2018; 3- Spinola et al., 2015; 4- Flamini, 2013; 5- Rizzuti et al., 2015; 6- Sun et al., 2007; 7- Ricciutelli et al., 2019; 8- Barnaba et al., 2018;

9- Souquet et al., 2000.
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16, 17

-— 20, 21

1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0
Rt (min)

Figura 1SI. Cromatograma UPLC-HRMS do vinho Touriga Nacional do Vale do Rio S&o Francisco. Legenda: 1 - Acido galacturénico; 2
- Acido tartarico; 3 - Acido citrico; 4 - Acido malico; 5 - Desconhecido; 6 - Acido galico*; 7 - Desconhecido; 8 - Acido glutatiénico caftarico;
9 - Dimero de procianidina B; 10 - Acido caftarico; 11 - Acido dihidrofasico hexosideo; 12 - Tetramero de procianidina B; 13 - Dimero de
procianidina B; 14 - Trimero de procianidina B; 15 - Acido isopropilmalico; 16 - Acido cafeico*; 17 - Acido feralico*; 18 - Miricetina-O-

glucosideo; 19 - Isbmero de hexose de tetrahidroxi-dimetoxi-isoflavona; 20 - Quercetina O-glucosideo*; 21 - Quercetina-O-glucuronideo;
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22 - Astilbina*; 23 - Isdbmero de hexose de tetrahidroxi-dimetoxi-isoflavona; 24 - Isorramnetina-O-hexosideo; 25 - Miricetina*; 26 -
Quercetina*; 27 - Derivado de acido cafeico; 28 - Kaempferol*.
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No que diz respeito aos &cidos hidroxicindmicos, encontramos &cido
glutacionilcaftarico, &cido caftarico, acido ferdlico, &cido cafeico e um derivado
desconhecido na Touriga Nacional. Esses compostos estdo presentes na polpa e na casca
da uva, correspondendo a principal classe de fenolicos ndo flavonoides em vinhos tintos.
Eles podem contribuir para a amargor, adstringéncia e acidez e, em geral, seu teor madximo
é alcancado durante o amadurecimento, e depois diminui. Os &cidos hidroxicindmicos
geralmente aparecem esterificados com acido quinico, acido tartarico e unidades de
glicose (CADOT et al., 2012; GARRIDO & BORGES, 2013).

Inicialmente, foi aplicada uma modelagem ndo supervisionada por PCA para
entender a principal variabilidade quimica nos vinhos Touriga Nacional de acordo com
as épocas de colheita (fevereiro ou julho), estagios de maturacéo da uva (antes, durante e
apos a maturacdo tecnoldgica) e tempo de maceracgéo (7, 14 e 21 dias de maceragdo). Em
seguida, foram desenvolvidas analises de classificacdo multivariada por PLS-DA para
enfatizar a variagdo dos compostos com base nas variaveis experimentais mencionadas
anteriormente (época de colheita, maturacdo das uvas e tempo de maceracdo). A Figura
1 ilustra os resultados da classificacdo dos vinhos, na qual a safra de colheita (julho e
fevereiro) foi o fator mais forte para a discriminacao dos vinhos. O grafico de influéncia
versus erros de modelagem (Figura 1b) revelou a auséncia de valores discrepantes que
afetassem negativamente a modelagem de classifica¢do. Os vinhos produzidos com uvas
colhidas em fevereiro apresentaram quantidades mais elevadas de acido citrico (3), dois
compostos desconhecidos (5, 7), acido glutacionilcaftarico (8), acido cafeico (16), &cido
feralico (17), quercetina O-glucuronideo (21) e derivado de acido cafeico (27), enquanto
aqueles produzidos em julho exibiram quantidades mais elevadas de dimero de
procianidina B (9), miricetina (25) e quercetina (26). Oliveira e colaboradores
encontraram diferencas marcantes entre os vinhos das duas safras de colheita,
principalmente em relagéo a presenga de antocianinas, flavanois e proantocianidinas (de
OLIVEIRA et al., 2018). Tais diferengas intra-anuais ocorrem nos vinhos da VVSF porque
esta regido brasileira apresenta tipicamente temperaturas mais baixas e radiacdo solar
mais baixa, bem como maior umidade relativa durante a primeira colheita do ano do que
na segunda (ALVES FILHO et al., 2019).

Além disso, os efeitos da maturacéo da uva e do tempo de maceragdo do vinho na
composi¢do quimica dos vinhos foram investigados separadamente para cada safra. No

