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RESUMO

Nos nossos dias a colagem € ainda uma técnica na qual os mecanismos e as
suas consequéncias ndo estdo totalmente definidas. Considerando a complexidade
dos fendmenos e das dificuldades referentes a andlise dos principais compostos
implicados (coléides, taninos, proteinas), s6 alguns autores citados propuseram teorias
que explicam estes mecanismos. O seu objectivo € a clarificacdo e reducdo do teor
fendlico, relativamente em particular a excesso de adstringéncia em vinhos. As colas
proteicas utilizadas em Enologia apresentam uma composi¢éo fisico-quimica variada,
em que a distribuicdo da massa molecular e a densidade de carga de superficie
influenciam as propriedades da cola proteica.

Assim sendo, 0 assunto das proteinas vegetais na colagem dos vinhos segue as
diferentes etapas impostas pelo O.l.V. e pela regulamentacdo portuguesa e europeia.
Algumas conclusfes retiradas até ao momento indicam que as proteinas vegetais,
sobre os vinhos tintos, reagem como as gelatinas, sendo até mais activas na
clarificacdo e/ou degustagdo. De modo geral, originam também menor volume de
borra, ndo modificam a intensidade corante, nem a tonalidade, e ligam-se fortemente
aos taninos.

O presente trabalho estudou o efeito de colas n&o-tradicionais com a
composicdo fisico-quimica em vinhos, nomeadamente os parametros da cor,
comparados com os obtidos com a bentonite e ovalbumina.

Em todas as colas utilizadas, verificou-se uma diminuicdo na intensidade da
cor, antocianas totais, antocianas coloridas e taninos, embora mais pronunciada nas
nado-tradicionais. Da analise dos cromatogramas, verificou-se uma diminuicdo da
concentracdo de antocianinas, em particular das aciladas.

Os resultados obtidos com as colas ndo convencionais demonstraram que estas
conduzem a um decréscimo menos acentuado dos parametros de cor do que 0s

obtidos com a albumina de ovo.

Palavras-chave: Touriga Nacional, Trincadeira, Antocianas, proteinas vegetais, extrato
de levedura, HPLC.




ABSTRACT

Currently, wine fining is still a common practice, in which, the mechanisms and
consequences are not entirely defined. Considering the complexity of the phenomena
and the difficulties related to the analysis of the main compounds involved (colloids,
tannins, proteins), only a few authors cited proposed theories that explain these
mechanisms.

The main goal is the clarification and decrease of phenolic compounds,
regarding in particular the excess of astringency in wines. Protein fining agents used in
Enology present a varied physico-chemical composition subsequently, the distribution
of molecular weight and charge density influence their properties.

Meanwhile, the incresing problems during the 90s (last century) with the BSE
desease, led the oenological industry, to a certain deal of concern, regarding the
products used, particularly in fining agents used in wines. As a result, the subject of
plant proteins for collage in wines followed the phases imposed by the OIV, Portuguese
and European regulations.

The present work studied the effect of fining agents from vegetable and
microbiological proteins on the physico-chemichal composition in wines, in particular
anthocyanins. The results were compared with the ones obtained by using bentonite
and egg albumin.

In the laboratory the following analyses had been made: measurements on the
physico-chemical parameters of color, using Somers method, and assays of high
pressure liquid chromatography (HPLC), to verify the effect of the finning treatment on
total amount of anthocyanins.

In all fining agents used, there was a decrease in color intensity, total
anthocyanins, colored anthocyans and tannins, although was more pronounced in non-
traditional fining agents. For the chromatograms it was verified a decrease in the
anthocyanin concentrations.

This results obtained with non conventional fining agents led to a smaller
decrease then the results from the tradicional protein fining agents, concerning the

anthocyanins parameters and the decreasing of tanins, involved in astringency.

Keywords: Touriga Nacional, Trincadeira, anthocyanins, plant protein, yeast extract,
HPLC.




EXTENDED SUMMARY

Currently, wine fining is still a common practice, in which, the mechanisms and
consequences are not entirely defined. Considering the complexity of the phenomena
and the difficulties related to the analysis of the main compounds involved (colloids,
tannins, proteins), only a few authors have proposed theories explaining these
mechanisms.

The main goal, of this technique, is the clarification and decrease of phenolic
compounds, regarding in particular the excess of astringency in wines.The protein
fining agents used in Enology present a varied physico-chemical composition
subsequently, the distribution of molecular weight and charge density influence his own
properties .

Meanwhile, the incresing problems in the food sector during the 90s, of the last
century with the BSE desease, led the oenological industry, legislators and consumers
to a certain deal of concern, regarding the products used in the treatment and storage
of food products, particularly in fining agents used in wines. As a result, the subject of
plant proteins for collage in wines followed the phases imposed by the OIV, Portuguese
and European regulations.

From oenological point of view, vegetable proteins show efficiency and reliability
in finning treatment both in wine or grape must. Conclusions indicate so far, that plant
proteins, used in red wines had the same reaction as gelatins, being even more active
in the clarification and / or tasting than the last ones. Generally, they also originate a
lower volume of sludge, do not change the color intensity and strongly bind to tannins.

The present work studied the effect of fining agents from vegetable and
microbiological proteins on the physico-chemichal composition in wines (Touriga
Nacional and Trincadeira variaties), in particular anthocyanins. The results were
compared with the ones obtained the using bentonite and egg albumin.

In the laboratory the following analyses had been made: measurements on the
physico-chemical parameters of color, using Somers method, and assays of high
pressure liquid chromatography (HPLC), to verify the effect of the finning treatment on
total amount of anthocyanins on both varieties.

In all fining agents analyzed, there was a decrease in color intensity, total
anthocyanins, colored anthocyans and tannins, although was more pronounced in non-
traditional fining agents. For total pigments and polimerized pigments, the values
obtained were quite similar between albumin and non-traditional fining agents
(vegetable proteins). For the chromatograms it was verified a decrease in the

anthocyanin concentrations, particularly in acylated anthocyanins. .




This results obtained with non conventional fining agents led to a smaller
decrease then the results from the tradicional protein fining agents, concerning the

anthocyanins parameters and the decreasing of tanins, involved in astringency.

Keywords: Touriga Nacional, Trincadeira, anthocyanins, plant protein, yeast extract,
HPLC.
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1. Introducéo

A colagem é uma préatica enologica antiga que tem por objectivo obter a
clarificacdo do vinho, através da eliminacdo de particulas responsaveis pela turvacao
gue contribui para melhorar a sua limpidez, obtendo-se em simultdneo um efeito
positivo na estabilizacdo e nas caracteristicas organolépticas, particularmente nas
gustativas. A colagem é, para a maioria dos vinhos de qualidade considerado, o toque

final do endlogo.

No mercado de produtos enoldgicos existe uma grande diversidade de produtos
para a colagem do vinho, estando as gelatinas (proteinas de origem animal)
largamente difundidas no sector vitivinicola. Ao longo dos ultimos anos e depois do
surgimento da BSE (Encelopatia Espongiforme Bovina) deixou-se de usar a gelatina
extraida por hidrolise parcial a partir do colagénio dos 0ssos, pele e tecido conjuntivo
de animais (como os bovinos). Na Europa, foi interdito o uso de plasma bovino ou
células de sangue na colagem. Durante a primeira década deste século e com a
necessidade de encontrar produtos alternativos aos de origem animal, estudou-se a
aplicabilidade das proteinas vegetais para a colagem de vinho, visto estas serem ja
muito utilizadas na indastria alimentar como auxiliares tecnolégicos. Foram feitos
estudos e ensaios de colagem com diversas proteinas vegetais, como a de trigo,
ervilha, arroz, tremogo e soja, verificando-se em algumas delas resultados bastante
satisfatérios (Mira, 2004). As diversas empresas produtoras de produtos enolégicos
adaptaram esses estudos e produziram colas proteicas vegetais que hoje sédo

utilizadas pelos produtores vitivinicolas.

A resolugao OENO 7/99 (OIV, 1999) modificou a ficha “Colagem” do Cddigo
Internacional de préaticas enoldgicas, referente a vinhos, suprimindo as palavras
“albumina de sangue”. A possibilidade da doenga Encelopatia Espongiforme Bovina
(BSE) poder ser transmitida ao homem, ocasionou a interdicdo da utilizacdo de plasma
bovino ou células de sangue vulgarmente utilizadas na colagem de vinhos. O projecto
de resolugcédo OIV/OENO/TECHNO/01/198 refere-se a utilizagdo de proteinas vegetais

na colagem de mostos e vinhos.

Em diversas reunifes do grupo de peritos em Tecnologia do vinho da OIV, o Dr
Michel Moutounet (Franga), em Marco de 2000, a Dra Bosso (Italia) e o Dr. Minguez

(Espanha), em Marco de 2001, apresentaram resultados da aplicagdo de proteinas

e
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vegetais para a colagem de vinhos. O grupo decidiu preparar trés projectos de
resolucdo, respeitantes a modificacdo da ficha de colagem, a préatica enoldgica e o
ultimo referente ao Codex enoldgico.

Em 2003, o grupo de peritos em Seguranca Alimentar, em resposta a uma
solicitacdo do grupo de peritos em Tecnologia do vinho, emitiu um parecer favoravel a
utilizacdo de proteinas vegetais na colagem de mostos e vinhos, para a dose maxima
de 50 g.hL™.

As resolu¢cdes OENO 7/2004 (OIV, 2004a) e OENO 8/2004 (OIV, 2004b) referem
a aprovacao da utilizacdo de substancias proteicas de origem vegetal, para a colagem

de mostos e vinhos, respectivamente.

A resolucdo OENO 9/2004 (OIV, 2004c) modifica a ficha “Colagem” do Cddigo
Internacional de praticas enoldgicas, no capitulo 3, referente a vinhos, adicionando na

prescricdo b) matérias proteicas de origem vegetal.

A resolucdo OENO 24/2004 (OIV, 2004d) relativamente a “pesquisa de matérias
proteicas de origem vegetal em vinhos e mostos”, baseada na proposta da
Subcomissédo de métodos de andlise e de apreciacdo dos vinhos, refere a inclusédo no
anexo A do Recueil de métodos de analise dos vinhos e dos mostos da OIV, de um

método de andlise para essa finalidade.

A resolugcdo OENO 28/2004 (OlV, 2004e) menciona a introducdo no Codex
Enoldgico Internacional, da monografia sobre “Matérias proteicas de origem vegetal

derivadas do trigo e da ervilha”.

Nos ultimos anos foram introduzidos nos produtos de colagem, as leveduras
(capsulas) que associadas a uma proteina vegetal (ervilha) ou em isolado, produzem

resultados interessantes nos vinhos, tornando-os mais macios e redondos de boca.

O objectivo principal deste estudo foi verificar a influéncia das colas de origem
proteica vegetal e microbiolégica na composicdo antocianica do vinho, comparando

com uma cola mineral e com uma outra de origem vegetal animal.




2. Reviséao Bibliografica

2.1.A Colagem

A operacéo de colagem consiste em incorporar num vinho, mais ou menos turvo,
uma substancia capaz de flocular e sedimentar as particulas em suspenséao (Ribéreau-
Gayon et al., 1977).

Este processo tem vindo a assumir uma importancia dentro das préticas
enolégicas. Este facto decorre de uma cada vez maior exigéncia por parte do

consumidor em relacéo a qualidade do vinho.

A colagem, quando bem efectuada, permite obter vinhos limpidos e estaveis do

ponto de vista coloidal, e podem ainda apresentar melhorias a nivel sensorial.

No entanto ha que conhecer e entender o0 mecanismo segundo o qual a cola

actua no vinho. S6 assim o endlogo consegue atingir plenamente o0s seus objectivos.

2.1.1. Mecanismos de actuacdo da colagem

Nos nossos dias, a colagem é ainda uma técnica na qual os mecanismos e as
suas consequéncias ndo estdo totalmente definidas. Considerando a complexidade
dos fendbmenos e das dificuldades referentes a analise dos principais compostos
implicados (colbides, taninos, proteinas), s6 algumas equipas propuseram teorias que
explicam estes mecanismos como Rudiger e Mayr (1928-29), Ribereau-Gayon e
Peynaud (1934) — teoria que foi completada nos tratados de enologia em 1977 - e

Salgues e Razzungles (1983) (Lagune et al., 1996).

As colas, quando adicionadas ao vinho, comportam-se como substancias
coloidais. O vinho possui col6ides naturais, que sendo substancias de natureza
quimica muito complexa e heterogénea assumem um papel muito importante na
gualidade e nos processos de elaboracdo dos mostos e dos vinhos (Ferrarini et al.,
1996).

Os coléides, quando de alguma dimensao, podem apresentar opalescéncia




provocada pela difusdo da luz (efeito de Tyndall) e o movimento continuo e

desordenado (movimento browniano) do disperso na fase dispersante. A velocidade

de sedimentacdo destas particulas € regida pela lei de Stokes.

As teorias referentes a colagem dos vinhos sdo baseadas no conhecimento

coloidal do vinho.

As substancias coloidais sao classificadas de acordo com:

- 0 seu tamanho no meio solvente, em micelas (agregados de atomos,

moléculas ou ibes) e em macromoléculas;

- na sua afinidade com o meio solvente, em hidréfobas e hidrofilas;

- na sua carga superficial, em electropositivas e em electronegativas.

Segundo Usseglio-Tomasset (1989) e Feuillat (1980 e 1997), todo o fenémeno

gque modifigue o tamanho destas particulas destréi o estado coloidal. No quadro 1

representa-se a descri¢do e a dimenséo das particulas dispersas no vinho.

Quadro 1 -Particulas dispersas nos vinhos segundo Berger (1977), Moutounet et al. (1989),
Feuilat (1987), Gautier (1984), Rivet (1981) adaptado de Boulet e Escudier (1998).

Particulas visiveis ao

Particulas  visiveis

Particulas visiveis

microscoépio ao microscoépio | aolho nu
electronico optico @>30 pm
@<0,001um 0,001 pm< @ <0,3 um 0,3 pm <@<30 pm
Solucéo Solugdes Colidais Suspens6es Dep6sitos ”

verdadeira @

microbianas

Acgucares Polipéptidos Leveduras Cristais de sais
tartaricos

Acidos Polissacéaridos Bactérias Precipitados

organicos corantes

Sais Polifenois Restos da filtracdo

Casses de origem

guimica

a) Mistura homogénea constituido por componente minoritario (soluto) e por um

componente maioritario (solvente).

b) Mistura heterogénea constituida por um meio disperso e um meio dispersante.
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A floculacdo é uma perda de estabilidade. Este fendbmeno acontece com a
intervencdo de alguns mecanismos, que podem ser diferentes segundo se tratem de
coléides hidr6fobos ou hidrofilos (Usseglio-Tomasset, 1989). No quadro 2 estdo
presentes exemplos destes dois grandes grupos de coldides.

Quadro 2 - Natureza fisico-quimica dos coloides segundo Brugirard (1997)

Colbides macromoleculares Coloides micelares — dispersdes
(hidrofilas) microcristalinas (hidréfobas)
e Polipétidos e Cristais microcristais de sais tartaricos
e Polifenois e Sais férricos:
e Polissacaridos: Pectina Fosfato- casse branca
Glucana Polifenois — casse negra
e Polipéptidos das colas Antocianinas — casse azul
e Polissacaridos adicionados: e Sulfureto de cobre
Goma arabica e Sais adicionados:
Alginato (cola) Ferrocianeto de potassio
Sais de ferro e de metais pesados

Segundo Ribereau-Gayon et al., (1977), os coléides macromoleculares
(hidrofilos) para se tornarem instaveis sofrem duas transformacdes (n&o

necessariamente pela ordem apresentada):

- perda de agua ou desidratacdo pela accdo de agentes desidratantes, tais

como, o alcool, os taninos e o calor;
-perda de carga eléctrica ou neutralizacdo pela accao de electrdlitos.

