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RESUMO

Tese de doutorado
Programa de Pés — Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos

Universidade Federal de Santa Maria

COMPOSTOS FENOLICOS EM UVAS E VINHOS DA VARIEDADE MERLOT
Autora: Aline de Oliveira Fogaga
Orientador: PhD. Carlos Eugenio Daudt
Local e data da defesa : Santa Maria, 23 de abril de 2012.

O objetivo principal deste trabalho foi realizar um estudo dos compostos fendlicos em uvas e vinhos da variedade
tinta Vitis vinifera Merlot, cultivadas em vinhedos dos municipio de Dom Pedrito (regido da Campanha Gatcha) e de Bento
Gongalves (regido da Serra Galcha). Para tanto os seguintes aspectos foram avaliados: maturacdo fendlica e industrial de
uvas amostradas; correlacdo entre o potencial fendlico estimado nas uvas com a composicdo fendlica e a cor dos vinhos
resultantes; mudancas nos teores de compostos fendlicos dos vinhos elaborados e efeito do tipo de maceracdo sobre os
compostos fendlicos dos vinhos. O estudo foi realizado por trés safras: 2009, 2010 e 2011. Apds a anélise da maturacéo
fendlica e industrial, amostras destas uvas foram vinificadas em pequena escala, com diferentes técnicas de maceragéo. Os
vinhos foram analisados apés o engarrafamento e durante o envelhecimento em relacdo ao contetido de compostos fendlicos.
As uvas e os vinhos da variedade tinta Merlot apresentaram diferencas de acordo com a localizagdo do vinhedos, sendo que
as caracteristicas das uvas foram mais importantes para o vinho resultante do que as técnicas de vinificacdo empregadas.
Foram encontradas diferengas importantes no contedido e no comportamento dos compostos fenélicos entre as duas regides
representadas nesse estudo, tanto em relagdo a uva quanto ao vinho. As uvas cultivadas nos vinhedos do municipio de Dom
Pedrito atingem uma maturacéo celular adequada, no entanto, o teor de antocianinas é menor e o teor de taninos nas sementes
é superior a 50%, comportamento oposto as uvas cultivadas no municipio de Bento Gongalves. A analise do potencial
fendlico das uvas permite estimar o conteddo de polifendis totais, a porcentagem da cor devido a antocianinas poliméricas e a
quantidade de procianidinas presentes no vinho a ser elaborado com uvas dessa variedade. Em relagdo a técnica de
vinificagdo para a regido de Dom Pedrito, recomenda-se 0 uso de maceracgao extendida (15 dias no minimo), porém ha uma
tendéncia de elevagdo do valor de pH do vinho resultante; o esmagamento total ou ndo da uva nao ira influenciar esse
aspecto. Durante o envelhecimento, os vinhos apresentaram resultados de acordo com a regido de origem da uva, sendo que
os vinhos de Dom Pedrito apresentam uma maior velocidade de polimerizagdo; as diferencgas entre os tempos de maceragdo
diminuem com o envelhecimento do vinho para todos os vinhos analisados nesse estudo. As principais diferengas entre o0s
vinhos dos dois municipios estudados deve-se a intensidade de cor, ao conteldo de antocianinas, a porcentagem de cor
devido a antocianinas poliméricas e ao teor de polifendis totais nos vinhos. Estes fatos permitem afirmar, em parte, que os
vinhos Merlot da Serra Galcha podem ser envelhecidos por mais tempo e que os vinhos Merlot oriundos da Campanha

Gaucha podem e devem ser consumidos mais jovens.

Palavras — chaves : Antocianinas. Taninos. Copigmentagao. Maturacéo fendlica
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Adviser: PhD. Carlos Eugenio Daudt
Place and data of defese: Santa Maria, April, 2012.

The main aim of this work was to evaluate the phenolic compounds of Merlot grapes and wines, from vineyards
located at Dom Pedrito (Campanha Galcha) and Bento Gongalves (Serra Gaucha). The following aspects were evalueted:
fenolic and industrial ripeness; correlation between the grapes’ phenolic potencial and the wine’ phenolics; changes in
phenolic compounds during the aging of the wines; impacto of maceration time of wine phenolic composition. The study was
conducted for three years: 2009, 2010 and 2011. After grape ripeness evaluations, grape samples were harvested, crushed and
fermented , with three different maceration techniques. The phenolic composition of the wines were analyzed after bottling
and during aging. The vineyard localization have a great influence on Merlot wine phenolic composition; the grape
characteristics was most important than maceration techniques to the wine composition. Important differences, among this
two regions, have been found in the content and in the composition of phenolic compounds in the grapes and wines. Dom
Pedrito grapes achieved a good cellular maturity, however, when compared with Bento Goncalves grapes, the anthocyanin
content is lower and the quantity of seeds tannins are higher than 50%. The phenolic potential allowed to estimate the total
phenolic content, color due polymeric anthocyanins and procyanidin content of Merlot wines. Extended maceration (15 days)
are recommended to Dom Pedrito grapes, however it is observed an increase in the pH value; the total crushing of grapes or
not will not influence this aspect. During the aging, the results are dependent of vineyard location; Dom Pedrito wines
showed a greater polimerization velocity and the differences among maceration times decreased for all wines studied. The
main differences among wines from this two regions were color intensity, anthocyanin content, color due polymeric
anthocyanin and total phenolic conten of the wines. These facts allows to state that Merlot wines from Serra Galcha could be

aging for a periodo greater than Campanha Gaticha wines.

Keywords: Anthocynins. Tannins. Copigmentation. Phenolic ripeness
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1 INTRODUCAO

A idéia deste estudo surgiu a partir de uma demanda do setor vitivinicola brasileiro
atual. O Rio Grande do Sul, principal produtor brasileiro de uvas e de vinhos finos, elaborou,
na safra 2011, 47,6 milhdes de litros de vinho fino. A uva da variedade tinta Merlot destaca-se
como importante variedade nesse cendrio, perdendo apenas para a variedade tinta Cabernet
Sauvignon (MELLO, 2012).

A Campanha Gaulcha, localizada na regido da Metade Sul do estado do Rio Grande
do Sul, possui um excelente potencial para a producdo de uvas viniferas, devido ao clima
favoravel para estas cultivares. Ao longo dos ultimos anos, tem consolidado-se como regido
produtora de vinhos finos brasileiros. O clima desta regido apresenta maior insolagéo e menor
quantidade de chuva no periodo da maturacdo da uva e na época da vindima, quando
comparada com a Serra Gaucha. Esta condicao é essencial para a producdo de vinhos finos de
qualidade, conforme confirmado por inimeros pesquisadores (DAUDT et al., 1973; MOTTA,
2003) e até mesmo pela industria vinicola brasileira.

Entretanto, duas questdes principais surgiram: por qué os vinhos desta nova regiao
apresentam menor intensidade de cor e por qué estes estdo prontos para serem
comercializados mais rapidamente do que os vinhos elaborados na tradicional regido
brasileira vitinicola, a Serra Gaucha.

Regides com clima quente, tais como a Campanha Gaucha, podem produzir uvas com
altos teores de aclcares, 0 que pode resultar em vinhos excessivamente alcodlicos, além de
uma suposta deficiéncia em cor, fato ja relatado por pesquisadores da regido de Mendoza,
Argentina (CATANIA; AVAGNINA, 2007) e da Espanha (KOUNTOUDAKIS et al., 2008).
Catania e Avagnina (2007) relatam que, em regides de clima gquente, a maturacdo da polpa é
mais rapida que a dos demais componentes do grdo e se chega a uma maturidade tecnolégica
com as sementes e a casca ainda imaturas, obtendo-se vinhos herbaceos e com pouca cor, ou
seja, a maturacdo dita tecnoldgica ocorre antes da maturacdo fendlica das uvas, conceito
definido por Glories (2001). Podemos dizer que a deficiéncia de cor e 0 excesso de alcool nos
vinhos ocorrem devido a dificuldade de se estabelecer o ponto de colheita mais adequado.

Estudos realizados por Daudt e Polenta (1999), com uvas viniferas provenientes das
regides acima mencionadas, mostraram que estas realmente apresentam diferencas em relacédo

a quantidade de compostos fenolicos (Tabela 1). Porém, os mesmos autores afirmam que a
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analise das causas destas diferencas exige um estudo mais complexo e aprofundado. Santos
(2011), analisando amostras de vinhos tintos da variedade Cabernet Sauvignon, observou que
h& uma diferenca significativa de tonalidade entre os vinhos elaborados nas diferentes regides
do Rio Grande do Sul. Os compostos fendlicos em uvas e vinhos sdo alvo de um grande
nimero de estudos em todo o mundo. H& uma farta disponibilidade de artigos sobre
quantificacdo destes compostos em uvas e vinhos. Entretanto, no Brasil, os estudos ainda séo

€SCassos.

Tabela 1 — Fendis totais, flavonoides e nao-flavonoides (mg.L™ 4cido gélico), em vinhos
tintos da variedade Cabernet Sauvignon, de duas diferentes regides.

Regiao Fenois Totais Flavondides N&o Flavonoides
Serra Gaucha 1.970,0 1.786,0 109,1
Campanha Gaucha 1.410,0 1.323,0 87,3

Fonte: adaptado de Daudt e Polenta (1999).

O mercado consumidor de vinhos finos estd cada vez mais exigente, sendo a
qualidade dos vinhos imprescindivel. Analisando o mercado brasileiro, pode-se dizer que o
consumidor procura vinhos tintos mais jovens (02 a 04 anos), encorpados, com pouca acidez e
com muita cor. A Campanha Galcha destaca-se nesse cenario por produzir vinhos com
pouca acidez e baixa adstringéncia, mas deficientes em cor e muito alcodlicos.

A cor tem um papel determinante na qualidade sensorial de um vinho, sendo talvez a
caracteristica que mais imediatamente impressiona o provador e o consumidor. Resultante da
presenca de varios compostos, a cor é devida, no vinho tinto, essencialmente a presenca de
compostos fendlicos, em particular as antocianinas, responsaveis por um largo espectro de
cores, indo do laranja ao violeta, passando pelo vermelho. A cor dos vinhos tintos € também
devida a composicdo de pigmentos denominados poliméricos (RICARDO DA SILVA et al.,
2003). Entretanto, a composi¢do quimica de um vinho é extremamente complexa, com 0s
pigmentos poliméricos sofrendo mudancas desde 0 momento em que as uvas sdo esmagadas,
durante a fermentagéo, durante a prensagem e, por fim, durante o envelhecimento (ZIMMAN
et al., 2004).

Um entendimento mais completo e profundo sobre as diferengas entre regides

produtoras de uvas e vinhos, das caracteristicas dos vinhos resultantes e das técnicas mais
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adequadas a realidade das regifes justifica-se no cenario vinicola mundial. Espera-se com
esse trabalho chegar a resultados préaticos, Uteis as vinicolas brasileiras.

A proposta deste trabalho foi estudar os compostos fendlicos em uvas e vinhos da
variedade tinta Vitis vinifera Merlot cultivadas no Rio Grande do Sul; para tanto, foram
escolhidos vinhedos localizados em duas importantes regides vitivinicolas do estado: Serra
Gaucha (representado pelo municipio de Bento Gongalves) e Campanha Gaucha (municipio
de Dom Pedrito).

Os fendis sdo um grupo amplo e diverso de compostos, com varias metodologias
descritas para sua determinacdo, uma das principais dificuldades é o grande nimero de
compostos com alto peso molecular. Um exemplo é a pesquisa de compostos poliméricos via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando coluna C18 com fase reserva, essa
metodologia tem seu uso limitado porque esses compostos tipicamente sdo eluidos juntos,
como uma banda larga (envelope), o que dificulta sua avaliagcdo (Versari et al., 2008). A falta
de padrBes para o estudo das procianidinas é outro problema, uma vez que ainda ndo ha
padrdes comerciais disponiveis.

A finalidade deste estudo era responder aspectos praticos, que sejam Uteis as vinicolas
no sentido de melhorar o entendimento das caracteristicas das uvas e dos vinhos produzidos,
auxiliando na deciséo de alguns procedimentos, dessa forma, optou-se pelo estudo de grupos
fendlicos e ndo pela anélise de compostos isolados.

1.1 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi realizar um estudo dos compostos fenélicos em
uvas e vinhos da variedade tinta Vitis vinifera Merlot cultivadas em vinhedos localizados no
municipio de Dom Pedrito (regido da Campanha Gadcha) e no municipio de Bento Gongalves

(regido da Serra Gaucha).

1.1.1 Objetivos especificos

* Avaliar a maturacéo fenolica e industrial de uvas amostradas.
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* Avaliar a correlacéo entre o potencial fendlico estimado nas uvas com a composicao

fendlica e a cor dos vinhos resultantes.

* Acompanhar as mudancas nos teores de compostos fendlicos e na cor de vinhos

elaborados

* Avaliar o efeito do tipo de maceracéo sobre os compostos fendlicos e cor dos vinhos

elaborados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo compostos que apresentam um ou mais grupos hidroxilas
ligados a um anel aromatico, sendo o hidrogénio da hidroxila fendlica labil, o que torna os
fenois acidos fracos. O termo fenois refere-se a um grupo quimico de compostos amplo e
diverso, que pode ser classificado de varias maneiras (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).
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Figura 1 - Diversidade de compostos fendlicos no vinho. Fonte: Scollary (2010).

No vinho, ha uma diversidade muito grande de compostos fendlicos, e pode-se dividir
0s compostos fenolicos em dois grandes grupos: flavonodides e ndo flavondides (Figura 1)
(SCOLLARY, 2010).
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2.1. 2 Flavonoides
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Figura 2 — Esqueleto de um flavonodide e as variagdes na estrutura no anel C (a). Reagdes

levando a espécies eletrofilicas e nucleofilicas entre antocianinas e flavonois (b). Fonte:
Fulcrand et al. (2006)

A familia dos flavondides € a mais importante entre os polifendis das uvas, tanto em
quantidade como em qualidade. Sua estrutura € composta por dois aneis aromaticos
polihidroxilados A e B, conectados a um anel pirano central C (figura 2a). O anel C pode ser
mais ou menos saturado; o nimero de duplas ligagdes (insaturacdo) determina a classe de
flavonoides (Figura 2b). Quando o anel C é completamente insaturado, corresponde ao cation
pirilium e ¢ a estrutura das antocianinas; quando é completamente saturado da origem a uma

classe de compostos que incluem estruturas monoméricas e poliméricas (FULCRAND et al.,
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2006). Os taninos sdo compostos fendlicos complexos devido a sua natureza polimérica,
composta por diferentes sub-unidades de flavan-3-ol ligadas entre si (KENNEDY et al.,
2000). O quadro 1 apresenta os principais flavonoides encontrados em uvas e vinhos, bem

como a representagdo de sua estrutura (SCOLLARY, 2010).

2.1.2 Ndo Flavondides

Os compostos chamados de ndo flavondides sdo os &cidos fendlicos do vinho (Quadro
2), originalmente derivados da polpa da uva, baseados na estrutura do fenol e contendo
também um grupo carboxil -COOH (SCOLLARY, 2010).

As uvas e os vinhos contem &cidos benzodicos e cindmicos, na ordem de 100-200
mg.L™ no vinho tinto e 10-20 mg.L™ no vinho branco. S&o incolores em solugées alcodlicas
diluidas, mas tornam-se amarelos devido a oxidacdo. Do ponto de vista organoléptico, estes
compostos ndo apresentam nenhum aroma ou sabor caracteristicos. No entanto, séo
percursores de fendis volateis produzidos por acdo de alguns microrganismos (leveduras do
género Brettanomyces e bactérias) (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Estes compostos podem participar de vérias reacGes de desenvolvimento e
estabilizacdo da cor, incluindo (SCOLLARY, 2010):

- conversdao do grupo carboxil (-COOH) em um grupo aldeido (-CHO) e
participacdo das reacdes de condensacdo com compostos fendlicos do tipo
catequina;

- reacdo direta com antocianinas para gerar piroantocianinas;

- descarboxilacdo durante o processo fermentativo e reacdo com antocianinas;

- quebra oxidativa, formando aldeidos reativos que irdo reagir com compostos

fendlicos do tipo catequina.
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Composto Descrigéo Estrutura Basica Exemplos
T
.l_-_l_.-:.'ﬁ""\-\. &
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Procianidinas

Sao dimeros de flavan-3-ol

Procianidina B2 3- galato

Taninos

condensados

Constituidos por moléculas de flavan-3-ol

ligadas

Conhecidas por varias nomes: taninos nao

hidrolisaveis, taninos, proantocianidinas,

taninos da uva; taninos do vinho

~0H
=N __.'\-\. el s Ny .-J'ﬁ,j

OH
o T

:';uf Igi -

Ok

'3-—0

Antocianinas

Baseadas no esqueleto do cétion flavilium

Contem uma molécula de glicose ligada na

posicao 3

Denominadas antocianidinas na auséncia da

molécula de glicose

o®

Quadro 1 — Principais flavondides encontrados em uvas e vinhos.
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Composto Descricao Estrutura Basica Exemplos
Acido galico
O
. . A estrutura bésica é o acido benzdico, o HO COH
Acidos fenolicos - | ) OH
exemplo é baseado na estrutura C6-C1 b
OH

Acidos fenodlicos -

Este exemplo é baseado na estrutura C6-C3

Outros nomes: acidos hidroxicinamicos

Fenilpropanoides

Acido cafeico

¥ CO.H
~— | H
.
HO
OH

Esteres de acidos

fendlicos

Caracterizados por uma ligacdo éster entre a
unidade -COOH de um &cido

hidroxicinamico e um —OH do grupo do

acido tartarico

Acido caftarico

i:|:!l COH

LY

H Ot—H
f'*ﬂ’];}_'{ H ot 0
o H

HO™ e b

Quadro 2 — Principais compostos nao flavondides encontrados em uva e vinhos.
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Os &cidos hidrocindmicos também sdo chamados de fenilpropandides, referindo-se ao
lado C3 da cadeia (propil) ligada ao anel aromatico (fenil). Em vinhos e sucos de uva jovens,
as formas livres desses acidos ocorrem em pequenas quantidades, pois existem
preferencialmente na forma de ésteres de acido tartarico; um aumento na forma livre é
verificado durante o envelhecimento (SCOLLARY, 2010).

2.2 Compostos fenolicos em uvas

A figura 3 apresenta a distribui¢cdo dos compostos fendlicos em um gréo de uva. O
principal composto presente nas cascas das uvas sdo as antocianinas e as proantocianidinas
(taninos condensados). Na literatura, o temo ‘tanino’ é usado para identificar uma classe de
compostos que sdo formados no grdo da uva. Esses taninos sdo extraidos da uva durante o
processo de vinificacdo e sdo quimicamente modificados durante o processo. Varios termos
sdo utilizados para descrever 0s taninos, tais como taninos condensados, taninos nao
hidrolisaveis, procianidinas, proantocianidinas, taninos da uva e taninos do vinhos
(SCOLLARY, 2010).

As antocianinas estdo localizadas nos vacuolos das células da casca, e conforme as
uvas amadurecem, aumenta o espaco ocupado por elas, em detrimento do citoplasma. Ha um
gradiente de concentracdo positivo de fora para dentro das uvas, as células mais perto da
polpa s&o mais pigmentadas do que as proximas a epiderme (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

Na semente, o principal composto fendlico sdo as proantocianidinas (Figura 4).
Entretanto, ha uma diferenca entre 0s taninos presentes nas cascas € nas sementes
(SOUQUET et al, 1996; KENNEDY et al., 2007).
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Cascas
- Antocianinas
- Proantocianinas
- Compostos aromaticos

Polpa
- - Agua
4 - Acidos organicos
- Aclcares
- Compostos aromaticos

1 Sementes
- Proantocianinas

Figura 3 — Distribuicdo dentro de uma grdo de uva dos compostos importantes para a
qualidade do vinho. Fonte: Kennedy, 2008.
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Figura 4 — Estrutura de um tanino (proantocianidina) de gréos de uvas Vitis vinifera.
Fonte: (Geny et al., 2003).

Nas sementes, 0s taninos sdo posicionados nas camadas internas e externas para

defender o embrido. Durante o periodo de amadurecimento os taninos das camadas mais
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externas sao sempre mais polimerizados que os da camada interna. Com o decorrer do tempo
essa diferenca torna-se mais importante, devido a um aumento significante no grau de
polimerizacdo dos taninos da camada mais externa da sementes; os taninos serdo liberados
para 0 meio externo se a cuticula for solubilizada (GENY et al., 2003).

De acordo com Ribéreau-Gayon et al. (2006), no inicio dos anos 70 foram
identificados os diferentes tipos de taninos nas cascas, sementes e engacgos. As seguintes
conclus6es foram resumidas, de acordo com as pesquisas nessa area:

- 0s taninos das sementes sdo procianidinas, com relativamente baixo grau de
polimerizagdo no momento da mudanga de cor das uvas, o qual aumenta durante o
amadurecimento;

- 0s taninos das cascas possuem estrutura mais complexas e sofrem pouca variacdo no
seu grau de polimerizacdo. A quantidade de dimeros e trimeros, ja baixa no momento da
mudanca de cor, decresce durante o amadurecimento.

- 0s taninos dos engagos sdo polimerizados, procianidinas ndo coloidais, com
reatividade similar aos taninos das sementes.

A importancia destes taninos é que 0s mesmos sdo responsaveis por algumas das
principais propriedades organolépticas do vinho (adstringéncia, escurecimento e turbidez) e
estdo envolvidos nos processos de envelhecimento dos vinhos (RICARDO-DA-SILVA et al.,
1993).

2.2.1 Biossintese de fendis em uvas

A sintese dos compostos fenolicos é uma conseqiiéncia colateral da formagdo e
acumulacdo de acucares no grao da uva (BAUTISTA-ORTIN, 2005).

Progressos significativos foram obtidos no entendimento de quando e como 0s
flavondides sdo formados na uvas, incluindo a sintese de antocianinas e a formacgéo de taninos
condensados. As subunidades dos taninos, (+)- catequina e (-)-epicatequina, sao sintetizados
por duas enzimas, antocianidina redutase (ANR) e leucoantocianidina redutase (LAR).
Entretanto, a questdo de como as subunidades sdo convertidas em taninos ainda ndo foi
entendida. Um ponto critico € o estudo da expressdo de genes sobre diferentes condicfes
ambientais (SCOLLARY, 2010).
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Estudos realizados por CSIRO Plant Industry, na Australia, permitiram entender
melhor alguns pontos importantes sobre a biossintese de taninos, embora haja ainda muitas
perguntas abertas. O sintese de taninos ocorre no inicio do processo de matura¢do dos gréos
(Figura 5), o tamanho do gréo € ilustrado pela curva verde, mostrando as duas fases do
desenvolvimento do grdo entre a fixagdo do fruto e 0 “veraison”, e ap0s 0 “veraison” quando
0s grdos estdo amadurecendo. Ha duas fases importantes: a acumulagdo de taninos e a
maturacdo. Nas cascas, a acumulacdo de taninos inicia proximo ao florescimento e esta
completa antes do “veraison”. Nas sementes, a acumulacdo de taninos inicia também no
florescimento e estd completa 2 semanas apds 0 “veraison”. A maturagdo dos taninos ocorre
durante 0 amadurecimento do grdo, e resulta em progressiva descréscimo da extratibilidade
dos taninos, coincidindo com a percepc¢do de perda de textura do grdo da uva (KENNEDY et
al., 2007).

O contetdo de polifendis na semente decresce dramaticamente durante o
amadurecimento, com um decréscimo de 90% no conteudo de mon6émeros de flavan-3-ol e
60% de decréscimo no teor de procianidinas (KENNEDY et al., 2000). Durante o
amadurecimento, também ocorre a ligacdo dos taninos com proteinas da superficie interna do
tonoplasto e com polissacarideos da parede celular (AMRANI et al., 1994), o que resulta na
diminuicdo da extratibilidade destes (HANLIN et al., 2009).

berry s
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tannin synthesis (skin) [ anthocyanin synthosis =

tannin synthesis (seeds)
tannin mttumion

Figura 5 — Producéo de antocianinas e taninos durante o desenvolvimento e matura¢éo de um
gréo de uva. Fonte: Kennedy et al. (2007)
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Iniciando no “veraison”, 0 acumulo de antocianinas nos grdos aumenta durante o
amadurecimento, porém, ha evidéncias de que o teor de antocianinas pode reduzir ao final do
desenvolvimento do grdo (KENNEDY et al., 2002)

2.2.2 A influéncia do clima

H& tempos sabe-se que o clima influéncia o teor de compostos fendlicos em uvas.
Winkler et al. (1974) ja dizia que em climas quentes o acumulo de antocianinas é inibido nas
cascas de uvas tintas.