entanto, apenas os vinhos produzidos em fevereiro apresentaram variagdo quimica em
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relacdo as praticas viticulturais, portanto, apenas esses resultados serdo apresentados aqui.
A Figura 2a mostra os escores LV1 x LV2 para a avalia¢do classificatoria dos vinhos de
acordo com a maturacao da uva. Os respectivos carregamentos (Figura 2c) revelaram que
o0 vinho produzido com uvas ndo maduras apresentava concomitantemente altos niveis de
dois compostos desconhecidos (5, 7), acido glutacionilcaftarico (8), acido cafeico (16) e
acido feralico (17), enquanto os vinhos produzidos com uvas muito maduras exibiam
niveis mais elevados de acido galacturdnico (1), dimero de procianidina B (9), tetrdmero
de procianidina B (12), dimero de procianidina B (13), isbmero de hexose de
tetraidroxidimetoxi-isoflavona (23) e iso-rhamnetina-O-hexosideo (24). Além de
corroborar as tendéncias mencionadas observadas no eixo LV1, os carregamentos no eixo
LV2 destacaram um teor mais elevado de dimero de procianidina B (9) nos vinhos de
uvas maduras do que nos de uvas ndo maduras. Os resultados da ANOVA corroboraram
apenas as tendéncias observadas para os metabdlitos 1, 8, 16 e 17. Nossos resultados
sugerem que o acido cafeico (16) e o &cido feralico (17) foram convertidos em &cido
caftarico (10). Nossas descobertas estdo de acordo com o trabalho anterior relatado por
Cadot et al. (2012), que descobriram que os vinhos Cabernet Franc feitos a partir de uvas
mais maduras continham niveis mais altos de taninos (CADOT et al., 2012). Além disso,
Barbara et al. (2019) relataram niveis mais altos de algumas antocianinas, flavondis e
procianidina A2 em vinho Syrah da VSF produzido com uvas colhidas com maior grau
de maturacédo (21-23 °Brix) (BARBARA et al., 2019). Por outro lado, ALI et al. (2011)
e Jordao & Correia (2012) estudaram as mudancas ocorridas em bagas de Touriga
Nacional cultivadas em Portugal e observaram uma diminuicdo nos niveis de
proantocianidinas e hidroxicinamatos, respectivamente, nas bagas de Touriga Nacional
durante as Gltimas semanas de maturacdo (ALI et al., 2011; JORDAO & CORREIA,
2012). Essa divergéncia pode ser atribuida as condic¢Ges edafocliméticas do cultivo das
uvas.

A Figura 3 apresenta os resultados classificatorios multivariados para o vinho
Touriga Nacional produzido sob diferentes tempos de maceragdo. De acordo com a
andlise de carregamentos, o vinho produzido ap6s 7 dias de maceragdo apresentou
tendéncia de maior teor de &cido citrico (3), &cido malico (4), desconhecido (5), acido
cafeico (16), acido ferulico (17), derivado de acido cafeico (27) e caempferol (28). Por
outro lado, os vinhos macerados por 14 e 21 dias continham mais &cido galacturénico (1),
dimero de procianidina B (9), tetramero de procianidina B (12), dimero de procianidina
B (13), isdmero de hexose de isoflavona (23) e isorramnetina-O-hexosideo (24). Barbara
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et al. (2019) e Alencar et al. (2018) encontraram niveis mais altos de flavan-3-6is, acido
gélico, antocianinas em vinhos Syrah da VVSF macerados por um tempo mais longo (mais
de 20 dias) (ALENCAR et al., 2018; BARBARA et al., 2019). Além disso, Busse-
Valverde et al. (2012) relataram maior adstringéncia 0s escores para trés vinhos tintos
varietais (Monastrell, Syrah e Cabernet Sauvignon) macerados por 20 dias foram
atribuidos devido ao aumento dos teores de proantocianidinas totais (BUSSE-
VALVERDE et al., 2012).

A significancia estatistica da variabilidade dos metabdlitos foi certificada por
ANOVA (Figura 5SI) e, em seguida, complementando as tendéncias observadas pela
andlise estatistica multivariada: &cido galacturbnico; é&cido citrico; &cido
glutacionilcaftarico; dimero de procianidina B; tetrdmero de procianidina B; &cido
cafeico; acido ferulico; isdmero de hexose de tetraidroxidimetoxi-isoflavona; quercetina-
O-glucuronideo; isorramnetina-O-hexosideo; miricetina; quercetina; derivado de acido

cafeico; e caempferol.
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Figura. 1 Analise PLS-DA para o conjunto de dados UPLC-HRMS de vinhos
Touriga Nacional produzidos em julho (bola azul) e fevereiro (bola vermelha): a)
Escores LV1 x LV2 para avaliacdo exploratoria dos vinhos de acordo com o
principal fator sazonal; b) Gréfico de influéncia de Hotelling T2 x Q de residuos; c)
Grafico de cargas. Legenda: 3 - Acido citrico; 5 - Desconhecido; 7 - Desconhecido; 8

- Acido glutatidnico caftarico; 9 - Dimero de procianidina B; 16 - Acido cafeico; 17

170



- Acido ferulico; 21 - Quercetina O-glucuronideo; 25 - Miricetina; 26 - Quercetina;
27 - Derivado de &cido cafeico. (Para interpretacdo das referéncias a cor nesta

legenda da figura, o leitor é encaminhado para a versdo web deste artigo.)

a) ‘: b) @
0.014 unripe overripe @ if alr
ag a = 2
@ nqi E > . % @ 8
g @ * “‘* ™ @.gq
. @ @ .
= 0.001 uﬂ: g X “ii“gn' @ ® @
1 @ @
S 3 ? 2% » m’:& % @
| " @ W 4 a L
@ ripe g iﬂ b o a®@ o @ 2
0.014 &“ [w]
O 0.0
c) 002 0.00 0.0z oo 0.5 1.0
LWV1 - 35.66% Hotelling T2 - 71.41%
& oo 1 g 13 23, 24
é_ 12
5 oo JJWWMM
T 7.8
2 2 5
16, 17
g 024 23, 24
=
E |rllk_r\/\<_r\,—v~/\
e 0.0+ _P%’W_PV\J\W |r-|ir| -'_\_‘Jln_\_'_\_\__
o
3 {2
k]
1 2 3 4 5 8

‘Variablas (min)