A estabilidade dos coldides hidrofilos esta dependente da forca electrostatica
repulsiva, conferida pelo semelhante sinal de carga eléctrica, e da adsor¢cdo do
solvente as particulas, ou seja, a estabilidade termodindmica dos coldides hidrofilos é

devida, principalmente, a sua afinidade para o meio dispersante, o solvente.

Por outro lado, os coléides micelares (hidrofobos) para flocular terdo de sofrer
uma neutralizacdo da carga eléctrica da particula. A estabilidade dos coldides
hidréfobos estd dependente da carga eléctrica das particulas e da sua pequena

dimenséao, o que implica uma velocidade de agregacéo e de sedimentacido muito lenta.

A agregacdo dos coloides hidréfobos é devida as colisbes resultantes do




movimento browniano. A frequéncia das colisdbes e, portanto, a velocidade de
agregacdo depende da temperatura e da viscosidade do meio, do tamanho e da
concentracdo das particulas e das forcas de atraccdo e de repulsdo. Os simples
movimentos de conveccéo, devidos a pequenas diferencas de temperatura no seio da
massa, bastam para manter as particulas dispersas em solu¢gdo de uma maneira

homogénea (Usseglio-Tomasset, 1989).

Um coldide hidrofilo colocado em presenca de um coldide comunica, muitas
vezes, estabilidade ao segundo tipo de coldide, o qual se torna mais resistente a
accao dos agentes floculantes, tratando-se de um coldide protector (Ribereau-Gayon
etal., 1977).

A estabilidade do ponto de vista cinético esté relacionado com a distribuicdo da
carga eléctrica na superficie das particulas colidais. Em meios dispersantes
(solventes) polares, as particulas adquirem muitas vezes uma superficie carregada,
quer por ionizagdo, quer por adsorcdo de iBes da dispersdo. A particula carregada

atrai iBes de sinal contrario e repele ibes de carga semelhante.

A carga eléctrica das particulas coloidais varia com o pH que por isso influi
consideravelmente nos fendmenos de adsorgéo e troca idnicas e nos fenomenos de

disperséo e floculagéo.

Ao pH do vinho, a carga eléctrica dos coldides mais importantes presentes neste
meio tdo rico é resumida por: proteinas, colas organicas, matéria corante e metais
como o Fe*, Cu** e Mg* (carga positiva), complexos férricos (carga positiva ou

negativa) e taninos, colas minerais, complexos cuprosos e gomas (carga negativa).

A estabilidade do sistema no estado coloidal disperso é tanto maior quanto maior
for o potencial eléctrico das particulas coloidais. Se se provocar a diminuicdo desse
potencial, o sistema torna-se menos estavel e, abaixo de certo valor critico do
potencial, a repulsdo atenua-se suficientemente para deixar de impedir a associagado

de particulas coloidais, que reinem em grupos ou flocos.

O vinho, como a maioria dos liquidos de origem biolégica, é simultaneamente

uma solucao verdadeira e uma dispersao coloidal (Ribereau-Gayon et al., 1977).

Os trabalhos de Ribéreau-Gayon et al. (1977) tentaram explicar 0s mecanismos

de colagem. O processo pode ser dividido em duas etapas:




¢ Floculacao, devido as interaccdes entre taninos e proteinas;
e Clarificacdo, mecanismo pelo qual a colagem separa do vinho as particulas em

suspenséo.

Na floculacdo, os taninos transformam as proteinas (col6ides hidrofilos positivos)
em coldides hidrofobos negativos. Assim, formam-se complexos entre as proteinas e
os taninos que sdo funcdo de varios factores, tais como o pH, temperatura,
concentracdo em taninos e concentracdo em proteinas. Os complexos formados sao
estaveis em solucdo limpida, mas floculam na presenca de catides metélicos que
provocam a sua descarga. Esta floculagdo traduz-se pela formacdo e aumento da

turvacao visivel a olho nu.

As reaccg0Oes taninos-proteinas correspondem a floculacdo, o que significa dizer,
a associacdo de particulas e a formacgéo de flocos que se juntam e precipitam. Este
fendmeno é funcdo de dois parametros: a neutralizagdo eléctrica e a desidratagéo
(Ribéreau-Gayon et al., 1977).

Ap6s o fenomeno de floculagéo, verifica-se o fendmeno de clarificagdo que
corresponde a eliminacdo das particulas em suspenséo. A clarificacdo corresponde a
um conjunto de fendbmenos complexos cujos intervenientes sdo a cola usada e 0s

elementos que turvam.

As proteinas que ainda ndo reagiram com 0s taninos podem-se combinar com
particulas em suspensdo ou em solucao coloidal, uma vez que a maioria tem carga
negativa. Denomina-se este processo de floculacdo muatua, que acontece na auséncia

de taninos, e que faz parte do processo de clarificagéo.

Outros estudos (Salgues e Razungles, 1983) atribuem na colagem a nocao de

forcas de ligagdo quimica e a reversibilidade ou ndo de certas etapas.

Na colagem intervém as reaccdes entre as particulas coloidais do vinho e a
cola, tais como a atracgdo, repulsdo, hidratacdo e desidratacdo de particulas com
dimensdes inferiores a 0,1 um e que escapam as leis quimicas das solucdes

verdadeiras.

Os taninos tém a capacidade de, em solugdo aquosa, estabelecerem ligagbes
com as proteinas, levando a sua precipitagdo. Sensorialmente, esta caracteristica
distingue-se por um efeito de secura da lingua provocada pela precipitacdo das

proteinas da saliva, quando em contacto com o vinho. Esta sensa¢cdo denomina-se
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adstringéncia (Bath Smith, 1954). A formacédo destes complexos, leva também ao
aparecimento de turvagdes nos vinhos. Por outro lado, a formacéo destes complexos é
o mecanismo fundamental da colagem proteica, visto que provoca a floculacdo e

posterior sedimentacao dos compostos fendlicos indesejaveis.

Comprovada a importancia deste fendmeno € natural que, na area da Enologia,
seja tema de varios estudos, faltando ainda esclarecer totalmente, os mecanismos

envolvidos neste tipo de interac¢des (Ribéreau-Gayon et al., 1998).

Os dois principais tipos de interac¢des sao as ligagdes por pontes de hidrogénio
e as interaccdes hidréfobas.

Os complexos formados podem ser sollveis ou insollveis. A sua precipitacao
efectua-se em duas etapas. A proteina e o tanino associam-se, formando um
complexo solivel que pode, numa fase seguinte, agregar-se a precipitar. Esta Ultima
etapa depende da capacidade dos polifenois estabelecerem ligagdes entre moléculas

proteicas (Cheynier et al., 1998).

As colas proteicas usadas em Enologia apresentam uma composicao fisico-
quimica muito variada. A sua aplicacdo visa fundamentalmente a clarificacdo e a
reducdo da composicdo fenolica, nomeadamente no que se refere ao excesso de
adstringéncia dos vinhos. A distribuicdo da massa molecular e a densidade de carga

de superficie influenciam as propriedades da cola proteica.

As mais utilizadas em Enologia sdo a gelatina, a albumina de ovo, a caseina, o
caseinato de potassio e a ictiocola. A colagem do vinho € uma prética tradicional em
Enologia que, independentemente das caracteristicas fisico-quimicas de cada cola,
tem sido amplamente estudada por diversos autores no que se refere sobretudo ao
seu efeito global nas caracteristicas do vinho (Kaufmann, 1988; Flak et al., 1990;
Bravo-Haro et al., 1991; Ricardo-da-Silva et al., 1991; Marchal et al., 1993; Caillet,
1994; Machado-Nunes et al., 1995; Sims et al., 1995; Scotti e Poinsaut, 1997; Lovino
et al., 1999; Lagune-Ammirati e Glories, 2001).

A clarificacdo por colagem consiste basicamente em adicionar ao vinho um
produto clarificante. Antigamente usavam-se produtos existentes na natureza como o
leite, sangue e clara de ovo. Hoje em dia, utilizam-se, apds transformacgéo, gelatina,

albumina, caseina e bentonite (argila), entre outros.



http://www.aesbuc.pt/twt/ETGI/MyFiles/MeusSites/Enologia/2005/aditivos_vt.htm#produtos

O produto clarificante tem uma carga oposta ao elemento a clarificar, geralmente
uma carga eléctrica positiva no vinho, sendo a bentonite excepc¢do, com carga
negativa. Como o0s corpos de sinais contrarios se atraem, e como as particulas
responsaveis pelas casses e 0s taninos estdo carregadas negativamente, h4 uma

atraccao entre as particulas e o produto.

Quando adicionado, o produto é capaz de coagular e formar flocos, o que leva
ao respectivo aumento de peso e a sua sedimentacdo. Os flocos, com a sua

sedimentacgédo atraem e arrastam as particulas de turvagéo e assim clarificam o vinho.

Resumindo, alguns factores que podem influenciar a colagem séo: a presenca
dos catides sédio e ferro; a temperatura, a proteina (cola) € menos eficiente a altas
temperaturas; acidez do vinho, quanto mais fraca for a acidez, melhor € a clarificagéo;
coléides protectores, porque dificultam e podem impedir a floculagéo; cubas muito

altas também dificultam a sedimentacao das particulas.

A colagem também permite fixar as matérias corantes coloidais e arrastar
taninos mais ou menos polimerizados dotados de adstringéncia. Com a colagem
conseguimos um efeito de clarificacdo, pelo arraste das impurezas, e um efeito
estabilizador, pela precipitagédo de factores predisponentes as casses férrica e cuprica

e as matérias corantes instaveis.




2.2.As Colas

A lista de substancias que podem intervir na operacéo clarificante de colagem
esta definida a nivel internacional pelo O.L.V. (Office International de la Vigne e du
Vin).

As colas podem pertencer a dois grandes grupos:

e Colas orgéanicas (colas electropositivas, ou com potencial zeta mais, as
condicbes naturais e normais do vinho): gelatina, ictiocola, albumina de ovo, caseina,
alginato ( extractos de algas castanhas).

e Colas minerais (colas electronegativas, ou com potencial zeta menos, as

condi¢Bes naturais e normais do vinho): bentonite, caulinite, geis de silica.

Existem, actualmente, outras colas que sdo de sintese quimica como o PVPP

(polivinilpolipirrolidona).

Os problemas ocorridos no sector alimentar durante os anos 90 do século
passado, com a BSE, conduziram a uma maior preocupacdo, por parte da industria
enoldgica, por parte dos legisladores e por parte de quem consome sobre os produtos
usados no tratamento e conservagdo dos produtos alimentares e, em particular, nas
colas usadas nos vinhos. Assim sendo, 0 assunto das proteinas vegetais na colagem
dos vinhos segue as diferentes etapas impostas pelo O.l.V. e pela regulamentacao
portuguesa e europeia (Lefebvre et al., 2002). Do ponto de vista enolégico, as
proteinas vegetais (ndo OGM) mostram eficacia e fiabilidade na colagem, quer de
vinhos, quer de mostos. Algumas conclusdes tidas até ao momento indicam que as
proteinas vegetais, sobre os vinhos tintos, reagem como as gelatinas, sendo até mais
activas na clarificacdo e/ou degustacdo. De modo geral, originam também menor
volume de borra, ndo modificam a intensidade corante, nem a tonalidade, e ligam-se

fortemente aos taninos (Lefebvre et al., 2000).

A escolha da cola e a dose utilizada tem em conta as caracteristicas fisico-
quimicas e organolépticas do vinho e os propdsitos que o produtor fixou para a
comercializacdo e o consumo do seu vinho (Lagune e Glories, 2001). Sera

apresentada uma breve explicacao referente as colas usadas no presente estudo.
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2.2.1. Proteinas vegetais

A palavra proteina deriva do grego proteios, que significa “ocupar o primeiro
lugar”. As proteinas contém C (50 a 55%); H (6 a 8%); O (20 a 24%); N (15a 18%) e S
(0,2 a 0,3%).

Quimicamente sdo polimeros de alto peso molecular, cujas unidades basicas
sdo os aminoacidos ligados entre si por ligagdes peptidicas, formando longas cadeias
em varias estruturas geomeétricas e combinagfes quimicas para formar as proteinas

especificas, cada qual com sua propria especificidade fisiolégica (Vicenzi, 2000).

Apesar da sua complexidade estrutural, as proteinas podem ser hidrolisadas
(quebradas) nos seus constituintes aminodcidos por enzimas ou por meio de
aquecimento em meio &cido e alcalis, sob certas condigbes. As proteinas puras e
secas sdo razoavelmente estaveis, mas sob as condigcbes em que sdo encontradas
nos alimentos, elas tendem a decompor-se a temperatura ambiente, auxiliadas pela
accao bacteriana, e podem formar produtos toxicos para o corpo; assim, € necessario

conservar refrigerados alimentos protéicos, como ovos, peixes, aves, carne e leite.

Os vegetais sdo capazes de sintetizar as suas préprias proteinas a partir de
fontes inorgéanicas de azoto, enquanto os animais necessitam de ingeri-las na dieta. O
metabolismo animal, a excrecgédo e finalmente a morte, devolvem o azoto ao solo. Esse
processo continuo € conhecido como o ciclo do azoto. As proteinas vegetais
,geralmente, sao deficientes num ou mais aminoacidos essenciais. Sao encontrados
guase que em todos os alimentos, tanto de origem animal (carne, ovos, leite), como de
origem vegetal (cereais, a soja e raizes ou tubérculos) e somente uma pequena
quantidade é proveniente das chamadas fontes ndao convencionais, sendo que, nos
primeiros, em geral, encontra-se uma maior quantidade e melhor qualidade, ja que,
nos animais, as proteinas sao consideradas como proteinas de Alto Valor Bioldgico
(Vicenzi, 2000).

Proteinas s&@o heteropolimeros formados por unidades menores chamadas
amino&cidos. Os aminoécidos (a.a.) estao ligados em sequéncia formando uma cadeia
polipeptidica. Esta cadeia é a base da proteina e é chamada de estrutura primaria. As
propriedades de uma proteina sdo determinadas pelo nimero e espécie dos residuos

de aminoécidos e pela sua sequéncia.
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Os aminoacidos sdo chamados essenciais, pois 0 organismo ndao é capaz de
sintetiza-los. Na digestdo ha a quebra da cadeia de proteinas e os aminoacidos livres
sdo absorvidos e usados na sintese de novas proteinas. S&o aminoacidos essenciais:
valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptofano, treonina, lisina, arginina,

histidina.

Nem todos os aminoacidos estdo presentes nas proteinas e alguns, estdo em
grande quantidade. Exemplo é a hidroxiprolina que constitui 12% do colagénio,
aproximadamente. A degradacdo da proteina seja quimica (&cida ou alcalina) ou
enzimatica leva a formacao de aminoacidos (Vicenzi, 2000).

O Codex Alimentarius define as proteinas vegetais como “produtos alimentares
obtidos a partir de cereais, de leguminosas ou de oleaginosas por redugdo ou
eliminacdo de certos constituintes principais ndo proteicos, como a agua, 6leo, amido

ou outros glucidos”.

As matérias proteicas sdo classificadas em quatro grandes familias que sdo
coincidentes com a sua classificagdo boténica: cereais (trigo, milho, arroz, centeio,
sésamo, aveia), leguminosas (soja, tremoco, ervilha, fava), oleaginosas (colza,
girassol) e diversas (onde se encontram as espécies que nao pertencem as familias

anteriormente descritas, como a batata).

As proteinas de origem vegetal sédo produtos de extrac¢do obtidos de matérias
proteicas que contém no minimo 50% de proteina, podendo atingir 90% ou mais
(Godon, 1996).

Cada proteina tem uma composicdo em aminoacidos que lhe é especifica,
propria da espécie botanica da planta. Excepto as proteinas foliares, a grande maioria
das outras proteinas vegetais constitui as proteinas de reserva que sdo sintetizadas,

transportadas e depositadas em graos ou raizes (Godon, 1996).