H& uma forte influéncia das condi¢cGes ambientais e viticulturais na rota dos
flavondides, incluindo luz, temperatura, tipo de solo, agua, estado nutricional e manejo do
dossel vegetativo. Dentre varios fatores que podem influenciar a composicao e o contetdo de
flavonoides em uma cultivar de uva é a localizacdo do vinhedo e o clima na regido de cultivo
(DOWNEY etal. , 2006).

A figura 6 representa a relagéo entre as antocianinas e a qualidade do vinho em climas
quentes e frios. O eixo X representa a qualidade do vinho, onde E = baixa qualidade e A =
alta qualidade. O eixo Y representa a cor do vinho ou da uva (antocianinas). Em regides
guentes, a cor apresenta um comportamento linear com a qualidade do vinho, enquanto que
em regides frias € obtido um limite de cor e um aumento na cor ndo representa um aumento
na qualidade do vinho (CORDON, 2008).

Entretanto, ressalta-se que o conceito de vinho de qualidade é subjetivo, sendo que a
qualidade geral de um vinho seré influenciado por muitas variaveis. Atualmente ha o conceito
de que a medida que aumenta a exposi¢cdo dos frutos a luz solar, o desenvolvimento e a
composicao dos frutos, bem como a qualidade do vinho, aumenta (CONDOR, 2008; SMART,
1985). Potter et al. (2010) observou que a préatica da desfolha, em vinhedos da regido da
Campanha, pode favorecer a qualidade geral de vinhos Cabernet Sauvignon, especialmente

porque essa técnica potencializa a produgéo dos polifendis e a cor em vinhos tintos.
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Figura 6 — Representacdo esquematica mostrando a relacdo entre qualidade do vinho e
antocianinas. Fonte: Cordon (2008).

Por outro lado, em regi6es com climas mais quentes, essa afirmacdo nem sempre é
correta. De acordo com Bergqvist et al. (2001), além de regular a fotossintese, a luz solar
fornece energia radiante, o que aquece a superficie das plantas. A composi¢do de um grao de
uva € influenciada pelo efeito da exposicdo a luz solar tanto direta (quantidade e qualidade de
luz) quanto indireta (mediada pela temperatura). Estudos realizados por esses autores, em
regibes quentes, mostraram que a cor dos grdos foi negativamente afetada pela exposicéo
excessiva a luz solar; os resultados indicam que em zonas quentes deve-se optar por praticas
de manejo do vinhedo que proporcionem exposi¢do dos cachos a luz difusa e ndo a exposi¢ao
direta a luz solar.

Cordon (2008) trabalhando com uvas da variedade Shiraz, na Australia, em duas
regides distintas (uma de clima quente e outra de frio), observou que a temperatura teve uma
maior influéncia na sintese e acumulacdo de antocianinas do que as mudangas na exposi¢do
dos cachos a luz solar. Enquanto que o mecanismo responsavel pelas mudancas na quantidade
e composicdo de antocianinas em climas quentes permanece incerto; a explicacéo de que esse
fato envolva a degradacdo de antocianinas e/ou inibicdo da biossintese de antocianinas €
fortemente suportada por varios trabalhos. Além da redugdo no conteldo total de
antocianinas, ocorre uma variagdo em relacdo a composicdo destas, havendo uma alta
proporcdo de compostos malvidina e cumaril-glicosideos em relacdo a regido mais fria; ja o

conteudo total de taninos permaneceu igual em ambas as regioes.
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Gil-Mufioz et al. (2011), trabalhando com a variedade Monastrell na Espanha, também
observaram que as condic¢des edafoclimaticas sdo importantes na biossintese de antocianinas.

De acordo com Kliewer e Torres (1972), a sintese de compostos fendlicos € inibida
em temperaturas acima dos 35°C; entretanto se durante a maturacao ocorre uma alternancia de
temperaturas altas e baixas entre o dia e a noite, a acumulagéo de antocianinas e taninos é
favorecida. Amostras de uvas da variedade Cabernet Sauvignon, cultivadas em condicGes
controladas, em altas temperaturas (35°C durante o dia / 25°C a noite), reduziram
significativamente a concentracdo de antocianinas nas cascas das uvas, modificando também

a composicdo de antocianinas (YAMANE et al., 2006).

2.2.3 Maturacao fendlica de uvas

A maturacdo de uma uva pode ser definida como a idade fisiolégica dos grdos na
planta, sendo que o desenvolvimento do grdo é coordenado com o desenvolvimento da
semente. Do ponto de vista enoldgico, 0 “veraison” pode ser divido em sub estagios baseados
no metabolismo do grdo e no transporte continuo de substancias para a videira. Durante o
“veraison”, &gua, aclcares e compostos nitrogenados sdo transportados para o grdo via
floema, e a sacarose € entdo hidrolizada a glicose e frutose no grdo (BISSON, 2001).

A definicdo da maturacdo 6tima de uma uva depende do estilo de vinho a ser
elaborado. Tradicionalmente, o ponto de colheita 6timo era determinado pelo contetdo de
acucar, acidez titulavel e pH da uva no momento do esmagamento (BISSON, 2001;
KENNEDY et al., 2002).

De acordo com Ribéreau-Gayon et al. (2006), as uvas atingem a maturacéo fenolica
quando varios fatores estdo em equilibrio. A maturagéo tecnologica (relagcdo agucar/acido),
aromatica e fenolica sdo variaveis independentes que devem ser levadas em conta no
momento da colheita das uvas.

E possivel definir a composicéo fendlica das uvas de acordo com o grau de maturaco,
levando em consideragéo a alta concentracdo de compostos fendlicos, e as propriedades dos
taninos, especialmente aqueles com reatividade com proteinas. Uma uva matura €
caracterizada por cascas ricas em antocianinas e taninos complexos e inativos, e sementes
com um baixo conteudo de taninos polimerizados que reagem fortemente com proteinas. Por

outro lado, uvas imaturas, possuem baixas concentracdes de antocianinas nas cascas e taninos



30

relativamente simples que ndo perderam sua reatividade, e sementes com uma alta
concentracdo de taninos pouco polimerizados, entretanto altamente reativos (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006).

O controle da maturidade fendlica baseia-se nos seguintes itens (BAUTISTA-ORTIN,
2005):

- nas cascas, observa-se durante a maturacdo, a acumulacdo de antocianinas e taninos;
suas concentracfes atingem o maximo proximo da maturidade tecnoldgica se as condi¢bes
edafoclimaticas sdo adequadas;

- as membranas das células da casca se degradam, permitindo a extracdo de
antocianinas e taninos;

- nas sementes, a quantidade de taninos extraiveis diminuem durante o processo de
maturacéo.

O potencial de extracdo das antocianinas depende do estado de maturacdo que controla
a ruptura das células da casca da uva. Se todas as outras condigdes continuarem iguais,
quando as uvas estiverem perfeitamente maturas ou levemente sobremaduras, o contetudo de
antocianinas no vinho serd maior do gque era na maturacdo, embora esses pigmentos tendam a
decrescer nas uvas. Tanto a cor quando a quantidade de fendis totais estardo no seu maximo
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Hé vérias metodologias disponiveis para analise de maturacdo de uvas, especialmente
em relacdo ao teor de antocianinas, tais como Saint Cricq (SAINT CRICQ et al., 1998),
Lamadon (LAMADON, 1995) e Fragoso-Garcia (FRAGOSO-GARCIA et al., 2009).

Gil-Munoz et al. (2011) comparando vérios métodos (HPLC, Lamadon, Saint-Cricq e
Fragoso-Garcia), observaram uma alta correlacdo entre eles em termos de quantificacdo de
antocianinas nas uvas. A metodologia por HPLC é uma ferramenta valiosa para identificar e
quantificar com precisdo diferentes antocianinas individuais em uma amostra. Entretanto,
essa metodologia ndo é comum em vinicolas, e entre os trés metodos espectrofotométricos
testados, a metodologia descrita por Fragoso-Garcia apresentou resultados superiores as
metodologias descritas por Saint Cricq e Lamadon; ressalta-se que a metodologia Fragoso-
Garcia determina apenas a quantidade total de antocianinas.

Gonzalez-Nevez et al. (2010d) observaram uma alta correlacdo entre os indice de
polifendis nas uvas e a cor e 0s compostos fendlicos nos vinhos resultantes, sugerindo que a
estimativa da riqueza polifendlica e extratibilidade de antocianinas das uvas pode ajudar a
melhorar o manejo do processo de vinificagdo e ajudar a prever as caracteristicas cromaticas e

composicao global de polifendis em um vinho.
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Descricao da metodologia

Atualmente, um dos métodos mais utilizados e simples para avaliagdo da maturacéo
fenolica é o método proposto por Glories e Augustin em 1993 e descrito por Saint Cricq et al.
(1998).

O principio do método consiste em extrair rapidamente as antocianinas das cascas,
utilizando meio &cido para facilitar a extracdo. Além disso, é recomendado que 0s uvas sejam
esmagadas e diluidas pela metade. O esmagamento das sementes resulta na extracdo parcial
dos taninos das sementes, e sua quantificacdo é necessaria para estimar a qualidade da uva. As
solucdes utilizadas sdo &cidas, pH 1 (HCI 0,1 N) e pH 3,2 (solucdo de 5 g.L™ de &cido
tartarico parcialmente neutralizado) (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

O meio &cido rompe a membrana fosfolipidica das células, quebrando as ligacbes
protéicas e consequentemente, liberando o conteudo dos vacuolos. O contetdo total de
antocianinas € entdo extraido e solubilizado na solugdo com pH 1,0. No pH de 3,2 a extracao
é comparavel com o que ocorre nos tanques de fermentacdo. A diferenca entre os resultados
obtidos nas duas solucdes, com diferentes pH, reflete a fragilidade da membrana, e relaciona-
se com o potencial de extracdo dos pigmentos, indicando assim, o nivel de maturacdo das
uvas (SAINT CRICQ et al., 1998; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Ressalta-se que antocianinas e taninos sao extraidos sob condicfes similares, uma alta
extracdo de antocianinas também resulta em uma alta extracdo de taninos. Como a relacdo
entre a densidade Otica a 280 nm (IPT) e a quantidade de antocianinas extraidas a pH 3,2 esta
entre 35 e 45 para uvas maduras de todas as variedades estudadas (Merlot, Cabernet Franc,
Cabernet Sauvignon, Syrah, Tempranillo, etc), um valor médio de 40 é utilizado. Uma vez
que a concentracdo dos compostos (IPT) e antocianinas a pH 3,2 tenha sido determinada, é
possivel calcular a proporcdo de compostos fendlicos derivados das cascas e, por diferenca,
das sementes (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Resumidamente, a metodologia e o calculo dos indices sdo descritos abaixo
(RIBEREAU-GAYON et al. 2006; SAINT CRICQ et al., 1998). As analises sdo realizadas a
partir de duas maceragdes das uvas inteiras trituradas, realizadas durante 4 horas, com
solugdes de pH 1,0 e 3,2, respectivamente. Os macerados sdo entéo filtrados e centrifugados.
O teor de polifendlicos é determinado através da medicdo da absorbancia a 280 nm (IPT),
enguanto que as antocianinas sdo quantificadas utilizando o método de Ribéreau-Gayon e
Stonestreet (1965) (ApH 1,0 e ApH 3,2).

- ApH 1,0 : representa o potencial total de antocianinas.
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- ApH 3,2: representa as antocianinas extraiveis.

ApH1,0 — ApH?3,2
ApH1,0

x100

- Indice de maturacéo celular (IMC%) : IMC(%) =

ApH3,2x40

- Contetdo de taninos nas cascas (TC): TC = 1000

- Conteudo de taninos nas sementes (TS) : 7S=IPT -TC

: 7C
- Porcentagem de taninos das cascas (%TC): %7C = ﬁxloo

. TS
- Porcentagem de taninos das sementes (%TS): %7S = ﬁxloo

Quanto menor o valor de IMC %, ou seja, quanto menor a diferenca entre o conteddo
de antocianinas a pH1 e a pH3,2, mais facilmente as antocianinas serdo extraidas. Os valores
variam entre 70 e 20, dependendo da variedade de uva e maturidade. A variedade tinta
Cabernet Sauvignon, que é mais fraca, sempre apresenta valores maiores que a Merlot. O
valor de IMC% decresce com o passar da maturacdo. Alguns manejos no vinhedo, tais como
raleamento de cachos ou remocéo tardia de folhas, facilita a maturacéo e decresce os valores
do indice de maturacdo celular, dessa forma, o contetido de antocianinas e a cor dos vinhos
aumenta, mesmo que o contetido de antocianinas das uva ndo aumente (RIBEREAU-GAYON
et al., 2006). A diferenca de extratibilidade de antocianinas entre uvas pode ser explicada pela
diferenca no conteudo de pectina e celulose das células e bem como de alguns polissacarideos
(ORTEGA-REGULES et al, 2006).

A porcentagem de taninos nas sementes (%TS) também é chamada de indice de
maturidade das sementes, e representa a percentagem de taninos extraidos das sementes nas
condicdes de analise, os quais correlacionam-se com o carater adstringente de um vinho.
Quanto maior a proporcdo de taninos nas sementes, maior o risco de se ter um impacto
negativo no vinho (SAINT-CRICQ et al., 1998).
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Sartori (2011), trabalhando com uvas Malbec e Shiraz cultivadas na regi&o central do
Rio Grande do Sul, encontrou uma forte correlagdo entre o teor de antocianinas sensiveis ao
bissulfito no vinho e o teor de antocianinas extraiveis na uva.

Gonzalez-Neves et al. (2003) observaram que os valores médios de IMC% obtidos em
uvas da variedade Cabernet Sauvignon e Merlot, cultivadas no Uruguai, ndo foram
estatisticamente diferentes. No mesmo sentido, Glories (2001), afirma que o IMC% de uvas
Cabernet Sauvignon sdo sempre altos, uma vez que esta variedade tem a casca mais espessa e
dificil de degradar. Por outro lado, os valores de % TS mostram que as sementes de Cabernet
Sauvignon s&o mais pobres em taninos (GONZALEZ-NEVES et al., 2003).

Gonzélez-Neves et al. (2010a) sugerem algumas modificacbes nos céalculos dos
indices, considerando as dilui¢Ges utilizadas, para tanto, considera-se a porcentagem de polpa
e a densidade do mosto em cada amostra.

Trabalhando com uvas da variedade Tannat, no Uruguai, por trés anos consecutivos,
Gonzéalez-Neves et al. (2010a) verificaram que a andlise da maturagdo fendlica ndo
permitiram definir o momento 6timo da colheita, mas proporcionaram dados relevantes para a
avaliacdo enoldgica da uva e para gestdo das vinificacGes.

Kontoudakis et al. (2011) sugere que a heterogeneidade das uvas em um vinhedo
influencia a composicdo final e qualidade de um vinho, e por isso deve ser considerada no
momento da colheita.

2.3 Compostos fendlicos em vinhos

2.3.1 Extracdo de compostos fendlicos durante a vinificacdo

Uma vez que as uvas tenham sido colhidas, a composicdo fenolica do vinho torna-se
dependente do processamento dentro da vinicola. Uma vez que as antocianinas estdo
localizadas nos tecidos das cascas, a fermentacdo e a maceracdo tem um profundo efeito na
quantidade de antocianinas presentes no vinho (KENNEDY, 2008).

A extracdo de compostos fenolicos nem sempre estd diretamente relacionada com o
contetdo de fenois da uva, uma vez que uvas ricas em compostos fenolicos nem sempre

resultam em vinhos com muita cor. Trés fatores sdo indispensaveis para entender esse



34

fendbmeno: a localizacdo dos compostos fendlicos nas cascas, sua evolugdo durante a
maturago e sua extratibilidade (BAUTISTA-ORTIN, 2005).

De acordo com Kennedy et al. (2007), os seguintes fatores sdo importantes no
processo de extracdo de antocianinas: temperatura, tamanho e tipo da molécula, gradiente de
concentracdo, permeabilidade celular, area superficial e composicdo do meio extrator (por
exemplo a concentracdo de etanol).

Ribéreau-Gayon et al. (2006) divide o processo de maceracdo em trés partes,
conforme a figura 7:

1. maceracdo antes da fermentacdo, geralmente curta (algumas horas ou alguns dias), é
o primeiro periodo antes do inicio da fermentag&o alcoolica;

2. maceracgdo durante a fermentacédo alcodlica, com duracédo de alguns dias (entre 2 a 7
dias), dependendo da condicdes;

3. maceracdo pos-fermentacdo, € a que continua apos a fermentacdo alcoodlica estar
completa e € especifica para vinhos com alto potencial de envelhecimento. Sua duragdo é

variavel, de alguns dias a semanas.
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Figura 7 - Influéncia da maceracdo na extracdo de varios compostos das uvas. A —

antocianinas; T — taninos; P — polissacarideos; ClI — intensidade de cor; MpF — maceracéo
antes da fermentagéo; AF — fermentagéo alcodlica; PfM — maceracdo pos fermentagao.
Fonte: Ribéreau-Gayon et al. (2006).

As antocianinas sdo extraidas no inicio, principalmente na fase aquosa. Quando o
conteudo alcodlico atinge um certo nivel, um decréscimo é observado. Nesse estagio a
extragdo de antocianinas das uvas estd quase completa e varios mecanismos interferem no

decréscimo da quantidade das mesmas, tais como adsor¢do de antocianinas em solidos
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(leveduras, borras), modificagdes em sua estrutura (formacdo de complexos taninos-
antocianinas) e, possivelmente, reacdes de quebra (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
Estudos mostram que o tempo e temperatura sdo as duas variaveis criticas que determinam a
quantidade de antocianinas presentes no vinho (ARON E KENNEDY, 2007).

Os taninos das cascas sdo extraidos com as antocianinas, porém a extracdo continua
por periodos mais longos devido a localizagdo dos taninos nas células das cascas. Os taninos
das sementes sdo solubilizados quando a cuticula é dissolvida no etanol, ou seja, no meio da
fermentacdo alcodlica e continua na maceracdo pos fermentativa (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006).

Em relacdo aos taninos, ha uma preferéncia em relacdo a origem destes: casca versus
sementes. O conceito mais aceito € que 0s taninos das cascas sdo mais “maduros” do que 0S
encontrados nas ‘“sementes”, sendo por isso preferidos. Um explicacdo para o aumento da
qualidade dos taninos em relacdo a maturacao dos frutos é que ha um aumento na proporcéao
de taninos da casca (KENNEDY et al., 2007). Pastor del Rio e Kennedy (2006) observaram
que vinhos elaborados com uvas extremamente maduras apresentaram um aumento na
proporcdo de taninos derivados das sementes, sendo esta observacdo inconsistente com a
explicagdo geral utilizada pela inddstria do vinho para 0 aumento na qualidade dos taninos.

Os polissacarideos sdo extraidos principalmente no inicio da maceracdo e
parcialmente precipitam na presenca do alcool. Manoproteinas de leveduras podem ser
solubilizadas durante a maceracao p6s fermentacdo (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

A intensidade de cor atinge um méaximo no inicio da maceracdo e aumenta em alguns
casos. Durante a primeira fase, correspondente a extracdo de matéria corante das uvas, as
antocianinas sdo copigmentadas a um certo nivel com fendis simples. A intensidade de cor
poderd intensificar-se novamente na terceira fase, devido a formacdo de novos complexos
taninos-antocianinas bem como novos copigmentos antocianinas-taninos, se estes compostos
estiverem presentes em quantidades suficientes. A producédo de alcool na segunda fase quebra
esses copigmentos. Na terceira fase, a intensidade de cor podera aumentar novamente devido
a formagc&o de complexos taninos-antocianinas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

O final da fermentacdo alcodlica e a maceracdo pds fermentagdo sdo caracterizadas
tanto pela extracdo profunda dos componentes da uva quanto pelas modificacbes nas
estruturas dos pigmentos (polimerizacdo de taninos e formacdo de complexos de taninos-
antocianinas). Este fendmeno possui grande efeito na impressao organoléptica, de acordo com
o tipo de uvas e sua composicdo (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
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Gonzélez-Neves et al. (2007) avaliaram o efeito da variedade sobre o teor de
compostos fendlicos, comparando os resultados obtidos em vinificagdes de Tannat, Cabernet
Sauvignon e Merlot. O conteudo de polifenois totais (280 nm) aumentou durante a
maceracdo, até chegar a um certo equilibrio, enquanto que as antocianinas chegaram a um
méaximo e depois diminuiram, nos mostos das trés variedades. A evolucdo em percentagem de
cada forma de antocianinas durante a vinificagdo parece ser independente da variedade,
embora cada variedade tenha sua concentracdo e seu perfil de antocianinas tipicos. As
proporces de cianidina e de peonidina diminuiram durante os primeiros dias, com um
aumento das proporcdes de delfidinina e petunidina. As proporc¢des de cumaratos aumentaram
logo ap6s os primeiros dias de maceragdo em todos os mostos. Entretanto, as proporcdes
definitivas de cada forma antocianica é alcancada muito rapidamente e permanece quase

constante depois do terceiro dia de maceragéo.

2.3.2 Métodos para aumentar a extracdo de cor

Vaérias técnicas de vinificacdo tem sido testadas com o objetivo de aumentar a
extragdo de pigmentos e melhorar a estabilidade da cor, em diversas variedades de uvas tintas.

Gonzalez-Neves et al. (2008), durante duas safras (2006 e 2007) realizaram ensaios de
vinificacdo com uvas Tannat, usando 4 técnicas de vinificacdo: maceracdo tradicional (7
dias), maceracdo pré fermentativa em frio, extracdo diferida de antocianos e maceracgao
estendida (15 dias). Apds comparou-se a extracdo de polifenois totais e antocianos, através de
andlises diérias durante todo o tempo de maceracdo. O conteudo de polifendis teve um
aumento inicial importante em todas as vinificacbes, com excecdo da maceragcdo pre
fermentativa em frio, onde ocorreu uma difusdo mais lenta desses compostos. O conteudo de
antocianos nos mostos aumentaram rapidamente e alcancaram um valor maximo, ocorrendo
posteriormente uma diminuig@o, em todos os tratamentos realizados. Os autores ressaltam o
fato que as caracteristicas da matéria prima condicionam fortemente o efeito da técnica de
vinificagdo. No caso dos vinhos elaborados com maceragdo estendida observa-se uma
quantidade significativamente menor de antocianinas (especialmente no ano de 2007), o que
pode ser conseqliéncia de uma maior incidéncia de perdas por adsorcdo e fixacdo sobre as
leveduras e partes sélidas das uvas, como conseqiiéncia do contato mais prolongado entre o

liquido e as borras.
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Gonzélez-Neves et al. (2010b; 2010c) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
o efeito de diferentes técnicas de vinificacdo sobre a composi¢cdo de pigmentos em vinhos
tintos da variedade Tannat e sua evolucdo durante um ano; foram utilizadas quatro técnicas:
maceracao tradicional, maceracdo pré fermentativa a frio, extracdo diferida de antocianos e
maceracdo estendida. As maceragdes apresentaram efeitos diferentes sobre a formagéo de
pigmentos derivados das antocianinas originais da uva, sendo que a pré maceracdo a frio se
destacou, pois foi a maceracdo que mais promoveu a formacéo de pigmentos derivados das
antocianinas, entretanto é necessaria a analise ao longo do envelhecimento do vinho. Por fim,
os autores concluiram que o perfil de pigmentos de um vinho depende principalmente mais da
idade do que das técnicas utilizadas para a vinificagdo. De Santis e Frangipane (2010)
encontraram resultados semelhantes para a variedade Merlot, uma vez que a maceracdo pré
fermentativa a frio aumentou o teor de compostos fenolicos nos vinhos.

Sacchi et al. (2005) publicaram uma revisdo sobre a influéncia dos métodos de
vinificagdo sobre a extracdo de compostos fendlicos em vinhos tintos. Segundo os autores, a
pratica da maceracdo estendida prolonga o contato das cascas com 0 mosto ap6s o término da
fermentacdo alcodlica. Baseado no conhecimento do perfil de extracdo das antocianinas e
taninos, espera-se que a maceracdo estendida aumente o conteldo de taninos, mas nao o
contetdo de antocianinas.