Figura. 2. Resultados de PLS-DA para o conjunto de dados UPLC-HRMS dos
vinhos Touriga Nacional produzidos com uvas colhidas em fevereiro, com base no
estdgio de maturacdo das uvas (bagas verdes, maduras e super maduras
representadas como bolas verdes, azuis e vermelhas, respectivamente): a) Escores
LV1 x LV2 para classificacdo dos vinhos de acordo com o estagio de maturacao; b)
Gréfico de influéncia de Hotelling T2 x Q de residuos; ¢) Graficos de cargas.
Legenda: 1 - Acido galacturénico; 5 - Desconhecido; 7 - Desconhecido; 8 - Acido
glutationico caftarico; 9 - Dimero de procianidina B; 12 - Tetramero de procianidina
B; 13 - Dimero de procianidina B; 16 - Acido cafeico; 17 - Acido ferulico; 23 -
Isbmero de hexose de tetrahidroxi-dimetoxi-isoflavona; 24 - Isorramnetina-O-
hexosideo. (Para interpretacdo das referéncias a cor nesta legenda da figura, o leitor

é encaminhado para a versao web deste artigo.)

171



6.5.2 Impressdes digitais metabdlicas baseadas em RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear)
A anélise de RMN de 1H (Figura 2SI) permitiu identificar vinte e dois metabdlitos

no vinho Touriga Nacional: os &cidos orgénicos de cadeia curta acido acético, acido
lactico, acido succinico e acido tartarico; os aminoacidos alanina, glicina, valina, acido y-
aminobutirico (GABA), leucina, treonina, prolina, tirosina, fenilalanina; os carboidratos
a ¢ B-glicose; os alcoois 2,3-butanodiol, etanol, glicerol; os compostos fendlicos acido
gélico e &cido cafeico, juntamente com colina e trigonelina. Os dados de RMN de cada

composto estdo disponiveis nas Informacdes Suplementares (Tabela 3 Sl).
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Figura. 2SI. Espectro de RMN de 1H do vinho Touriga Nacional do Vale do Rio Sdo

Francisco, mostrando os compostos caracterizados.
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Tabela 3SI — Estruturas, deslocamentos quimicos, multiplicidade e constantes de

acoplamento dos compostos organicos identificados nos vinhos Touriga Nacional do Vale

do Rio Sdo Francisco.

Compounds / o H 513C Ref. Ref.
Structures (multip.*. J in Hz) H 3¢
AMINO ACIDS
Alanine
0
" 3-1.50(d 7.2) 19.2 1.52 (d 7.3) 19.1
o 1N 3 2 —4.89 (0) 53.2 3.90 (q 7.3) 53.4
NH,
Valine
@) CHg 2-no0 no 3.82(d 4.4) n
3-2.29 (0) 32.0 2.33 (m) 32.0
HO CH 4-101(d7.2) | 196 1.02 (d 7.1) 19.1
5-1.05(7.2) | 20.8 1.06 (d 7.1) 20.9
NH,
GABA
o 4 —3.06 (m) 42.0 2.99 (t 7.6) 42.2
5 3-1.97 (m) 25.3 1.88 (qui 7.6) 26.3
2 4 NH5 | 2 -2.50 (m) 34.0 2.28 (£ 7.6) 37.1
HO™ *
53.8 3.74 56.2
42.5 1.70 42.6
27.4 1.71 26.8
24.0 0.96 24.8
NH, 5CH3
Threonine
o OH 2350 (0) 63.1 3.57 (d 4.87) 63.5
) 4 3-3.80 (0) 69.8 4.24 (m) 68.9
HO™ 1 3 "CH3 | 4-1.34(0) 21.4 1.32 (d 6.58) 22.3
NH2
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Proline

4 3 6 —3.40 49.1 3.32 (m) 49.0
5-1.76 26.7 1.99 (m) 26.4
5 2, OH 2-4.18 64.0 4.12 (dd 8.83; 8.42) 64.0
N 3-2.12 32.0 2.34 (m) 31.7
H o 4-2.04 26.6 2.07 (m) 31.7
6.8 — 6.92 (m) 119.3 6.89 (M) 118.9
5.9-7.19 (m) 133.6 7.19 (m) 1335
5.9-7.33 (m) 132.5 7.32 (d 6.98) 1321
6.8 —7.43 (m) 132.4 7.42 (m) 131.8
7 —7.38 (m) 130.8 7.37 (m) 130.4
ORGANIC ACIDS
Acetic
O 1- 180.0 184.1
)J\Z 2-2.10(s) 23.7 2.08 (s) 26.0
HO™ ' “CHg
Lactic
)
3 3-1.42 (d 7.40) 22.4 1.37 (d 7.20) 22.9
Ho” 1 2 CHj 2 —4.40 (d 7.40) 69.6 4.42 (q 7.20) 71.4
OH
Succinic acid
2—2.68(s) 32.0 2.39 (s) 36.8
0] OH
2.3-4.63 75.5 4.33 76.5
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CARBOHYDRATES