Nos dias de hoje, devido a evolucdo tecnolégica dos processos de extracgdo, ha
uma grande diversificacdo de fontes de proteinas vegetais, extraidas de vegetais
correntemente cultivados na Europa, e estdo disponiveis como ingrediente alimentar,
sendo vastamente utilizadas na agro-indastria. Estas proteinas entram na composicao
de diversos alimentos, tais como produtos lacteos (gelados, sobremesas, queijos
fundidos), produtos ultracongelados, produtos & base de peixe, produtos a base de
carne, de charcutaria, alimentos dietéticos, alimentos infantis, produtos de pastelaria,

de confetaria, de chocolate e de revestimento alimentar, entre outros (Lefebvre et al.,
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2000). As proteinas vegetais podem ser usadas nha industria alimentar como
ingrediente funcional ou facultativo para aumentar o teor proteico, para substituir
parcial ou totalmente as proteinas animais ou como fonte proteica (Lefebvre et al.,
2000).

Podem ser utilizadas inteiras (estado nativo) ou podem sofrer uma hidrélise
parcial, quimica ou enzimatica, para melhorar as suas propriedades fisico-quimicas,

nomeadamente, a solubilidade.

Nas proteinas vegetais, diferenciam-se diferentes classes, que se caracterizam
pelo seu teor em proteina: farinha (se o teor proteico é da ordem de 45%),
concentrado (teor proteico préximo de 70%) e isolado proteico (teor proteico préximo
de 90%) (Lefebvre et al., 2000).

As proteinas podem ter também a seguinte classificacdo (Bobbio, et al., 2003):
proteinas simples, proteinas conjugadas e proteinas derivadas (primarias e

secundarias)
Apenas os dois primeiros grupos sao encontrados na natureza.

No caso das proteinas simples, sdo as que por hidrélise total resultam em
aminoacidos como os Unicos produtos. As Escleroproteinas séo proteinas simples
mais insollveis, possuem estrutura fibrosa como, por exemplo, a queratina (pele,

cabelo) e o colagénio (tenddes e ligamentos).

As proteinas simples podem ser classificadas quanto a solubilidade: como o
caso das Albuminas (sollveis em agua, em solucdes fracamente acidas ou alcalinas,
coagulam pela accéo do calor; exemplos ovalbumina (clara de ovo), a lactalbumina
(leite), a legumitina (ervilhas)). As Globulinas que s&o insolliveis em agua, mas
solaveis em solugdes de sais neutros. Os exemplos sdo a miosina (musculo), a
legumina (ervilhas). As Glutelinas que se encontram somente em vegetais sao
insollveis em agua e solventes neutros, mas solUveis em solugdes diluidas de acidos
e bases; exemplo: glutenina (trigo). As Prolaminas encontradas somente em vegetais,
insoliveis em agua e etanol absoluto, mas sollvel em a 50-80%; exemplos: gliadina
(trigo e centeio), zeina (milho), hordeina (cevada) (Bobbio, et al., 2003). Existem

outras que sendo de origem animal ndo s&o relevantes para o presente trabalho.
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As proteinas da ervilha sdo de Baixo Valor Bioldgico, ndo possuem na sua
composicdo aminoacidos essenciais em propor¢bes adequadas. E uma proteina

incompleta.

2.2.2. Envelopes celulares de levedura

As leveduras séo fungos pertencentes a classe dos Ascomicetes e a ordem das
Sacharomycetales. Sao fungos unicelulares com uma forma esférica, eliptica ou oval e

normalmente (com excepc¢édo das leveduras dimorficas) ndo formam hifas.

Em geral, as leveduras reproduzem-se assexulamente por gemulacdo, um
processo em que uma nova célula, designada célula filha, é formada pela célula

parental a partir de uma protuberancia designada gema.

Quando as leveduras se reproduzem sexuadamente, produzem varios tipos de
esporos sexuais (ascosporos). O tipo de esporos produzido é muitas vezes utilizado
na classificacdo das leveduras. As actividades metabdlicas também séo utilizadas

para identificar e classificar leveduras.

A membrana celular das leveduras € composta principalmente por
polissacarideos da glucose e da manose, algumas proteinas e muito pouca quitina. A
sua substancia de reserva é o glicogénio, contendo também muitas vitaminas

geralmente do grupo B.

by

Relativamente a estrutura da célula, esta possui um citoplasma com varios
organelos e um nucleo revestido por uma estrutura como as células vegetais. As

células de levedura tém dois envelopes celulares: a parede celular e a membrana.

A composicdo e manutencdo da integridade da membrana plasmatica séo
essenciais para o funcionamento das células e sua adaptacdo as constantes
alteracbes do ambiente extracelular (Konings, 2006). Esta estrutura celular
desempenha multiplas fun¢cbes na célula. Por um lado, funciona como barreira de
separacao entre o citoplasma e o ambiente exterior, permitindo a célula manter uma
composicao relativamente constante e reter os constituintes que lhe séo proprios, o
que € essencial para a manutencdo do potencial de membrana necessario a
realizacdo de uma variedade de processos de transporte activo secundario (Konings &
Velkamp, 1983; Konings et al., 1995).
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Por outro lado, a membrana possui proteinas com multiplas funcdes entre as
quais transporte de substratos de e para o interior da célula, biossintese de parede
celular, constituicho do citosqueleto e transdugdo de sinal [Konings, 2006]. A
membrana plasmatica tem ainda que permitir a passagem de nutrientes presentes no
exterior e de produtos residuais do metabolismo que tém de ser libertados, isto é, a
membrana é permeavel duma forma selectiva (Konings, 2006). Esta caracteristica
deve-se a sua composicao lipidica e, em parte, aos seus sistemas de transporte que
permitem a célula controlar as suas trocas com o meio. O funcionamento destes
transportadores €, por sua vez, igualmente influenciado pela composicéo lipidica da
membrana, da qual depende também a fluidez desta (Henschke & Rose, 1991;
Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Sendo a membrana constituida por lipidos e proteinas, a sua composi¢ao
determina as suas caracteristicas e condiciona varios processos metabdlicos.
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

A parede celular constitui 15 a 30% do peso seco da célula (Orlean, 1997) e 25 a
50% do volume, segundo calculos feitos por "electron micrographs" (Lipke e Ovalle,
1998). A parede é constituida 80 a 90% por polissacarideos, que existem
fundamentalmente em trés formas distintas: (a) polimeros ramificados de glucose
contendo ligacdes (31,3 e pl,6 (p-glucanos); (b) polimeros ndo ramificados de N-
acetil-D-glucosamina contendo ligacbes pi,4 (quitina); e (c) polimeros de manose
covalentemente associados a proteinas (glico(mano)-proteinas). Para além de hidratos
de carbono, comprova-se na parede a existéncia de proteinas (6 a 25%) e
quantidades pequenas de lipidos (1 a 7%). (Bailou, 1982; Cabib et al, 1982; Sheperd
et al, 1985; Sheperd, 1987; Cassone, 1989; Calderone et al, 1993; Chaffin et al, 1998).
A arquitectura molecular da parede celular ndo é constante. A célula pode fazer
ajustamentos consideraveis a composi¢cdo e estrutura da sua parede durante, por
exemplo, o ciclo celular ou em resposta a condicbes ambientais, tais como,

disponibilidade de nutrientes ou oxigénio, temperatura e pH.

O uso de um reagente de biotinilacdo impermeavel & membrana celular permitiu
obter a identificacdo das proteinas de parede de levedura, evitando assim o risco de
contaminacdo dos extractos com proteinas intracelulares (Casanova et al, 1992; Mrsa
et al, 1997). Foram assim identificadas 20 proteinas de parede, das quais nove s&o
extraidas com SDS/mercaptoetanol e onze séo insollveis (Mrsa et al, 1997; Kapteyn
et al, 1999). As proteinas insollveis dividem-se em dois grandes grupos: proteinas

GPI e proteinas Pir.

15



Por digestédo de paredes com 1,6-glucanases obtém-se as proteinas GPI. Sao
proteinas que possuem, para além de um sinal peptidico no terminal amino, uma
sequéncia de aminoéacidos hidrofébicos no terminal carboxilico que, no reticulo
endoplasmético, uma transamidase substitui por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol
(GPI) (Ferguson e Williams, 1988; Cross et al, 1990; Udenfriend et al, 1991; Orlean,
1997).

Se, em paredes previamente tratadas com SDS, realizarmos uma extraccdo
alcalina (30 mM NaOH, 4°C,8 horas) obtém-se as proteinas Pir (Mrsa et al, 1997). S&o
proteinas codificadas pelos genes Pir, sendo caracterizadas por possuirem um péptido
sinal no terminal amino, um local de reconhecimento para uma protease (Toh-E et al,
1993; Mrsa et al, 1997; Kapteyn et al ,1999). Tal como as proteinas GPI, as proteinas
Pir sdo altamente O-glicosiladas e o papel das cadeias O-ligadas no ancoramento
destas proteinas é baseado no facto de se verificar a auséncia de proteinas Pir (Mrsa
et al, 1997). As proteinas Pir ligam-se a parede através do pi,3-glucano, ja que quase
todas as proteinas de parede sao libertadas com pl,3-glucanase, enquanto apenas
84% sao extraidas com pi,6-glucanase, o que pode significar que a fracgéo resistente
a esta Ultima enzima, corresponde as proteinas Pir, ligadas ao pi,3-glucano através
das suas cadeias O-ligadas (Kapteyn et al, 1999). A ligacdo do glucano com as
proteinas Pir parece necessitar da presenca de manosilfosfato (Nakayama et al,
1999). Recentemente, Yun et al (1997) demonstraram que as proteinas Pir conferem

resisténcia a proteina antifagica (de planta), osmotina.

As proteinas de parede solubilizadas com SDS (proteinas solluveis) sao
proteinas ligadas ndo covalentemente a este organelo. A sua incorporacdo na parede
ndo depende da existéncia de um glucano bem formado conforme se pode deduzir de
experiéncias realizadas com protoplastos em regeneracdo (Pastor et al, 1984). Sao
proteinas de massa molecular reduzida e manosiladas, com excepcao da glicosidase
Bgl2p (Valentin et al, 1984; Sanz et al, 1989; Van Rinsum et al, 1991). No que diz
respeito as funcdes associadas a estas proteinas, foram descritas vérias, incluindo a
de receptores em fendmenos de aglutinacdo, degradacdo e sintese da parede,
modificacdo de factores nutricionais, factores de conjugacéo, factores de floculacédo e
protecgdo contra o stress. Relativamente ao conteddo em amino&cidos, predominam
os residuos acidicos (glutamato e aspartato) e hidroxi-amino&cidos (serina e treonina)
(LipKe et al., 1989).

Saccharomyces cerevisiae € uma espécie de levedura utilizada h4 milhares de

anos na panificagcdo e na fermentacdo de bebidas alcodlicas, sendo a levedura

e
16



fermentativa por exceléncia, tendo sido utilizada igualmente nos Udltimos anos para
producdo de bioetanol. E também muito importante como organismo modelo
(Ostergaard et al., 2000), quer em estudos fisiolégicos (efeitos de diversos tipos de
stresse - osmético, oxidativo, etanol e acidos fracos), quer na &rea de Biologia Celular
e Molecular, sendo o microrganismo eucariético mais estudado e aquele cujo genoma
foi o primeiro a ser sequenciado (Williams,1996). A Saccharomyces ellipsoideus € a
levedura do vinho e a Saccharomyces cerevisiae a da cerveja, que possui numerosas
variedades obtidas a partir de culturas artificiais. Além de se utilizar na produgéo da

cerveja, € também o agente fermentativo utilizado no fabrico do péo.

Devido a sua composicéo e ac¢do quimica, as leveduras sdo muito utilizadas em
medicina contra as avitaminoses (raquitismo e escorbuto), furunculoses, dermatoses e

perturbagdes intestinais.

As leveduras (pertencentes ao grupo dos fungos) sé@o organismos eucariéticos

unicelulares que existem no solo, ar, plantas, frutos e alimentos.

A espécie mais comum é a Saccharomyces cerevisae, conhecida vulgarmente
como levedura de padeiro ou da cerveja. Encontra-se no centro da Biotecnologia
tradicional, pelo seu papel milenar na produgéo de péo, vinho e cerveja, devido a sua
capacidade de produzir alcool (principalmente o etanol, presente em bebidas
fermentadas) e diéxido de carbono (que permite a expansédo da massa do pao) a partir

de acucares.

Hierdglifos egipcios sugerem que ha mais de 5000 anos a levedura € utilizada
em processos fermentativos, quer na producéo de pao, quer na de bebidas alcodlicas.
Curiosamente, s6 em 1857 Louis Pasteur provou que a fermentacao resulta da accéo

de organismos vivos.

As colas usadas mais recentemente sdo produzidas a partir de envelopes

celulares de levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae.

Uma das colas (constituida somente por envelopes de leveduras) é elaborada a
partir de uma preparacgéo especifica de envelopes celulares e leveduras com alto teor
em péptidos sapidos para a eliminagéo de alguns polifendis responsaveis pelo amargo

e adstringéncia.
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2.2.3. Bentonite

Dos minerais de argila utilizados como clarificantes, a caulinite tem um papel
muito secundario, quase figurativo, quando comparado com o papel principal, que a
bentonite tem pela quantidade de vezes que é utilizada no tratamento de mostos e de

vinhos.
A Colagem por bentonite pode fazer-se em trés fases distintas:

¢ Antes da fermentacédo, adicdo sobre o mosto;

e Durante a fermentac&o vinaria,;

¢ Na primeira trasfega, depois do fim da fermentacéo vinaria (com a adi¢éo de
SO,).

A bentonite € usada em mostos pois, ja segundo Feuillat (1987), para além da
sua accédo principal incidir na eliminacdo das proteinas existentes, proporciona uma
fermentacdo mais regular e adsorve os compostos fendlicos dos mostos das uvas
tintas vinificadas pela técnica de fabrico dos vinhos brancos. Por outro lado, no final da
fermentacgdo vinaria, o volume de depésito € em menor quantidade do que o obtido
apos a aplicacdo da bentonite sobre vinho ja vinificado.

7

A bentonite € um mineral 2:1, a estrutura é composta por duas camadas
tetraédricas de silica e uma camada octaédrica de alumina. Esta conformacéo
estrutural confere a bentonite um teor em cargas eléctricas, um poder de retencao

para a agua e uma expansibilidade superiores ao caso da caulinite.

A bentonite é uma argila coloidal, um silicato de aluminio hidratado do grupo das
montmorilonites, que se apresenta na forma de folhas empilhadas. Cada folha é por
sua vez constituida por trés camadas. As ligages entre as unidades de cada camada,
e entre as camadas de cada folha, sdo ligacbes com forte caracter covalente. Na
ligagdo entre folhas adjacentes, podem intervir ligagbes electrostaticas ou
essencialmente apenas forcas coesivas de superficie (forcas de Van der Waals) que

séo fracas em comparacao com as de atraccdo electrostatica (forcas de Coulomb).

Na formagdo desta argila montmorilonitica existem sempre substituicbes
isomorficas, Si** por AP* (verifica-se numa extens&o muito limitada), ou Al ** por Fe*
ou Mg*. Este fenémeno cria um défice de cargas positivas, induzindo um excesso de

cargas negativas. As folhas estdo separadas entre elas por um espaco interfoliar que

e
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contém os ibes sbdio, calcio, magnésio e as moléculas de agua. Este espaco pode
aumentar por absor¢cdo de novas moléculas de agua, fendbmeno que € a origem da
expansibilidade da bentonite na agua. Os catibes presentes no espaco interfoliar sdo
catibes permutdveis, 0 que quer dizer que podem ser substituidos por outros ibes e
libertados na solucéo.

As bentonites sdo sdédicas, calcicas ou magnesianas, em fungéo do catido que
se encontra em maior quantidade no espaco interfoliar. As bentonite célcicas sao
pouco expansiveis, ttm uma carga negativa fraca, sendo a floculacdo obtida pouco

intensa. As bentonite sddicas sdo mais expansiveis e mais reactivas.

As bentonites sdo colbdides carregados negativamente, as cargas sao entdo

devidas ao défice de catido Al ** no interior das folhas.