Um estudo realizado no Brasil com uvas da variedade Merlot por Ide (1992) mostrou
que, para a variedade Merlot, a maxima extracdo de antocianinas ocorreu aos 8 dias de
maceracdo. Tem sido demonstrado que o periodo prolongado de maceracdo durante a
fermentagdo, 10 contra 4 ou 5 dias, aumenta a concentragcdo de antocianinas e taninos nos
vinhos no momento do engarrafamento e que estes vinhos contem mais pigmentos
poliméricos apés 1 ano na garrafa (GOMEZ-PLAZA et al.,, 2001). Girardello (2012),
trabalhando com uvas Malbec e Shiraz cultivadas na regido central do Rio Grande do Sul,
observou que maceracgdes longas (14 dias) proporcionam maiores concentra¢des de polifenois
totais e taninos nos vinhos; as maceragdes curtas (7 dias), de forma geral, proporcionam

maiores concentragdes de antocianinas.
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2.4 Principais reagdes dos compostos fenolicos em uvas e vinhos

Vérias reacdes de flavondides ocorrem durante a vinificacdo e o envelhecimento de
vinhos, produzindo uma grande variedade de produtos incolores e pigmentos, sua quantidade
depende de inimeros fatores. Compostos fenolicos apresentam basicamente um nucleo
aromatico e varios compostos apresentam mais que um grupo hidroxila, alterando sua
reatividade (FULCRAND et al., 2006).

Durante o envelhecimento dos vinhos na presenca de oxigénio, a absorbancia na
regido do vermelho (520nm) de um vinho tinto diminui, bem como a absorbéncia na regido do
amarelo/marrom (420 nm) aumenta. Essas mudancas refletem a progressiva mudanca das
antocianinas das uvas por pigmentos poliméricos mais estaveis, 0 que pode representar até
50% da intensidade de cor de vinhos com 1 ano de envelhecimento (SOMERS, 1971).

2.4.1 Reacdes das antocianinas

Antocianinas sdo usualmente representadas por suas formas coloridas, os céations
flavilium. Devido a carga positiva, os cations flavilium n&o séo estaveis, e h4 dois caminhos
pelo qual podem ser tornar espécies neutras, equilibrio acido base e hidratacdo (FULCRAND
et al., 2006).

A cor de uma solucdo de antocianinas é diretamente ligada ao pH. Em meio acido elas
séo vermelhas, perdendo a cor com o aumento do pH. A perda maxima de cor é observada em
valores de pH proximos a 3,2 e 3,5. A cor varia de violeta a azul em valores de pH acima de
4,0, até tornar-se desvanecido e amarelo em meio neutro ou alcalino (RIBEREAU-GAYON et
al., 2006).

A cor reflete o equilibrio entre 4 grupos de estruturas das antocianinas, estudadas por
Brouillard et al. (1978, 1979), sdo elas: cation flavilium (vermelho), base quinona (azul), base
carbinol (incolor) e chalcona (amarela). Duas reacdes irdo ocorrer: reacdo de equilibrio &cido

base e hidratacéo, as quais sdo descritas na figura 8.



Proton trasafer reaction .
Hydeatio reactins
, A¥ flavydum cason fom 0
/i Iredy - H
e

i, i

C—Glucnse

OH i aH  OH
A quincaic bese fem AH, carbisnl hase foom
iluizy w feaborlessh

0= Glumse

i
T""""‘"""”"“"'"/ ACH carhinol base fomm
fonloies)

E
Sl
" - ki
[ER¥]
HiO ' HO. 0 I
B Ci=Gle
——
- .
I Isineerie: skale ] Ry
OH (¥}

©H

Chadcese cin (Ch Chalcens fraws ()

Figura 8 — As varias formas de uma antocianinas. Fonte : Ribéreau-Gayon et al., 2006

|
)
.
I
o
L)
L
W e
Iy
—
_— =
=
=

HE0W - [ = s,

AHSH

39

Figura 9 — Branqueamento de uma solugdo de antocianina devido ao pH e a adicdo de

diéxido de enxofre. Fonte : Ribéreau-Gayon et al. (2006)
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Uma solugdo de antocianinas é fortemente branqueada pela presenca de dioxido de
enxofre, a reagdo ocorre entre o anio bissulfito (HSO3") e o cétion flavilium, provavelmente
no carbono 2 por reacdo de hidratacdo, e o produto formado (AHSO3) € incolor (figura 9)
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

2.4.2 Copigmentacdo em Vinhos

O fenbmeno de copigmentacdo e seu comportamento como um equilibrio dindmico é
de fundamental importancia para o entendimento das limitacdes do potencial de cor, extracéo
de antocianinas e retencdo de pigmentos em um vinho (Boulton, 2001).

De acordo com Ribéreau-Gayon et al. (2006), a cor de uma solucdo de antocianinas
depende de muitos fatores, tais como pH, SO,, temperatura, etc., mas também da presenca da
reacao de copigmentacdo. Esse fendmeno é responsavel pelo fato dos pigmentos apresentarem
uma cor maior do que e esperado de acordo com a sua quantidade presente (BOULTON,
2001).

Embora conhecida ha muito tempo, a reacdo de copigmentacdo tem sido estudada
apenas recentemente a nivel molecular (MAZZA, 1995). Sabe-se que o complexo nédo
covalente formado entre as estruturas coloridas das antocianinas e o copigmento é
responsavel pela intensificacdo e mudancas na cor da solucdo inicial (MAZZA;
BROUILLARD, 1990; ASEN et at., 1972).

A copigmentacdo envolve fendmenos de complexacédo, geralmente com baixa energia
(pontes de hidrogénio e interagdes hidrofdbicas), tanto entre as vérias formas de antocianinas
quanto entre antocianinas e outros compostos fendlicos, muitas vezes incolores (cumarinas,
acidos fendlicos, flavonois, flavanois, etc.) (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). De acordo
com Mazza e Brouillard (1990), as moléculas capazes de agir como copigmentos abrangem
uma grande variedade de compostos estruturalmente ndo relacionados, tais como flavondides,
outros polifendis, alcaldides, aminoacidos e as prdprias antocianinas.

Consequentemente, a reacdo de copigmentacdo € provavelmente o principal
mecanismo de interagdo molecular envolvido nas variagcdes de cor e adstringéncia durante
producdo e o envelhecimento de vinhos (MAZZA, 1995).

A copigmentacdo depende de muitos fatores: tipo e concentracdo das antocianinas,
tipo e concentragdo dos copigmentos, pH e temperatura (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
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O aumento na intensidade e estabilidade da cor, resultante da copigmentacéo é devido
a uma mudanga no equilibrio da hidratagdo para as forma flavilium, as quais sdo presas pelos

cofatores, ou forma bases quinonicas nos complexos antocianinas-copigmento (Figura 10).
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Figura 10 — Principio do processo de copigmentacdo . Fonte : Bautista-Ortin (2005).

Somers e Evans (1979) atribuem a cor violeta escura de sucos obtidos por prensagem
a quente de uvas tintas a complexos envolvendo o flavium (A*) e a base quindide (AO),
juntamente com outros compostos. Um vez que o alcool comeca a ser produzido durante o
processo fermentativo, o0 mosto muda de cor para um vermelho brilhante, devido a quebra das
ligacbes formadas pela copigmentacdo. A adicdo de alcool a uma solucdo aquosa de
antocianinas copigmentadas reduz o efeito da copigmentacdo (MAZZA; BROUILLARD,
1990). Entretanto, a copigmentacao ira ocorrer em solucéo hidroalcodlicas onde a adgua é o
principal componente da mistura.

Somers e Evans (1979) sugeriram que 0s complexos antocianinas —copigmentos sao
formados por associacéo eletrostatica das formas vermelhas e azuis das antocianinas, as quais
sdo estabilizadas por interacdes de cargas e por pontes de hidrogénio com os fendis.
Entretanto, evidéncias mais recentes indicam que a copigmentacdo é uma interacdo molecular
entre as estruturas coloridas das antocianinas e os copigmentos (MAZZA, 1995). A principal
fungdo da copigmentagdo é controlar a hidratacdo do cation flavilium para a pseudobase
carbinol (MAZZA; BROUILLARD, 1990). Além disso, outras evidéncias disponiveis
indicam que o fenémeno de copigmentacgdo é devido a agrupamento do nucleo aromatico das
antocianinas e o copigmento. Ha poucas evidéncias para suportar o conceito de que a

copigmentacao é devido a pontes de hidrogénio.
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De acordo com Liao et al. (1992) a copigmentagdo das antocianinas é o primeiro passo
para a formacédo de pigmentos mais estaveis, menos sensiveis a perdas.

Mirabel et al. (1999) trabalhando com um solu¢do modelo de vinho com malvidina-3-
glicosideo e (-)- epicatequina como copigmento, concluiram que a copigmentacéo na solucéo
modelo de vinho levou a formacdo de novos pigmentos, tipicamente envolvidos no processo
de envelhecimento dos vinhos.

Saucier et al. (2004) estudou a interacdo entre taninos e antocianinas por
espectrofotometria UV-visivel, para entender tanto o fenbmeno de copigmentacdo quanto as
reacOes de polimerizacdo; em relacdo a copigmentacao, taninos agem como copigmentos néo
importando o tamanho da cadeia, embora monémeros sejam mais eficientes. Mesmo que
outros copigmentos estajam presentes no vinho, devido a grande quantidade de taninos no

vinho, eles influenciam grande parte da cor do vinho.

A importancia da copigmentacéo na determinacdo de cor em vinhos

Véarios métodos foram desenvolvidos para quantificar a cor em vinhos tintos,
normalmente levando em consideracao a natureza ionizavel e “descolorante” das antocianinas
para distinguir das formas poliméricas que sdo menos sensiveis ao pH e a descoloragdo com
bisulfito (BOULTON, 2001). Uma das metodologias mais utilizadas é a desenvolvida por
Somers e Evans (1977); no entanto, Boulton (2001) ressalta que essa metodologia tenta
explicar a cor do vinho em termos apenas de antocianinas monoméricas e pigmentos
poliméricos (BOULTON, 2001).

As antocianinas copigmentadas podem ser consideradas estando em um equilibrio
dissociavel com antocianinas livres e com compostos cofatores livres. A diluicdo da amostra a
pH constante e forga ibnica resulta em uma progressiva dissociacdo das formas
copigmentadas. Em altas dilui¢cbes, como por exemplo 19:1 ou 24:1, virtualmente todas as
antocianinas copigmentadas retornaram ao equilibrio de ionizagdo envolvendo o cétion
flavilium, a pseudobase e as formas chalconas. Essa perda de cor com a diluicdo pode ser

utilizada para calcular a fragdo de cor devido a copigmentacdo (BOULTON, 2001).
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2.4.3 Formacéo de pigmentos poliméricos estaveis

Este tema tem sido muito estudado, sendo os primeiros estudos realizados por Somers
(1971). Até o momento, mais de 1.000 novos pigmentos derivados foram detectados em
vinhos tintos (ou em sistemas modelo de vinho tinto), embora a contribui¢do de alguns deles
ainda seja questionavel. As principais moléculas envolvidas na producdo de pigmentos
poliméricos sdo: antocianinas, flavan-3-ol (monémeros ou dimeros) e acetaldeido
(SCOLLARY, 2010).

As principais caracteristicas estruturais das antocianinas sdo: a presenca de carga
positiva residual, a qual d& um carater eletrofilico ao cation flavilium; a presenca de uma
unidade de glicose na posicdo 3; as diferentes formas devido as reacdes de hidratacéo
influem na reatividade e a reatividade com didxido de enxofre (mais precisamente com o ion
sulfito) que resulta em uma perda de cor. Por outro lado, a molécula de flavan-3-ol, possui um
carater nucleofilico, o qual torna essa molécula ideal para reagir com antocianinas. As
procianidinas (dimeros de flavan-3-ol), mantem o carater nucleofilico, permitindo a reacédo
com as antocianinas. O acetaldeido é produzido por uma reacdo de oxidagdo ou é liberado
pelas leveduras durante o processo de fermentacdo (SCOLLARY, 2010).

Varios autores descrevem esses mecanismos, sendo todos bem entendidos atualmente
(RIBEREAU-GAYON et al. 2006; SCOLLARY, 2010; FULCRAND et al., 2006;
CHENYER, 2006). Dentre vérias reacdes, as de condensacdo de antocianinas e taninos sao

importantes, podendo ocorrer trés tipos de reagdes.
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a) Reacao direta de antocianinas com compostos fendlicos do tipo flavan-3-ol
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Figura 11 — Condensacéo direta de antocianinas e taninos, tipo A — F.
Fonte: Ribéreau-Gayon et al. (2000).

Esta reacdo precisa que a antocianinas estejam na forma de cation flavilium (A"). A
reacdo ird ocorrer entre a posicdo 4 do cétion flavilium e a posicéo 8 (também é possivel que
ocorra na posic¢do 6) do flavan-3-ol, para produzir uma molécula incolor flavene, este tipo de
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composto é representado por A*- F, quando A" representa a antocianina (cétion flavilium) e F
representa o flavan-3-ol. A mesma reacdo pode ocorrer com um dimero de procianidina. A
presenca de oxigénio ou um meio oxidante é necessario para que o composto flavene recupere
a cor (figura 11).

Numa variacdo do mecanismo acima descrito, a forma carbinol de uma antocianina
(AOH) pode reagir com o cation flavilium (A"). Ou seja, a condensagdo ocorre entre
moléculas de antocianinas. O mecanismo € parecido com o descrito acima, resultando na

quebra da ligacdo na posicao 4 do céation flavilium e da posicdo 8 da forma carbinol.
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Figura 12 — Reacdo de condensacéo direta, tipo F — A.
Fonte: Ribéreau-Gayon et al. (2006)

A terceira forma de condensacdo entre antocianinas e flavanols é resultado da
degradacdo de um tanino condensado no meio acido do vinho. A ruptura da molécula de um
flavan-3-ol resulta em carbocation, com uma carga positiva no carbono 4. O carbocation pode
entdo reagir com a forma carbinol de uma antocianina, o pigmento gerado é chamado tipo F-
A", O processo de formagéo do carbocation é considerada relativamente lenta. A importancia

deste tipo de reacdo influenciando a cor do vinho € mais relevante em vinhos envelhecidos
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(figura 12). O complexo entdo formado é colorido e torna-se vermelho alaranjado com
desidratacdo. Essa reagio ocorre na auséncia de ar e ndo requer oxidacio. E aumentada pela
temperatura e depende da qualidade de antocianinas no meio. As mudancas de cor dependem
do tipo de carbocation formado e do grau de polimerizacéo.

O pH do vinho influencia essas reacdes, sendo que em valores menores que 3,8 a
formacdo de pigmentos F-A" é mais favoravel que pigmentos A*-F. Os polimeros formados
pelo mecanismo acima discutido, geralmente tem uma substitui¢cdo na posicao 4 da molécula
de antocianina, protegendo estes do branqueamento com bissulfito. A excecdo é o pigmento
do tipo F-A", onde a posicdo 4 ndo possui um substituto. Entretanto esse tipo de molécula
parece ser altamente resistente ao branqueamento (CHEYNIER, 2006).

b) Reacdes de condensacdo indireta
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Figura 13 — Reacdo entre catequina e malvidina-3-glicosidieo em meio acido, na presenca de
etanol. Fonte: Ribéreau-Gayon et al. (2006)

A presenca de duas pontes carbon-etil entre um flavan-3-ol e uma antocianina é

geralmente conseqiiéncia de uma reacdo mediada por acetadeido. Sob as condic¢des &cidas de
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um vinho, o acetaldeido torna-se protonado e aumenta seu carater eletrofilico e ird entdo
reagir com um flavan-3-ol do tipo catequina na posi¢cdo 8 (figura 13). Esta molécula
acetaldeido-flavanol, pode reagir com a posicdo 8 de uma antocianina (na sua forma
carbinol). Estudos realizados com malvidina 3-glicosideo, mostraram que a cor deste
pigmento é mais intensa (maior absortividade molar) que a antocianina original e menos
sensitiva a mudangas de pH. Uma ponte etil entre dois flavonols pode ocorrer pelo mesmo
processo descrito acima.

De acordo com Guerra (1997), pode-se agrupar os produtos das reacdes acima
descritas em quatro classes:

- produtos de condensacéo indireta antocianina-tanino, com cor violeta roxo (figura
14);

- produtos de condensacdo direta de antocianina-tanino, com cor laranja ou amarela;

- produtos de condensacéo indireta flavanol-flavanol, incolores;

- produtos de degradacéo de antocianinas, incolores ou amarelos.
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Figura 14 — Complexo vermelho violeta produzido pela condensacdo da malvidina-3-
glicosideo e procianidina B3 na presenca de etanol. Fonte: Guerra, 1997.

b) Reacdes de cicloadigio
Alguns constituintes do vinho e metabdlitos de leveduras podem reagir diretamente
com o cation flavilium das antocianinas e formar um novo pigmento. Um dos pigmentos

formados € denominado vitisina-B, possui cor vermelho tijolo e é extremamente resistente ao
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branqueamento com dioxido de enxofre, bem como a variacdos do pH (BAKKER,;
TIMBERLAKE, 1997). Este pigmento é classificado como piroantocianinas, uma vez que o

novo anel formado entre a posicdo 4 e 5 € um anel pirano na nomenclatura de quimica

organica.
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Figura 15 — Estruturas de vitisina A (1) e B (2), também mostrando as estruturas isbmeras das
formas flavilium. Fonte : Bakker e Timberlake (1997).

Piroantocianinas sdo pigmentos extremamente estaveis e de longa vida: foi encontrada
Vitisina-A em vinhos Tempranillo com mais de 20 anos (RENTZSCH et al., 2010). A vitisina
A é constituida de uma malvidina-3-glucosideo, contendo uma ligacdo C3H,O, entre o
carbono 4 e 5-hidroxi da molécula. Em relacdo a vitisina B, a qual é um vitisina A
descarboxilada ou uma malvidina-3-glicosideo com uma estrutura CH=CH ligada ao carbono
4 e ao grupo 5-hidroxi. A vitisina A é menos vermelha que a malvidina-3-glicosideo, e a
vitisina B € laranja. Tanto a vitisina A quanto a B sdo aciladas, tendo o posicdo 6 do agucar
acilado com uma é&cido acético. Conforme esperado, essas novas estruturas possuem
propriedades ndo usuais as antocianinas. A vitisina A é completamente protegida do
branqueamento por dioxido de enxofre, enquanto que a vitisina B apresenta uma resisténcia
maior que a malvidina-3-glicosideo. Ambas as vitisinas possuem uma expressdo de cor
superior que as antocianinas em valores de pH mais elevados (BAKKER,;
TIMBERLAKE,1997)
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2.5 Andlise de Compostos Fendlicos

2.5.1 Metodologias

Vinhos tintos sdo solugdes complexas e embora sua cor possa ser determinada por
técnicas espectrais, a relacdo entre a cor do vinho e sua composicao quimica é dificil de ser
explicada (VERSARI et al., 2008). Varias metodologias tem sido propostas para
quantificacdo de polifendis em vinhos, incluindo métodos espectrofotométricos (BOULTON,
1996; DI STEFANO et al., 1989; HABERSTON et al., 2003; RIBEREAU-GAYON;
STONESTREET, 1965; SOMERS; EVANS, 1977) e métodos cromatograficos (KENNEDY;
MATTHEWS; WATERHOUSE, 2000; VRSHOVSEK et al., 2001).

A pesquisa de compostos poliméricos via cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando coluna C18 com fase reserva tem seu uso limitado porque esses compostos
tipicamente sdo eluidos juntos, como uma banda larga (envelope), o que dificulta sua
avaliacdo (VERSARI et al., 2008).

Versari et al. (2008), com o objetivo de comparar os métodos analiticos disponiveis
para determinacdo dos componentes da cor de um vinho, analisaram 0s pigmentos
monoméricos e poliméricos de 20 vinhos tintos jovens. Duas técnicas de CLAE foram
testadas, a primeira utilizando coluna C18 de fase reserva e a segunda coluna PLRP
(polimero). Os autores também introduziram uma modificacdo nessas metodologias, com a
adicédo de dioxido de enxofre na fase mdvel, o que permitiu que pigmentos poliméricos néo
sensiveis ao branqueamento fossem analisados por CLAE pela primeira vez. Em relacdo as
técnicas espectrofotométricas foram testadas trés metodologias : ensaio de taninos de Adam’s,
estudo da copigmentacdo desenvolvido por Boulton e ensaio de pigmentos coloridos estaveis
de Somers. Os resultados mostram que a cor total de um vinho é formada por um conjunto de
trés componentes: copigmentacdo (8-30%), antocianinas livres totais (24-35%) e pigmentos

poliméricos (35-63%). Segundo os autores os pigmentos poliméricos estimados por CLAE

com coluna polimérica estdo de acordo com os resultados obtidos com coluna C18 (R?

0,9703) e a soma de taninos pequenos ¢ grandes estimados pelo teste de Adam’s (R2
0,9511). O nivel de copigmentacdo pode ser quase totalmente descrito pelo nivel de
pigmentos monoméricos (R? = 0,9464) e néo pelo contelido de taninos como tem-se sugerido
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na literatura (copigmentacao x taninos: R? = 0,4827). Como conclusdo os autores ressaltaram
a importancia do desenvolvimento de padrdes certificados de pigmentos poliméricos.

2.6 Métodos por Espectrofotometria

A analise de compostos fenolicos em uvas e vinhos € essencial para o estudo da
qualidade de um vinho, avaliar o potencial de uma determinada variedade de uva e determinar
o melhor método de vinificacdo, entre outras utilidades. Atualmente existem Vvérias
metodologias descritas, cada uma com vantagens e desvantagens. Varias metodologias por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram desenvolvidas para analise especifica
de alguns compostos fendlicos; entretanto, segundo Vrhovsek et al. (2001) a quantificacéo de
grupos de fendis ainda tem sido realizada por meio de métodos espectrofotométricos. Dessa
forma, serdo descritas aqui as metodologias por espectrofotometria atualmente disponiveis

para analise de compostos fendlicos em uvas e vinhos.

2.6.1 Compostos Fenolicos

Muitos dos métodos utilizados para analise de compostos fendélicos foram propostos
h& mais de cem anos, e foram inicialmente desenvolvidos por Folin e seus colegas da Harvard
Medical School para estudar o metabolismo de proteinas em humanos (VERMERRIS;
NICHOLSON , 2006)

- Indice de Permanganato

De acordo com Barcelé (1990), essa metodologia foi inicialmente descrita por
Ribéreau-Gayon e Maurité em 1942 e posteriormente por Ribéreau-Gayon e Peynaud em
1958. A técnica utiliza a propriedade dos compostos fendlicos de reduzir a frio o
permanganato de potassio. Como os compostos fendlicos do vinho ndo reagem de maneira
semelhante com o0 permanganato, trata-se de uma medi¢do global, por isso chamado de
“Indice de Permanganato” (BARCELO, 1990). Estudos realizados por Ribéreau-Gayon
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(1970) mostraram que este método ndo possui uma boa reprodutibilidade, por isso essa

metodologia atualmente ndo é mais utilizada.

- Indice De Polifenois Totais

Essa metodologia baseia-se no principio de que todos os compostos fendlicos
apresentam alguma absorbancia a 280 nm. O problema dessa anélise é que cada classe de
fenois possui uma absortividade (coeficiente de extingdo) a 280 nm. Dessa forma, 0s
resultados ndo podem ser relacionados com nenhum padrdo especifico, e sdo calculados
diretamente em unidades de absorbéancia (WATERHOUSE, 2002).

A metodologia utiliza uma amostra de vinho tinto, diluida 1:100, para que a
absorbancia fique em torno de 0,5. A leitura é entdo realizada a 280 nm e multiplicada por
100. Um atualizacdo da técnica propde subtrair 4 unidades de absorbancia do resultado,
devido a interferéncia de compostos ndo fendlicos, especialmente proteinas e nucleotideos
(WATERHOUSE, 2002).

Ribéreau-Gayon (1970) testou essa metodologia e concluiu que a mesma é valida
para estimar a quantidade de compostos fendlicos presentes em um vinho, especialmente
como forma de monitoramente dentro das vinicolas (WATERHOUSE, 2002).

Ribéreau- Gayon et al. (2006) citam que certas moléculas, tais como os acidos
cindmicos e chalconas, ndo tem absor¢do maxima neste comprimento de onda. Entretanto,
como estes compostos estdo presentes em concentragfes muito baixas no vinho, o erro sera

muito pequeno. Dessa forma, o0s autores recomendam essa técnica por ser rapida e facil.

- Compostos Fendlicos Totais

Esta analise é mais especifica que a oxidacdo do permanganato a frio (indice de
Permanganato) ou a absorc&o a 280 nm (indice de Polifendis Totais).