-glucose
- 1-534(d3.80) | 95.6 5.25 (d 3.80) 95.4
2 -3.49 (0) 71.0 3.89-3.36 (0) 72.2
3-3.70 (0) 75.4 n 76.0
4-352(0) 73.7 n 72.8
5-3.69 (0) 63.9 n 64.2
6—3.81(0) 75.2 n 745
1-4.62 (0) 99.0 4.66 (d 8.10) 99.2
2 -3.26 (0) 77.2 3.25 (t 8.40) 77.6
3-3.75(0) 63.6 n 56.1
4-3.48 (0) 78.7 n 79.0
5_3.41 (0) 72.4 n 72.8
6—3.90 (0) 63.6 n 63.1
OTHER COMPOUNDS
2.3-butanediol
OH
. AE:H 1.4-1.15(d6.0) | 21.10 1.17 20.2
e N (230 75.3 3.65 74.0
3
OH
Ethanol
5 1 1-3.62 60.6 3.64 60.3
2-1.14 20.8 1.17 19.6
H3C OH
Glycerol
OH 1-3.88 65.5 3.64 65.4
3-3.56 65.5 3.56 65.4
HO_~_-CH |[2-378 75.2 3.77 75.0
1 3
Glycine
(0]
2 -3.66 (0) 44.4 3.55 (s) 443
NH,
HO/l\z/
Choline
he 3 1-4.00 (0) 54.1 4.05 (m) 58.5
_CHy |3-3.20(s) 57.8 3.19 (s) 56.7
N 2-3.56 (0 70.6 3.50 (dd5.82; 4.16 70.1
HO/l\Z/ \a (0) ( )
CHs,
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Gallic acid
(@] OH
3-7.17 113.4 7.04 112.2
1-no no no 168.2
2—-n0 no no 146.6
3-8.83 (m) 147.7 8.88 (d) 147.6
4 —8.06 (m) 130.6 8.07 (dd) 130.4
5-8.83 (m) 148.9 8.80 (d) 148.7
6—9.13 (5) 146.3 9.17 (s) 148.4
7-4.43 (0) 51.5 4.43 (s) 51.1
Caffeic acid
©00oH 1-7.17 118.1 7.19 117.1
4 = 5 2—7.08 125.7 7.10 124.1
3-6.91 119.3 6.96 118.8
1 S 7 4-76(d16.2) 149.2 7.30 143.3
| 5-6.32(d 16.2) 117.7 6.37 124.3
HEI"#. =
H

s —singlet; d — duplo; t — triplet; g — quartet; quin — quinteto; dd — duplo duplo; o — sinal
sobreposto; n — sem informag&o; no — ndo observado.

Devido a alta complexidade do conjunto de dados de RMN, caracterizado pelo
grande nimero de compostos identificados e pelo procedimento experimental, foram
realizadas analises quimiometricas nao supervisionadas por meio do método de PCA para
investigar a variabilidade dos vinhos Touriga Nacional. Essa analise considerou fatores
como as estagdes de colheita das uvas (julho e fevereiro), maturidade da uva (antes do
amadurecimento total, durante o amadurecimento total e uvas super maduras) e tempo de
maceracao do vinho (7, 14 e 21 dias de maceragéo). Os resultados da analise exploratoria
multivariada revelaram que a estacdo de colheita das uvas foi o principal fator na
discriminagdo dos vinhos. Para destacar ainda mais as variaveis (compostos) responsaveis
pela discriminacdo dos vinhos, a Analise Discriminante Parcial de Quadrados Minimos
(PLS-DA) foi empregada para classificar as amostras de acordo com 0S grupos

conhecidos anteriormente. A Figura 4 ilustra os resultados da classificacdo multivariada,
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representados pelos escores LV1 x LV2 (a), o grafico de influéncia vs. erros de
modelagem (b) e o grafico de carregamentos para 0s escores das amostras (c). Essas
andlises fornecem insights sobre os fatores que contribuem para as diferencas observadas
nos vinhos, permitindo uma compreensdo mais profunda das relacdes entre as
caracteristicas das uvas, 0s processos de vinificagdo e a composic¢ao quimica dos vinhos

resultantes.

Os resultados da PLS-DA mostram uma tendéncia de separagéo entre os vinhos
com base na temporada de colheita. Os vinhos produzidos em julho, que estao localizados
em escores positivos no LV1, apresentam simultaneamente mais 2,3-butanodiol, glicerol,
acido lactico, acido succinico, acido tartarico e a e B-glicose. Curiosamente, descobrimos
anteriormente que outro vinho tinto da VSF (Syrah) continha mais 2,3-butanodiol,
glicerol, acido succinico e acido tartarico em fevereiro, mesmo que fosse mais abundante
em acido lactico e prolina em julho (ALVES FILHO et al., 2019). Essa descoberta indica
que variedades de uvas podem apresentar variagdo em suas respostas sazonais, mesmo

quando submetidas a condi¢des climaticas e enoldgicas semelhantes.

Além disso, a variabilidade quimica entre os vinhos considerando os estagios de
maturacdo das uvas como classes também foi avaliada por PLS-DA. A Figura 5a ilustra
o grafico de escores de LV1 vs LV2, o gréfico de influéncia vs erros de modelagem (b) e
0s carregamentos relevantes com o0s metabdlitos mais importantes para a discriminagéo
das amostras com base na classe de vinho (c). Os escores das amostras mostram que a
composicdo quimica dos vinhos produzidos a partir de uvas maduras e super maduras
(escores LV1 positivos) é mais semelhante do que as dos vinhos produzidos a partir de

uvas maduras e ndo maduras (escores LV1 negativos).