A bentonite carregada negativamente vai neutralizar as cargas positivas de

certos coldides do vinho, nomeadamente proteinas (Poinsaut e Hardy, 1995).

Segundo Poinsaut e Hardy (1995), a coagulagéo-floculacdo também pode
produzir-se entre dois coldides negativos gragas a intervengdo de um catido bivalente
(Ca**, Mg®"). Este catidio neutraliza, leva & coagulacdo e depois a floculacdo. A
floculagédo depende do pH (o pH 6ptimo é 4,5) e da concentragdo em coldides. Existe
uma relagdo Optima (equilibrada) de concentragcdo de coldides para obter uma
floculagdo méaxima, se a concentragdo de um dos coldides é muito baixa ou muito alta,

a floculacéo sera diminuida.

A bentonite é usada para remover proteinas de vinhos brancos. Quando usada

em doses elevadas pode retirar aromas desejaveis.

2.2.4. Albumina (clara de ovo)

A clara de ovo contém 12,5% do seu peso humido em proteinas, uma albumina,
uma globulina e uma lisozima. A albumina, proteina de peso molecular um pouco mais
elevado, é insolivel na agua e sollvel nas solucdes diluidas de sais neutros. A
albumina de ovo pode ser utilizada sob diversas formas: fresca, congelada ou em po6

(Ribéreau-Gayon et al.,1977).

A clara de ovo ou a albumina de ovo é uma cola universalmente reconhecida

pelas suas qualidades.
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A albumina de ovo arrasta uma grande quantidade de polifenois e amacia os
vinhos ricos em taninos adstringentes, sendo relativamente neutra sobre as
caracteristicas organolépticas do vinho (Caillet, 1994). Sobre os vinhos jovens ou
sobre vinhos pouco estruturados da resultados mediocres (Lagune e Glories, 2001,
2002).

Para entender as qualidades inegaveis desta cola, numa grande variedade de
vinhos, Lagune e Glories (2001, 2002), apoiados nos trabalhos efectuados com as
gelatinas, utilizaram a clara de ovo como matéria prima para desenvolver novas
colas,os derivados da albumina de ovo que variam em termos da reparticdo da massa
molecular, das densidades de cargas de superficie e da variagdo destas Ultimas em
funcao do pH.

Pelo ano da descoberta da penicilina (1928), Fleming sugeriu que a eficacia da
colagem com claras de ovo na conservacao do vinho se devia a presenca de lisozima
nestas. Mas Ribéreau-Gayon et al. (1977) verificaram que a ac¢ao da lisozima contida
na clara de ovo nédo faz diminuir mais a populacdo bacteriana do que a gelatina ou a
bentonite, porque a referida enzima nado é libertada no vinho durante a colagem,

precipitando com a albumina sob a acg¢éo do tanino.

A albumina de ovo diminui a adstringéncia, pois remove compostos fendlicos de
vinhos tintos. E muito usada em tratamento de vinhos tintos de qualidade superior.
Deve ser unicamente usada depois de o vinho estar limpo. Nao deve ser usada em

vinhos brancos.

2.3.Antocianinas

Os flavonéides sao compostos fendlicos que se caracterizam por um esqueleto
basico e comum C6-C3-C6. A estrutura base consiste em dois anéis aroméaticos
ligados por um anel pirano (Zoecklein et al., 1995). Esta classe de compostos fendlicos

pode-se dividir em familias que se distinguem pelo grau de oxidag&o do anel pirano.

Grande parte da estrutura e da cor dos vinhos deve-se a esta familia de
compostos que se encontram nas grainhas, na polpa e na pelicula das uvas. De todos
eles, as antocianinas, os flavano-3-ol e as proantocianidinas, principais responsaveis

pela cor dos vinhos, sdo quantitativamente 0s mais importantes.

Os flavonoides podem encontrar-se no estado livre ou polimerizados com outros

flavondides, acucares, ndo flavondides, ou ainda em combinacdes dos anteriores.
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As antocianas séo os pigmentos vermelhos das uvas. Sem sombra de davida,
estes sdo 0s compostos mais importantes no que se refere a cor dos vinhos e das
uvas. As antocianinas representam uma parte muito importante, quer
quantitativamente, quer qualitativamente dos flavondides das uvas das castas tintas.
Elas localizam-se na pelicula e nas trés ou quatro primeiras camadas da hipoderme, e

excepcionalmente na polpa das castas tintureiras.

A designagdo genérica “antocianas” é empregue para designar as agliconas
(antocianidinas), ou as suas formas heterosidas (antocianinas). A sua estrutura,
compreende dois anéis benzénicos unidos por um heterociclo oxigenado insaturado e
catiénico, catido flavilio. E a carga deste heterociclo e a capacidade de os electrdes se
moverem de um anel para o outro, uma das principais razées, que confere a colora¢do
destas moléculas (Browyer, 2002). Distinguem-se, na uva e no vinho, consoante a
substituicdo do radical lateral, cinco moléculas de antocianidinas definidas, com dois
ou trés substitutos (Ribéreau Gayon et al., 1998) distinguindo-se entre si pelo grau de

hidroxilagdo e metoxilagdo do anel benzénico B.

De cerca de duas centenas e meia de antocianinas conhecidas (Hrazdina,
1981), foram detectadas na uva e no vinho as seguintes antocianinas: os 3-glucésido
da malvidina, da petunidina, da delfinidina, da cianidina e da peonidina. E muito
recentemente, em estudos feitos em uvas da casta Granacha Tintoreira, foi detectada

mais uma antocianina, a pelargonidina (Castillo-Mundz et al., 2009).

As antocianinas constituem os heterésidos das antocianidinas. Sdo elas que
existem no estado natural na uva e no vinho, visto ser a glicosilagdo que confere
solubilidade e estabilidade a molécula. A glicolisacdo na posicdo 3 estabiliza a
molécula, sendo a aglicona facilmente transformada em cetona ou chalcona, com

perda irreversivel de cor (Ribéreau-Gayon et al., 2001).
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Antocianidina | Ry R» R3 R4 Rs Re R Coloragéo Fonte

Aurantinidina -H -OH | -H -OH | -OH -OH | -OH

Cianidina -OH -OH | -H -OH | -OH -H -OH Vermelha Cereja, jamelao,
uva, morango,
amora, figo, cacau,
acai

Delfinidina -OH -OH | -OH -OH | -OH -H -OH Beringela, roma,

maracuja, uva

Europinidina -OCH; | -OH | -OH -OH | -OCH; | -H -OH

Luteolinidina -OH -OH | -H -H -OH -H -OH
Pelargonidina -H -OH | -H -OH | -OH -H -OH Vermelha- Morango, bananeira,
alaranjada acerola, pitanga,

geranio, amora,
ameixa

Malvidina -OCH; | -OH | -OCH3; | -OH | -OH -H -OH Violeta Uva, feijdo, acerola

Peonidina -OCHz | -OH | -H -OH | -OH -H -OH Pdrpura Cereja, Jabuticaba,
uva

Petunidina -OH -OH | -OCH;3 | -OH | -OH -H -OH Violeta Uva, petlnia

Rosinidina -OCH; | -OH | -H -OH | -OH -H -OCHs

Figura 1- Estrutura das antocianidinas existentes na natureza.

A glicosilagdo da-se em C3 ou C3 e C6 da molécula de antocianidina, sendo a
glucose o acucar identificado. A ligagdo do agucar faz-se pelo seu oxidrilo na posicéo
1 (Harborne, 1964). Também foram identificadas, na uva e no vinho, antocianinas
aciladas pelos acidos acético, p-cumérico e cafeico (Wulf e Nagel, 1978), estando os
grupos acilo geralmente esterificados em C3 ou C6 da molécula de glucose, e menos

frequentemente em C4 (Harborne, 1964) (Figura 4).

A hidroxilagdo é um dos factores da cor. As antocianinas mono-hidroxiladas séo

22


http://dicionario24.info/Cianidina
http://dicionario24.info/Cereja
http://dicionario24.info/Jamel%C3%A3o
http://dicionario24.info/Uva
http://dicionario24.info/Morango
http://dicionario24.info/Amora
http://dicionario24.info/Figo
http://dicionario24.info/Cacau
http://dicionario24.info/A%C3%A7a%C3%AD
http://dicionario24.info/Beringela
http://dicionario24.info/Rom%C3%A3
http://dicionario24.info/Maracuj%C3%A1
http://dicionario24.info/Pelargonidina
http://dicionario24.info/Morango
http://dicionario24.info/Bananeira
http://dicionario24.info/Acerola
http://dicionario24.info/Pitanga
http://dicionario24.info/Ger%C3%A2nio
http://dicionario24.info/Amora
http://dicionario24.info/Ameixa
http://dicionario24.info/Malvidina
http://dicionario24.info/Uva
http://dicionario24.info/Feij%C3%A3o
http://dicionario24.info/Acerola
http://dicionario24.info/Peonidina
http://dicionario24.info/Cereja
http://dicionario24.info/Jabuticaba
http://dicionario24.info/Petunidina
http://dicionario24.info/Uva
http://dicionario24.info/Pet%C3%BAnia
http://dicionario24.info/Ficheiro:Anthocyanidins.svg

geralmente vermelho-alaranjado ou rosa (pelargonidina), as di-hidroxiladas ou di-
substituidas s&o vermelhas (cianidina) e as tri-hidroxiladas ou tri-substitildas sé&o
vermelho vinoso ou azuis (delfinidina) (Heredia et al., 1998). A auséncia do grupo OH

na posicao 3 confere uma cor amarela.

A hidroxilagdo conduz, portanto, a um aumento da influéncia da cor azul
(Ribéreau-Gayon, 1968).

As numerosas possibilidades de substituicdo do anel B conferem as antocianinas
propriedades especificas, concretamente diferencas na cor e estabilidade. O aumento
do numero de hidroxilos no anel B conduz ao deslocamento da maxima absorcao até
comprimentos de onda mais elevados (efeito batocromico), o que se traduz numa

modificag&do da cor da molécula, que muda de laranja para vermelho.

Também se pode alterar pelo nivel de metoxilagdo, cujo aumento conduz a
compostos mais violetas, como a malvidina-3-glucésido, muito abundante na uva
(Mazza e Miniati, 1993).

Cada uma das antocianinas pode apresentar quatro estruturas diferentes em
funcdo do pH do meio: catido flavilio (AH), base anidra (A), base carbinol (B) e

chalcona (C).

pH<3 " 3<pH<5
H
Catido flavilio Pseudo Base
vermeiho Incolor
\
\
pH>6 .
Y —— ¥
Chalcona Base Quinoidal
incolor ou azul

amarelo-pélido

Figura 2 — Equilibrio das antocianidinas em fungdo do pH.
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Estudos realizados em solu¢des agquosas de 3-glucésido da malvidina em meio
acido a 25°C, por meio de técnicas baseadas na espectroscopia, termodindmica e
cinética, concluiram que as quatro estruturas estdo em equilibrio entre si (Brouillard e
Dubois, 1977; Brouillard e Delaporte, 1977). Assim, o catido flavilio (AH+) (coloracao
vermelha) estd em equilibrio acido-base com a base anidra (A) (coloracdo azul); a
base carbinol (B) forma-se por hidroxilagdo do catido flavilio e estd em equilibrio
tautomeérico com a chalcona (C) (formas incolores).

A cor das antocianinas est4 também relacionada com a possibilidade dos fendis
formarem complexos, geralmente azuis, com 0s metais pesados, como o ferro,

aluminio e magnésio (Jurd e Geissman, 1956).

(a) (b)

CH,0H
CH,OH
o)

0
CH,OH

HO
HO

HO OH

HO OH

Figura 3 — Estrutura de : (a) 3-glucésidos de antocianidinas; (b) 3,5-diglucésidos de
antocianidinas

Na natureza tanto quanto se sabe, as antocianas ndo se encontram na forma
livre (antocianidinas), mas ligadas a acucares sob a forma de heterésidos, as
antocianinas. Na espécie Vitis vinifera, os aclUcares mais frequentes sé&o
monossacaridos, como a glucose, galactose, ramnose e a arabinose. A glucose €, no
entanto, o agucar mais comum. Normalmente a ligag@o ocorre entre o grupo hidroxilo
da posicao 1 de uma molécula de glucose e o carbono 3 de uma antocianidina (figura
3a). A presenca de antocianinas di-glucésido em quantidades importantes é especifica
de outras espécies Vitis, como a Vitis riparia e a Vitis rupestris, apesar de Roggero et
al. (1984) ter encontrado quantidades vestigiais em Vitis vinifera, ocorrendo as
ligacbes nas posicbes O-3 e O-5 (figura 3b). A glicolisacdo confere uma maior
solubilidade e estabilidade a estes pigmentos (Ribéreau-Gayon et al., 1998). As
diferentes estruturas das antocianinas podem ser estabilizadas por fendmenos fisico-
guimicos, tais como a auto-associagdo ou a copigmentacdo com outros compostos

fendlicos. Também podem ocorrer outras ligacdes, como a esterificacdo em C6 da
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glucose combinada a antocianidina com os acidos cumarico, acético e cafeico (figura
4). Estes fendmenos originam varia¢cdes no espectro do visivel das antocianinas e nos

seus valores de absorvéncia.

HO
3-glucosido de malvidina: R =H
HO OH
O
3-acetilglucédsido de malvidina: R = /U\CH3
. P O
3-cumaroilglucésido de malvidina: R =
=
Q OH
3-cafeoilglucésido de malvidina: R = =
OH
OH

Figura 4 — Estruturas da malvidina 3-glucésido e respectivos ésteres acilados (adaptado de

Mateus,2002)

A copigmentacdo, que resulta de fendmenos de condensac¢do, em geral com
ligagbes de baixa energia entre antocianinas e antocianinas ou entre antocianinas e
outras formas de compostos fendlicos, é desfavorecida com a presenca de alcool. As
antocianinas aciladas desaparecem rapidamente alguns meses apoés a vinificagdo, so
permanecem cinco monoglucésidos, com uma forte predominancia da malvidina. A
concentracdo destes monoglucosidos varia muito com a idade dos vinhos e com a
casta, podendo variar de 100 mg/l (Pinot Noir) a 1500 mg/l (Syrah, Cabernet
Sauvignon) apo6s a vinificagdo, e diminui rapidamente durante os primeiros anos,
durante o estagio e envelhecimento dos vinhos, atingindo um valor limite da ordem dos
0 a 50 mg/l (Ribéreau Gayon et al., 1998).

Para a cor dos vinhos muito contribui a copigmentacéo, principalmente dos

7

vinhos jovens, onde este fendmeno é responsavel por 30 a 50% da cor global
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(Boulton, 2001).

A maior parte destes pigmentos, condensa-se com taninos do vinho para formar
outra classe de moléculas de cor mais estavel. Outra parte das antocianas,
relativamente pequena, desaparece por fendmenos de degradacdo provocados por
agentes exteriores (temperatura, luz, oxigénio), ou entdo, por precipitacfes da matéria

corante coloidal, levando a diminuicdo da cor e a consequente deterioracdo da
qualidade do vinho (Ribéreau Gayon et al., 1998).

2.3.1. Factores que influenciam a estabilidade das antocianinas

As antocianinas por reacgdo com o diéxido de enxofre descoram. Para a cor dos
vinhos muito contribui a copigmentacéo, principalmente dos vinhos jovens, onde este

fendmeno é responsavel por 30 a 50% da cor global (Boulton, 2001).

As reaccdes de oxi-reducdo também jogam um papel importante na cor das

antocianinas. Por reducéo as antocianinas descoram.

As antocianinas também podem ser destruidas pelo calor (possivelmente por
condensacado entre as moléculas de antocianinas), ou por ac¢do enzimatica (Huang,
1955).

7

Spranger-Garcia et al. (1990), verificaram que a temperatura é um factor que
influencia directamente a velocidade de polimerizagdo das antocianinas. Os mesmos

autores constataram o efeito negativo da luz na estabilidade das antocianinas.