O reagente inicialmente utilizado nessa metodologia era o reagente de Folin Denis.
Este reagente era uma mistura dos acidos fosfotlingstico (WO,™) e fosfomolibdico (M0O,*),
0s quais eram reduzidos por grupos fenolicos da tirosina, resultando na formacdo de um
composto azul. A intensidade de cor era entdo determinada por espectrofotometria. Essa
metodologia foi desenvolvida em 1912 (VERMERRIS; NICHOLSON , 2006).

Em 1927, Folin e Ciocalteau, acrescentaram sulfato de litio e bromo ao reagente Folin
Denis, evitando assim a formacdo de precipitados que interferiam na quantificacdo da
intensidade de cor. O novo reagente foi entdo denominado Folin Ciocalteau e foi usado

primeiramente para determinar o contetido de tirosina e triptofano em proteina hidrolisada,
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mas atualmente pode ser utilizado para determinar a quantidade de fendis em uma grande
variedade de amostras (VERMERRIS; NICHOLSON , 2006).

Um estudo realizado por Singleton e Rossi (1965) comprovaram que para analise de
fenois totais em uvas e vinhos o reagente de Folin Ciocalteau é o mais indicado por uma série
de razbes. A primeira é o fato do pigmento obtido por este reagente ser mais intenso, sendo
analiticamente preferivel. Outra razdo é que, quando comparados com um padrdo de fenol,
tanto o reagente Folin Denis quanto o Folin Ciocalteau apresentaram valores proximos;
entretanto, quando estdo presentes fendis menos reativos ou substancias redutoras
interferentes, o reagente Folin Ciocalteau apresenta melhores resultados. Toda a metodologia
é descrita minuciosamente no estudo publicado por Singleton e Rossi (1965).

Di Stefano (1989) propde algumas variacdes na metodologia proposta por Singleton e
Rossi (1965), ainda utilizando o reagente de Folin Ciocalteau. Entretanto, essa técnica parece
ser menos estudada e muito pouco utilizada. Segundo o Office International de la Vigne et du
Vin - OIV - (2010) a metodologia oficial é a proposta por Singleton e Rossi (1965).

Em relacdo a faixa de leitura da absorbancia, existe alguma variacéo de acordo com a
metodologia utilizada. De maneira geral, os trabalhos baseados na metodologia de Ribéreau-
Gayon (1970), usam o comprimento de onda 700 nm, por outro lado os trabalhos baseados na
metodologia de Singleton e Rossi (1965) utilizam 765 nm como comprimento de onda.

O padréo utilizado é o acido galico. Alguns autores sugeriram o0 uso de acido tanico,
no entanto, o acido galico é preferivel, uma vez que sua pureza é mais facilmente obtida e
garantida. Além disso, possui satisfatoria solubilidade, adequada estabilidade e baixo custo,
entre outras vantagens (SINGLETON; ROSSI, 1965).

Scalbert et al. (1989), fizeram uma modificagdo no metodo proposto por Singleton e
Rossi (1965). Nesse caso, apos a adicdo dos reagentes, a amostra foi colocada em banho
maria a 50°C por 5 minutos, em vez de 2 horas no escuro, com o objetivo de acelerar o
desenvolvimento da cor. Entretanto, Vermerris e Nicholson (2006) alertam para o risco de
ocorrer a quebra da molécula de glicose dos compostos fendlicos devido ao calor.

Um ponto critico nessa analise é o tempo de desenvolvimento da cor, sendo que a
temperatura também ird afetar a reacdo e sua degradacdo. Por essa razdo, recomenda-se que a
curva padréo seja refeita a cada corrida de amostras (WATERHOUSE, 2002).

O método de Folin-Ciocalteau baseia-se na reacdo cinética e ndo em uma conversao
estequiométrica, por isso ndo € muito preciso, e variagdes em torno de 5% sdo normais para
repeticOes, dependendo do controle de temperatura e precisdo no tempo de adi¢do dos
reagentes e medida do espectro (WATERHOUSE, 2002).
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2.6.2 Antocianinas

As antocianinas presentes em um vinho podem estar na forma livre ou combinada, por
exemplo com taninos ou com o didxido de enxofre. De acordo com Ribéreau-Gayon et al.
(2006), ndo h& nenhuma metodologia capaz de estimar a quantidade total de antocianinas.
Segundo Amerine e Ough (1980), a maior dificuldade na quantificacdo de antocianinas por
espectrofotometria € a separacdo destes compostos de acordo com seu grau de polimerizacao.

Duas técnicas de analise de antocianinas foram estabelecidas por Ribéreau-Gayon e
Stonestreet (1965) e baseiam-se em duas propriedades especificas das antocianinas: variacdo

de cor de acordo com o pH e branqueamento com SO,.

- Método de dosagem pela diferenca de pH

As antocinanas sao heterosideos, que liberam por hidrélise acida uma aglicona, ou
antocianidina, e uma ou mais moléculas de acUcar, portanto, sdo sensiveis a mudancas de pH
do meio (RIBEREAU-GAYON; STONESTREET, 1965).

A metodologia consiste no preparo de duas amostras, cada uma contendo 1 ml de
vinho a 1 ml de etanol acidificado com 0,1% HCI. Entdo 10 ml de HCl a 2% (pH 0,7) é
adicionado a primeira amostra e 10 ml de solucdo tampédo a pH 3,45 € adicionado a outra
amostra. Apos 15 minutos, a diferenca de absorbancia (Ad;) é lida a 520 nm, em cubeta de 10
mm de caminho Otico. Em comparacdo com uma solucdo padrdo de antocianinas, a
concentracdo (C) é dada pela equacéo 1:

C (mg.L™)=Ad; x 388 (1)

Hé& outra metodologia proposta por Somers e Evans (1977), similar a descrita acima; a
diferenga esta no tempo de espera, 4 horas em substitui¢cdo aos 15 minutos da técnica descrita
acima. Dessa forma o equilibrio entre as diferentes formas de antocianinas é completamente
desviada para a estrutura flavona — intensamente colorida — 0 que ndo ocorre no método de
Ribéreau-Gayon e Stonestreet (1965) citado acima, devido ao menor tempo de reagdo
utilizada por essa metodologia. As diferencas entre os métodos tornam-se maiores a medida

que muda o grau de polimerizacdo das moléculas.

- Método de dosagem utilizando o bissulfito de sédio
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Metodologia também descrita por Ribéreau-Gayon e Stonestreet (1965). A
descoloracdo com bissulfito de sodio é realizada em uma amostra de vinho acidificado a pH
0,8, posteriormente dividido em 2 tubos de ensaio. Entdo acrescenta-se dgua ao primeiro tubo
e solucdo de bisulfito de sodio, densidade 1,24, no segundo tubo. A diferenca de absorbancia
(Ad,) € lida a 520 nm, em cubeta de 10 mm de caminho 6tico, ap6s 15 minutos.

Em comparac¢do com uma solucdo padréo de antocianinas, a concentracdo (C) é dada
pela equacéo 2:

C (mg.L)=Ad;x 875 (2)

No método de Ribéreau-Gayon e Stronstreet (1965), multiplica-se o valor da
absorbancia por 875. Os autores prepararam uma curva de calibracdo com diferentes
concentracdes de uma amostra padrdo de antocianinas cristalizadas. No estudo realizado por
Rivas-Gonzalo et al. (1992), o fator de multiplicacdo € outro, pois estes adaptaram a
metodologia descrita acima para comparacdo com uma metodologia por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

O branqueamento de uma amostra de vinho com excesso de SO, e a leitura da
absorcdo a 520 nm ira demonstrar o quanto da absorbancia neste comprimento de onda é
devido a pigmentos poliméricos (SOMERS; EVANS, 1977), uma vez que as antocianinas
monoméricas sofrem descoloracdo apds a adicdo do bissulfito. Versari et al. (2008) reforcam
o fato dos pigmentos polimerizados serem mais estaveis a descoloracdo com SO, que 0s
pigmentos monoméricos.

Rivas-Gonzalo et al. (1992), analisaram o contetido de antocianinas em vinhos tintos
atraves de cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE - e comparam com 0s dois
métodos classicos de espectrofotometria, método por diferenca de pH e método por
descoloracdo com bissulfito citados acima. Os valores obtidos por CLAE foram sempre
menores que o0s obtidos pelos métodos espectrofotomeétricos. A razdo para esse resultado é
que a analise de CLAE determina apenas antocianinas livres, enquanto que os outros dois
métodos analisam também polimeros que sao sensiveis aos efeitos do pH ou branqueamento
pelo bisulfito. Dessa forma, os valores obtidos pelos métodos espectrofotométricos tendem a

ser superestimados, especialmente para vinhos jovens.

- Anélise de antocianinas livres
Para a determinacdo de antocianinas livres é necessario realizar um fracionamento. O

vinho é absorvido em uma coluna PVPP (polivinilpolipirrolidona), também conhecida como
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Policlar AT. Apos a lavagem da coluna com agua, é realizada uma elui¢cdo com solugéo de
alcool diluida, o que libera as antocianinas livres, enquanto que as antocianinas combinadas e
os taninos ficam absorvidos na coluna de PVPP (RIBEREAU-GAYON et al. , 2006). Ap6s

realiza-se a determinacdo de antocianinas, conforme uma das metodologias citadas acima.

- Antocianinas monoméricas e poliméricas

Somers e Evans (1997) desenvolveram uma serie de determinacfes
espectrofotométricas para avaliar vinhos jovens e determinar a quantidade de antocianinas
monoméricas, poliméricas, polifendis totais e a “idade quimica” dos vinhos. Essa metodologia
baseia-se no entendimento do equilibrio do pH e dos diferentes efeitos do branqueamento do
SO, sobre antocianinas monomeéricas e poliméricas, bem como a ligacéo preferencial do SO,
com acetaldeido em substituicdo a ligacdo com antocianinas. No caso do calculo de
antocianinas totais, os autores presumem que a cor dos pigmentos poliméricos aumenta de
acordo com um fator de 5/3 devido a acidificacdo, por isso na formula substitui-se esse valor
(VERSARI et al., 2008).

Recentemente, Ho et al. (2001) descrevem uma metodologia para fracionamento das
antocianinas. O procedimento consiste em passar uma amostra de vinho em um cartucho de
extracdo em fase solida C18, apds ativacdo do mesmo. A eluicdo das antocianinas
monoméricas € realizada com acetonitrila a 16% e pH 2,0, seguida pela eluicdo das
antocianinas poliméricas com metanol a pH 2,0. Cada fracdo é entdo lida a absorbancia de
520 nm em cubetas de 1 cm de caminho 6tico. Os dados sdo expressos em mg.L™” de
malvidina-3-glicosideo (peso molecular 529) e coeficiente de extingdo molar (g) de 28000 M"
'em™ (BAUTISTA-ORTIN, 2005).

2.6.3 Analise de Copigmentacéo

Diferentes técnicas tém sido utilizadas por pesquisadores para estudar a reacdo de
copigmentacao de antocianinas. A técnica de espectroscopia UV-Visivel é a ferramenta mais
popular para investigacdo da reacdo de copigmentacdo, sendo utilizada principalmente na
pesquisa de compostos ja relatados estruturalmente, e em estudos cinéticos e termodinamicos
(FALCAO et al., 2003).
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Atualmente a técnica proposta por Boulton (1996) é a mais utilizada para estudar a
copigmentacdo de um vinho, atraves da determinacdo de antocianinas copigmentadas,
monomeéricas, poliméricas e totais. Resumidamente, a metodologia consiste em ajustar o pH
do vinho em 3,6 e entdo filtrar a amostra utilizando membrana de 0,45 um de espessura. Em
uma amostra de 2ml de vinho adiciona-se 20 pl de acetaldeido a 10%, e espera-se 45 minutos,
a temperatura ambiente. Decorrido este tempo, I&-se a absorbancia a 520 nm (Aacet). Em
outra amostra de 2 ml adiciona-se 260 pl de solugdo de SO2 a 5%, e 1é-se a absorbancia a 520
nm (ASO2). A absorbancia a 520 nm também é determinada em uma amostra de vinho,
utilizando cubeta de 1mm de caminho Gtico, sem diluicdo da amostra. Esta leitura é entdo
multiplicada por 10 (Avinho). A partir dessas leituras, as diferentes formas de antocianinas

sdo expressas em unidades de absorbancia

2.6.4 Néo Flavondides

A andlise de ndo flavonoides foi desenvolvida por Kramling e Singleton (1969) e
baseia-se na determinacdo de fendis totais via reagente de Folin Ciocalteau antes e apds a
precipitacdo e remocéo dos flavondides através da reacdo com formaldeido sob condigdes
selecionadas (baixo pH, temperatura ambiente, etc.). Nessa situacdo fendis que nao possuem o
grupo meta-hidroxi (nas plantas sdo os ndo flavonoides), ndo irdo precipitar. De acordo com
Amerine e Ough (1980), o formaldeido ira reagir com as posices 6 ou 8 dos 5,7-dihidroxi-
flavonois, formando um derivado do metanol que ira atacar outras posi¢cdes 6 ou 8 em outro

flavonodide e assim por diante.

2.6.5 Taninos

A principal dificuldade, para esse grupo de substéncias, é a definicdo correta deste
tipo de fendis. Segundo Sarkar e Howarth (1976) ¢ dificil definir o termo “taninos” e esse tem
sido motivo de confusdes na literatura cientifica, um problema encontrado até os dias de hoje.

Segundo a definicdo cléssica, taninos sdo compostos fendlicos hidrossoliveis, com

peso molecular entre 500 e 3000, que possuem a habilidade de precipitar proteinas e,
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atualmente, podem ser classificados em trés grupos: taninos condensados (proantocianidinas,
também chamados de fenois poliméricos), taninos hidrolisaveis (galotaninos e elagitanos) e
taninos complexos (KHANBABAEE; VAN REE, 2001).

Inmeras metodologias foram desenvolvidas para analise de taninos em amostras
vegetais. Scalbert et al. (1989) ressaltam que a maioria dos métodos de determinacdes de
taninos baseiam-se na habilidade destes compostos em formarem complexos com proteinas.
Entretanto, alguns métodos ndo levam em conta a estrutura heterogénea dos taninos.
Ressalta-se que o estudo dos taninos envolve dois aspectos: a) quantificacdo do total de

taninos e b) determinacgéo do tipo de taninos presentes.

- Anélise de Proantocianidinas

Esta metodologia é chamada de analise de proantocianidinas, na qual ocorre a
conversdo das antocianidinas por quebra com catélise &cida nas ligacGes interflavonoides
seguida por autoxidacdo (PORTER et al., 1986). De acordo com Di Stefano et al. (1989), as
proantocianidinas sdo avaliadas pela transformacdo em cianidinas e a curva de calibracdo €
feita em relacdo ao cloreto de cianidina. Vrhovsek et al. (2001) citam que esta metodologia
possui correlagdo com as proantocianidinas de tamanhos maiores.

Esta metodologia inicialmente foi desenvolvida por Hills e Swain (1959), os quais
utilizavam uma solucdo acida com butanol. A medotologia foi entdo otimizada pela adi¢do de
guantidades adequadas de sais de ferro como catalisadores, para aumentar a reprodutibilidade

da técnica e substituir o solvente n-butanol por etanol (RIGO et al., 2000).

- Taninos por Hidrélise Acida

Ribéreau-Gayon et al. (2006) afirmam que os taninos nos vinhos tintos sdo formados
por cadeias de flavondis mais ou menos polimerizados (proantocianidinas), podendo ser
homogéneos (com ligacdes regulares) ou heterogéneos (ligados por diferentes tipos de
ligacbes). De qualquer maneira, certas ligaces sdo quebradas quando essas moléculas sdo
aquecidas em meio acido, e os carbocations resultantes sdo parcialmente convertidos em
cianidina, quando o meio é suficiente &cido para conduzir a oxidac¢do. Esta propriedade tem
sido usada na analise taninos por muitos anos.

O procedimento consiste em preparar duas amostras, através de diluicbes e
acidificacdo do meio. Um dos tubos ¢é aquecido a 100°C em banho maria por 30 minutos, € 0
segundo tubo é deixado a temperatura ambiente. A diferenca de densidade 6tica (D; e D,) é

entdo lida a 550 nm, e a quantidade é calculada pela equagéo 3:
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Taninos (g.L™) = 19,33 x (D1 — Dy) (3)

Embora esse método possua uma alta reprodutibilidade e seja facil de ser
implementado, seu resultado € apenas uma aproximacdo, uma vez que ndo leva em conta o
efeito de varias estruturas presentes nos vinhos, nem o grau de polimerizacdo, nem 0s
componentes do vinho que interferem na analise. A concentracdo de taninos nos vinhos é
subestimada. N&o é incomum observar um aumento nos valores durante o envelhecimento em
barricas ou nas garrafas, o que ndo corresponde a um aumento na quantidade de taninos
(RIBEREAU- GAYON et al., 2006).

Com base nestas observac@es, dois métodos foram desenvolvidos para calcular a
concentracdo de taninos nos vinhos, através de equacGes que levam em consideracdo se 0
vinho é jovem ou envelhecido (RIBEREAU- GAYON et al., 2006). Entretanto essa

metodologia ndo parece ser muito utilizada atualmente.

- Indice de Vanilina

Esta metodologia baseia-se na reacdo da vanilina em meio fortemente acido, formando
um composto colorido com o maximo de absor¢cdo a 500 nm. Este teste é especifico para
flavan-3-ols, di-hidrochalconas e proantocianidinas que possuem uma ligagdo simples na
posicdo 2-3 e uma hidroxila livre na posicdo meta do anel B. O objetivo dessa técnica €
estimar o grau de polimerizacdo dos taninos (SARKAR; HOWARTH, 1976;
BROADHURST; JONES, 1978).

Entretanto, o reagente vanilina ndo é suficientemente especifico, uma vez que, além de
reagir com os derivados de catequina, também reage com dihidrochalconas, algumas flavonas
e flavononois (SARKAR; HOWARTH,1976). Por muitos anos o teste de vanilina foi muito
utilizado como método padrdo para andlise colorimétrica de flavondis. Entretanto, este
metodologia apresenta alguns problemas de reprodutibilidade (SUN et al., 1998b).

O padrdo utilizado é a catequina, um mondémero de flavan-3-ol dos taninos
condensados (BUTLER et al., 1982). Por isso, alguns autores, como Amerine e Ough (1980),
classificam essa técnica como analise de catequinas. Outros autores, como Butler et al.
(1982), classificam como analise de proantocianidinas. Por fim, trabalhos mais atuais
denominam apenas como indice de vanilina, sendo que este refere-se a analise de catequinas e
proantocianidinas (DI STEFANO, 1988; VRHOVSEK et al.,, 2001; RIGO et al., 2000).
Vrhovsek et al. (2001) citam que esta metodologia possui melhor correlacdo com os

mondmeros (catequinas) e proantocianidinas menores.
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Na tentativa de melhorar essa técnica, alguns estudos foram publicados com algumas
recomendacdes sobre essa metodologia. Por exemplo, Butler et al. (1982) concluiram que o
metanol € o melhor reagente, uma vez que a reacdo € muito menos sensitiva a unidades de
mondmeros, tais como a catequina, do que a polimeros. Atualmente o trabalho mais completo
€ 0 publicado por Sun et al. (1998a), onde 0s autores examinaram e otimizaram essa
metodologia, determinando exatamente quais as melhores condigdes para realizacdo dessa
metodologia.

Atualmente varias autores concordam que para o indice de vanilina expressa o grau de
polimerizagdo dos taninos, a amostra (semente, casca ou vinho) necessita sofrer um
tratamento prévio para fracionamento dos compostos. Essa separacdo podera ser realizada
por diferentes metodologias, tais como Fractogel TSK-HW (RICARDO DA SILVA et al.,
1991) ou Sephadex LH-20 (KANTZ; SINGLETON, 1990). Sun et al. (1998b) desenvolveram
e validaram uma metodologia para fracionamento de proantocianidinas com 0 uso de
cartuchos de extracdo de fase solida Cis. Dessa forma, sdo obtidas 3 fragBes (catequina,

oligdbmeros e polimeros), entdo analisados pelo teste de vanilina.

- Indice de HCL

Este método reflete o estado de polimerizagdo dos taninos no vinho, o que depende,
por sua vez, das condi¢cdes de envelhecimento. Por exemplo, a polimerizacdo diminui apds
um periodo de frio ou clarificacdo, bem como durante o envelhecimento nas garrafas
(RIBEREAU- GAYON et al., 2006).

A metodologia baseia-se na instabilidade das proantocianidinas em um meio &cido,
onde a velocidade de precipitacdo depende do grau de polimerizacdo. O procedimento
consiste em adicionar acido cloridrico a uma amostra e ler a absorbancia a 280 nm. Outra
amostra, preparada da mesma forma, é deixada repousar por 7 horas e, apds centrifugacéo, €
lida a 280 nm. Os resultados sdo expressos na forma de relacdo entre as duas leituras, e
deverdo estar compreendidos entre 5 e 40 (RIBEREAU- GAYON et al., 2006).

- Indice De Diélise

Este indice esta relacionado com a estrutura e a carga dos taninos. Moléculas
altamente carregadas passam por poros de uma membrana de didlise mais lentamente que
moléculas menores com menos cargas. Os valores normalmente encontrados oscilam entre 5 e
30, e ndo ha uma correlagéo direta com o indice de HCI (RIBEREAU- GAYON et al., 2006).
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- Indice De Gelatina

Esta metodologia é baseada na capacidade dos taninos de reagir com proteinas,
formando combinacdes estaveis. Os taninos condensados presentes no vinho precipitam com
gelatina de uma maneira homogénea e com reprodutibilidade.

A metodologia maximiza a capacidade dos taninos do vinho para reagir com as
proteinas da gelatina. Esta reatividade € responsavel pela sensacdo de adstringéncia
experimentada quando degustamos um vinho tinto. A gelatina solGvel usada no ensaio possui
um grande gama de proteinas, com diferentes pesos moleculares (5.000-30.000). Este indice
reflete a reatividade dos taninos nos vinhos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

A metodologia consiste em adicionar a uma amostra de vinho uma solucéo de gelatina
e deixar em repouso por 3 dias. Apds a centrifugacdo, a quantidade de taninos é determinada
pelo método LA (ja citado acima), sendo que uma amostra controle (sem adicao de gelatina) é
utilizada conjuntamente. Os valores variam entre 25 a 80, de acordo com a origem do vinho e
0s métodos de vinificacéo.

Algumas metodologias citadas acima foram desenvolvidas ha muitos anos atras e com
0 aumento do conhecimento das estruturas das moléculas, ocorrem confusGes nas
nomenclaturas. A analise de compostos fendlicos é de fundamental importancia e varias
metodologias estdo disponiveis. No entanto é necessario o conhecimento das fracdes
analisadas pela técnica escolhida, bem como possiveis interferentes.
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3.1 Artigo 1: Potencial Fendlico de uvas da variedade Merlot e sua correlagdo com a
composic¢ao fendlica dos vinhos

Potencial fendlico de uvas da variedade Merlot e sua correlacdo com a composicao
fenolica dos vinhos

Phenolic potential of Merlot grapes and correlation with wine phenolic composition
Aline de Oliveira Fogaca* e Carlos Eugenio Daudt
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, Centro de Ciéncias Rurais,

Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, CEP 97105-910, Santa Maria - RS, Brasil, E-

mail: alinefogaca@uol.com.br; ced.voy@uol.com.br

RESUMO
Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a maturagdo fendlica e industrial

de uvas da variedade Merlot produzidas na regido da Campanha Gaucha e Serra Gaucha, RS,
e avaliar a correlacdo entre o potencial fendlico estimado nessas uvas com a composi¢cdo
fendlica dos vinhos resultantes. Os resultados mostraram que a maturacao industrial e fenélica
apresentaram uma grande variabilidade entre os vinhedos estudados; sendo que algumas uvas
apresentam baixo teor de antocianinas nas uvas, mas em compensacao, 0 grau de maturacdo
das células da casca permite que ocorra uma boa extracdo desses compostos. Os taninos
presentes nas sementes foram responsaveis por 40% do total de fenois presentes da uva, o que
parece ser uma caracteristica dessa variedade. A analise do potencial fenolico das uvas
permitiu estimar algumas caracteristicas dos vinhos resultantes, sendo assim uma ferramenta
atil para a tomada de decisdo do melhor momento da colheita. A intensidade de cor, 0

conteudo de antocianinas e a porcentagem de cor devido a antocianinas poliméricas nos
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vinhos, juntamente com o teor de polifendis totais na uva foram os principais parametros que
diferenciaram as uvas e 0s vinhos estudados.