A analise de PLS-DA revelou um teor mais elevado de 2,3-butanodiol nos vinhos
produzidos com uvas maduras. Por outro lado, acido lactico, acido succinico, colina e
acido tartarico foram encontrados em maior abundancia nos vinhos feitos com uvas nao
maduras. De fato, esse resultado € esperado, uma vez que a matura¢do causa uma
diminuicdo dos &cidos orgénicos, que sdo convertidos em agucares ou utilizados como
fontes de carbono e energia para a respiracdo (CONDE et al., 2007). Anteriormente, Ali
et al. (2011) utilizaram RMN de 1H e quimiometria para monitorar as mudangas
bioquimicas durante o amadurecimento das bagas de Touriga Nacional. Eles observaram

que as uvas ndo maduras (estagios verde e de véraison) eram caracterizadas por niveis

177



mais altos de fendlicos e &cidos organicos, enquanto os estagios maduros e de colheita

eram encontrados com maiores quantidades de aminoacidos e agucares.

Para examinar mais profundamente o efeito do tempo de maceracdo, foram
realizados seis modelos de PLS-DA para os vinhos provenientes de uvas em diferentes
estagios de maturacdo (ndo maduras, maduras e super maduras) colhidas nas duas
estacOes (fevereiro e julho) (Figura 3SI). No geral, a maturacéo ndo afetou as impressoes
metabdlicas de acordo com os graficos de carregamentos, exceto para 0s vinhos feitos
com uvas ndo maduras colhidas em julho (Figura 3bSI) e os vinhos de uvas maduras
produzidos em fevereiro (Figura 3c Sl). Os respectivos carregamentos (Figura 4 Sl)
indicam que os vinhos produzidos nessas condi¢des apresentaram um teor mais elevado
de 2,3-butanodiol, glicerol, acido lactico, acido succinico, acido galico e a-glicose quando

macerados por mais tempo.

Complementando as tendéncias observadas na analise estatistica multivariada,
ndo foi encontrada significancia estatistica entre a variabilidade das concentragdes dos
compostos discriminantes pelos resultados da ANOVA dos dados de RMN de 1H (Figura
6 Sl).
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Figura. 3. Resultados de PLS-DA para o conjunto de dados UPLC-HRMS dos
vinhos Touriga Nacional provenientes de uvas colhidas em fevereiro, com base no

tempo de maceragéo (7, 14 e 21 dias, representados como bolas verdes, azuis e
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vermelhas, respectivamente): a) Escores LV1 x LV2 para classificacdo dos vinhos
de acordo com o tempo de maceracao; b) Grafico de influéncia de Hotelling T2 x Q
de residuos; c) Graficos de cargas. Legenda: 1 - Acido galacturdnico; 3 - Acido
citrico; 5 - Desconhecido; 9 - Dimero de procianidina B; 12 - Tetramero de
procianidina B; 13 - Dimero de procianidina B; 16 - Acido cafeico; 17 - Acido
feralico; 23 - Isdmero de hexose de isoflavona; 24 - Isorramnetina-O-hexosideo; 27
- Derivado de acido cafeico; 28 - Kaempferol. (Para interpretacédo das referéncias a

cor nesta legenda da figura, o leitor é encaminhado para a versdo web deste artigo.)
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Figura. 3Sl. Graficos de PLS-DA para o conjunto de dados de RMN de 1H dos
vinhos Touriga Nacional produzidos em fevereiro (a esquerda) e julho (a direita) de
acordo com o tempo de maceracdo: a) e b) antes da maturidade tecnoldgica (uvas
verdes); c) e d) maturacao tecnoldgica (uvas maduras); e) e f) apds a maturagdo

tecnologica (uvas super maduras).
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Figura. 4. Resultados de PLS-DA para o conjunto de dados de RMN de 1H dos

vinhos Touriga Nacional de acordo com a época de colheita (julho - bola azul e

fevereiro - bola vermelha): a) Escores LV1 x LV2 para classificagido dos vinhos de

acordo com o estagio de maturacao; b) Gréafico de influéncia de Hotelling T2 x Q de

residuos; c) Grafico de cargas para LV1. (Para interpretacdo das referéncias a cor

nesta legenda da figura, o leitor é encaminhado para a versédo web deste artigo.)
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Figura. 4Sl. Grafico de cargas de: a) vinhos produzidos em fevereiro usando uvas

maduras; b) vinhos produzidos em julho usando uvas verdes.
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Figura. 5. Andlise PLS-DA para o conjunto de dados de RMN de 1H dos vinhos

Touriga Nacional com base no estagio de maturacdo das uvas (bagas verdes,

maduras e super maduras representadas como bolas verdes, azuis e vermelhas,

respectivamente): a) Escores LV1 x LV2 para classificacdo dos vinhos de acordo

com o estadio de maturacdo; b) Grafico de influéncia de Hotelling T2 x Q de

residuos; c) Grafico de cargas para LV1. (Para interpretacdo das referéncias a cor

nesta legenda da figura, o leitor € encaminhado para a versdo web deste artigo).
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gue duas ou mais letras estdo presentes sobre a barra, cada letra deve ser comparada
separadamente com as letras das outras barras para determinar se os resultados

mostram diferencas estatisticamente significativas.
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Figura. 6. Resultados de PLS-DA para o conjunto de dados UPLC-HRMS dos
vinhos Touriga produzidos com uvas colhidas em fevereiro e armazenados por 2,5
anos: a) Escores LV1 x LV2 para classificacdo dos vinhos de acordo com a
estabilidade (estaveis - bolas verdes e ndo estaveis - bolas vermelhas); b) Gréafico de
influéncia de Hotelling T2 x Q de residuos; c) Gréfico de cargas. Legenda: 1 - Acido
galacturdnico; 3 - Acido citrico; 5 - Desconhecido; 9 - Dimero de procianidina B; 12
- Tetramero de procianidina B; 13 - Dimero de procianidina B; 16 - Acido cafeico;
17 - Acido ferulico; 23 - Isdmero de hexose de tetrahidroxi-dimetoxi-isoflavona; 24