Ao estudarem a copigmentagcdo das antocianinas com a quercetina, Asen et al.
(1972) referem que a copigmentacdo ocorre tanto com as antocianinas na forma de
catido flavilio como de base anidra, sendo o aumento da absorvéncia provavelmente

devido a estabilizacao da base anidra.

A formacdo dos complexos de antocianinas-flavondides é sobretudo devida a
formacdao de ligac6es de hidrogénio entre o grupo carbonilo das antocianinas na forma
de base anidra e os oxidrilos arométicos dos flavondides, sendo, no entanto, um factor
importante na formagdo do complexo, a insaturagdo C2-C3 do heterociclo do
flavonéide (Chen e Hrazdina, 1981; Laureano, 1988).

Por outro lado, a presenca de substituintes oxidrilos traduz-se num ligeiro efeito
hipsocromico (até comprimentos de onda mais curtos) e aumenta a estabilidade das

moléculas antocianicas (Flanzy, 2000).

e
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2.3.2. Antocianinas no vinho

Segundo varios autores, a cor dos vinhos tintos jovens surge originalmente das
antocianinas, pigmentos contidos nas peliculas de uvas tintas. As diferentes técnicas
de vinificagdo permitem a extrac¢do destas moléculas nos primeiros quatro a seis dias
de maceragdo. A sua concentracdo nos vinhos tintos obtidos de uvas de castas de
Vitis vinifera varia entre 350 mg/l e 1100 mg/I (Leone et al., 1984).

Apo6s a fermentacdo, o conteddo de antocianinas diminui devido a reacgdes
quimicas e bioquimicas no complexo meio do vinho (Mirabel et al., 1999).

Mazza et al. (1999) verificaram que as antocianinas aumentam no inicio da
maceracgao/fermentacdo alcoolica, atingindo o méximo 2 a 3 dias apds o inicio desta,
diminuindo durante a fermentagcdo malolactica, e diminuindo lentamente durante o

subsequente armazenamento.

As moléculas das antocianinas sao instaveis e altamente susceptiveis a
degradacdo. A estabilidade da cor das antocianinas é influenciada pelo pH,
temperatura, presenca de enzimas, luz, estrutura e concentracdo das antocianinas, e
da presengca de compostos complexantes, tais como outros flavonoides, acidos
fendlicos e metais (Markakis, 1982; Mirabel et al., 1999).

As antocianinas nédo sao naturalmente vermelhas, mas mostram a cor vermelha
quando estdo numa solugdo acida, como o vinho. Quando um copigmento €
adicionado a uma solucdo aquosa acida de antocianinas, produz-se um aumento na
intensidade de cor devido a formacdo de agregados corados (Baranac et al, 1996,
1997; Brouillard et al, 1989; Davies et al, 1993; Liao et al, 1992; Mistry et al, 1991).

Aparentemente existe uma concentracdo minima de antocianinas (cerca de 35
UM) para que seja detectdvel uma significativa copigmentacdo. Isto corresponde a
18,5 mg/Lde malvidina 3-glucésido, por isso é esperado que a maioria dos vinhos
tintos (300 a 500 mg/L) pertenca ao intervalo de concentracdo de copigmentacao
significativa, enquanto que a maioria dos vinhos rosé nao (5 a 50 mg/L) (Boulton,
2001).
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2.3.3. A cordos vinhos

A cor dos vinhos é um aspecto muito importante, mais a mais que
sensorialmente € o primeiro atributo que se observa. A tonalidade e a intensidade da
cor podem dar informacgéo sobre possiveis defeitos ou qualidades de um vinho, tendo
sempre em atencdo que a cor € um atributo da visdo e, portanto, corresponde a uma

sensacdao psiquica (Hernandez-Agero et al.,1993).

A cor dos vinhos € um atributo sensorial. Estando principalmente relacionada
com os compostos fendlicos presentes nos vinhos, também a cor varia com as
caracteristicas das uvas, com as técnicas de vinificacdo e com as numerosas

reaccOes que tém lugar durante o seu armazenamento.

No caso particular dos vinhos tintos, a cor varia constantemente durante a
vinificacdo e armazenamento, com consequentes alteracdes organolépticas. Todas
estas modificacdes sao inevitaveis devido a reactividade dos compostos fendlicos, e

ocorrem mais rapidamente durante o primeiro ano (Somers e Evans, 1974).

A cor dos vinhos tintos ndo depende s6 do teor em antocianinas, mas esta
intimamente dependente das caracteristicas fisico-quimicas dos pigmentos e do meio

onde eles se encontram (Ribéreau-Gayon, 1970) (Timberlake e Bridle, 1976).
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3. Objectivos

O trabalho de investigacdo que se apresenta em seguida tem por objectivo
estudar o efeito das colas de origem proteica vegetal e microbiol6gica ha composi¢do
fisico-quimica, nomeadamente, no teor em antocianinas de dois vinhos provenientes
das castas Touriga Nacional e Trincadeira, comparando o seu efeito com o0s
resultados obtidos com a utilizagéo da bentonite e da albumina de ovo.

4. Materiais e Métodos

Os vinhos utilizados neste trabalho correspondem a vindima de 2011 de duas
castas existentes na Tapada da Ajuda, a Trincadeira e a Touriga Nacional. As colas
usadas sdo comerciais cedidas pela Enartis (Plantis — feita & base de proteina de
ervilha — E; Pluxbenton N — feito a base de Bentonite -Bent ), pela AEB Group (Ve-Gel
- feita & base de proteina de ervilha e proteina de levedura — E+L), pela Ecofiltra
(Biolees — feita a base de envelopes celulares de leveduras - L), pela Proenol (Ovocol

P6 — feita a base de Albumina de Ovo Atomizada - Alb).

Os ensaios foram realizados em separado, sendo que, em cada semana, se
ensaiava uma cola em duas concentracdes (Cl e C2), feitas em duplicado, com a
excepgdo do ensaio em branco, para as duas castas. Procedia-se a determinacdo dos

parametros da cor e aos cromatogramas.

29



Figura 5 — Fotografia com ensaio de colagem em garrafa

No quadro seguinte apresenta-se a concentragdo usada nos ensaios para cada

cola.

Quadro 3— Colas comerciais com as concentracdes usadas nos ensaios

Concentracdo menor

Concentracéo maior

Cola C1 Cc2
(g.hL™) (g.hL™)

Biolees- L 20 40

Plantis- E 10 30

Ve-Gel- E+L 10 50

Ovocol- Alb 5 10

Pluxbenton N - Bent 0,3 0,6

Foram testados dois métodos de determinacédo dos taninos. Foi feita a fidelidade
dos dois métodos: método da Metilcelulose e o método Bath Smith (hidrélise &cida).
Em ambos os métodos foram feitos 10 repeticGes, sendo efectuada a alteracdo das
condicbes de medicdo, o dia do ensaio (diferentes dias de ensaio para ambos os

métodos), mantendo iguais 0s restantes como mesmo laboratorio, mesmo analista,

mesmo equipamento e mesmo tipo de reagentes.
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Para os métodos Bath Smith e da Metilcelulose obtiveram-se 0s seguintes

resultados de repetibilidade (r) e reprodutibilidade (R):

Quadro 4- Resultados dos ensaios de Repetibilidade (r) e Reprodutibilidade (R)

para os métodos de determinacao de taninos totais

Método de Bath Smith

r R
12 dia 0,5101545
22 dia 0,8812949

0,8380309

Método da Metil celulose
r R
12 dia 0,3856157
292 dia 0,6235177

0,7199009

O método da Metilcelulose deu resultados onde a repetibilidade e a

reprodutibilidade deram valores mais fidedignos, onde a dispersao é menor.

Perante estes resultados, foi usado este método na determinagédo dos taninos

nos vinhos usados no ensaio.

4.1.Determinac¢fes Analiticas
4.1.1. Caracterizacdo Geral

As analises quimicas foram todas efectuadas no Laboratério de Enologia do
Instituto Superior de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa. Numa primeira fase,
fizeram-se os par&dmetros base de caracterizagdo de um vinho tinto. Determinaram-se
entdo os seguintes parametros: Massa Volumica, Acidez Volatil, Acidez total, pH, Teor
alcodlico volumétrico, Anidrido Sulfuroso livre, Anidrido Sulfuroso total, Anidrido
Sulfuroso combinado e Turbidez. Métodos descritos pelo OIV (OIV, 1990). No quadro

4 encontra-se a descri¢cdo protocolar de cada determinacéo analitica.
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Quadro 5 - Determina¢8es analiticas e Métodos utilizados.

Determinacgédo

Analitica

Massa Volimica

Acidez Volatil Destilagéo por arrastamento numa NP- 2140

corrente de vapor de agua, seguida

de titulagéo

Acidez total

Teor alcodlico

volumétrico

Anidrido Sulfuroso Titulag@o iodométrica NP — 2220
livre, total,

combinado

Turbidez

A avaliagdo da turbidez esta relacionada com a estimacdo da turvacdo, sendo

funcdo do numero e da dimenséo das particulas em suspensao.

A turvacdo de um liquido resulta, pois, de um fendémeno Optico devido a
presenca de particulas em suspensao que desviam a luz do seu trajecto normal e a
difundem noutras direc¢des diferentes da do raio incidente. Este fenbmeno é
conhecido por efeito de Tyndall. (Ribéreau-Gayon et al., 1998).

A medicdo objectiva da luz difusa numa dada direc¢do pode ser efectuada com
um equipamento 6ptico, denominado turbidimetro; se a medi¢éo se faz numa direcgédo
perpendicular a do raio incidente, o aparelho designa-se nefelometro. Os resultados
sdo expressos em NTU (Nephelometric Turbidity Units; ou Unidades de Turbidez
Nefelométrica), uma unidade (1 NTU) corresponde & medida da radiacdo difundida por
uma suspensdo padrdo de formazina, sob angulo de 90° relativamente a direccdo do

feixe incidente.

Para a avaliacdo da turbidez foi utilizado um nefelémetro WTWturbe 550 IR, com
cuvetes de 25 ml. Foi feita a medi¢do ap0s sete dias de ensaio de colagem.

4.1.2. Determinagdes Especificas

Neste ensaio realizaram-se as seguintes determinacdes aos vinhos de todas as

B ———————————————
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modalidades:

Composicao Fendlica: Caracterizacdo da cor (Intensidade da Cor e Tonalidade
da Cor, Pigmentos Poliméricos, Pigmentos Totais e Indice de Polimerizacdo dos
Pigmentos, Antocianinas Totais, Antocianinas Coradas) e Taninos Condensados
Totais.

4.1.2.1. Caracterizacdo da Cor e composicao fendlica

Seguidamente descrevem-se 0s principios dos métodos de caracterizacdo da
cor dos vinhos utilizados neste trabalho.

Intensidade da cor

Para este parametro utilizou-se o método rapido aprovado pelo OIV que define a

cor como a soma das absorvéncias a 420nm, 520nm e 620nm (OIV, 1990).
Auzo + Aszo + As2o
Tonalidade da Cor

A tonalidade da cor corresponde ao quociente entre a absorvéncia a 420nm e a
absorvéncia a 520nm (Sudraud, 1958).

A420/A520
Pigmentos Poliméricos

Esta determinacao foi feita de acordo com o método de Somers (1971). Este
considera que ao pH do vinho o ido bissulfito apenas descora as antocianinas
monomeéricas e ndo o0s pigmentos poliméricos. Assim 0s pigmentos poliméricos foram

medidos no comprimento de onda de 520nm na presenca do ido.
As20S02
Pigmentos Totais

Esta determinacdo baseia-se no método proposto por Somers & Evans (1977).
Baseia-se na leitura da absorvéncia a 520nm da amostra acidificada com &cido
cloridrico, pois para valores desta ordem quase todas as antocianas estao na forma de
catidao flavilio, sendo por seu lado os pigmentos poliméricos muito pouco afectados

para valores de pH baixo (Somers & Evans 1977). Os resultados s&o expressos em

e
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unidades de absorvéncia, pois séo referidos a 1cm de percurso éptico e tém de ser

multiplicados por um factor que tem em conta a diluicdo do vinho.
AsHCL
indice de Polimerizac&o dos Pigmentos

De acordo com Somers & Evans (1977), o indice de Polimerizacdo dos
Pigmentos representa a proporgdo de cor devida aos pigmentos poliméricos. E dado
pela razdo entre As;SO2 e a As,oHCL.

As520S02/ Aso0HCL*100%
Antocianas Totais

As antocianas totais foram calculadas de acordo com o método de Somers &
Evans (1977), que identifica as antocianas totais com a diferenca de absorvéncias a
520nm da amostra em acido, antes e depois de descolorada com bissulfito. Permite

determinar a totalidade das antocianas descoraveis, sejam estas coradas ou incolores.
As0HCL - A55S02
Antocianas Coradas

Determinadas através do método de Somers & Evans (1977), que calcula este
parametro pela diferenca entre as absorvéncias a 520nm da amostra do vinho antes e

depois da descoloracao pelo ido HSO3-.

Quantificacdo dos Taninos condensados totais por precipitacdo com metil

celulose

Esta determinacdo tem por base a medicdo da absorvancia a 280 nm de duas
solucdes aquosas (com duas repeticbes cada) com a amostra de vinho (diluida) e
sulfato de aménio, onde numa delas é adicionado metil celulose, ap6s centrifugacdo a

4000 rpm durante 5 minutos.

Efectuou-se as medicdes das absorvancias a 280 nm de solu¢cbes aquosas de
catequina com concentracdes de 10 a 100 mg/L, calculada a curva de calibragdo com

R? superior a 0,99. Apresenta-se graficamente a curva padréo.
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Curva Padrao da catequina
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Figura 6 — Curva de Calibragao da catequina

O célculo da concentragdo de taninos condensados na amostra é obtida pela
subtraccdo das absorvancias a 280 nm das duas: do sobrenadante da solugdo com a
metil celulose e do sobrenadante da solugdo sem a metil celulose (branco):

Asgo (taninos condensados)= A,go(branco)- Asg(com metil celulose)

Concentragcdo de taninos (mg/L catequina eq.)=[A280 (taninos

condensados)/0,0123] X F
F (factor de diluicdo) = 100

Os valores apresentados sdo em g/L, sendo feita a reducdo de mg/L para g/L
dividindo por 1000.

Quantificacdo dos Taninos pelo método de Bath Smith

O procedimento requer a preparacdo de duas amostras (num tubo de ensaio),
cada uma com 4 ml de vinho diluido a 1/50, 2 ml de agua destilada e 6 ml de &cido
cloridrico (HCI puro12N). Umas das amostras € aquecida a 100°C num banho maria,
com refrigerante durante 45 minuto. Depois de arrefecer 10 minutos em agua fria,
adicionar em cada tubo de ensaio 1 ml de &lcool etilico (EtOH) para solubilizar,

permitindo o aparecimento da cor vermelha. Na amostra que néo foi aquecida também
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se adiciona 1 ml de alcool etilico. Mede-se a absorvancia a 550 nm. A diferenca (AD)

da absorvéancia do ensaio sem aguecimento (D,) e do ensaio com aquecimento (D,) .
A concentracao € calculada com base na seguinte formula:
Concentracédo de taninos (g/L) = 19,33 X AD

Este método foi apenas usado nos ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade
dos métodos de doseamento de taninos.

4.2.2. Doseamento de Antocianinas individuais por HPLC.

Os vinhos séo injectados directamente, apds serem filtrados.