Palavras — chaves : maturacao fendlica, cor, antocianinas, taninos, maturacao industrial

ABSTRACT

This work was carried out in order to evaluate the phenolic and industrial ripeness of
Merlot grapes produced in the “Campanha Gaucha” and “Serra Gaucha” regions, RS, and
evaluate the correlation, if any, between the phenolic potential estimated in Merlot grapes and
the phenolic composition of the resulting wines. The results showed that the industrial and
the phenolic maturity had a great variability among the vineyards studied; some grapes
showed a low content of anthocyanins, however the skin maturity allowed a good extraction
of this compounds. The seeds tannins represent 40% of total phenols, which seems to be a
characteristic of this grape variety. The analysis of grape phenolic’s potential allowed to
estimate the content of polyphenols, the percentage of color due to polymeric pigments and
the procyanidins content in the future wines, making it a useful tool for the decision of the
best time of harvest. The color intensity, the anthocyanin content and the percentage of color
due polymeric anthocaynins in the wines and the grape total phenolic content were the main
parameters that allowed to distinguish the wines and grapes studied.

Key words: phenolic ripennes, color, anthocyanins, procyanidins, industrial rippeness

Introducéo

A producdo de vinhos finos no Brasil aumentou nos Gltimos anos, chegando a 25
milhGes de litros em 2010 (IBRAVIN, 2011), e novas regides viticolas surgiram. Os
produtores brasileiros estdo buscando produzir vinhos de qualidade, no entanto, a maioria
ainda determina o momento da colheita somente de acordo com os parametros da maturacdo

industrial (agUcar e acidez da polpa), uma alternativa seria 0 uso da analise da maturacao
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fenolica no momento da colheita. De acordo com Di Estefano et al. (2000), a maturacao
fenodlica € definida como 0 momento em que se alcanca um estado de combinacdo particular
dos polifendis das cascas e das sementes, o que determina uma queda na adstringéncia destes
compostos e a extracdo maxima de antocianinas. A maturacdo fendlica pode ser definida em
funcdo da concentracdo destes compostos nas uvas, e também em fungdo das estruturas
moleculares implicadas na sua aptiddo para serem extraidas durante a vinificacdo (Glories,
2001). O aumento da extratibilidade das antocianinas durante o amadurecimento das uvas é
consequéncia da degradacao celular por enzimas pectinoliticas (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

A analise do conteido de antocianinas e taninos nas uvas durante o processo de
maturacdo é usado em algumas regides viticolas ao redor do mundo para monitorar o
desenvolvimento de compostos e classificar vinhedos, ou até lotes, de acordo com o seu
contetdo fendlico (Ribéreau-Gayon et al., 2006). De acordo com Bautista-Ortin (2005),
varias metodologias foram desenvolvidas na tentativa de estimar essa maturacdo. O método
mais utilizado foi desenvolvido por Glories e Agustin em 1993, e é descrito por Saint-Cricq et
al. (1998) e por Ribéreau-Gayon et al. (2006). O indice de maturacdo celular (IMC%),
também conhecido como indice de extratibilidade, baseia-se no conceito de que a pH 1,0 ha
uma desorganizacdo completa das membranas dos vactolos, o que facilita a liberacdo dos
compostos fendlicos. Por outro lado, a pH 3,6, a degradacao natural das células é respeitada,
situacdo similar ao que ocorre no mosto durante a vinificacdo (Saint-Cricq et al., 1998).
Gonzalez-Neves et al. (2003) trabalhando com uvas das variedades Merlot, Tannat e Cabernet
Sauvignon no Uruguai, observaram que o contedo de antocianinas dos vinhos correlacionou-
se muito significativamente com todos os indices determinados nas uvas. Dessa forma, 0s
autores sugerem que a estimacdo do potencial fenolico das uvas pode ser muito atil para
estimar a cor e a composic¢édo fenolica global de vinhos tintos, permitindo dirigir a vinificacdo

da maneira mais adequada possivel. O conhecimento das caracteristica fendlicas das uvas
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auxilia na tomada de decisdes durante a vinificacdo, tais como a intensidade das remontagens
e a temperatura e a duracdo das maceracdes, as quais podem ser adaptadas de acordo com o
ano (Bautista-Ortin, 2005).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a maturacao fenolica e industrial
de uvas da variedade tinta Merlot, produzidas em duas regides viticolas distintas do estado do
Rio Grande do Sul e avaliar a correlacdo entre o potencial fendlico estimado nas uvas com a
composicao fendlica e a cor dos vinhos resultantes, utilizando metodologias muito utilizadas
ainda hoje, e mais facilmente encontradas nas industrias de producdo de vinhos brasileiras,
sendo que essas metodologias permitem uma andlise global das caracteristicas fendlicas de

um vinho.

Material e Métodos

Amostras de uvas da variedade tinta Vitis vinifera Merlot, foram coletadas no
momento da colheita comercial, em duas safras, 2010 e 2011. A amostragem, em triplicata,
foi realizada extraindo 3 a 5 grdos por cacho, na zona média de altura das videiras e
alternadamente das duas metades inferior e superior dos cachos, totalizando 250 gréos por
amostra. Os vinhedos amostrados estdo localizados em duas regifes distintas: Serra Gaucha
(municipio de Bento Gongalves) e Campanha Galcha (municipio de Dom Pedrito). Os
vinhedos 1 e 4 estdo localizados na regido da Campanha Gadcha, ja os vinhedos 2 e 3 estdo
localizados na regido da Serra Gaucha.

As analises espectrofotométricas foram realizadas utilizando cubetas de quartzo de 1
e/ou 10 mm de caminho 6tico, de acordo com o comprimento de onda a ser lido, em um
espectrofotémetro UV 11-000, marca Pro Andlise (UV/Visivel). A determinagéo do potencial
polifendlico foi calculado através dos indices propostos por Gonzalez-Neves et al. (2003), em
triplicata. A partir dessas anélises calculou-se o indice de maturidade celular (IMC%) e a

proporcao de taninos nas sementes e nas cascas. Andlises de acidez titulavel (g.L™ de 4cido
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tartarico), pH e sélidos soltveis (°Brix) foram realizadas de acordo com OIV Methods (2010);
o indice de maturacdo industrial foi calculado de acordo com Pszczélkowski & Lecco (2011):
o valor do °Brix é dividido pelo valor da acidez (g.L™ de 4cido tartarico).

As uvas amostradas para analise da maturacdo industrial e fenolica foram utilizadas
para realizacdo de microvinificagfes. As microvinificacdes foram realizadas em triplicata, em
recipientes com capacidade de 5 litros. Apds o desengace e esmagamento, foi realizada a
sulfitagem (50 mg.L™ de SO2) e inoculagdo de levedura Saccharomyces cerevisiae da marca
Perdomini® (Blastocel Grand Cru), na dosagem de 20 g.hL™. O tempo de maceracéo foi de 8
dias, a temperatura de 28°C, e com duas remontagens didrias. Ao término da fermentacéo
alcodlica, foi realizada nova sulfitagem (20 mg.L™ de SO,) e trasfega, com separacdo das
borras. Apds 2 meses, foi realizada nova trasfega e engarrafamento.

A quantificacdo de fenois totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteau
(mg.L™ de 4cido galico); a de antocianinas pelo método de branqueamento por bisulfito
(mg.L™ de malvidina-3-glucosideo) e a de procianidinas pelo método de hidrélise cida (g.L™
de cloreto de ciadinina). Os indices de cor (intensidade de cor e tonalidade) foram lidos
diretamente, sem diluicdo da amostra, através da leitura da absorbancia das amostras, em pH
natural, nos comprimentos de onda 420, 520 e 620 nm. O indice de polifensis totais foi
calculado a partir da absorbancia de uma amostra diluida 1:100 a 280 nm; todas as
metodologias acima sdo descritas por Ribéreau-Gayon et al. (2006). O estudo da
copigmentacdo dos vinhos foi realizado atraves da determinacdo da porcentagem de cor
devido a antocianinas copigmentadas, monoméricas e polimericas, de acordo com a técnica
proposta por Boulton (1996). Nao foram utilizadas técnicas com uso de cromatografia liquida
por ndo serem metodologias usadas normalmente pela industria vinicola brasileira e nédo

serem recomendadas para analise de grupos de fenois (Vrhovsek et al., 2001).
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A analise estatistica foi realizada atraves do programa Statistica 7.0 (StatSoft), as
médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e separadas pelo teste de Tukey a
5%. A partir do agrupamento dos dados de cada vinho, foi calculado o coeficiente de
correlacdo linear entre os parametros. A analise de componente principal foi realizada através

do software Pirouette 4.0 (Infometrix, Woodinville, EUA), sendo os dados autoescalados.

Resultados e Discussao

A maturacdo industrial determinada pelas caracteristicas quimicas das uvas €
apresentada na tabela 1. De acordo com Rizzon et al. (1998), as caracteristicas do solo e do
clima das regides viticolas da Serra Galcha e da Campanha Gaucha originaram uvas e vinhos
que diferem significativamente quanto a acidez, o que confirma os dados obtidos nesse
estudo. De acordo com Pszczdlkowski & Lecco (2011), a maturacdo industrial é considerada
adequada quando a relacdo entre o acgUcar e a acidez (°Brix/acidez) atinge valores entre 3 e 5.
Os dados deste estudo mostram que na safra 2011 todas os vinhedos analisados estdo nessa
faixa, ja na safra 2010 apenas 1 vinhedo atingiu a maturacdo industrial adequada.

De todos os parametros analisados para estimar o potencial fendlico das uvas, o teor
de antocianinas potenciais (ApH1), tabela 1, destaca-se pela grande variacdo apresentada
entre as amostras, inclusive na analise do mesmo vinhedo por dois anos consecutivos. Os
teores de antocianinas potenciais e extraiveis (ApH3,2) parecem néo ter correlagdo com 0s
valores de acidez, ou seja, a quantidade de antocianinas ndo possui relacdo direta com o
aumento da maturagdo industrial, uma vez que um adequado indice de maturagdo industrial
nédo corresponde a um alto teor de antocianinas.

Um ponto importante parece ser a localizagdo do vinhedo, uma vez que os vinhedos
amostrados encontram-se em regides com climas distintos; de acordo com Daudt et al. (1973)
e Motta (2003), a regido da Campanha Gaucha (municipio de Dom Pedrito) apresenta maior

insolacdo e menor quantidade de chuva no periodo em que vai de meados ao final da
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maturacao da uva e na época da vindima, quando comparada com a Serra Galcha (municipio
de Bento Goncalves). Cordon (2008) observou que em climas quentes, ndo somente a
quantidade de antocianinas nas uvas ¢ menor do que em climas frios, como a composicao
dessas também € diversa. Spayd et al. (2002), trabalhando com uvas da variedade Merlot,
observaram que temperaturas excessivamente altas reduziram a acumulagdo de antocianinas
nas cascas, embora o calor seja necessario para a sintese desses compostos. Assim, 0S
menores teores de antocianinas encontrados nos vinhedos localizados em Dom Pedrito
(vinhedos 1 e 4), quando comparados aos vinhedos de Bento Gongalves, estdo associados ao
clima dessas regides.

Em relacdo ao indice de maturidade celular (IMC%), quanto menor o valor desse
indice, maior é a extratibilidade das antocianinas das cascas. O vinhedo 4, com menor
quantidade de antocianinas, € o que apresenta 0 melhor IMC%, demonstrando que um alto
teor de antocianinas nem sempre corresponde a uma extratibilidade adequada. Indmeros
fatores interferem na extracdo das antocianinas das cascas, Ortega-Regules & Bel (2008)
propuseram que uma alta extratibilidade de antocianinas pode ser encontrada associada com
baixas concentracdes de galactose, celulose, ramanose e xilose e com a presenca de pectinas
de baixo teor de metoxilagéo.

O acumulo de antocianinas parece ndo ter uma relacdo direta com o teor de fendis
totais (expresso pelo IPT), uma vez que vinhedos com 0s maiores teores de antocianinas nao
apresentaram 0s maiores valores de fenois totais. Espera-se que durante o processo de
maturacao da uva, a proporc¢do de taninos na semente (TS%), também conhecido como indice
de maturacdo das sementes, apresente valores cada vez menores; entretanto essa queda nao
representa uma reducdo no teor de taninos e sim um decréscimo na extratibilidade dos
mesmos (Kennedy, 2008), sendo que o aumento da qualidade dos taninos durante o processo

de maturacdo da uva estd ligado ao aumento na propor¢do de taninos nas cascas (TC%). As
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amostras dos vinhedos 1 (safra 2010) e 4 (safra 2011) destacam-se por apresentarem 0s
maiores valores de TS%, e consequentemente, os menores de TC%. Esses dois indices (TS%
e TC%), sdo apenas uma estimativa, os quais levam em consideracéo o teor total de fendis,
medido pelo indice IPT; sabe-se que 0s taninos presentes nas cascas e nas sementes séo de
tipos diferentes (Kennedy, 2008). Todos os vinhedos analisados apresentaram um proporcao
de taninos nas sementes superior a 40%; de maneira geral, a alta propor¢do de taninos nas
sementes € tipico da variedade Merlot, como também foi observado por Gonzalez-Neves et al.
(2003).

A tabela 2 apresenta os dados obtidos na andlise dos vinhos elaborados a apartir das
uvas analisadas na tabela 1, todos com 8 dias de maceracdo e ap0s 6 meses de
engarrafamento. A variacdo nos teores de antocianinas, do IPT e do indice de cor parecem
estar mais associados as caracteristicas do ano, uma vez que 0s maiores valores sdo
encontrados nas amostras origindrias do mesmo ano, no caso, da safra 2011. Ja a quantidade
de fendis totais, procianidinas, porcentagem de antocianinas copigmentadas e porcentagem de
antocianinas monomeéricas apresentaram pouca ou nenhuma diferenca entre os vinhos.

Analisando apenas os dados dos vinhos elaborados na safra 2011, o vinhedo 4, que
apresentou 0 menor teor de antocianinas (ApH1 e ApH3,2) na uva (Tabela 1), é o vinhedo
com maior teor de antocianinas (ANT) no vinho (Tabela 2), o que pode ser explicado pelo
alto indice de maturagdo celular (IMC%) que estas uvas apresentavam no momento da
colheita, facilitando a extracdo desses compostos durante o processo fermentativo. Ressalta-se
que essa técnica de antocianinas utilizada ndo determina o contetdo total de antocianinas, mas
sim a quantidade de pigmentos sensiveis ao branqueamento por bissulfito; a quantidade
desses pigmentos depende do tipo de ligagbes que ocorreram nesse vinho. Outro ponto a

ressaltar € que este vinho ndo apresenta o maior indice de cor. A influéncia da safra fica claro
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quando analisamos o vinho proveniente do vinhedo 2, o qual apresenta o maior indice de cor
na safra 2011, e bem menor na safra 2010.

A porcentagem de cor devido a antocianinas copigmentadas e poliméricas nao diferiu
entre 0s vinhos, ou seja, podemos dizer que esses parametros estdo mais associados as
caracteristicas da variedade.

Com a finalidade de facilitar a correlacdo entre o potencial fendlico da uva e o teor de
fenois no vinho, foram calculados os coeficientes de correlacdo, apresentados na tabela 3. O
indice de polifendis (IPT) determinado na uva apresentou uma forte correlacdo positiva com o
teor de polifendis totais (0,77), com a quantidade de procianidinas (0,77) e com a
porcentagem de antocianinas poliméricas (0,70), ambos determinados no vinho.

A quantidade de antocianinas extraiveis (ApH3,2) apresentou uma forte correlagdo
com a porcentagem de antocianinas poliméricas; essa correlacdo € explicada pela capacidade
das antocianinas se ligarem a moléculas de taninos e formarem pigmentos poliméricos
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

O indice de maturidade celular (IMC%) apresentou uma forte correlacdo negativa com
o0 teor de polifendis totais (-0,91) e com a quantidade de taninos (-0,87) medidos no vinho.
Pode-se dizer que quanto maior a maturagdo celular (menor valor de IMC%), maior é a
extracdo de polifenois totais e de taninos para o vinho. Esperava-se uma correlacéo forte com
0 teor de antocianinas, no entanto, esta ¢ fraca para ambas as medidas de antocianinas
utilizadas nesse estudo, uma vez que a cor de um vinho é resultado ndo apenas do teor de
antocianinas, mas sim do tipo de pigmentos polimericos presentes (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). A falta de correlacbes fortes entre a intensidade de cor do vinho e 0s parametros
analisados na uvas confirmam a complexidade da cor de um vinho, a qual é influenciada por

inimeros fatores.
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Os dados das tabelas 1 e 2 foram agrupados para analise multivariada, utilizando a
analise de componente principal como ferramenta estatistica e os resultados sdo apresentados
na figura 1. O componente principal 1 (que explica 33,0% da variacdo), permitiu separar 0s
vinhedos em dois grupos distintos (Figura 1b). As variaveis que mais pesaram para essa
separacdo (Figura la) foram o teor de antocianinas, o indice de cor e a porcentagem de
antocianinas poliméricas no vinho e o indice de polifendis na uva, ou seja, esses quatro
parametros sdo 0s principais responsaveis pelas diferencas encontradas nas amostras
analisadas. Ressalta-se a nitida separacdo dos vinhedos 1 e 2 (ambos estudados nos dois anos
do experimento) de acordo com a safra, comprovando que as condi¢des climaticas tem uma
grande influéncia nas caracteristicas das uvas e vinhos.

O componente principal 2 (30,7% da variacdo), permitiu a separacao de acordo com a
regido em que as uvas sao produzidas. Nesse caso, 0S principais parametros sao o teor de
taninos no vinho (TAN), a proporcao de taninos nas sementes (TS%), o teor de antocianinas
potenciais (ApH1,0) e o indice de maturacdo celular (IMC%), ou seja, as caracteristicas das

uvas séo os principais fatores que diferenciam as duas regides estudadas.

Conclusodes

1. A maturagdo industrial e fendlica apresentaram uma grande variabilidade entre os
vinhedos estudados, especialmente em relagdo ao contedo de antocianinas.

2. Algumas uvas apresentam baixo teor de antocianinas nas uvas, mas em
compensacao, o grau de maturacdo das células da casca permite que ocorra uma boa extracdo
desses compostos.

3. Os taninos presentes nas sementes sdo responsaveis por 40% do total de fendis
presentes da uva, 0 que parece ser uma caracteristica dessa variedade.

4. A analise do potencial fendlico das uvas permitiu estimar o contetdo de polifendis,

a porcentagem da cor devido a pigmentos poliméricos e a quantidade de procianidinas
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presentes nos vinhos resultantes, sendo assim uma ferramenta Gtil para a tomada de deciséo
do melhor momento da colheita.

5. A intensidade de cor, 0 contetudo de antocianinas e a porcentagem de cor devido a
antocianinas poliméricas nos vinhos, juntamente com o teor de polifendis totais na uva foram

0s principais parametros que diferenciaram as uvas e 0s vinhos estudados.
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Tabela 1 — Maturacéo industrial e fenolica de uvas da variedade tinta Merlot, cultivadas nos

municipios de Bento Gongalves (BG) e Dom Pedrito (DP), safras 2010 e 2011.

Safra 2010 2011
Vinhedo 1 2 3 1 2 4
Localizacéo DP BG BG DP BG DP
Maturacéo industrial
Acidez 6,0° 8,3 7,5 4,3f 5,7 5,2°
pH 3,36" 3,27 3,18" 3,65° 3,11° 3,67°
°Brix 19,0 17,2 20,8° 22,0° 18,5 24,1°
°Brix / acidez 3,2 2,1 2,8 51 3,2 4,6
Maturacdo Fendlica
ApH1* 262,3° 522,0° 522,7° 372,1° 4105°  189,3"
ApH3,2 176,1° 327,6° 369,0° 220,5° 197,9°  147,7°
IMC% 30,3 37,3 29,4 40,8% 51,8° 22,1°
IPTwa 24.8° 24.4° 28,0° 20,1° 15,7¢ 24.6°
TC% 28,1° 53,8 52,7% 46,6° 50,6 23,8
TS% 70,9% 46,2° 473 53,4° 49,4° 76,2°

* acidez (g.L™ 4cido tartarico).

* |PT - indice de polifendis totais; ApH1 - antocianinas potenciais (mg.L™ malvidina glucosideo); ApH3,2 -

antocianinas extraiveis (mg.L™ malvidina glucosideo); IMC% - indice de maturidade celular; TC% - proporcio

de taninos nas cascas; TS% - propor¢do de taninos nas sementes.

* Médias seguidas por mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 2 — Compostos fenolicos em vinhos da variedade Merlot, provenientes de vinhedos

localizados nos municipios de Bento Gongalves (BG) e Dom Pedrito (DP), safras 2010 e

2011.
Safra 2010 2011
Vinhedo 1 2 3 1 2 4
Localizacao DP BG BG DP BG DP
FT~* 2.057,7"  1.918,3 2.0402 16390 15519 23190
ANT 228,1¢ 289,2%¢ 367,9% 4135 569,6°°  578,4°
PRO 1,30° 1,11° 1,09% 1,13° 0,44° 1,332
IC 3,94¢ 5,55 7,06 7,22 10,29 7,95°
%C 28,9 "™ 27,3 32,5 27,3 34,3 35,0
%M 439" 47,4 36,4 47,9 42,8 44,1
%P 27,2% 25,4 31,1 24,8 22,9 21,0
TA 3,53° 4,73 6,22% 6,41° 6,00% 5,21%
IPTvinno 29,2 37,0° 46,5% 40,4 39,6 48,3

* FT — fendis totais (mg.L™ 4cido galico); ANT — antocianinas (mg.L" malvidina glicosideo); PRO —
procianidinas (g.L™" cloreto de cianidina); IC — intensidade de cor; % C - antocianinas copigmentadas; % M —
antocianinas monomericas; %P — antocianinas poliméricas; TA — antocianinas totais (unidades de absorbancia);
IPT — indice de Polifendis totais.

* Médias seguidas por mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05). ns — diferenca

nao significativa.
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Tabela 3 — Coeficientes de correlacdo determinados nos vinhos e nas uvas, safra 2010 e 2011.

UVA
VINHO

IPT ApH1  ApH32 TS% IMC%  TC%

FT 0,77 -0,41 -0,07 0,64 -0,91 0,37
ANT -0,69 -0,44 -0,62 0,21 0,30 -0,17
TAN 0,77 -0,40 -0,05 0,58 -0,87 0,54
IC -0,65 0,07 -0,15 -0,26 0,50 -0,18
% C -0,24 -0,25 -0,29 0,20 0,01 -0,28
% M -0,43 -0,24 -0,40 0,11 0,27 -0,02
% P 0,70 0,50 0,72 -0,31 -0,31 0,31
TA -0,28 0,11 0,04 -0,21 0,17 0,13
IPTinho 0,01 -0,07 0,01 0,02 -0,21 0,45

* FT — fenois totais (mg.L™ 4cido gélico); ANT — antocianinas (mg.L™ malvidina glicosideo); TAN — taninos
(g.L* cloreto de cianidina); IC — intensidade de cor; %C - antocianinas copigmentadas; %M — antocianinas
monoméricas; %P — antocianinas poliméricas; TA — antocianinas totais (unidades de absorbancia); IPTino —
indice de Polifendis totais

* |PT — indice de polifendis totais; ApH1 — antocianinas potenciais (mg.L™ malvidina glucosideo); ApH3,2 -
antocianinas extraiveis (mg.L™ malvidina glicosideo); IMC% — indice de maturidade celular; TC% — proporcao

de taninos nas cascas; TS% — proporg¢do de taninos nas sementes.
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Figura 1 — Andlise de Componente Principal dos pardmetros analisados nas uvas e vinhos da
variedade Merlot, em quatro vinhedos e duas safras. (a) pesos das variaveis. (b) distribuicdo das
amostras. Vinhedos 1 e 4 — localizados em Dom Pedrito; vinhedos 2 e 3 — localizados em Bento
Gongalves. * FT — fendis totais (mg.L™ &cido galico); ANT — antocianinas (mg.L™ malvidina
glicosideo); TAN — procianidinas (g.L™ cloreto de cianidina); IC — intensidade de cor; %C -
antocianinas copigmentadas; %M — antocininas monomeéricas; %P — antocianinas poliméricas; TA —
antocianinas totais (unidades de absorbancia); IPT — indice de Polifendis totais; ApH1 — antocianinas
potenciais (mg.L™ malvidina glicosideo); ApH3,2 - antocianinas extraiveis (mg.L™" malvidina
glicosideo); IMC% — indice de maturidade celular; TC% — proporc¢do de taninos nas cascas; TS% —

propor¢do de taninos nas sementes.
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3.2 Artigo 2: Copigmentation and color of Brazilian Merlot wines: 1. Influence of skin

contact time

COPIGMENTATION AND COLOR OF BRAZILIAN MERLOT WINES:
I. INFLUENCE OF SKIN CONTACT TIME
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Abstract
Aim: To evaluate the impact of maceration time on color, polyphenols and copigmentation of

Merlot wines in order to better understand the differences between two important Brazilian
viticultural regions, Campanha Gaucha and Serra Galcha, which have not been extensively
studied.