- Isorramnetina-O-hexosideo. (Para interpretacdo das referéncias a cor nesta

legenda da figura, o leitor é encaminhado para a versédo web deste artigo).
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Figura 6SI. Resultados quantitativos dos vinhos avaliados pela analise de RMN de
1H, com o desvio padrao sobre as barras superiores: a) acido galico; b) a-glicose; c)
acido tartéarico; d) glicerol; e) colina; f) acido succinico; g) acido lactico; h) 2,3-
butanodiol. Barras do grafico marcadas com diferentes letras na parte superior
representam resultados estatisticamente significativos (P<0,05) com base em
ANOVA unifatorial, enquanto barras rotuladas com a mesma letra correspondem
a resultados que ndo mostram diferencas estatisticamente significativas. No caso em
gue duas ou mais letras estdo presentes sobre a barra, cada letra deve ser comparada
separadamente com as letras das outras barras para determinar se os resultados
mostram diferencas estatisticamente significativas.

6.5.3 Estabilidade dos vinhos armazenados

A estabilidade dos vinhos foi avaliada com base em alteracfes relacionadas a
intensidade da cor (A420 + A520 + A620), tonalidade (A420 / A520) e pH durante o
armazenamento por 2,5 anos. A analise de variancia (ANOVA) desses parametros
mencionados revelou que eles ndo variaram estatisticamente nos vinhos armazenados a
partir de uvas super maduras. Portanto, o estadio de maturagéo da uva é o fator chave para
produzir vinhos mais estaveis em relacdo a coloragdo e acidez. Posteriormente, uma
andlise de classificacao binaria por PLS-DA foi desenvolvida para a estabilidade do vinho
(vinhos estaveis e ndo estaveis), considerando a variacdo da cor e pH durante o
armazenamento. Esta avaliacdo foi baseada apenas no perfil quimico fornecido pelos
dados de UPLC-HRMS, uma vez que nenhum resultado relevante foi observado para o
1H gNMR. A Figura 6a ilustra os vinhos de uvas super maduras em cor verde (vinhos

estaveis) e aqueles vinhos de uvas ndo maduras e maduras (vinhos ndo estaveis) em
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vermelho. O grafico de influéncia vs erros de modelagem mostrou a auséncia de outliers
que afetam negativamente a modelagem de classificacdo (Figura 6b). De acordo com o0s
carregamentos, 0s vinhos mais estaveis continham uma quantidade maior de &cido
galacturonico (1), dimero de procianidina B (9), tetramero de procianidina B (12), dimero
de procianidina B (13), isomero de hexose de tetrahidroxidimetoxiisoflavona (23) e
isorramnetina-O-hexosideo (24), mas menos acido citrico (3), compostos desconhecidos
(5), &cido cafeico (16) e acido ferulico (17) do que as outras amostras. Portanto, 0s
compostos 1, 9, 12, 13, 23 e 24 séo supostamente relacionados a estabilidade do vinho
durante 0 armazenamento, uma vez que sdo mais abundantes nas amostras de vinho
estaveis. No entanto, apenas o acido galacturdnico (1) foi encontrado significativamente

mais alto nos vinhos estaveis.

6.5.4 Andlise sensorial de vinhos

O perfil sensorial do vinho Touriga Nacional da regido do Vale do Séo Francisco
foi impactado pelo efeito da safra de colheita e do estagio de maturacao das uvas (Figura
7S1). De acordo com a safra de colheita (Figura 7a Sl), os resultados da PCA indicaram
valores mais altos de intensidade aromatica, acidez, aroma e sabor alcodlicos, persisténcia
gustativa, sabor frutado e corpo nos vinhos de fevereiro, enquanto aqueles vinhos de julho
apresentaram maior aroma de &cido acético nos valores negativos de PC1 e PC2. Além
disso, os vinhos de uvas ndo maduras se destacaram na intensidade do aroma de frutas
vermelhas, enquanto as uvas super maduras produziram vinhos com maior intensidade de
cor rubi profunda, adstringéncia, corpo, persisténcia gustativa, docura, aromas alco6licos
e frutados (Figura 7b SlI). Os vinhos de uvas maduras mostraram um perfil sensorial
intermediario e ocuparam a regido central no grafico de escores, portanto, ndo se
destacaram em nenhum dos 13 atributos selecionados pelo painel sensorial. Assim, tais
caracteristicas parecem estar relacionadas a tendéncia de variag@es nos niveis de acidos
hidroxicinamicos, proantocianidinas, flavonoides e acidos organicos de cadeia curta nos
vinhos mencionados anteriormente, conforme discutido anteriormente usando o conjunto
de dados de UPLC-HRMS e 1H NMR.
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Figura 7SI: Gréfico de PCA para o conjunto de dados de andlise sensorial dos vinhos
Touriga Nacional com base em: a) época de colheita (fevereiro - bola azul e julho -
bola vermelha); b) estagio de maturacao da uva (bagas verdes, maduras e super
maduras representadas como bola verdes, azuis e vermelhas, respectivamente); c)
tempo de maceracdo (7 dias - bolas verdes, 14 dias - bolas azuis e 21 dias - bolas

vermelhas); d) gréafico de cargas.