As antocianinas individuais dos vinhos foram analisadas nas condi¢des descritas
por Dallas e Laureano (1994). Recorreu-se a um HPLC Hewllet Packard 1050
equipado com uma bomba quaterndria, um detector de comprimento de onda variavel
e um injector com uma ansa de 20 ul, acoplado a um sistema de obtencido e
tratamento de dados com o software Konikrom (Intrumentos Konikrom, Koni-Tech
Barcelona, Espanha). Utilizou-se uma coluna de fase reversa Superpher 100 C18
(Merck, Alemanha) com 5 ym de compactacdo, 4 mm de didmetro e 250 mm de
comprimento. O solvente A era acido férmico a 40%, o solvente B era acetonitrilo e 0
solvente C era agua bidestilada. As condig¢fes iniciais eram 25% do solvente A, 6% do
solvente B e 69% do solvente C durante 15 minutos, seguido de um gradiente linear
até 25% de A, 25,5% de B e 49,5% de C durante 70 minutos, mantendo estas
propor¢des durante 20 minutos. O fluxo era de 0,7 mL/min e a deteccao foi feita a
520nm. A concentracao das antocianinas monomeéricas foi quantificada pelo método
do padrdo externo usando o cloreto de malvidina-3-glucésido (Extrasynthese, Franca),
tendo cada padrdo sido injectado duas vezes. As areas dos picos foram convertidas
em mg/L de malvidina-3-glucésido, usando a curva padréo preparada com diferentes
concentracdes do cloreto de malvidina-3-glucésido em metanol a 0,1% de HCI. A
identificacdo dos picos foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo e da ordem
de eluicdo com outros cromatogramas obtidos nas mesmas condi¢cdes. Todos o0s

vinhos foram injectados em duplicado.
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5. Resultados e Discussao

No quadro 5 apresentam-se as caracteristicas gerais dos dois vinhos usados no

ensaio de colagem.

Quadro 6 - Resultados da anélise corrente aos vinhos das castas Trincadeira e Touriga
Nacional

R e
Acidez Volatil
(g/l expresso em acido
aceético)

Acidez total

(g/l expresso em acido

tartarico)

Teor alcodlico
(%)
Anidrido Sulfuroso livre
(mg/l)
Anidrido Sulfuroso total

(mg/l)

Ao longo dos ensaios foram feitas medi¢des nas testemunhas dos cinco ensaios
de modo a observar a evolucdo dos parametros analisados. Estdo representados

graficamente neste trabalho.
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Figura 7— Evolugao ao longo do tempo da Intensidade da cor nos ensaios testemunha para a
casta Trincadeira.
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Figura 8- Evolugdo ao longo do tempo da Intensidade da Cor nos ensaios testemunha para a
casta Touriga Nacional.

Verificou-se um ligeiro aumento nos parametros medidos nos ensaios de
colagem, dai a pertinéncia de se usar uma testemunha para cada ensaio, podendo
levar a conclusbes erradas, se s6 se considerasse uma Unica testemunha para 0s
cinco ensaios de colagem. A explicacdo para este fenomeno pode ser dada pela
oxidagdo dos pigmentos conduzindo a um aumento nos valores medidos da
absorvéncia a 520nm e 620nm. Esta oxidacao da-se pelo facto de os ensaios terem
sido feitos em garrafas pequenas, tendo um maior contacto com o oxigénio do meio
(apesar de todos os cuidados tidos nos ensaios, colocando parafilme apés a adicao da
cola).

Apresenta-se graficamente os resultados obtidos na turbidez do vinho para as

cinco colas usadas.
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18— Trincadeira
16 -
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-
4 EmCl
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L E E+L Alb Bent
T 15,7 17,2 15,2 13,5 12,7
Cc1 16,5 16,45 15,75 12 12,55
C2 16,75 16,45 16 11,3 12,55

Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa; C2-concentracdo mais elevada; L — cola

feita & base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita a base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita a base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita a base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite.

Figura 9 - Valores da turbidez média para a casta Trincadeira na testemunha (T) e nas
concentragdes mais baixa (C1) e mais elevada (C2).

A turbidez tem tendéncia a decrescer com a aplicacdo das colas. Estes
resultados parecem confirmar a eficéncia clarificante das proteinas, pois faz reduzir o
namero de particulas em suspensdo com a sua aplicacdo. No caso da Albumina de
ovo e da Bentonite, a turbidez média diminui com a aplicacéo das colas em ambas as
castas. No caso da casta Trincadeira, as colas que tém extracto de levedura na sua
composicao (E+L e L) verifica-se um ligeiro aumento dos valores médios de turbidez,
gue podera ser explicada pela natureza da cola produzida a base de cépsulas ou
extracto de levedura, com menores capacidades de aumentar a limpidez do vinho,
principalmente, ao fim dos sete dias do ensaio. A cola produzida a partir de proteina
de ervilha (E) reduz ligeiramente o valor de turbidez médio, menos pronunciado do que

no caso da proteina de origem animal (Alb).

Na figura seguinte estdo graficamente representados os resultados obtidos para

a casta Touriga Nacional.
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Legenda: T — testemunha; C1 — concentracao mais baixa; C2-concentracdo mais elevada; L — cola
feita & base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita a base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita & base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita & base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite

Figura 10 - Valores da turbidez média para a casta Touriga Nacional na testemunha (T) e nas
concentragdes mais baixa (C1) e mais elevada (C2).

Nesta casta obtiveram-se os resultados idénticos ao da casta Trincadeira para
as colas L, Alb e Bent. A turbidez aumenta com a aplicagédo da cola para as de origem
proteica e de extrato de levedura e diminui com a cola albumina de ovo e bentonite. A
diferenca de resultados pode ser devido as caracteristicas do vinho ou, eventualmente,
ao facto da cola nao ter precipitado totalmente. Por isso, na maior parte dos casos é
recomendado a adi¢do de bentonite.

As proteinas apresentam diferencas na sua composicdo em aminoacidos,
especifica da espécie botanica, com diferentes hidrofobicidades entre si e com valores
de ponto isoeléctrico provavelmente diferentes. Se por um lado, estas caracteristicas
bioquimicas das proteinas séo responsaveis pelas interacgdes com 0s compostos
fendlicos do vinho, originando floculagéo e a clarificagcéo, por outro lado, tratamentos
como a hidrdlise parcial das proteinas ou desaminacéo influenciam nos resultados de

clarificacdo (Marchal et al. 2002).

Os quadros 7 a 13 sao referentes aos valores médios obtidos por duplicacédo do
ensaio e é dado o valor do desvio padrdo. Calculou-se a percentagem de decréscimo
para melhor se analisar o efeito de cada cola (comparando o valor na Testemunha

com cada uma das concentragdes do ensaio).
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Apresenta-se no quadro seguinte os resultados obtidos no caso da Intensidade
da Cor e da Tonalidade para as duas castas, comparando com as diferentes colas
usadas.

Quadro 7 -Intensidade da Cor e Tonalidade para a casta Trincadeira

Intensidade Tonalidade

Amostra média sdt % decres. Média Sdt % decres.

T 14,6 0,007 0,68 0,002
c1 14,4 0,085 -2% 0,68 0,002 0%
c2 14,2 0,124 -3% 0,68 0,002 0%
T 1427 0,721 0,69 0,022
c1 13,7 0,300 -4% 0,69 0,028 1%
c2 13,4 0,345 -6% 0,69 0,024 0%
T 135 0,233 0,68 0,003
c1 13,7 0,107 2% 0,69 0,003 1%
c2 134 0,312 -1% 0,69 0,010 2%
T 145 0,410 0,68 0,019

Alb c1 13,7 0,390 -5% 0,71 0,015 3%
c2 135 0,182 -6% 0,71 0,016 4%
T 16,1 0,198 0,66 0,004

Bent c1 155 0,404 -4% 0,69 0,014 4%
c2 153 0,373 -5% 0,68 0,012 3%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa; C2—concentracao mais elevada; L — cola
feita & base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita & base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita & base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita a base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite.

Na casta Trincadeira verificou-se que, no parametro Intensidade da Cor e em
todas as colas usadas, existe um ligeiro decréscimo, com a excepcdo da cola
produzida & base de proteina de ervilha e capsulas de levedura para a concentracao
mais baixa (E+L). Este resultado poderd ser explicado pelo desvio padrdo mais
elevado na testemunha (T) em relagcdo ao obtido na concentracdo mais baixa (C1). No
caso da Tonalidade verifica-se um ligeiro aumento. Tratando-se de um parametro que
entra com a relacdo das absorvéncias a 420 nm e a 520 nm, verificou-se em alguns
casos, nas leituras da testemunha, valores ligeiramente inferiores aos obtidos para os

vinhos colados.

No quadro seguinte encontram-se os dados para a Touriga Nacional no que
respeita aos mesmos parametros. Para a casta Touriga Nacional e para o parametro
Intensidade de Cor verificou-se um decréscimo com a aplicacdo das colas,
principalmente, naquela que foi feita a base de albumina de ovo. A Tonalidade da cor

tem um ligeiro aumento, com a excepcao da cola produzida a base de levedura onde
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se verifica o0 inverso, na concentracdo mais alta. Os resultados obtidos nestes ensaios
sao idénticos aos obtidos em ensaios feitos e publicados por outros autores (Mira et
al., 2006). No caso dos autores (Iturmendi et al., 2010) que fizeram ensaios com
extractos de levedura combinados com bentonite onde a reduc&o nos valores da
Intensidade e Tonalidade da cor eram menos acentuados do que noutras colas usadas
como a gelatina (que néo foi usada no presente estudo). Estes autores verificaram a

reducdo ou decréscimo, tal como se verificou nos ensaios feitos neste estudo.

Quadro 8 - Intensidade da Cor e Tonalidade para a casta Touriga Nacional

Intensidade Tonalidade

(oJFW Amostra média  sdt % decres. média Sdt % decres.

T 7,64 0,311 0,78 0,026
L C1 7,72 0,102 1% 0,77 0,008 0%
Cc2 759 0,114 -1% 0,77 0,016 -1%

T 9,25 0,290 0,69 0,022
E C1 8,99 0,429 -3% 0,69 0,028 1%
Cc2 8,75 0,440 -5% 0,69 0,024 0%

T 10,30 0,255 0,68 0,003
E+L C1 10,29 0,185 0% 0,69 0,003 1%
Cc2 10,30 0,180 0% 0,69 0,010 2%

T 11,19 0,311 0,68 0,019
Alb C1 10,27 0,575 -8% 0,71 0,015 3%
Cc2 9,67 0,190 -14% 0,71 0,016 4%

T 11,68 0,028 0,66 0,004
Bent C1 11,50 0,090 -2% 0,69 0,014 4%
Cc2 11,39 0,092 -2% 0,68 0,012 3%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentracdo mais baixa; C2-concentragdo mais elevada; L — cola
feita a base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita & base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita & base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita a base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite

Em relacdo a estes parametros, verifica-se uma tendéncia para um menor
efeito na diminuigcdo da intensidade da cor nas colas néo tradicionais em relagdo a
cola proteica classica (de origem animal). Os valores percentuais de decréscimo séo
mais elevados na albumina do que nas colas nado tradicionais como a produzida a

base de envelopes celulares de levedura (L) ou a feita & base de proteina de ervilha

(E).

Apresenta-se 0s quadros para o0s parametros Pigmentos totais, Pigmentos

polimerizados da casta Trincadeira e da casta Touriga Nacional.
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Quer para o parametro Pigmentos totais, quer para os Pigmentos Polimerizados,
verifica-se um decréscimo com a aplicacéo das colas. No caso da Bentonite e para 0s
Pigmentos Totais é onde essa reducéo € mais acentuada. Este parametro é dado pela
absorvéncia a 520nm com HCI, traduzindo uma maior ac¢do das colas sobre os
Pigmentos totais durante o processo de colagem. Foi a cola mineral a que demonstrou
um maior decréscimo, facto esse esperado pela natureza desta cola. As colas
proteicas demonstram uma actuacdo menos agressiva para os parametros da cor do
vinhos. No caso dos Pigmentos Polimerizados ndo ha qualquer alteracdo para a
Bentonite, verificando-se uma reducdo nas restantes colas proteicas. Este
comportamento repete-se na casta Touriga Nacional.

Quadro 9 - Parametros Pigmentos Totais e Polimerizados para a casta Trincadeira

Pigmentos Totais Pigmentos Polimerizados

(o JFW Amostra média Sdt %decres. média Sdt % decres.

(UA) (UA)

T 31,3 0,00 50 0,01
L c1 31,2 0,07 0% 46 0,01 -8%
C2 305 0,21 -3% 46 0,16 -8%

T 340 1,14 44 055
E c1 326 0,07 -4% 41 0,16 -5%
c2 32,1 0,00 -6% 41 030 -6%

T 232 057 44 0,00
E+L c1 224 1,14 -3% 45 028 2%
C2 22,4 0,79 -4% 44 0,02 -1%

T 240 1,21 38 0,04
Alb c1 22,8 0,36 -5% 37 0,02 -3%
C2 233 021 -3% 37 001 -2%

T 26,3 0,64 40 0,07
Bent c1 245 0,50 7% 40 0,20 0%
C2 232 086  -12% 40 0,09 0%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentracao mais baixa; C2-concentracdo mais elevada; L — cola
feita & base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita a base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita a base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita a base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite

Na casta Trincadeira, a albumina reduz menos os pigmentos totais do que as

colas néo tradicionais, verificando-se o inverso na casta Touriga Nacional.

43



Quadro 10 - Pardmetros Pigmentos Totais e Polimerizados para a casta Touriga Nacional

Pigmentos Totais Pigmentos Polimerizados
Amostra média sdt %decres. média sdt % decres.
(UA) (UA)
T 269 1,07 22 001
el 262 1,00 -3% 22 0,03 1%
c2 255 0,00 5% 22 007 2%
T 263 1,14 25 055
c1 263 0,07 0% 25 0,16 0%
€2 258 0,00 2% 24 0,30 -4%
T 184 0,57 2,7 0,00
c1 17,7 1,14 -4% 28 028 4%
c2 173 0,79 -6% 30 0,02 11%
T 204 1,21 26 0,04
C1 187 0,36 -8% 25 0,02 -4%
ez 185 0,21 9% 24 001 -8%
T 191 0,64 29 0,07
C1 180 0,50 -6% 30 0,20 3%
c2 187 0,86 2% 30 0,09 3%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentracao mais baixa; C2-concentracdo mais elevada; L — cola
feita & base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita a base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita & base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita & base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite

Nos dois quadros seguintes encontram-se 0s valores médios e respectivo
desvio padrdo para as Antocianas Totais, Antocianas coradas e Indice de

Polimerizacao.

Comparando os resultados das antocianas coradas nas colas proteicas
ensaiadas verificou-se que a albumina retira mais antocianas do que as colas nao
tradicionais, como a cola L e a cola E, sendo mais evidente na Touriga Nacional que
na Trincadeira. Estes resultados sdo concordantes com os obtidos para a intensidade
da cor. Para estes parametros verificam-se decréscimos em todas as colas. Nas
antocianas totais ndo se observam diferencas entre as duas castas e para as colas
ensaiadas. Os resultados obtidos neste ensaio sdo semelhantes aos obtidos em
ensaios de outros autores que usaram colas proteicas de origem vegetal e produzidas
a base de extracto de levedura. (Mira et al, 2004; lturmendi et al., 2010). Nesses
ensaios as colas proteicas foram usadas em isolado e com a adicdo de bentonite e
foram comparadas com colas proteicas de origem animal. Verifica-se o decréscimo
nos parametros de cor avaliados nesses ensaios. Esses resultados sdo confirmados

com o presente ensaio,com a excepc¢ao da Tonalidade, cujos valores ndo decrescem.

s
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Quadro 11 - Antocianas Totais, Antocianas Coradas e indice de Polimerizagdo para a

casta Trincadeira

Antocianas Totais Antocianas Coradas indice Polimerizacdo
(mg/L) (me/L) %
Amostra média % média sdt %
(UA) decres. (UA) decres. decres.