Methods and results: Merlot grapes (red Vitis vinifera variety) from four vineyards located
in the Campanha Galcha (n=2) and Serra Gaucha (n=2) regions were harvested, crushed and
fermented at the same temperature, with three different maceration times (4, 8 and 15 days).
Wines from the 2009 and 2010 harvest were analyzed by spectrometry for phenolic
composition and color. The results showed that the origin of the grapes had a higher influence
on phenolic composition and color than the winemaking process treatments (i.e., maceration
time). Maceration time did not affect copigmentation phenomena, and polymeric
anthocyanins had the greatest correlation with color intensity.

Conclusion: The maceration time had different effects according to the wines studied.
However, more studies will be necessary to identify the characteristics of the grapes and to

understand the differences between these two viticultural regions.
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Significance and impact of the study: One of the regions studied, Campanha Gaucha, is a
new Brazilian viticultural region. There are only few studies on this wine region.So, the
results presented here will provide some guidance for the selection of the most appropriate
oenological practices for this region.

Key words: merlot, maceration time, copigmentation, polyphenols

Résumé

Objectif : Vérifier I’'impact du temps de macération sur la couleur, les polyphénols et la
copigmentation de vins issus de cépages Merlot afin de mieux comprendre les différences qui
existent entre deux grandes régions viticoles brésiliennes, Campanha Gaulcha et Serra Galcha,
pour lesquelles il existe peu d’études.

Meéthodes et résultats : Des raisins de la variété rouge Vitis vinifera Merlot cultivés dans
quatre vignobles de la région de Campanha Gaucha (n=2) et Serra Galcha (n=2) ont été
récoltés, broyeés et fermentés a la méme température, avec trois temps de macération
différents : 4, 8 et 15 jours. La composition phénolique et la couleur des vins des récoltes
2009 et 2010 ont été analysées par spectrométrie. Les résultats montrent que les
caractéristiques des raisins sont plus importantes pour la couleur et la composition phénolique
des vins que les techniques de vinification utilisées (temps de macération). Le temps de
macération n’a eu aucun effet sur la copigmentation et les anthocyanes combinées étaient les
plus fortement corrélées a la couleur.

Conclusion : Le temps de macération a des effets différents suivant les vins étudiés. Par
conséquent, d’autres études seront nécessaires afin d’identifier les caractéristiques des raisins
et de mieux comprendre les différences entre ces deux régions viticoles.

Signification et impact de I’étude : Une des régions étudiees, Campanha Gadcha, est une

nouvelle région viticole brésilienne. Il existe, & ce jour, peu d’études sur les vins de cette
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région. Les résultats obtenus aideront au conseil de pratiques cenologiques plus adaptées a la

région.

Mots clés : merlot, temps de macération, copigmentation, polyphénols

INTRODUCTION

Nowadays, the wine industry efforts are focused on the production of deeply colored, full
bodied red wines, as this type of wine has become highly preferred by consumers.  Color is
one of the most important sensory attributes of red wines and is related to anthocyanin
extraction from grape skins during the winemaking process. For this reason, many
winemaking techniques have been developed to increase color extraction, allowing the
production of wines meeting the market demands (Puertas et al., 2008).

The concentration and composition of anthocyanins are affected by skin contact time,
fermentation and aging conditions, and they affect the color of wine (Mazza et al., 1999).

The evolution of grape anthocyanin content is highly influenced by the climatic conditions
during the growing season and thus the differences between seasons for a single variety are
greater than the differences between varieties within a season (Cacho et al., 1992).

Gao et al. (1997), who worked with Pinot noir wines produced by different vinification
processes, concluded that the presence of total or individual polymeric anthocyanins is
directly related to wine color intensity, and that all the polymeric anthocyanins are important
to wine color. Fermentation conditions has a deep influence on monomeric and polymeric
anthocyanins, however, fermentation temperature was found to be the critical factor in the
generation of polymeric anthocyanins. A fermentation temperature of 30°C favors both the
formation of polymeric anthocyanins and a dark-colored wine. After fermentation, the content
of individual monomeric anthocyanins declines gradually while that of polymeric

anthocyanins increases. At the time of bottling, residual monomeric anthocyanins are only a



82

fraction of the initial concentration, and the total polymeric anthocyanin content reaches the
highest levels (Gao et al., 1997).

The color of red wines is positively influenced by the copigmentation phenomenon, which
is due to molecular associations between pigments and other (usually non-colored) organic
molecules in solutions (Levengood and Boulton, 2004; Boulton, 2001). These associations
cause the pigments to exhibit a greater color than would be expected from those of the
fermentation (Boulton, 2001). Moreover, it is suggested that copigmentation may have an
important role in the subsequent evolution of color during red wine aging, affecting the speed
of polymerization reactions and protecting the anthocyanin pigments from oxidative processes
(Boulton, 2001). Copigmentation may also have implications in the sensory perception of
tactile sensation (bitterness) attributed to polyphenols (Boulton, 2001). Finally,
copigmentation depends on many factors: type and concentration of anthocyanins, type and
concentration of copigments, pH, temperature and, in particular, the type of solvents
(Ribererau-Gayon et al., 2006).

Campanha Gaulcha is a new viticultural area in the southwest of the state of Rio Grande do
Sul, Brazil, latitude 31° south, along the border with Uruguay. The moderate climate, with
warm and dry summers, makes it a good viticultural area. However, it has been observed that
grapes reach ‘‘technological maturity’’ (analysis of sugars, acidity and pH based mainly on
optimum total solid content) before “phenolic maturity”. Daudt and Polenta (1999), working
with Vitis vinifera grapes from Campanha Gaucha and Serra Gaucha (the traditional Brazilian
wine region), showed that these two areas differ with respect to the amount of phenols,
anthocyanins and tannins and color intensity of their wines. However, the same authors
emphasize that the reasons for these differences need more complex studies.

Today, consumers are increasingly demanding highly colored red wines, with a good

structure. To achieve this, it is necessary that polyphenol extraction from grapes be as
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complete as possible to ensure color intensity and stability during aging. The main aim of this
work was to evaluate the impact of skin contact time on color, other phenols and
copigmentation of Merlot wines in order to understand the differences between these two

Brazilian regions.

MATERIALS AND METHODS

Studied area and winemaking process
Merlot grapes from four commercial vineyards located in two different regions of Rio
Grande do Sul (Brazil) were harvested in two seasons, 2009 and 2010, and used for the

production of five wines (table 1).

Table 1 — Location of vineyards for wine production

Wine Vineyard

land 3  Vineyard 1, Campanha Galcha
2 Vineyard 2, Campanha Galcha
4 Vineyard 3, Serra Galcha
5 Vineyard 4, Serra Galcha

The grapes were harvested at technological maturity, according to °Brix, acidity and pH
parameters, and vinified. For each wine, three vinifications were made using different
maceration times (4, 8 and 15 days), with three replications each. For all vinifications, dry
active yeast (Saccharomyces cerevisiae, Blastocel Grand cru, Perdomini) was added (20
mg.L™) after the addition of 30 mg.L™ of sulfur dioxide. Fermentation was performed at 28°C,
and at the end, sulfur dioxide was added again (20 mg.L™). The wines were bottled after two

months of vatting.

Spectrometric analysis
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All the measurements were carried out on a UV 11-000 (Pro-Analise, Brazil)
spectrophotometer using 10 mm or 1 mm pathlength quartz and glass cells.

Color characteristics, i.e., intensity (A420 + A520 + A620) and hue (A420/A520), were
measured directly on the basis of absorption at 420 and 520 nm in a 1 mm optical path cell.
The results were then multiplied by 10 in order to normalize the data to the conventional 10
mm optical path (Ribereau-Gayon et al., 2006).

Monomeric anthocyanins (%M), copigmented anthocyanins (%C) and polymeric
anthocyanins (%P) were determined according to the method proposed by Boulton (1996).
Briefly, the wines were adjusted to pH 3.6 (for standardization) and membrane filtered (0.45
mm pore size). For the monitoring of anthocyanins, 20 mL of 10% acetaldehyde solution was
added to 2 mL of wine sample. After resting for 45 minutes, the absorbance was measured at
520 nm. Another 100 uL of wine sample was mixed with 1900 uL of buffer solution pH 3.6.
After a few minutes, the absorbance was read at 520 nm. For the monitoring of the total

amount of phenols, a diluted wine sample (1/100) was read directly at 280 nm.

Statistical analysis

The Statistica program for Windows release 5.1 (StatSoft Inc., 1998) was used for data
processing. Analysis of variance (ANOVA) was used to compare the results among wines;
and the means were statistically separated by a Tukey’s test at 5%.

The data corresponding to the five wines and the two years were calculated and the linear
correlations between those were analyzed. The correlations between color and phenolic

composition of the wines were also calculated.

RESULTS AND DISCUSSION

According to the physico-chemical analysis of wines (table 2), it is possible to observe that

the grapes had different degrees of technological maturity. pH was an important factor for this
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study as it directly affects the balance between the colored and colorless forms of
anthocyanins. Indeed, at high pH values (>4,5), the flavylium cation (color) is converted to

colorless species (Brouillard et al., 1989).

Table 2 - Alcohol (%vol.), acidity (g% tartaric acid) and pH in Merlot wines, harvest 2009

and 2010.
2009 2010
Wine 1 Wine 2 Wine 3 Wine 4 Wine 5
Alcohol 14,0 12,5 11,7 12,5 12,8
Acidity 0,63 0,56 0,62 0,69 0,71
pH 3,40 3,80 3,65 3,53 3,66

Average of all treatments.

Table 3 shows the percentage of color due to copigmented anthocyanins, free anthocyanins
(monomeric) and polymeric anthocyanins. Copigmentation has been shown to account for 30
to 50% of the color in young wines (Boulton, 2001); however, in this study copigmentation
accounted for 15.8 to 41.5% of color, which is less than expected. Copigmentation is
primarily influenced by the levels of several specific, non-colored phenolic components or
cofactors (Boulton, 2001). Maceration time did not influence the percentage of copigmented
anthocyanins found in wines 2, 4 and 5. However, in wines 1 and 3 (both from the same
vineyard but from different years), the percentage of copigmented anthocyanins decreased
with 15 days of skin contact. The different levels of cofactor and anthocyanin content in
grapes and the winemaking procedures could explain these differences (Darias-Martin et al.,

2007).
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Table 3 - Total (ANT), copigmented [C], monomeric [M] and polymeric [P] anthocyanins
and total phenolic index (TPI) of Merlot wines, harvest 2009 and 2010, with different times of

skin contact.

Skin contact time

Wine
4 days 8 days 15 days
Harvest 2009
1 % [C] 22.1%® 27.5° 16.1°
% [M] 35.4° 22.4° 39.3
% [P] 42.4° 50.1% 44 5°
ANT 3.36" 3.70® 3.03°
TPI* 31.7° 39.1° 40.4°
2 % [C] 20.4™ 22.0 33.3
% [M] 29.5™ 24.9 27.4
% [P] 50.1% 53.1° 39.3°
ANT 4.76"™ 5.15 4.9
TPI 39.6° 43.3° 50.1°
Harvest 2010

3 % [C] 36.0° 28.9% 15.8"
% [M] 31.2° 43.9% 53.6°

% [P] 32.7™ 27.2 31.6

ANT 3.62™ 3.53 3.62
TPI 35.5 29.2¢ 39.6°

4 % [C] 31.9™ 27.3 20.1
% [M] 39.2™ 47.4 48.5
% [P] 28.8% 25.4° 31.2°
ANT 4.21° 4,73 4.95°
TPI 30.0° 37.0° 35.22

5 % [C] 40.4" 32,5 41.5
% [M] 24.6™ 36.4 12.8

% [P] 35.7™ 31.1 45.8
ANT 4.66" 6.22% 6.84°
TPI 33.8° 445 46.5°

Means within each row followed by different letters are significantly different (p<0,05). ns
= not significant.

* TPl : OD 28 Omn, adjusted to pH 3.6.
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The percentage of monomeric anthocyanins (%M), which represents the free forms of
anthocyanins, increased with 15 days of maceration for wines 1 and 3, whereas the other
wines did not show any difference. With some exceptions, the percentage of color due to
monomeric forms was greater than that due to copigmented anthocyanins.

Polymeric anthocyanins (%P) rarely showed any significant difference among the three
maceration times. However, in wines 1 and 2, the percentage of color due polymeric
anthocyanins was greater than 50% with 8 days of skin contact. This could explain why wine

2, although showing a high pH value (table 2), had a high color intensity (figure 1).
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Figure 1 — Color intensity of Merlot wines, harvest 2009 and 2010, with different skin

contact times.

As expected, the longer the maceration time, the greater the amount of total phenols (TPI)
extracted in wines, especially with 15 days of skin contact. It is assumed that these phenols
are originated from seed tannins.

According to several authors, an increase in tannin content, but not in anthocyanin content,
is expected with the increase in maceration time (Sacchi et al., 2005). From the analysis of the
content of total anthocyanins (units of absorbance) obtained by the addition of acetaldehyde

to the sample, it is possible to observe that for Campanha Gaucha wines (1, 2 and 3), the
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increase in total anthocyanin content with the increasing maceration time was less than that
found in Serra Galcha wines (4 and 5), which increased with skin contact time. It should be
noted that since pH has a strong influence on the color of anthocyanins, this determination
was performed with wine samples adjusted to pH 3.6. This difference in the extraction of
anthocyanins is most likely linked to the maturation degree of the grapes, which should be
investigated in future work. The work by Gonzalez-Neves (2008) reinforces the idea that the
characteristics of the grapes have a strong influence on the effect of the winemaking

techniques.

0,8 -

0,6 -

Hue

0,4 -

0,2 -

Wine 1 Wine 2 Wine 3 Wine 4 Wine 5

m4 days 015 days

Figure 2 — Color Hue of Merlot wines, harvest 2009 and 2010, with different skin contact
times.
Table 4 - F value and p value of two-way ANOVA of analyzed parameters, considering all

the means of the studied wines, harvest 2009 and 2010.

Origin Skin contact time

F value P value* F value P value*
% [C] 3.382 0.019 1.320 0.279
% [M] 6.79 0 0.76 0.471
% [P] 16.25 0 0 0.998
ANT 19.14 0 1.29 0.285
TPI 2.73 0.043 1.13 0.339
Cl 17.41 0 0.65 0.528
Hue 9.07 0 0.50 0.610

* Bold values indicate significance at p<0,05.

% C — copigmented anthocyanins; % M — monomeric anthocyanins; % P — polymeric
anthocyanins; Cl — color intensity; ANT — total anthocyanins; TPI — total phenolic index
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Figure 1 shows the color intensity of the wines studied. In general, all wines except wine 2
showed an increase of color intensity with increasing skin contact time, with wine 5 showing
the biggest increase in the color intensity parameter. Regarding hue (figure 2), skin contact

time did not have any influence.

Table 5 — Total (ANT), copigmented [C], monomeric [M] and polymeric [P] anthocyanins,
total phenolic index (TPI), color intensity (CI) and hue of Merlot wines, harvest 2009 and

2010, with different times of skin contact, considering all the means of the studied wines

2009 2010
wine 1 wine 2 wine 3 wine 4 wine 5
% [C] 21.7° 25.2% 27.2% 26.4 % 38.1°
% [M] 32.4% 27.3° 42.2° 45.1° 245°
% [P] 457" 47.52° 30.4° 28.5° 37.4%
ANT 3.67° 4.90"° 3.46° 4.63° 5.91°¢
TPI 37.1% 31.02 34,72 34.1% 41.62°
Cl 6.62 8.39 ™ 4.16° 5.25® 8.52¢
Hue 0.792 0.87°¢ 0.82 0.77® 0.70 2

Means within each row followed by different letters are significantly different (p<0,05).

* % C — copigmented anthocyanins; % M — monomeric anthocyanins ; % P — polymeric anhtocyanin; IPT — total
phenol index; ANT — total anthocyanin

The p values of two-way ANOVA (table 4) was performed considering all data obtained
and shows the effect of grapes’ origin (vineyards) and skin contact time for each parameter
studied. In general, the origin of the grapes but not skin contact time had a major influence on
the parameters. Based on these results, all means were grouped for each wine, with the aim of
grouping wines by harvest and by region, regardless of treatments (i.e., skin contact time)
(table 5). All wines showed significant differences among them. Wine 5 had the greatest
intensity of color, the highest amount of total anthocyanins, the highest percentage of

copigmented anthocyanins and the lowest percentage of monomeric anthocyanins.
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Table 6 — Correlation coefficients between chemical and color parameters in Merlot wines,

harvest 2009 and 2010.

wine 1 wine 2 wine 3 wine 4 wine 5
Cl* H Cl H Cl H Cl H Cl H

%C -068 048 -029 008 -087 04 -005 -026 039 -0.64
%M 056 -05 -035 047 077 -028 001 027 -086 0.79
%P -018 036 072 -058 007 -021 007 -001 08l -0.56
TPl 045 -053 055 -022 062 001 071 025 -001 044
ANT 08 -053 062 -018 -044 -035 059 -01 051 -0.04

Bold values correspond to strong correlations.

Cl —color intensity; H — Hue; % C — copigmented anthocyanins; % M — monomeric anthocyanins ; % P —
polymeric anhtocyanins; TPI — total phenolic index; ANT — total anthocyanins

The use of the correlation coefficient (table 6) was conducted with the purpose of
determining the main parameter influencing the color intensity and hue of the wines. For
wine 5, there was a negative correlation between color intensity and the percentage of
monomeric anthocyanins (-0.86) and a positive correlation with the percentage of polymeric
anthocyanins (0.81); wine 2 also showed a positive correlation with the percentage of
polymeric anthocyanins (0.72). These data emphasized the importance of polymeric pigments
in the color of these wines and that copigmentation did not have a positive correlation with
color intensity in this case; in fact, a negative correlation was observed for wine 3.

Wine 2 had the second highest color intensity and the highest polymeric anthocyanins (table

5), and these two parameters were positively correlated (0.72).

CONCLUSION
The maceration time influenced the phenolic characteristics and color of the wines studied;

however, major differences were found when the wines were grouped according to vineyard.
Thus, the origin of the grapes seems to have a higher influence on phenolics than the
treatments used during the winemaking process. Maceration time did not affect

copigmentation phenomena, and polymeric anthocyanins had the greatest correlation with
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color intensity. However, more studies are necessary to identify the characteristics of the

grapes and to understand the differences between these two Brazilian viticultural regions.
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3.3 Artigo 3: Evolugéo dos Compostos Fenolicos e da cor em vinhos tintos da variedade
Merlot

EVOLUCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS E DA COR DE VINHOS

TINTOS DA VARIEDADE MERLOT

Aline Fogaca!’, Carlos Eugenio Daudt'

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi acompanhar as mudangas nos teores de compostos
fenolicos e na cor de vinhos da variedade Merlot, produzidos em duas regides, nas safras
2009 e 2010, analisados em tempos diferentes de envelhecimento. Em todos os vinhos
analisados ocorreu um aumento na quantidade de pigmentos poliméricos durante o
envelhecimento dos vinhos, fato comprovado pela reducdo na quantidade de antocianinas
sensiveis ao bissulfito, reducdo na porcentagem de cor devido a antocianinas monomeéricas,
aumento na porcentagem de cor devido a antocianinas poliméricas e aumento da cor a 420
nm. Os vinhos elaborados com uvas da regido da Campanha diferenciaram-se dos elaborados
com uvas da Serra por alguns fatores. Durante o envelhecimento dos vinhos da Campanha, ha
um aumento na cor devido a copigmentagdo e as antocianinas poliméricas; comparando 0s
dados, a velocidade de polimerizagdo parece ser maior nos vinhos da Campanha. A
intensidade de cor e antocianinas totais € maior nos vinhos da Serra. De maneira geral, o
tempo de maceragdo de 15 dias parece ser o mais recomendado, por resultar em maior
intensidade de cor, no entanto, a influéncia do tempo de maceracdo parece diminuir com o

envelhecimento do vinho.
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Palavras- Chaves: antocianinas, taninos, copigmentacao, uvas

ABSTRACT

The aim this work was to follow changes in the levels of phenolic compounds and
color of Merlot wines, produced in two regions, harvest in 2009 and 2010, analyzed at
different times of aging. In all wines analyzed there was an increased in the amount of
polymeric pigments during aging of wines, a fact evidenced by the reduction in the amount of
anthocyanin sensitivity to bissulfite bleaching, decrease in the percentage of color due
monomeric anthocyanins, increase in the percentage of color due polymeric anthocyanins and
increase in color at 420 nm. Wines made with grapes of ‘Campanha Gaucha’ region differed
from the wines made with grapes of ‘Serra Gatcha’ region by some factors. During aging of
Campanha wines, there is an increase in color due copigmentation and due polymeric
anthocyanins; comparing the data, the polymerization rate seems to be higher in the
‘Campanha’ wines, however, the color intensity and total anthocyanins is higher in ‘Serra’
wines. In general, the maceration time of 15 days seems to be recommended, because it
results in greater color depth, however, the influence of maceration time appears to decrease
with aging wine.

Keywords: anthocyanins, tannins, copigmentation, grapes

INTRODUCAO

As reagdes quimicas de polifendis sdo particularmente importante em vinhos tintos,
uma vez que estes sdo responsaveis pelas mudancas de cor e de sabor que ocorrem durante o
envelhecimento (Cheynier, 2005). A cor de um vinho € resultado de uma mistura interessante
e desafiadora, composta por varios componentes (Versari et al., 2007), incluindo a presenca

de antocianinas monoméricas livres (Mazza, 1995), a influéncia do fendmeno de
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copigmentacdo com outros compostos fendlicos ndo coloridos (Boulton, 2001) e os
pigmentos poliméricos (Somers, 1971).

Inmeras reacOes de flavonoides ocorrem durante o processo de vinificacdo e
envelhecimento de vinhos, produzindo uma grande variedade de produtos incolores e
pigmentos (Fulcrand et al., 2006). Durante o envelhecimento, um vinho tinto sofrera
mudancas em algumas de suas caracteristicas: alguns vinhos irdo envelhecer rapidamente
alcancando uma qualidade superior ja no primeiro ano, enquanto que outros irdo requerer
muitos anos de estocagem antes de atingir sua qualidade maxima (Somers & Evans, 1977).

Durante o processo de envelhecimento, a cor do vinho tinto muda de vermelho
brilhante para uma tonalidade vermelho amarronado, devido a formacdo de pigmentos
poliméricos, com participacdo das antocianinas extraidas das cascas das uvas (Bakker et al.,
1993). Esta mudanca ¢ atribuida a formacdo de pigmentos poliméricas novos e mais estaveis,
através de reacOes entre antocianinas originarias das uvas com outros compostos fendlicos,
em particular, flavan-3-ols (Jurd, 1969; Scollary, 2010), sendo que o primeiro estudo
confirmando a reagéo direta entre antocianinas e taninos em vinhos tintos foi realizado por
Remy et al. (2000). Esses pigmentos poliméricos sdo mais resistentes ao branqueamento com
dioxido de enxofre e menos sensiveis a variacdes de pH, quando comparados as antocianinas
(Scollary, 2010). Varios fatores podem influenciar a polimerizacdo de uma vinho. Na
auséncia de acetaldeido, o didxido de enxofre reduz a taxa de perda de antocianinas e reduz
levemente a polimerizacdo. Quando o acetaldeido esta presente, os efeitos do dioxido de
enxofre ndo sdo mais observados (Picinelli et al., 1994). Monagas et al. (2005) trabalhando
com vinhos das variedades tintas Tempranillo, Graciano e Cabernet Sauvignon, observaram
que durante o envelhecimento na garrafa, ocorreu uma reducdo progressiva do contetdo de

antocianinas, sendo esta mais pronunciada entre 3 e 9 meses ap6s o0 engarrafamento.
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A variedade Merlot é cultivada em varias regides viticolas do Rio Grande do Sul,
Brasil, e seu vinho tem grande comercializacdo. O objetivo deste trabalho foi acompanhar as
mudancas nos teores de compostos fendlicos e da cor de vinhos da variedade Merlot,
produzidos em duas regibes, nas safras 2009 e 2010, analisados em diferentes tempos de

envelhecimento.