6.6 CONCLUSAO

Nossas abordagens ndo direcionadas usando UPLC-HRMS e 1H NMR,
juntamente com ferramentas de quimiometria, forneceram informacgdes complementares
para a avaliacdo da safra, estdgio de maturacdo das uvas e tempo de maceragdo na
composicdo quimica dos vinhos Touriga Nacional. Enquanto o UPLC-HRMS
discriminou os vinhos para os trés efeitos mencionados, 0 1H NMR mostrou apenas uma
tendéncia de separagdo entre as amostras. A safra de colheita seguida pelo estagio de
maturagdo das uvas foram os efeitos mais evidentes em ambos os métodos. No geral,
acidos fenolicos e acidos organicos de cadeia curta foram encontrados em niveis mais
elevados nos vinhos produzidos em fevereiro com uvas em estagios iniciais de maturagédo

e menor tempo de maceragdo. Por outro lado, proantocianidinas e outros flavonoides

186

Deep rubyjcolor



aumentaram nos vinhos macerados por mais tempo usando uvas maduras e super maduras
colhidas em julho. Além disso, os vinhos feitos com uvas super maduras mostraram ser
mais estaveis e foram encontrados com teores mais elevados de acido galacturénico.
Portanto, esperamos que nossos resultados possam ser Uteis para a melhoria da
estabilidade quimica e qualidade dos vinhos tintos produzidos na regido do Vale do Séo

Francisco.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foi observado que préaticas agronémicas (determinacéo do estadio
de maturacdo) e enoldgicas (tempo de maceracdo) influenciaram na qualidade fisico-
quimica, sensorial e nutracéutica do vinho tinto da cultivar Touriga Nacional elaborado
no Submédio do Vale do Séo Francisco (SVSF), assim como a época do ano de colheita
(“safra de verdo” ou “safra de inverno”). Este trabalho confirmou que o estadio de
maturacgdo e prolongamento da maceracao contribuiram de forma positiva na composicado

fisico-quimica, nutracéutica e estabilidade dos vinhos tintos tropicais elaborados.

Os resultados deste estudo sdo cruciais para ampliar a compreensdao da
comunidade cientifica sobre a composicao quimica e caracteristicas sensoriais do vinho
tinto tropical elaborado com a cultivar Touriga Nacional. As informagdes fornecidas na
pesquisa podem orientar os produtores do Submedio do Vale do Séo Francisco e de outras
regides que praticam a vitivinilcutura tropical na tomada de decisdes cruciais relacionadas
a data de colheita, estadio de maturacgdo e tempo de duragdo da maceracdo, com o objetivo
de alcancar a producdo de vinhos de alta qualidade e maior estabilidade quimica. A
relevancia deste estudo é evidente ao fornecer insights valiosos para 0s produtores da
regido do Submédio do Vale do Sdo Francisco e outros ao redor do mundo, com o intuito
de melhorar a qualidade e a competitividade dos vinhos tintos produzidos, em especial a
partir da cultivar Touriga Nacional. Além disso, o estudo destaca o potencial promissor
da regido e da cultivar para a producdo de vinhos tintos de alta qualidade, proporcionando
uma base sOlida para o continuo desenvolvimento da vitivinicultura local e sua
contribuicdo para a economia regional, gerando grande niumero de empregos diretos e
indiretos. Essa valorizacdo da producdo local ndo apenas fortalece a inddstria vinicola
brasileira, mas também fomenta o crescimento econdmico do semiarido nordestino e o
reconhecimento internacional da regido como produtora de vinhos distintos e de

exceléncia.
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CAPITULO Il

APENDICE 1

Nome Data / /

1- Avalie o primeiro conjunto de aromas codificados e atribua um termo descritivo a cada
amostra.

2- 2- Avalie o segundo conjunto de aromas e relacione cada aroma deste conjunto ao
correspondente aroma do primeiro conjunto.

N° Amostra do conjunto 1 N° Amostra do conjunto 2 Descritor

Comentarios:
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APENDICE 2

Tabela com as concentragdes das solucdes utilizadas para o teste de reconhecimento de gostos
basicos

Compostos Concentraciao (%) Sensacao
Cloreto de sodio (NaCl) 0.15 Gosto salgado
Cloreto de sodio (NaCl) 0.8 Gosto salgado
Sacarose 0.4 Gosto doce
Sacarose 0.8 Gosto doce
Acido citrico 0.04 Gosto acido
Acido cifrico 0,07 Gosto acido
Cafeina 0.03 Gosto amargo
Cafeina 0.06 Gosto amargo
Acido tartarico (acido
tanico?) 0.1 Adstringéncia
Acido tartarico 0.3 Adstringéncia
Agua potavel - Insipida
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APENDICE 3

Nome:; Dsta:

Por favor, prove da esquerds para a direits cada uma das amostras codificadss duas vezes e
identifique com um “X" o gosto percebido: doce, salgado, acido (azedo) ou amargo. Se vooé ndo
perceber nenhum gosto (gus pura) ou perceber outra sensacdo, marque um "X em outros e
especifique Enxagle a boca com Sgus entre uma amostra e outra.