T 459 0,2 54 0,4 16 0,0
L C1l 469 1,0 2% 58 0,3 8% 15 0,0 -7%
Cc2 457 9,7 -1% 57 2,0 6% 15 0,6 -6%

T 536 41,2 62 1,4 13 2,1
E C1 516 3,8 -4% 60 4,8 -2% 13 0,5 -2%
Cc2 505 10,1 -6% 58 0,8 -6% 13 0,9 0%

T 318 11,4 54 2,1 19 0,5
E+L C1l 298 13,4 -6% 53 4,2 -1% 20 0,2 6%
C2 303 15,0 -5% 53 0,6 -2% 19 0,6 2%

T 354 25,7 76 6,9 16 1,0
Alb C1l 333 6,4 -6% 69 0,7 -10% 16 0,2 2%
Cc2 344 4,0 -3% 66 3,5 -14% 16 0,1 1%

T 393 15,2 92 1,7 15 0,6
Bent c1 356 16,6 -9% 82 3,4 -11% 16 1,2 8%
C2 330 14,1 -16% 81 1,3 -12% 17 0,2 14%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa; C2—concentracao mais elevada; L — cola
feita & base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita & base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita & base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita a base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite
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Quadro 12 - Antocianas Totais, Antocianas Coradas e indice de Polimerizac&o para a
casta Touriga Nacional

Antocianas Totais (mg/L) Antocianas Coradas (mg/L) indice Polimerizagdo
%
Amostra média Sdt % média sdt % média Sdt %
(UA) decres. decres decres
T 538 21,4 30 3,8 8 0,4
C1l 524 20,0 -3% 31 2,3 4% 8 0,4 2%
Cc2 511 0,0 -5% 31 0,8 2% 9 0,3 3%
T 536 41,2 62 1,4 13 2,1
C1l 516 3,8 -4% 60 4,8 -2% 13 0,5 -2%
Cc2 505 10,1 -6% 58 0,8 -6% 13 0,9 0%
T 318 11,4 54 2,1 19 0,5
Cil 298 13,4 -6% 53 4,2 -1% 20 0,2 6%
c2 303 15,0 -5% 53 0,6 -2% 19 0,6 2%
T 354 25,7 76 6,9 16 1,0
C1l 333 6,4 -6% 69 0,7 -10% 16 0,2 2%
Cc2 344 4,1 -3% 66 3,5 -14% 16 0,1 1%
T 393 15,2 92 1,7 15 0,6
Cil 356 16,6 -9% 82 3,4 -11% 16 1,2 8%
c2 330 14,1 -16% 81 1,3 -12% 17 0,2 14%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa; C2—concentracao mais elevada; L — cola
feita & base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita a base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita a base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita & base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite

Verifica-se, no pardmetro Taninos, um decréscimo bastante mais acentuado em
termos percentuais do que nos parametros da cor, facto esse explicado pelo
mecanismo de actuacao das colas ser mais efectivo nos compostos responsaveis pela
adstringéncia do vinho. Verifica-se que neste parametro as colas nao tradicionais
retiram mais taninos do que a albumina. A colagem tem como objectivo amaciar um
vinho e dai se verificarem estes resultados com maior taxa de incidéncia. Estes
resultados foram observados em experiéncias efectuadas por outros autores, com a
aplicacdo de colas proteicas como Mira (2004), Cosme et al. (2007) e com a aplicacdo
de colas produzidas a partir de extracto de levedura, Iturmendi et al. (2010). Estes
autores verificaram que a aplicacdo de colas proteicas vegetais reduzem o0s taninos no
vinho como a gelatina (cola proteica de origem animal). No caso dos ensaios feitos
com colas produzidas a partir de extracto de levedura, foram feitas, em simultaneo,
com a aplicacado de bentonite, dai que nédo se possa fazer uma comparacao directa por
se ter usado no presente estudo a cola individual ou combinada com proteina vegetal

(ervilha).
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Quadro 13 - Taninos para as castas Trincadeira e Touriga Nacional

Trincadeira Touriga Nacional
Taninos (g/l) Taninos (g/l)
Cola
média sdt %decres. média sdt % decres.
1,5 0,06 1,7 0,02
L 1,4 0,51 -7% 1,2 0,11 -25%
1,5 0,12 1% 1,2 0,08 -26%
1,6 0,20 1,3 0,20
E 1,5 0,17 -10% 0,8 0,83 -32%
1,3 0,15 -18% 0,7 0,32 -45%
1,3 0,03 1,6 0,13
Sl 12 o010 8% 12 036  -23%
1,0 0,23 -22% 1,3 0,20 -16%
1,2 0,27 1,8 0,05
Alb 1,4 0,09 10% 1,5 0,13 -13%
1,2 0,14 -8% 2,0 0,22 11%
2,4 0,17 1,6 0,10
il 13 012 -40% 13 009  -13%
1,5 0,35 -35% 1,3 0,11 -6%

Legenda: T — testemunha; C1 — concentracao mais baixa; C2-concentra¢do mais elevada; L — cola
feita & base de envelopes celulares de leveduras; E — cola feita a base de proteina de ervilha; E+L — cola
feita & base de proteina de ervilha e proteina de levedura; Alb— cola feita a base de Albumina de Ovo
Atomizada; Bent - cola feito a base de Bentonite

Como conclusdo temos que todos os parametros decrescem com a aplicagédo de
todas as colas, principalmente, no caso da Bentonite e da Albumina de ovo, onde a
percentagem de decréscimo é mais acentuado. E no caso dos Taninos onde esse
decréscimo € mais acentuado, principalmente na casta Trincadeira, valores estes
esperados e obtidos em ensaios efectuados por outros autores como Mira et al. (2004)

Iturmendi et al. (2010) e Cosme et al. (2009).

No caso das colas produzidas a base de extracto de levedura, 0 seu uso é
relativamente recente. As leveduras sdo usadas, tradicionalmente, para melhor
controlar todo o processo fermentativo, na producdo de compostos aromaticos,
terpenos, tiois e fendis volateis. Existem leveduras especializadas consoante o tipo de
vinho que se pretende. A partir dessas utilizagbes concluiu-se que a aplicagdo de
leveduras no vinho trazia algumas melhorias sensoriais, como a sensacdo de
aveludado (Delfini et al. 2001).
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Em anexo apresentam-se o0s quadros que relacionam os parametros acima
descritos para cada cola comparando as duas castas estudadas. Nesses quadros
verifica-se que o comportamento da cola é semelhante para os parametros da cor nas
duas castas. SO se observa uma ligeira diferenca nos taninos, especificamente, na

bentonite que é mais eficaz na reducéo destes compostos na casta Trincadeira.

Esta cola é a que tem resultados mais acentuados em termos de decréscimo em
relacdo a testemunha, mais notéria na concentracdo mais elevada e para a casta

Trincadeira.

Nos quadros em anexo apresentam-se 0s resultados obtidos ap6s o calculo da
média, desvio padrdo e percentagem de decréscimo para as duas castas estudadas e

para as cinco colas usadas no presente estudo.

Foi feita uma repeticdo da medicdo dos parametros da cor e taninos totais, assim
como 0s cromatogramas para o ensaio da cola produzida a base de extracto de

levedura (cola L), por indicagéo de ficha técnica, ao fim de dois meses.

Apresenta-se em anexo as tabelas com os resultados obtidos. Os valores da
testemunha s&o superiores aos obtidos no ensaio de sete dias. Este facto foi explicado

anteriormente, quando comparadas as testemunhas de todos o0s ensaios de colagem.

Comparando os parametros da cor, como intensidade, tonalidade, pigmentos
polimerizados, pigmentos totais, antocianas coradas e antocianas totais, entre os dois
ensaios verifica-se que, na casta Touriga Nacional, ha um decréscimo mais acentuado
no ensaio de dois meses. Na casta Trincadeira, a percentagem de decréscimo nao é
tdo evidente, mas verifica-se um decréscimo mais acentuado do que o verificado no
ensaio ao fim de sete dias. No caso dos Taninos verifica-se um comportamento
diferenciado para as duas castas. Na casta Trincadeira existe um maior decréscimo no
caso do ensaio dos dois meses sendo 0 inverso para a casta Touriga Nacional.
Tratando-se da mesma cola, podera ser explicado pelo facto de estar perante duas

castas com composicao fendlica diferente.

Relativamente aos cromatogramas foram feitas a média e desvio padrao para
cada antociana, em cada ensaio de colagem. Em todos se verificou um decréscimo na
concentracdo, nas antocianas, esperado pelos resultados obtidos nos parametros
fisico-quimicos da cor (intensidade da cor, antocianas totais, antocianas coradas).
Quando se faz a leitura para a percentagem de decréscimo, observa-se um valor mais

expressivo nas antocianas acetiladas e cumariladas.
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Quadro 14 - Valores médios das antocianas na casta Trincadeira para a cola a base de
capsulas de leveduras (L)

C1 Desvio % Cc2 Desvio %
valor padréo Decres valor padréo Decres
médio médio

Df 3 —gluc

Cy 3- gluc
Pt 3-gluc

Pe 3-gluc
Mv 3-gluc

Total 3-gluc

Cy 3- acet

gluc

Pt 3-acet

gluc

Pe 3-acet

gluc

Malv 3-acet

gluc

Total 3-acet

gluc

Df 3-cum

gluc 4,1
Pe 3-cum

gluc 4,9 0,02 4,1 1,14 -17% 4.7 0,12 -4%
Malv 3-cum

gluc 16,9 0,66 14,3 3,83 -15% 16,6 0,58 -2%

Total 3-cum 26,0 1,47 21,5 6,13 -17% 24,6 0,84 -5%
Legenda: T — testemunha; C1 — concentracdo mais baixa; C2-concentracdo mais elevada; cola L — cola feita a base
de envelopes celulares de leveduras.

-25% 3,3 0,15 -20%

300,0

ColalL

250,0

200,0

@ Total 3-gluc

150,0
W Total 3-acet gluc

~ ~~m 3

100,0 O Total 3-cum

50,0

0,0

Trincadeira

Figura 11 - Valores médios totais das antocianinas 3-glucdsido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucdsido na cola L para a casta Trincadeira

49



Quadro 15 - Valores médios das antocianas na casta Touriga Nacional para a cola a base

de cépsulas de leveduras (L)

Desvio C1
padréo valor
médio

Testemunha
valor médio

Df 3 -gluc
Cy 3- gluc
Pt 3-gluc

Pe 3-gluc
Mv 3-gluc

Total 3-gluc

Cy 3- acet
gluc

Pt 3-acet
gluc

Pe 3-acet
gluc

Malv 3-acet
gluc

Total 3-
acet gluc
Df 3-cum
gluc

Pe 3-cum
gluc

Malv 3-cum
gluc

Total 3-
cum gluc

20,36 29,0

de envelopes celulares de leveduras.

Desvio
padréo

C2 valor
médio

Desvio %
padréo Decres

Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa; C2-concentracdo mais elevada; cola L — cola feita a base
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Figura 12— Valores médios totais das antocianinas 3-glucésido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucésido na cola L para a casta Touriga Nacional
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Na cola L, para a concentragdo mais baixa, todas as antocianinas decrescem,

7

existindo um decréscimo mais pronunciado nas acetiladas. Este comportamento €
idéntico para as duas castas usadas no presente estudo. Para a concentracdo C2
(mais elevada) ndo é tdo evidente esta diminuicdo, mas verifica-se para as
antocianinas acetiladas em ambas as castas (Figura 11 e 12).

Quadro 16 - Valores médios das antocianas na casta Trincadeira para a cola a base da
proteina de ervilha (E)

Testemunha Desvio C1l Desvio % Cc2 Desvio %
valor médio padréo valor padréo Decresci valor padréo Decresci
médio mo médio mo

mg/L
Df 3 -gluc 13,8 3,49
Cy 3- gluc 3,2 1,26
Pt 3-gluc 26,9 2,96
Pe 3-gluc 41,1 5,40
Mv 3-gluc 156,6 17,77

Total 3- 241.,6 23,91
gluc

Cy 3- acet
gluc

Pt 3-acet
gluc

Pe 3-acet
gluc

Malv 3-
acet gluc
Total 3-
acet gluc
Df 3-cum
gluc

Pe 3-cum
gluc

Malv 3-
cum gluc
Total 3-
cum gluc
Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa; C2-concentragdo mais elevada; cola E — cola feita a base

de proteina de ervilha

Os resultados para a cola E tém uma expressdo diferente para as duas
concentracdes usadas e para as duas castas. Na casta Touriga Nacional o decréscimo
€ idéntico em ambas as concentracdes e para todas as antocianas, tanto as
glucosiladas como as aciladas.

Com a casta Trincadeira, a cola tem um comportamento diferente nas duas
concentracdes. Na concentracdo mais baixa (C1) o decréscimo € mais acentuado nas
acetiladas e cumariladas, enquanto que na concentracdo mais elevada, o
comportamento é semelhante ao obtido na casta Touriga Nacional (todas as
antocianinas tém a mesma expressdo em termos de diminuicdo de concentracdo de

pigmento detectado).
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Figura 13— Valores médios totais das antocianinas 3-glucésido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucésido na cola E para a casta Trincadeira

Quadro 17 - Valores médios das antocianas na casta Touriga Nacional para a cola a base
de proteina de ervilha (E)

Testemunha valor Desvio C1 Desvio % Desvio %
médio padré@o valor padréo Decres padréo Decres
médio

Df 3 -gluc
Cy 3- gluc
Pt 3-gluc

Pe 3-gluc
Mv 3-gluc

Total 3-gluc

Cy 3- acet

gluc

Pt 3-acet

gluc

Pe 3-acet

gluc

Malv 3-acet

gluc

Total 3-acet

gluc

Df 3-cum

gluc

Pe 3-cum

gluc

Malv 3-cum

gluc

Total 3-cum

gluc

Legenda: T — testemunha; C1 — concentra¢do mais baixa; C2-concentra¢do mais elevada; cola E — cola feita & base
de proteina de ervilha
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Figura 14 - Valores médios totais das antocianinas 3-glucésido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucésido na cola E para a casta Touriga Nacional

Quadro 18 - Valores médios das antocianas na casta Trincadeira para a cola a base de
proteina de ervilha e de proteina de levedura. (E + L)

Cola E+L Testemunha Desvio C1 Desvio % Decres c2 Desvio % Decres
valor médio padrédo valor padrédo valor padréo
médio médio

Df 3 -gluc
Cy 3- gluc

Pt 3-gluc
Pe 3-gluc

Mv 3-gluc

Total 3- 234,8 15,45
gluc

Cy 3- acet

gluc

Pt 3-acet

gluc

Pe 3-acet

gluc

Malv 3-

acet gluc

Total 3-

acet gluc

Df 3-cum

gluc

Pe 3-cum

gluc

Malv 3-

cum gluc

Total 3-

cum gluc

Legenda: T — testemunha; C1 — concentra¢@o mais baixa; C2-concentracdo mais elevada; cola E+L — cola feita a
base de proteina de ervilha e proteina de levedura.
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Figura 15 - Valores médios totais das antocianinas 3-glucdsido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucésido na cola E para a casta Trincadeira

Quadro 19 - Valores médios das antocianas na casta Touriga Nacional para a cola a base
de proteina de ervilha e de proteina de levedura. (E + L)

Cola E+L Testemunha Desvio C1l Desvio % Desvio %
valor médio padrao valor padrao Decres padrao Decres

médio
mg/L

Df 3 -gluc 5,6 2,02

Cy 3- gluc

Pt 3-gluc 10,7 2,51

Pe 3-gluc 16,6 4,03

Mv 3-gluc 117,9 30,57

Total 3- 150,7 39,13
gluc

Cy 3- acet

gluc

Pt 3-acet

gluc

Pe 3-acet

gluc

Malv 3-

acet gluc

Total 3-

acet gluc

Df 3-cum

gluc

Pe 3-cum

gluc

Malv 3-

cum gluc

Total 3-

cum gluc

Legenda: T — testemunha; C1 — concentra¢@o mais baixa; C2-concentracdo mais elevada; cola E+L — cola feita a
base de proteina de ervilha e proteina de levedura.
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Na cola E+L, para a casta Trincadeira, verifica-se um decréscimo mais
acentuado nas antocianinas acetiladas e cumariladas. Na casta Touriga Nacional
observa-se uma diminuigcdo em todas as antocianinas. O efeito desta cola conduz um

decréscimo idéntico para todos os pigmentos. Este facto é confirmado nos gréficos.