MATERIAL E METODOS

As uvas, da variedade tinta Vitis vinifera Merlot, foram obtidas em vinhedos comerciais,
em plena producéo, localizados em duas regides diferentes do Rio Grande do Sul: Campanha
Gaucha e Serra Galcha. Na safra 2009 foram elaborados os vinhos 1 e 2, de vinhedos
localizados no municipio de Dom Pedrito (regido da Campanha Gaucha); na safra 2010 foram
elaborados os vinhos 3, 4 e 5, de vinhedos localizados no municipio de Dom Pedrito (vinho
3) e no municipio de Bento Gongalves (vinhos 4 e 5).

A colheita foi realizada no momento da maturacdo tecnolégica, ou seja, de acordo com
0s parametros de °Brix, acidez e pH. De cada vinhedo foram realizadas 3 microvinificaces,
com tempos de maceracdo diferentes (4, 8 e 15 dias), em triplicata. Os experimentos foram
realizados em recipientes com capacidade de 5 litros. Apos o desengace e esmagamento, foi
realizada a sulfitagem (50 mg.L™" de SO,) e a inoculagdo de levedura (Saccharomyces
cerevisiae bayanus da marca Perdomini®, tipo Blastocel Grand Cru), na dosagem de 20
g.100L™". A temperatura de fermentacdo foi mantida em 28°C, sendo realizadas duas
remontagens diarias. Apds o término da fermentacéo, foi realizada nova sulfitagem (20 mg.L"
! de SO,) e trasfega, com separacdo das borras. Apds 2 meses, foi realizada nova trasfega e
engarrafamento. Os vinhos foram analisados em dois tempos de envelhecimento; na safra

2009 aos 18 e 28 meses; na safra 2010 aos 6 e 12 meses.
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As andlises foram realizadas utilizando cubetas de quartzo de 1 ou 10 mm de caminho
otico, de acordo com o comprimento a ser lido, em um espectrofotdmetro UV 11-000, marca
Pro Analise (UV/Visivel).

A intensidade de cor e a tonalidade dos vinhos foram determinadas conforme (Ribéreau-
Gayon et al., 2006), através da leitura da absorbancia das amostras, em pH natural, nos
comprimentos de onda 420, 520 e 620 nm. A copigmentacdo foi avaliada de acordo com a
metodologia proposta por Boulton (1996), através da determinacdo de antocianinas
copigmentadas, monoméricas, poliméricas e totais. As seguintes metodologias também
foram utilizadas: polifenéis totais, expresso em mg.L™ de 4cido galico (Singleton & Rossi,
1965); antocianinas por descoloragdo por bissulfito, expressos em mg.L™ de malvidina-3-
glicosideo (Ribéreau-Gayon & Stonestreet, 1965) e taninos por hidrolise acida, expressos em
mg.L™ de cloreto de cianidina (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

A analise estatistica foi realizada através do programa StatSoft (Statistica) e do
Microsoft Office Excel©. As médias obtidas foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram separadas pelo teste de Tukey a 5%. A partir do agrupamento
de todos dados de cada vinho, foi calculado o coeficiente de correlagdo linear entre o0s
parametros. A analise de componente principal foi realizada através do software Pirouette 4.0

(Infometrix, Woodinville, EUA), sendo os dados autoescalados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os vinhos analisados foi observada uma reducdo na quantidade de
antocianinas presentes entre os dois tempos de envelhecimento. Para os vinhos da safra 2009
(tabela 1), com 12 meses de envelhecimento, ha uma diferenca significativa na quantidade de
antocianinas entre os diferentes tempos de maceracdo, o que nao foi observado apés 28
meses. Ja para os vinhos analisados com 6 e 18 meses (safra 2010 — tabela 2), ainda observa-

se diferenca entre os diferentes tempos de maceracdo. Ressalta-se que essa andlise ndo refere-
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se a quantidade total de antocianinas presentes na amostra, e sim a quantidade de pigmentos
sensiveis ao bissulfito (Somers & Evans, 1977). O branqueamento por bissulfito é
consequéncia da adicdo de hidrogénio do sulfito no anel do céation flavilium, nas posicoes 2
ou 4 (Scollary, 2010). Durante o processo de envelhecimento de um vinho, 0s novos
pigmentos formados podem ser completamente (visitina A) ou parcialmente resistentes
(visitina B) ao branqueamento por didxido de enxofre (Bakker & Timberlake, 1997), ja os
pigmentos oligoméricos podem ser branqueados pelo bissulfito. Dessa forma, a reducdo no
teor de antocianinas deve-se a formacdo de pigmentos poliméricos resistentes ao
branqueamento com bissulfito, os quais iniciam o processo de formacdo logo apds o
esmagamento da uva (Bakker et al., 1986).

Os teores de taninos apresentados nas tabelas 1 e 2 representam, na verdade, uma
estimativa do teor de procianidinas da amostra. Essa metodologia baseia-se no fato de que,
quando aquecidos em meio é&cido, algumas ligacGes desses compostos sdo quebradas,
resultando em carbocéations, que sdo posteriormente convertidos em cianidinas, desde que o
meio permita essa oxidacdo (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Na safra 2009 (Tabela 1),
conforme esperado, com 15 dias de maceragdo foram encontrados os maiores valores de
taninos, para todos os vinhos estudados. Por outro lado, na safra 2010 (Tabela 2), as
diferencas entre os tempos de maceracdo foram pouco significativas. Em relacdo ao processo
de envelhecimento, em ambas as safras, observa-se uma tendéncia de redugdo no teor de
taninos. Essa reducdo pode ser explicada pela instabilidade das moléculas de prociadininas,
que podem sofrer reacdes de oxidacdo e polimerizacdo (Ribéreau-Gayon et al., 2006), da
mesma forma que para antocianinas, a redugdo no teor de taninos esté ligada a formacéo de
pigmentos mais estaveis. Algumas amostras apresentam um aumento do teor de taninos com o
passar do tempo, entretanto, de acordo com Ribéreau-Gayon et al. (2006), ndo € incomum

observar um aumento nos valores de taninos durante o envelhecimento dos vinhos, 0 que nao
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corresponde a um aumento na quantidade de taninos, essa variagdo pode ser explicada pela
continua quebra de ligacdes e rearranjos dos taninos em um vinho (Fulcrand et al., 2006).

A medida que o vinho envelhece espera-se um aumento no teor de pigmentos
poliméricos e uma reducdo no teor de mondmeros, devido as reacdes de polimerizacdo. De
maneira geral, a copigmentacdo € importante em vinhos tintos jovens, podendo explicar até
50% da cor de um vinho (Boulton, 2001). De acordo com a tabela 3, os resultados mostram
que, entre 12 e 28 meses, aumentou a influéncia da copigmentacdo e dos polimeros na cor dos
vinhos, ocorrendo uma expressiva reducdo em relacdo a monémeros, em quase todos 0s
vinhos estudados da safra 2009. Na média, com 28 meses, 50% da cor desses vinhos é devido
a antocianinas polimerizadas. Para os vinhos elaborados na safra 2010 (tabela 4), observa-se
que o vinho 3 apresenta um comportamento similar aos vinhos da safra 2009, ressaltando que
esses trés vinhos provém de vinhedos localizados ha mesma regido. Entretanto, para 0s vinhos
4 e 5, a influéncia da copigmentacdo diminui, e 0s mondmeros, apesar de sofrerem reducao,
ainda contribuem com 30% da cor. Sugere-se que 0s vinhos 4 e 5 apresentam uma velocidade
de polimeriza¢do menor em relagdo ao vinho 3.

O teor de antocianinas totais apresenta uma reducdo durante o envelhecimento.
Entretanto, as diferengas s&o mais acentuadas na safra 2010, onde o tempo de envelhecimento
foi menor.

A variacdo na intensidade de cor durante o envelhecimento esta ligado ao tipo de
pigmentos formados, por exemplo, considera-se que alguns pigmentos derivados de
antocianinas apresentam uma tonalidade amarelo-vermelho ou laranja-vermelho, com
maximo de absorbancia a 420 nm (Birse, 2007). Nos vinhos da safra 2009 (tabela 5),
observa-se que apds 28 meses de envelhecimento na garrafa, ocorreu uma reducdo na
intensidade da cor em relacdo a analise realizada com 12 meses; por outro lado, para a

tonalidade de cor, apesar de pouca expressiva, observa-se um aumento. E interessante
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observar que para o0 vinho 1, o tempo de maceracdo de 15 dias apresentou uma maior
intensidade de cor; j& para 0 vinho 2, a maior intensidade de cor foi observado no tempo de
maceracdo de 8 dias. Entretanto, para os vinhos da safra 2010 (tabela 6), observa-se um
aumento na intensidade de cor e tonalidade durante o envelhecimento, o que pode ser
explicado pela analise ter sido realizada com 12 meses, e ndo com 28 meses, como na safra
2009. Nesse ano, o tempo de maceracdo com 15 dias apresentou a maior intensidade de cor,
para os trés vinhos analisados. Gomez-Plaza (1999), trabalhando com a variedade Monastrell,
na Espanha, encontrou resultados semelhantes a este estudo, ou seja, decréscimo na
quantidade de antocianinas totais, aumento no teor de antocianinas poliméricas e tonalidade
ao longo de 12 meses de envelhecimento. De acordo com o autor, 0 aumento na tonalidade
estd associado a formacdo de polimeros entre antocianinas-acetaldeido-catequina, resultando
na formacdo de intermediarios altamente coloridos com um aumento na absorbancia, sendo
que a temperatura influéncia a velocidade de polimerizacéo.

A andlise de componente principal, figura 1, permitiu observar a variacdo nos
compostos fenolicos nos vinhos estudados durante o processo de envelhecimento, além das
diferencas entre safras. O PCL1 (que explica 34,73% da variagcdo) permitiu separar os dois
vinhos da safra 2009 de acordo com o tempo envelhecimento, sendo os principais parametros
(figura 2): porcentagem de mondmeros (%M), antocianinas totais (TA), tonalidade (TON) e
porcentagem de amarelo (%A). Uma das principais diferencas entre os vinhos analisados com
12 meses e 28 meses é 0 aumento no teor de pigmentos mais amarronados (0 que resulta em
aumento da tonalidade do vinho) e o aumento no teor da cor devido a pigmentos polimericos
(%P). Um aspecto interessante € que com 28 meses, a diferenca entre os tempos de maceracéo
parece ser menor, uma vez que ha uma aproximacdo das amostras dos vinhos no espago do
grafico. O PC 2 (que explica 19,57% da variacao) permitiu separar os vinhos de acordo com

a safra, a excecdo do vinho 5. Um dos principais fatores de separacéo foi a intensidade de cor
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e o teor de taninos (figura 2). Dessa forma, os vinhos da safra 2010 apresentaram menor
intensidade de cor em ambas as regiGes. Os parametros que distinguiram o vinho 5 foram a
intensidade de cor (IC) e a quantidade de antocianinas totais (AT).

Analisando somente os vinhos elaborados na safra 2010, observa-se que no vinho 3,
entre 6 e 12 meses, ocorre um aumento da importancia dos pigmentos amarronados (%A) e
uma diminuicdo no efeito da maceracdo sobre as caracteristicas do vinho. A nitida separacéo
do vinho 3, com 12 meses, dos demais vinhos elaborados nessa safra, ocorre devido a queda
na porcentagem de antocianinas monomeéricas (%M), comprovando a diferenca na velocidade

de polimerizacdo dos vinhos.

CONCLUSOES

Em todos os vinhos analisados ocorreu um aumento na quantidade de pigmentos
poliméricos durante o envelhecimento dos vinhos, fato comprovado pela reducdo na
guantidade de antocianinas sensiveis ao bissulfito, reducdo na porcentagem de cor devido a
antocianinas monomeéricas, aumento na porcentagem de cor devido a antocianinas poliméricas
e aumento da cor a 420 nm.

Nos vinhos elaborados com uvas produzidas em Dom Pedrito, durante o passar do
tempo, ha um aumento na cor devido as antocianinas poliméricas e a copigmentacao, nas duas
safras analisadas. No entanto, nos dois vinhos elaborados com uvas produzidas em Bento
Gongalves, esse fato ndo € observado; sugere-se essa diferenca seja decorrente da velocidade
de polimerizacdo dos compostos fendlicos.

De maneira geral, o tempo de maceracgdo de 15 dias resultou em maior intensidade de
cor, no entanto, a influéncia do tempo de maceracdo parece diminuir com o envelhecimento

do vinho.
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Tabela 1 - Fendis Totais - FT- (mg.L™ 4cido gélico), antocianinas - ANT - (mg.L™

malvidina-3-glucosideo) e taninos - TAN - (g.L™ cloreto de cianidina) em vinhos da variedade

Merlot, safra 2009, com diferentes tempos de maceracgéo, vinhedos localizados no municipio

de Dom Pedrito.

12 meses 28 meses

vinho 4 dias 8 dias 15 dias 4 dias 8 dias 15 dias
- 1 3.057,4* 3.174,1% 3.137,0° 1.158,2° 1.109,0° 1.383,6°
2 3.042,6° 3.040,74 3.353,7°  889,1° 1.286,6° 1.392,7°

ANT 1 461,7° 551,3 531,42 102,2° 102,1° 103,0°
2 582,2° 589,4° 747 8 166,8° 178,6° 148,5°

1 1,39 1,65° 1,97° 1,24° 1,50 1,49

TAN d d d b b

2 0,94° 0,82 1,90° 1,20° 1,33 1,70°

*Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferencga significativa
pelo teste de Tukey (p>0,05).
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2 - Fendis Totais (mg.L™" 4cido galico), antocianinas -ANT- (mg.L™

malvidina-3-glucosideo) e taninos (g.L™* cloreto de cianidina ) em vinhos da variedade

Merlot, safra 2010, com diferentes tempos de maceracdo, vinhedos localizados no municipio
de Dom Pedrito (3) e Bento Gongalves (4 e 5).

6 meses 18 meses

4 dias 8 dias 15 dias 4 dias 8 dias 15 dias

3 18205° 2057,7° 22452° 6758° 631,8° 896,7°
Feno'_s 1.490,5° 1.918,3* 2.027,2* 1.140,2° 1.4253" 1.3557"
fotais 1.754,1®  2.040,2* 2.106,3* 5284°  1.389,9° 1.2245°

3 2427 228,1 177,6°  1385°  123,5™ 96,2¢

ANT 4  2635% 2892  2788®  1056°  186,2™ 142,8°
5 2133 367,9° 2284  1645°  2314°  178,7™

3 113® 1,30 0,81% 0,73° 0,87% 0,96%°

Taninos 4  0,92% 1,11° 1,18 0,74° 1,02 1,00%°

5 1,68 1,09% 1,80 0,43° 1,26% 0,50

*Médias seguidas por letras iguais,

pelo teste de Tukey (p>0,05).

na mesma linha, ndo apresentam diferenca significativa
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Tabela 3 - Antocianinas copigmentadas (%), monoméricas(%), poliméricas (%) e

antocianinas totais (AT) em vinhos Merlot, na safra 2009, com diferentes tempos de

maceracdo, em duas épocas de estocagem, vinhedos localizados no municipio de Dom

Pedrito.
12 meses 28 meses
Vinho 4dias 8dias 15dias 4dias 8dias 15dias
1 %copigmentagdo  22,1* 27,5° 161" 357  39,0° 413"
% mMonomeros 354%  224° 39,3 9,8° 8,2¢ 7,8°
% polimeros 42,4° 50,00 445" 545 528  50,9%
AT 34%® 37 39° 2.8° 2,9% 3,8
2 % copigmentacdio  20,4™ 22,0 33,3 33,6 38,1 18,5
% MoNomeros 205%  249%® 27 42 10,9 9,1° 34,12
% polimeros 50,1 53,1* 393" 55,6° 52,8  48,6%
AT 4,6 5,1 4,9 4,3 4,7 3,9

AT — antocianinas totais, medidas apos adicdo de acetaldeido a amostra, em unidades de

absorbancia.

*Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferencga significativa

pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 4 - Antocianinas copigmentadas (%), monoméricas(%), poliméricas (%) e

antocianinas totais (AT) em vinhos Merlot, na safra 2010, com diferentes tempos de

maceracdo, em duas épocas de estocagem, vinhedos localizados no municipio de Dom Pedrito

(3) e Bento Gongalves (4 e 5).

6 meses 18 meses
Vinho 4dias 8dias 15dias 4dias 8dias 15 dias
3 %copigmentacdo  37,8° 289"  150° 449° 335" 343"
% MOoNoMeros 29,7°¢  439%® 53,42 11,9 21,9 15,1°
% polimeros 325 272% 315" 433" 446% 50,3
AT 3,52 3,52 3,28 2,4° 2,4° 2,4°
4  %copigmentacdo  31,9° 27,3  201* 120° 21,7*  20,9%
% monomeros 39,3  474* 485 39,3 34,3 32,5°
% polimeros 288" 254°  312° 49,00 441° 44,7
AT 42° 4,7% 50° 3,1¢ 3,4 3,6°
5  %copigmentagdo  40,5°  325®  41,3% 142 341%® 11,3°
% monomeros 24,6™ 36,4 23,7 36,4 22,1 35,7
% polimeros 357" 311 45,8 47,5 41,8 53,5
AT 4,7° 6,2° 6,8° 3,6° 4,2° 4,8°

AT — antocianinas totais, medidas apos adicdo de acetaldeido a amostra, em unidades de

absorbancia.
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*Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenca significativa

pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 5 — Intensidade de cor e tonalidade em vinho Merlot, safra 2009, com
diferentes tempos de maceracgéo, vinhedos localizados no municipio de Dom Pedrito.

12 meses 28 meses
Vinho 4 dias 8 dias 15 dias 4 dias 8 dias 15 dias
1 Intensidade 6,12 6,06 7,70° 5,81° 6,01°° 7,11%
Tonalidade 0,80 0,80 0,74° 0,92° 0,94° 0,85%

2 Intensidade 8,0% 10,3 6,8° 7,8% 7,87 6,3°
Tonalidade 0,88" 0,84 0,90 0,91 0,91 0,96
*Meédias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenca significativa

pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 6 — Intensidade de cor e tonalidade em vinhos Merlot, safra 2010, com
diferentes tempos de maceracdo, vinhedos localizados no municipio de Dom Pedrito (3) e

Bento Goncalves (4 e 5).

6 meses 12 meses
Vinho 4 dias 8 dias 15 dias 4 dias 8 dias 15 dias
3 Intensidade 3,79 3,04  475%  424% 4447 4.81°
Tonalidade 0,83™ 0,82 0,81 0,88 0,87 0,85

4 Intensidade 4,57° 5,55% 5,65% 5,08° 5,71%° 5,90°
Tonalidade 0,76™ 0,78 0,77 0,79 0,81 0,77

5  Intensidade 7,05 8,09  11,03*  6,68° 7,93° 9,497
Tonalidade 0,68" 0,81° 0,63 0,82° 0,87 0,80
*Meédias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenca significativa

pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 1 — Distribuicdo das amostras na analise de Componente Principal em vinhos
da variedade Merlot, duas safras (2009 e 2010), dois tempos de estocagem (A e B) e trés
tempos de maceracgéo (4, 8 e 15 dias). Vinhos 1, 2 e 3 — Dom Pedrito; vinhos 4 e 5 — Bento

Goncalves.
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Figura 2 — Pesos das varidveis na andlise de Componente Principal em vinhos da
variedade Merlot. * FT — fendis totais (mg.L™ &cido galico); ANT — antocianinas (mg.L™
malvidina glicosideo); TAN — taninos (g.L™ cloreto de cianidina); IC — intensidade de cor;

%C - antocianinas copigmentadas; %M — antocianinas monomeéricas; %P — antocianinas

poliméricas; TA — antocianinas totais (unidades de absorbancia); IPT — indice de Polifendis

totais; ApH1 — antocianinas potenciais (mg.L™ malvidina glicosideo); ApH3,2 - antocianinas

extraiveis (mg.L™* malvidina glicosideo); IMC% — indice de maturidade celular; TC% —

proporcéao de taninos nas cascas; TS% — propor¢do de taninos nas sementes.
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Abstract

In Brazil, the grape and wine production are concentrated in the state of Rio Grande
do Sul, and “Serra” is the tradicional wine region. In the last years, new areas have emerged,
with emphasis for the “Campanha” region; the red wines in this region have low acidity, little
color intensity and are wines for drinking young, even when produced from varieties such
Merlot and Cabernet Sauvignon. The purposes of this study was to evaluate the influence of
different maceration types on the phenolic compounds of Merlot wines, made with grapes
produced in two regions of Rio Grande do Sul, Serra and Campanha, as well as to identify the
key differences between the wines produced. The localization of the vineyard seems to be
more important for the characteristics of the wine than the type of maceration. The color due
copigmentation was important in wines made with short maceration. The effect of extended
maceration was different than expected for the Campanha region wines; a larger maceration
increased the extraction of tannins, resulting in greater color intensity and a greater amount of
anthocyanins. The pH control of the Campanha region wines seems to be a key factor.

Keywords: wine, copigmentation, anthocyanin, tannin, Merlot, color

Introduction

Nowadays, deeply colored and full-bodied red wines are highly valued by brazilian
consumers. For this reason, many winemaking techniques have been developed to improve
color extraction allowing obtaining products with market demanding characteristic [1].
Winemaking practices also help to change the extraction of phenolic compounds and their
subsequent reactions in wine. Maceration conditions greatly affect the relative proportion of

anthocyanins and flavanols diffusing into the wine [2].
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The extent of red color in wines is due to a number of factors including the type and
concentration of anthocyanins, pH, free SO2 level, and the extent of polymerization and
copigmentation. The color displayed by a red wine continues to change during its life and can
be affected by a number of winemaking practices and environmental conditions [3,4]. Darias-
Martin et al. [5] noted that wines made with grapes from warm zones presented higher values
of polymeric pigments (%P), and lower values of free anthocyanins (%M).

There are two major characteristics of the wine medium that affect the color of wine
pigments and consequently influence red wine color; these factors are the pH value of the
medium and the susceptibility to color bleaching in the presence of the sulfite ion [6].

In Brazil, the grape and wine production are concentrated in the state of Rio Grande
do Sul, and “Serra” is the tradicional wine region. In the last years, new areas have emerged,
with emphasis for the “Campanha” region; the climate of this region has adequate rainfall and
sunshine to produce wines of quality, as confirmed by numerous researches [7,8] and even the
Brazilian wine industry. The red wines in this region have low acidity, little color intensity
and are wines for drinking young, even when produced from varieties such Merlot and
Cabernet Sauvignon. The purposes of this study was to evaluate the influence of different
maceration techniques on the phenolic compounds of Merlot wines, made with grapes
produced in two regions of Rio Grande do Sul, as well as identify the key differences between
the wines produced.

Material and Methods

Red grapes from Vitis vinifera Merlot variety were harvested in 2011 from
commercial vineyards, located in two cities: Dom Pedrito (vineyards 1 and 2) and Bento
Gongcalves (vineyard 3).

The grapes were harvested at the technological maturity, accordingly to the °Brix,
acidity and pH parameters and vinified with three replications each. In the musts, dry active
yeast (Saccharomyces cerevisae bayanus, Blastocel Grand cru, Perdomini) was added (0,2
g.L™), after the addition of 30 mg.L™ of sulfur dioxide. The fermentation temperature was
done at 28°C. At the end of fermentation, sulfur dioxide was added again (20 mg.L™). After
two months, the wines were cleaned and bottled. Four maceration types were tested: short (4
days of skin contact time), control (8 days of skin contact time), extended (15 days of skin
contact time) and WBF (whole berry fermentation: destemming, light crushed and fermented
with whole berries for 4 days, then completely crushed, staying on the skins for 8 days). After

4 months of bottling, the analyses were carried over.
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Alcohol (°GL), pH and total acidity (g.100ml™ tartaric acid) were determined by OIV
[9]. Total phenolics were determined by Folin Ciocalteau method (mg.L™ galic acid
equivalent); anthocyanins by the bleaching method (mg.L™ de malvidin-3-glucoside); tannins
by acid hydrolysis (g.L™ cianidin chloride) [4].

The color characteristics, intensity (A420 + A520 + A620) and nuance (A420/A520),
have been measured directly on the basis of absorption at 620, 420 and 520 nm, registering
the measurement in a 1 mm optical path cell and multiplying the results by 10, since the
measure is conventionally referred to the optical path of 10 mm [4].