N* amostra | Doce | Acido Salgado | Amargo | Outros: Especifique

Comentérics:
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APENDICE 4

Nome: Data:

Vocé esta recebendo trés amostras de vinho tinto. Por favor, agrupe as amostras duas a duas e avalie
as similaridades e diferencas entre cada par de amostra squanto a Aparéncia, Aroma, Sabor e
Sensagdes bucais (textura) das mesmas.

Amostras : e

SIMILARIDADES DIFERENCAS

Aparéncia:

Aroma:

Sabor:

Sensacdes bucais (textura):
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APENDICE 5

Ficha de avaliacdo, com os descritores associados a escala ndo estruturada de 9 cm,
ancorada nos extremos esquerdo e direito com o0s termos que expressam intensidade,
como "nenhum/fraco"e “forte” dos vinhos da cultivar Touriga Nacional.

Mo Aepeticia: Armastra:
APARERCLL

Coar vermelho rubi Poucn intenss rriuita irrbere a
A RORA

Intensidade aromitica

Fraca Forte
Mesiolicn | |
Fram Farte
Frutas wermelhas I |
Fraco Farte
Bodtica | |
Menhum Farte
SABORSGOSTO
Persistncia Gustativa | |
Pouca Beluitas
Mcider I |
Henhuma heluita
Armargor
[ |
Merihum kluito
Sdocicado I |
Menhuma heluita
I |
Mleodlicn
Pouco Fluito
Frutadmo I I
Henhum Feduito
SENSAQDES BUCALS DE TEXTURA
Carpa
Pouco Felluito
Adstring®ncia | |
Pouca holuiita
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APENDICE 6

Definicdo dos termos descritivos e respectivas referéncias de intensidade
consensualmente desenvolvidas pela equipe sensorial para os vinhos Touriga Nacional
elaborados com diferentes tipos de maturagdo e tempos de maceracao.

APARENCIA
COR VERMELHO RUBI Intensidade da tonalidade vermelho rubi no vinho.
Referéncias Pouco intensa Livro de cor Munsell 2.5 R 4/6
Muito intensa Livro de cor Munsell 5R 3/4
AROMA

INTENSIDADE AROMATICA

Concentracdo de compostos volateis da amostra, cujo efeito é captado
pelos drgdos olfativos do julgador. Excluem-se os compostos volateis
indesejaveis e de caracter negativo para o vinho, resultantes de problemas
da matéria-prima ou tecnolégicos.

AROMA ALCOOLICO
Referéncias

Aroma caracteristico de alcool etilico
Fraco Solugdo com 6% de &lcool etilico.
Forte Solugdo com 16% de alcool etilico.

FRUTAS VERMELHAS

Referéncias

Aroma caracteristico de cereja, morango.

Nenhum Agua destilada

Forte 20 g de morango fresco amassado; 1 gota esséncia
de cereja (Le Nez du Vin) em tira de papel
cromatografico (Le Nez du Vin, fabricado por
BOCCATI, Caxias do Sul-RS) 50 mL de vinho
tinto Syrah (Rio Sol Safra 2017) com 20g de

morango
AROMA ACETICO Aroma caracteristico de &cido acético.
Referéncias Nenhum Agua destilada

Forte Solucéo aquosa de vinagre a 0,25%

SABOR/ GOSTO/ SENSACOES BUCAIS DE TEXTURA

PERSISTENCIA
GUSTATIVA

Deve ser avaliada imediatamente ap0s a passagem do vinho em boca,
quando o degustador engole uma pequena porcdo da amostra, rejeita o
restante e expira pela boca e pelo nariz simultaneamente. E o tempo em
que a sensacdo retronasal (percepcdo aromatica/gustativa/tactil) se faz
sentir até dissipar-se completamente. Dura poucos segundos e pode variar
do simples ao quintuplo.

ALCOOLICO

Referéncias

Sabor caracteristico de bebida alcodlica, que provoca ardéncia em boca
devido ao etanol.

Pouco Vinho tinto Syrah (Rio Sol Safra 2017) diluido em
agua mineral na proporcao de 1:1
Muito Destilado de vinho Miolo Brandy Imperial com

teor alcoolico de 36% (Miolo Wine Group).

FRUTADO

Sabor associado a presenca de frutas vermelhas (cereja, morango).
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Referéncias

Nenhum Agua destilada

Muito Cha de frutas vermelhas (marca Dr. OETKER
preparado conforme a recomendacdo do
fabricante.

ACIDEZ Gosto “azedo” associado ao acido tartarico, malico ou citrico.
Referéncias Nenhum Agua destilada

Muita Solucdo aquosa de acido tartarico a 0,07%
AMARGOR Gosto amargo associado a solucédo de cafeina.
Referéncias Nenhum Agua destilada

Muito Solugdo aquosa de cafeina a 0,06%
ADOCICADO Gosto doce associado a presenca de acglcares no vinho.
Referéncias Nenhum Agua destilada

Muito Solugéo aquosa de sacarose a 0,8%

ADSTRINGENCIA

Sensagdo bucal de “secura” e “amarra¢do” na boca ao engolir o vinho.

Referéncias Pouca Solucéo aquosa coml g/L de &cido tanico

Muita Solucéo aquosa com 3g/L de 4cido tanico
CORPO Sensacdo de volume e preenchimento ne boca ao engolir o vinho.
Referéncias Pouco Vinho tinto Syrah (Rio Sol Safra 2017, com teor

alcdolico de 13%) diluido em agua mineral na
propor¢éo de 1:1

Muito Destilado de vinho Miolo Brandy Imperial com
teor alcoolico de 36% (Miolo Wine Group).
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