The contribution of monomeric anthocyanin (% M), copigmentation anthocyanin
(%C), degree of anthocyanin polymerization (% P) and total anthocyanin (TA) were
determined from the method proposed by Boulton [10].

Monomeric anthocyanins (mg.L? de malvidin-3-glucoside) and polymeric
anthocyanins (mg.L™ de malvidin-3-glucoside) were calculated by fractionation using C18
Sep-pak cartridges [11].

The methodology described by Mazza et al. [12] was used to estimate the phenolic
content of wine samples. Samples were diluted 1:10 with 10% ethanol solution. The method
consisted of placing 0.25mL of sample or standard in a test tube and adding 0.25mL of 0.1%
HCI in 95% ethanol and 4.55mL of 2% HCI. The solution was mixed and allowed to sit for
approximately 15min before reading the absorbance at 280 and 320nm with a
spectrophotometer. The absorbance at 280 nm was used to estimate total phenolic content
(F280) and at 320 nm was used to estimate tartaric esters (F320). Standards used were gallic
acid in 10% ethanol for total phenolics and caffeic acid in 10% ethanol for tartaric esters. All
standards were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

All the measurements were carried out by UV 11-000 (Pro Analise)
spectrophotometer using quartz and glass cells with 10 mm or 1 mm pathlenght.

The Statistica program for Windows release 5.1 (StatSoft Inc., 1998) was used for
data processing. Analyses of Variance (ANOVA) was applied to the results among wines; the
means were statistically separated by Tukey at 5%. Principal component analysis was used
from standardized (autoescalate) variables to study the relationship between the 20 analyzed

parameters, using software Pirouette 4.0 (Infometrix, USA).

Results and Discusion
The physical-chemical parameters are shown in table 1. As expected, the type of

maceration influenced the pH of resulting wines; the highest values being found in wines
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produced with extended maceration. This aspect is important, since the pH values affect
directly the equilibrium between red and colorless forms of anthocyanins; at high pH the
flavilium cation (reddish color) is converted into uncolored species [13].

Anthocyanins are extracted at the beginning of the process, mainly in the aqueous
phase, during maceration at the beginning of alcoholic fermentation [4]. Some studies show
that different maceration times did not significantly influence the intensity and hue of color
[14]. This is in agreement with the results for wine 3, from Serra (Table 2). However, for the
Dom Pedrito wines (1 e 2) there is a different profile extraction (Table 2 e 3). The increase in
maceration time (extended maceration) resulted in higher amounts of anthocyanins (ANT e
TA) and color intensity for both wines.

Tannins from the skins are extracted with the anthocyanins at the beginning of the
process of fermentation; however its extraction continues for a longer period due to the
location of these tannins in the skin cells. Tannins from seeds are solubilized when the cuticle
is dissolved by ethanol [4]. In this study the amount of procyanidins is estimated by the
tannins analysis (TAN). All wines showed the highest amount of procyanidins (TAN), table 2,
in the wines produced with extended maceration, as well the highest amount of total phenol
compounds (Table 2) and total phenol index (TPI- Table 3). These results are in agreement
with Cerpa-Calderon and Kennedy [15]; which evaluated the influence of the degree of
crushing in the content of procyanidin in Merlot wines. They found that total procyanidin
extraction increased with the time of fermentation in all treatments; in addition, crushing
increased the rate at which procyanidins were extracted.

As expected, the short maceration had significantly lower total phenolics (Table 2), as
well TPI (Table 3) for all wines studied. This type of maceration had the highest values of
color due to copigmentation (Table 3). Some facts suggest that the copigmentation level in
red wine is independent of the free anthocyanins and total phenol content, having to look for
some other relationship with copigment precursors, such as the non-flavonoid compounds. It
explains the highest effect of copigmentation in short maceration, which has less phenolics
compounds. Darias Martin et al. [5] noted the copigmented anthocyanins (%C) do not appear
to be correllated with the location of vineyard.

The WBF maceration is used by some wineries, but there are not enough studies on
the effects of this type of maceration. It showed very similar results to the control treatment
(both have 8 days of skin contact time); it was noted that only the anthocyanin content and the
color intensity are a little smaller in WBF.
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Gao et al. [16] working with Pinot noir grapes, reported that the total or individual
polymeric anthocyanins were directly related to the color intensity of the wines, and all
polymeric anthocyanins were important contributors to wine color; however, in our study the
color intensity did not show a direct correlation with any specific parameters. In general, it is
known that the polimerization process starts already during the winemaking process, and wine
2 shows the highest amounts of polymeric anthocyanins (AP) (Table 3), but this has not
resulted in higher color intensity (Table 2). Besides that, the wine 2 does not have high value
of color due polimerization (%P); this difference between the two parameters is explained by
the fact that color due polimerization (%P) determines the amount of pigment resistant to
sulfite bleaching, while the amount of polymeric anthocyanins (AP) is linked to the size of the
molecule. Birse [6] suggests that there are no difference between wine regions in terms of the
percentage of pigments that did not lose their color upon SO, bleaching; this observation
suggests that it is not the quantity of SO,-stable pigments that contributed the most to the
overall red wine color.

The principal component analysis (Figure 1) allowed the separation of wines
according to origin and type of maceration and principal component 1 and 2 explains 70,9%
of the variation of the samples. However the location of vineyard seems to be the most
important factor; the effect of each maceration type is different according to the wine.

The multivariate analysis (Figure 1) allowed to observe that the differences in wines
produced in different regions could not be explained by just one parameter. Wine 3, from
Serra grapes, presented the highest total acidity, the highest percentage of red (%R) and color
intensity (CI). On the other hand, wines 1 and 2, from Dom Pedrito, showed the highest pH,
procyanidins, total phenol index (TPI) and total phenols (TF). The pH value seems to be
negatively correlated with wine color intensity and percentage of red (abs 520 nm). Thus,
management of wine pH in this region seems to be critical.

These results are in agreement with Zimman et al. [17], that worked with four
vineyards located in different Californian viticultural areas and had observed that fruit
composition at one site had an overwhelming effect on phenolic composition compared to the
maceration treatments. The same conclusion was achieved by Puertas et al. [1] with
Tempranillo variety, where grape variety, climate conditions and stage of ripeness have been
proposed as important determinants on effects of winemaking process.

The data of the wines from Dom Pedrito were grouped and the results are shown in
figure 2. The principal factor 1 and 2 explains 73,6% of the variation. Even within the same

region there is a clear wine separation by vineyard’s location; the maceration type also
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allowed some separation, but the effect of each type is dependent of the wine analyzed
(Figure 2a). The most important parameters in principal component 1 were the amount of
phenols, percentage of red, the amount of tartaric esters and color due copigmentation.

Principal component 2 allowed to separate especially wines made with short and
extended maceration; the most important parameters were percentage of red, color intensity,
percentage of yellow and color hue. However, wines 1 and 2 had different behaviors.

Procyanidins are the primarily responsible substances for the astringency properties in
red wines, and this astringency varies with the degree of procyanidins polymerization and
galloylation [4]. This aspect (adstringency) needs more studies, as the Campanha region
wines do not show highest adstrigency despite the greater amount of procyanidin (TAN)
found in these wines.

The localization of the vineyard seems to be more important for the characteristics of
the wine than the type of maceration. The color due copigmentation was important in wines
made with short maceration. The effect of extended maceration was different than expected
for the Campanha region wines; a larger maceration increased the extraction of tannins,
resulting in greater color intensity and a greater amount of anthocyanins. The pH control of

the Campanha region wines seems to be a key factor.
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Table 1 — pH, total acidity (g% tartaric acid) e alcohol (°GL) in Merlot wines with different
maceration types, harvest 2011.

Wine Maceration pH acidity alcohol
Short 3,42° 0,60™ 13,6

Control 3,46" 0,64 13,6

! WBF 3,57% 0,62 13,7°
Extended 3,67° 0,61 13,9%

Short 3,74 0,65" 13,5™
Control 3,81° 0,63 13,4
° WBF 4,21 0,62 13,8
Extended 4,08° 0,60 13,8

Short 3,13™ 0,74™ 10,7"
3 Control 3,21 0,75 10,8
Extended 3,23 0,78 11,1

* Means followed by different letters, in the same column, for each wine, are
significantly different (p<0,05). ns = not significant. Short: 4 days of maceration; control: 8
days of maceration; extended: 15 days of maceration; WBF: whole berry fermentation -
destemming, light crushed and fermented with whole berries for 4 days, then completely

crushed, staying on the skins for 8 days.
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Table 2 — Phenolic compounds in Merlot wines, different maceration types, harvest 2011.

Wine  Maceration ANT TAN TF Cl Hue %R %Y %B
Short 2225°  1,15%  1.176,1° 5,6 0,76° 50,9° 38,8° 10,3™

Control 413,5° 1,13  1.639,0° 7,2° 0,63 54,9% 34,3 10,8

WFB 406,0°% 1,03  1.594,8" 7,1° 0,65% 54,3% 35,2% 10,5

1 Extended 493,7° 1,528 21122 10,2° 0,59° 56,4 33,5 10,2
Short 518,9° 1,28"  1.752,0°  7,9® 0,69° 52,43 36,0™ 11,6
Control 578,4° 1,33 23190  7,9® 0,77% 49,5° 38,1 12,4%®

WBF 550,4° 2,428 23237%  6,9° 0,812 47,8° 38,7 13,5°
2 Extended 580,6° 2,84°  2.791,7° 8,4° 0,75%® 49,9% 37,4 12,7%
Short 523,7" 047" 1.2621™ 82" 0,43"™ 64,5™ 27,7 77"

Control 569,6 0,44 1.551,9 10,3 0,51 59,9 30,3 9,7

3 Extended 499,2 1,01 1.615,0 8,5 0,53 58,9 31,0 10,2

ANT — anthocyanin, mg.L'l malvidin-3-glucosideo; TAN — tannins, g.L'1 cianidin chloride;
TF — total phenols, mg.L™ galic acid; CI — color intensity; %R — absorbance at 520 nm; %Y —
absorbance at 420 nm; % B — absorbance at 620 nm. Short: 4 days of maceration; control: 8
days of maceration; extended: 15 days of maceration; WBF: whole berry fermentation -
destemming, light crushed and fermented with whole berries for 4 days, then completely
crushed, staying on the skins for 8 days.

* Means followed by different letters, in the same column, for each wine, are significantly

different (p<0,05). ns = not significant.
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Table 3 — Percentage of color due to Copigmented Anthocyanins (%C), to Monomeric
Anthocyanins (%M) and to Polymeric Pigments (%P), Total Anthocyanin (TA — absorbance
units), Total Phenol Index (TPl — OD 280 nm) and Monomeric (AM) and Polymeric
Anthocyanins (AP), in Merlot wines, with different types of maceration, harvest 2011.

Wine Maceration %C %M %P TA TPI AM AP
Short 48,3 24,6 27,1 3,91¢ 31,8° 945"  279.4™
1 Control 27,3 47,9 24,8 5,21° 40,4 239,3° 2557
WBF 45,3 27,1° 27,6 4,71 35,1 199,87 218,9
Extended 46,7° 26,2" 27,1 6,43 46,9° 219,91  266,5
Short 37,9% 42,6™ 19,5 5,85% 45 5° 247,9°  958,4°
) Control 35,0% 44,1 21,0% 6,41 48,3" 344,4°  960,1°
WBF 27,5 47,5 25,0% 5,42° 48,5° 382,9°  908,4°
Extended 32,7% 39,7 27,5% 6,44 55,52 342,3%  15125°
Short 37,7 48,4" 13,9™ 492™  302™  342,7™ 3182"
3 Control 34,3 42,8 22,9 6,00 39,6 349,1 283,4
Extended 34,2 46,2 19,6 5,45 39,8 291,0 306,4

* Means followed by different letters, in the same column, for each wine, are significantly
different (p<0,05). ns = not significant. AM e AP = mg.L™ malvidin-3-glucoside. Short: 4
days of maceration; control: 8 days of maceration; extended: 15 days of maceration; WBF:
whole berry fermentation - destemming, light crushed and fermented with whole berries for 4

days, then completely crushed, staying on the skins for 8 days.
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Fig. 1 - Principal component analysis of Merlot wines, harvest 2011. (a) loadings; (b)
scores. 1 — wine 1; 2 — wine 2; 3 — wine 3; SM — short maceration; C — control maceration;
WBF — whole berry fermentation; EM — extended maceration. ANT — anthocyanin, mg.L™
malvidin-3-glucosideo; TAN — tannins, g.L™ cianidin chloride; TF — total phenols, mg.L™
galic acid; CI — color intensity; %R — absorbance at 520 nm; %Y — absorbance at 420 nm; %
B — absorbance at 620 nm; %C - copigmented anthocyanins; %M - monomeric anthocyanins;
%P - polymeric pigments (%P); TA - total anthocyanin (absorbance units), TPl - Total
phenol index (OD 280 nm); AM e AP - monomeric and polymeric anthocyanins, em mg.L™
malvidin-3-glucoside; F320 — tartaric esters, mg.L™ caffeic acid; F280 - total phenolics,

mg.L* gallic acid.
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Fig. 2 - Principal component analysis of Merlot wines of Dom Pedrito, harvest 2011.
(@) loadings; (b) scores. 1 — wine 1; 2 — wine 2; SM — short maceration; C — control
maceration; WBF — whole berry fermentation; EM - extended maceration. ANT -
anthocyanin, mg.L™ malvidin-3-glucosideo; TAN — tannins, g.L™ cianidin chloride; TF —
total phenols, mg.L™ gallic acid; CI — color intensity; %R — absorbance at 520 nm; %Y —
absorbance at 420 nm; % B — absorbance at 620 nm; %C - copigmented anthocyanins; %M -
monomeric anthocyanins; %P - polymeric pigments (%P); TA - total anthocyanin
(absorbance units), TPI - Total phenol index (OD 280 nm); AM e AP - monomeric and
polymeric anthocyanins, mg.L™ malvidin-3-glucoside; F320 — tartaric esters, mg.L™ caffeic
acid; F280 - total phenolics, mg.L™ gallic acid.






4 DISCUSSAO

Duas regides do Rio Grande do Sul se destacam na producdo de uvas finas no Brasil:
Serra e Campanha. Seus vinhos tintos apresentam caracteristicas diferentes em relagdo ao
conteido e ao comportamento dos compostos fendlicos. Uma das principais diferencas é a
menor intensidade de cor nos vinhos produzidos com uvas da regido da Campanha. Uma das
hipoteses que poderia explicar essa diferenca seria o fato de que as uvas cultivadas na regido
da Campanha atingem a maturacdo industrial antes de atingirem a maturacdo fenolica. Outro
aspecto é que atualmente hd duvidas sobre quais os métodos mais adequados para a
vinificacdo de uvas tintas, especialmente das uvas produzidas na Campanha. Com o objetivo
de melhorar o entendimento dessas questdes acima mencionadas, durante trés safras, foram
analisadas a composi¢do fendlica das uvas e dos vinhos da variedade tinta Merlot,
provenientes de dois vinhedos do municipio de Bento Gongalves (Serra Galcha) e dois do
municipio de Dom Pedrito (Campanha Gaucha).

A maturacgdo fendlica (ou anélise do potencial fendlico) deve ser analisada em trés
aspectos: contetdo de antocianinas, maturagdo celular e porcentagem de taninos nas cascas e
sementes. Analisando primeiramente o conteudo de antocianinas, observa-se que o teor de
antocianinas em uvas de Dom Pedrito, quando comparados com os teores encontrados em
uvas de Bento Gongalves, é menor, no entanto a extratibilidade dessas antocianinas, ou
maturacéo celular, € maior (menor indice de Maturacio Celular, IMC%), o que ira facilitar a
extracao desses compostos durante o processo de maceracao. Esse menor teor de antocianinas
nas uvas parece ser o responsavel pela menor intensidade de cor apresentada por esses vinhos.
Alguns autores observaram que o excesso de calor pode prejudicar a sintese de antocianinas
(CORDON, 2008; SPAYD et al., 2002); sendo a regido da Campanha Gaucha mais quente
que a Serra Gaucha, é provavel que a diferenca climética seja responsavel pela diferenca no
teor de antocianinas.

Analisando a maturacdo das sementes, ou seja, a estimativa do teor de taninos
presentes nas sementes, observa-se que as uvas da regido da Campanha apresentam entre 50 a
70% dos taninos nas sementes, enquanto que na Serra os valores ficaram entre 40 a 50%;
ressalta-se que esses taninos presentes nas sementes sdo considerados de qualidade sensorial

inferior. Um aumento no tempo de maturacdo dessas uvas poderia reduzir esse valor,
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contribuindo para melhorar a qualidade dos taninos presentes, especialmente na regido da
Campanha.

Uma parte das uvas amostradas nesse estudo, foram vinificadas de acordo com a
técnica usual de vinificagcdo, ou seja, esmagamento da uva, maceracdo por 8 dias, temperatura
controlada a 28°C e duas remontagens diarias e neste 0s resultados obtidos na andlise de
maturacédo fendlica foram correlacionados com o contetdo fendlico dos vinhos elaborados. Os
resultados mostram que a analise do potencial fenolico das uvas permitiu estimar os seguintes
parametros nos vinhos: conteddo de polifendis, porcentagem da cor devido a antocianinas
poliméricas e quantidade de procianidinas. A analise de maturacdo fendlica mostrou-se uma
ferramenta muito util na decisdo do melhor momento de colheita da uva Merlot, cultivada
nessas duas regibes, permitindo predizer algumas caracteristicas do vinho resultante.
Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006; GONZALEZ-NEVES et al., 2004). De maneira geral, uma maior maturacio celular
(IMC%) das uvas parece resultar em apenas um aumento no teor de fendis totais e
procianidinas no vinho, ndo tendo influéncia direta na intensidade de cor dos mesmaos.

H& uma lacuna sobre qual o método mais adequado para a vinificacdo de uvas na
regido da Campanha, especialmente em relacdo ao tempo de maceragdo, esmagamento ou néo
da uva e influéncia da copigmentacéo.

Ao longo das safra 2009, 2010 e 2011, foram testados 4 tipos de maceracdo, todos
com esmagamento total da uva. Nos vinhos com maceracdo curta (4 dias de contato das
cascas com o liquido) ocorreu um aumento da intensidade de cor devido a copigmentacdo na
maioria dos vinhos. O efeito da maceracdo estendida foi diferente, para os vinhos de Dom
Pedrito do que o esperado, uma vez que, além do aumento da extracdo de procianidinas,
também houve um aumento na intensidade de cor e quantidade de antocianinas; assim, para as
uvas dessa nova regido viticola, a maceracdo extendida é recomendada quando o objetivo é
aumentar a intensidade de cor de seus vinhos. Um ponto a ressaltar aqui € o aumento no pH
nos vinhos elaborados com maceracgéo extendida.

O fenbmeno da copigmentacdo ainda € pouco estudado e ndo h& dados disponiveis
sobre a influéncia da copigmentacéo em vinhos brasileiros da variedade Merlot. A cor devido
a copigmentacdo foi menor do que o esperado, uma vez que de acordo com Boulton (2001),
esta pode ser responsavel por até 50% da cor; o tempo de maceracgdo influenciou muito pouco
esse parametro.

Outro ponto que gera muitas davidas é sobre 0 esmagamento ou ndo das uvas apos o

desengace; os resultados da fermentacdo com uvas esmagadas e inteiras, mostram que as
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diferencas nos parametros avaliados nesse estudo sdo muito pequenas em relagcdo ao
tratamento controle.

Os resultados da safra 2009 e 2010 mostram que a influéncia do tipo de maceragéo é
menor do que a influéncia da origem da uva, uma que vez que as maiores diferencas sdo
encontradas quando o0s vinhos séo agrupados de acordo com o vinhedo de origem. Da mesma
forma, o uso da analise de componente principal nos vinhos elaborados na safra 2011,
permitiu separar 0s vinhos de acordo com a origem das uvas; esses dados confirmam o
conceito de que a regido de cultivo e as condicdes climaticas sdo fatores chaves nas
caracteristicas dos vinhos da variedade Merlot.

E importante ressaltar que as diferencas entre os vinhos produzidos nas duas regides
ndo podem ser explicadas por um parametro apenas; de acordo com os dados da safra 2011,
0s principais parametros sdo a intensidade de cor, o conteido de antocianinas, a porcentagem
de cor devido a antocianinas poliméricas e o teor de polifendis totais no vinho, sendo o pH um
ponto critico a ser observado.

A regido da Campanha apresenta caracteristicas diferenciadas, os vinhos resultantes
sdo de consumo jovem, e por isso, de certa forma, j4 “nascem prontos” (DAUDT, 2002,
Informe verbal). Os resultados desse estudo ndo permitiram esclarecer totalmente essa
questdo, no entanto, as andlises das uvas e dos vinhos durante esses trés anos mostram que,
na Campanha, as uvas da variedade Merlot apresentam maior proporcdo de taninos nas
sementes e maiores quantidades de fendis totais no vinho. Sabe-se que a percepc¢do de taninos
é complexa e depende ndo somente da composi¢do de taninos, mas sim da composi¢do do
vinho no qual os taninos estdo presentes, especialmente o contetdo de alcool, polissacarideos
e acucares (KENNEDY et al., 2008); dessa forma, sugere-se que esses vinhos apresentem um
alta polimerizacao de taninos.

As duas regides também apresentam diferencas em relagcdo as mudangas que ocorrem
com o envelhecimento do vinho, uma vez que durante o envelhecimento dos vinhos de Dom
Pedrito, observou-se um aumento na cor devido as antocianinas poliméricas e a
copigmentacdo; da mesma maneira, a velocidade de polimerizagdo parece ser maior nos
vinhos dessa regido quando comparados com os vinhos de Bento Gongalves. No entanto,
nessa ultima regido, a intensidade de cor e antocianinas totais & maior.

Estes fatos permitem afirmar que os vinhos Merlot provenientes da Serra Galcha
podem ser envelhecidos devido, principalmente, a menor velocidade de pigmentos
poliméricos (responsaveis pela fixacdo da cor nos vinhos).






5 CONCLUSOES

As uvas e 0s vinhos da variedade tinta Merlot apresentaram diferencas de acordo com
a localizagdo do vinhedos, sendo que as caracteristicas das uvas foram mais importantes para
0 vinho resultante do que as técnicas de vinificagdo empregadas. Foram encontradas
diferencas importantes no contetdo e no comportamento dos compostos fenolicos entre as
duas regibes representadas nesse estudo, tanto em relacéo a uva quanto ao vinho.

As uvas cultivadas nos vinhedos do municipio de Dom Pedrito atingem uma
maturacéo celular adequada, no entanto, o teor de antocianinas € menor e o teor de taninos nas
sementes é superior a 50%, comportamento oposto as uvas cultivadas no municipio de Bento
Gongcalves.

A andlise do potencial fendlico das uvas permite estimar o conteudo de polifenois
totais, a porcentagem da cor devido a antocianinas poliméricas e a quantidade de
procianidinas presentes no vinho a ser elaborado com uvas dessa variedade.

Em relacdo a técnica de vinificacdo para a regido de Dom Pedrito, recomenda-se 0 uso
de maceragdo extendida (15 dias no minimo), porém ha uma tendéncia de elevagdo do valor
de pH do vinho resultante; o esmagamento total ou ndo da uva ndo ira influenciar esse
aspecto.

Durante o envelhecimento, 0s vinhos apresentaram resultados de acordo com a regido
de origem da uva, sendo que os vinhos de Dom Pedrito apresentam uma maior velocidade de
polimerizagéo; as diferencas entre os tempos de maceragdo diminuem com o envelhecimento
do vinho para todos dos vinhos analisados nesse estudo.

As principais diferencas entre os vinhos dos dois municipios estudados deve-se a
intensidade de cor, ao contetdo de antocianinas, a porcentagem de cor devido a antocianinas
poliméricas e ao teor de polifendis totais nos vinhos. Estes fatos permitem afirmar, em parte,
gue os vinhos Merlot da Serra Gaucha podem ser envelhecidos por mais tempo e que 0s

vinhos Merlot oriundos da Campanha Gaucha podem e devem ser consumidos mais jovens.
RECOMENDACOES
Sugere-se que 0s seguintes pontos poderiam ser mais estudados: acompanhamento da

evolucdo da maturacdo fenodlica; analise do tipo de taninos presentes nas sementes,

polimerizacdo dos fendis e relagdo entre temperatura e formagdo de compostos fendlicos.
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