200,0

- Cola E+L

180,0

160,0

140,0
120,0

M@ Total 3-gluc

100,0
80,0
60,0
40,0

W Total 3-acet gluc

~ ~om 3

O Total 3-cum gluc

HH

20,0

0,0 )
Touriga Nacional

Figura 16 - Valores médios totais das antocianinas 3-glucésido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucésido na cola E para a casta Touriga Nacional

Os resultados obtidos na colagem com a cola combinada (proteina de ervilha e
extracto de levedura) apresenta resultados semelhantes ao da cola com extracto de

levedura.

Na cola albumina de ovo, na casta Trincadeira, verifica-se uma diminuicdo mais
evidente nas antocianinas acetiladas. Para a casta Touriga Nacional, tal como em
outras colas, todas diminuiram a sua concentracdo com a aplicagdo da albumina de

0Vvo.
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Figura 17 - Valores médios totais das antocianinas 3-glucdsido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucésido na cola Alb para a casta Trincadeira
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Figura 18- Valores médios totais das antocianinas 3-glucdsido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucésido na cola Alb para a casta Touriga Nacional
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Quadro 20 - Valores médios das antocianas na casta Trincadeira para a cola a base de albumina de
ovo atomizada. (Alb)

Testemunha Desvio Desvio % c2 Desvio %
valor médio padréo padréao Decres valor padréo Decres
médio

Df 3 -gluc

Cy 3- gluc

Pt 3-gluc

Pe 3-gluc

Mv 3-gluc

Total 3-gluc

Cy 3- acet gluc
Pt 3-acet gluc
Pe 3-acet gluc

Malv 3-acet
gluc

Total 3-acet
gluc

Df 3-cum gluc

Pe 3-cum gluc

Malv 3-cum
gluc
Total 3-cum
gluc

Legenda: T — testemunha; C1 — concentracdo mais baixa; C2-concentragéo mais elevada; cola Alb— cola feita a base de
Albumina de Ovo Atomizada

Quadro 21 - Valores médios das antocianas na casta Touriga Nacional para a cola a base de
albumina de ovo atomizada. (Alb)

Cola Alb Testemunha Desvio C1 Desvio % Desvio %
valor médio padrédo valor padrédo Decres padréo Decre

médio edi s

Df 3 -gluc

Cy 3- gluc

Pt 3-gluc

Pe 3-gluc

Mv 3-gluc

Total 3-gluc

Cy 3- acet
gluc

Pt 3-acet gluc

Pe 3-acet
gluc

Malv 3-acet
gluc

Total 3-acet
gluc

Df 3-cum gluc

Pe 3-cum

gluc

Malv 3-cum

gluc

Total 3-cum

gluc

Legenda: T — testemunha; C1 — concentracdo mais baixa; C2-concentragéo mais elevada; cola Alb— cola feita a base de
Albumina de Ovo Atomizada
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Quadro 22 - Valores médios das antocianas na casta Trincadeira para a cola feito a base
de Bentonite

Cola Bent Testemunha Desvio C1 Desvio % Cc2 Desvio %
valor médio padrédo valor padrédo Decres valor padréo Decres
médio médio

Df 3 -gluc
Cy 3- gluc

Pt 3-gluc
Pe 3-gluc
Mv 3-gluc

Total 3-
gluc

Cy 3- acet
gluc

Pt 3-acet
gluc

Pe 3-acet
gluc

Malv 3-
acet gluc
Total 3-
acet gluc
Df 3-cum
gluc

Pe 3-cum
gluc

Malv 3-
cum gluc
Total 3-
cum gluc
Legenda: T — testemunha; C1 — concentragdo mais baixa; C2-concentragdo mais elevada; cola Bent - cola feito a
base de Bentonite

300,0

Cola Bent

250,0

200,0

W Total 3-gluc

150,0
W Total 3-acet gluc

~— ~o0m 3

100,0 O Total 3-cum gluc

50,0

0,0

Trincadeira

Figura 19 - Valores médios totais das antocianinas 3-glucdsido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucésido na cola Bent para a casta Trincadeira
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Quadro 23 - Valores médios das antocianas na casta Touriga Nacional para a cola feito a
base de Bentonite

Cola Bent Testemunha Desvio C1 Desvio % Desvio %
valor médio padrédo valor padrédo Decres padréo Decres
médio

Df 3 -gluc

Cy 3- gluc

Pt 3-gluc
Pe 3-gluc
Mv 3-gluc

Total 3-
gluc

Cy 3- acet
gluc

Pt 3-acet
gluc

Pe 3-acet
gluc

Malv 3-
acet gluc
Total 3-
acet gluc
Df 3-cum
gluc

Pe 3-cum
gluc

Malv 3-
cum gluc
Total 3-cum
gluc
Legenda: T — testemunha; C1 — concentrag&o mais baixa; C2—concentragdo mais elevada; cola Bent - cola feito a
base de Bentonite

140,0

Cola Bent

120,0

100,0

B Total 3-gluc

W Total 3-acet gluc

~— ~0m 3

O Total 3-cum gluc

Touriga Nacional

Figura 20 - Valores médios totais das antocianinas 3-glucdsido, 3-acetilglucésido e 3-
cumarilglucdsido na cola Bent para a casta Touriga Nacional




No caso da Bentonite e tratando-se de uma cola de origem mineral verifica-se um
decréscimo mais acentuado, principalmente, na concentracdo mais elevada para todas

as antocianas. Este resultado é idéntico nas duas castas estudadas.

Comparando os cromatogramas para os dois ensaios (sete dias e dois meses
para a cola L) observaram-se os seguintes resultados (quadros 24 e 25):

-Na casta Trincadeira existe um maior decréscimo nas antocianas acetiladas no
ensaio de sete dias, sendo o decréscimo mais acentuado nas antocianas cumariladas

no ensaio de dois meses.

- Na casta Touriga Nacional existe um maior decréscimo nas antocianas
cumariladas no ensaio de sete dias, sendo o decréscimo mais acentuado nas
antocianas acetiladas no ensaio de dois meses. E o inverso do verificado na casta

Trincadeira.

Quadro 24 - Valores médios das antocianas nas castas Trincadeira e Touriga Nacional
para a cola a base de capsulas de leveduras (L) ao fim de 7 dias de ensaio.

Trincadeira Tmédia | SDT | Cl média | SDT | % Decres | C2 média | SDT | % Decres
mg/L mg/L mg/L

Total 3-gluc 239,6 8,41 205,1 |46,84 -14% | 2343 (0,94 -2%

Total 3-acet gluc 16,4 2,63 12,4 2,18 -25% 13,4 1,31 -19%

Total 3-cum 26,0 1,47 21,5 6,13 -17% 24,6 0,84 -5%

Touriga Nacional | Tmédia [ SDT | C1 média | SDT | % Decres | C2 média [ SDT | % Decres
mg/L mg/L mg/L

Total 3-gluc 176,4 [34,91| 162,1 | 15,53 -8% | 184,3 | 6,29 5%

Total 3-acet gluc 42,0 |12,51 37,6 4,45 -11% 35,4 6,88 -16%

Total 3-cum gluc 389 |20,36 29,0 4,22 -26% 31,2 0,97 -20%

Quadro 25 - Valores médios das antocianas nas castas Trincadeira e Touriga Nacional
para a cola a base de cdpsulas de leveduras (L) ao fim de 2 meses de ensaio.

Trincadeira Tmédia | SDT | Cl média | SDT | % Decres | C2 média | SDT | % Decres
mg/L mg/L mg/L

Total 3-gluc 134,9 7,33 115,7 16,43 -14% | 126,0 | 2,48 -7%

Total 3-acet gluc 10,1 0,16 9,5 1,29 -5% 9,7 0,51 -4%

Total 3-cum gluc 14,2 2,64 11,4 1,65 -20% 12,5 1,13 -12%

Touriga Nacional | Tmédia | SDT | C1 média | SDT | % Decres | C2 média | SDT | % Decres
mg/L mg/L mg/L

Total 3-gluc 108,3 | 13,55 105,6 7,94 -2% | 105,6 | 4,10 -2%

Total 3-acet gluc 135,6 2,55 26,4 2,33 -81% 24,5 1,43 -82%

Total 3-cum gluc 16,5 0,78 14,9 0,97 -10% 15,3 0,13 -7%
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6. Conclusdes

Os ensaios de colagem efectuados com colas proteicas foram conduzidos em
vinhos disponibilizados pelo Instituto Superior de Agronomia (Touriga Nacional e
Trincadeira), tendo-se partido de vinhos que néo tinham sofrido qualquer processo de

clarificacdo, apenas o que ocorre naturalmente com o Inverno.

A clarificacdo do vinho pelas colas usadas foi seguida pela medicéo da turbidez,
apos sete dias de ensaio de colagem. A turbidez tem tendéncia a decrescer com a
aplicacdo das colas. Estes resultados parecem confirmar a eficiéncia clarificante das
proteinas, pois faz reduzir o numero de particulas em suspensdo com a sua aplicacao.
No caso da Albumina de ovo e da Bentonite, a turbidez diminui com a aplicacdo das
colas. Esta diferenca de resultados pode ser devido as caracteristicas do vinho ou
eventualmente, ao facto da cola nao ter precipitado na totalidade. Contudo, os valores
de turbidez s&o elevados (superiores a 10 NTU), ndo se considerando os vinhos
cristalinos. Os resultados obtidos com a proteina de ervilha confirmam os resultados
obtidos, anteriormente, por outros autores (Mira et al., 2007). O aumento da turvacao
do vinho foi tanto maior, quanto o aumento da concentracdo da cola, o que podera
demonstrar, ndo terem aptidao para a clarificacdo do vinho tinto.

Para o caso das colas elaboradas a base de extracto de levedura, o seu

comportamento é semelhante aos das colas proteicas vegetais.

Do ponto de vista fisico-quimico, estas colas afectaram com baixa
percentagem de decréscimo, 0s parametros da cor analisados como a Tonalidade,
Intensidade da cor. Contudo, este valor foi mais notério para os Taninos. Conclui-se
gue afecta mais o parametro associado a caracteristicas organolépticas, distintas da
cor, como a adstringéncia. Tratando-se de um dos objectivos da aplicagdo de colas

nos vinhos tintos, este resultado s6 vem confirmar a sua eficacia.

Comparando os parametros da cor entre os dois ensaios verifica-se que, na
casta Touriga Nacional, h4 um decréscimo mais acentuado no ensaio de dois meses.
Na casta Trincadeira, a percentagem de decréscimo néo é tdo evidente mas verifica-
se um decréscimo mais acentuado do que o verificado no ensaio ao fim de sete dias.
No caso dos Taninos, verifica-se um comportamento diferenciado para as duas castas.
Na casta Trincadeira existe um maior decréscimo no caso do ensaio dos dois meses,

sendo o inverso para a casta Touriga Nacional. Tratando-se da mesma cola, podera
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ser explicado este facto por se estar perante duas castas com composicdo fendlica

diferente.

No presente estudo pretendia saber quais as consequéncias, em termos de cor,
para os vinhos. Nos cromatogramas analisados verificou-se um decréscimo global de
todos os picos identificados. Este decréscimo foi mais acentuado em algumas colas e
concentracdo em todas as antocianas. Verificou-se para certas colas um maior
decréscimo nas antocianas acetiladas e cumariladas. Para a casta Touriga Nacional,
no estudo feito com as colas E+L (proteina de ervilha e extracto de levedura) e E
(proteina de ervilha) verifica-se um decréscimo para todas as antocianinas, tal como
para a cola Alb (albumina de ovo atomizada). Na cola L (extracto de levedura), a
diminuicdo é mais acentuada nas antocianinas acetiladas. Na casta Trincadeira e para
a cola L temos 0 mesmo comportamento verificado na casta Touriga Nacional. No
caso da cola E, verificou-se que, nas duas concentragdes, os resultados ndo foram
idénticos. Para a concentracdo mais baixa observou-se uma diminuicdo mais
acentuada para as antocianinas aciladas, na concentragdo mais elevada encontrou-se
um comportamento idéntico ao da Touriga Nacional, isto €, reduz para todas as
antocianinas. Para a cola E+L verificou-se uma diminui¢cdo nas antocianinas acetiladas
e cumariladas (aciladas) para as duas concentra¢des usadas. Com a cola Alb, a casta
Touriga Nacional tem uma reducdo idéntica em todas as antocianinas. Na casta

Trincadeira, o decréscimo é mais acentuado para as antocianinas acetiladas.

No caso da cola Bent, verifica-se um decréscimo mais acentuado na

concentracdo mais elevada para as duas castas e para todas as antocianas.

Comparando os cromatogramas para os dois ensaios (sete dias e dois meses
para a cola L) verifica-se o seguinte: na casta Trincadeira existe um maior decréscimo
nas antocianas acetiladas no ensaio de sete dias, sendo o decréscimo mais acentuado
nas antocianas cumariladas no ensaio de dois meses. Para a casta Touriga Nacional
existe um maior decréscimo nas antocianas cumariladas no ensaio de sete dias,
sendo o0 decréscimo mais acentuado nas antocianas acetiladas no ensaio de dois

meses. E o inverso do verificado na casta Trincadeira.

No que se refere ao estudo das antocianinas presentes no vinho, verifica-se

gue estas colas actuam, sobretudo, sobre as antocianinas aciladas.
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Quadro 1- Cola produzida a base de extracto de levedura com as 2 castas

INTENSIDADE TONALIDADE PIGMENTOS TOTAIS PIGMENTOS
POLIMERIZADOS

Trincadeira 14,65 0,007 0,677 0,002

14,18 0,124 -1% 0,679 0,002 0% 1,0 0,760 -1% 4,6 0,116 1%

7,72 0,102 1% 0,775 0,008 0% 5,8 1,150 -4% 2,2 0,047 1%

ANTOCIANAS TOTAIS (mgi/L) ANTOCIANAS CORADAS Ind. Polim % TANINOS (g/l)
(mg/L)

Touriga
Nacional

459,0 1,53 0,063

Trincadeira ---------_--_
464,3 16,046 -2% 1,371 -4% 0,563 3% 1,54 0,124 1%

_ ---------_--_
Touriga 4425 24,204 -5% 1,932 0% 0,511 5% 1,24 0112 -25%

Nacional

Legenda: T —testemunha  C1 — concentracdo mais baixa C2—concentracdo mais elevada



Quadro 2— Cola produzida a base de proteina vegetal (ervilha) com as 2 castas

- INTENSIDADE TONALIDADE PIGMENTOS TOTAIS PIGMENTOS POLIMERIZADOS

14,22 0,721 0,685 0,022 34,04 1,143 4,35 0,551543

_----------_-
4,0

13,37 0,345 -2% 0,687 0,024 0% 32,07 0,580 -2% ,0 0,240416 -1%

Touriga 899 0429 -3% 0,688 0,022 3% 26,31 0,603 0% 2,46  0,122338 0%

Nacional
-------------
I R el S L
(mg/L) (mg/L)

535,7 41,238 1,6 1,414 2,051 0,201

_------------

505,0 8,555 -2% 8,0 1,766 -4% 0,619 1% ,34 0,146 -18%

Touriga 444,4 12,503 0% 451 2,973  -6% 0,506 0% 0,85 0828  -32%

econe ------- IEEEET T TS ) T

Legenda: T —testemunha  C1 — concentracdo mais baixa C2—concentracdo mais elevada




Quadro 3- Cola produzida a base de proteina vegetal (ervilha) e extracto de levedura com as 2 castas

Cola E+L _ INTENSIDADE TONALIDADE PIGMENTOS TOTAIS PIGMENTOS POLIMERIZADOS

Trincadeira 13,52 0,233 0,684 0,003 23,23 0,571 4,41 0,000
_------------
13,41 0312 -2% 0,694 0,010 0% 22,40 0,484 0% ,35 0,042 -4%
Touriga _------------
Nacional 10,29 0,185 0% 0,627 0,006 0% 17,65 0,172 -4% 0,076 2%

-------------
I N i I I S
(mg/L)

317,6 11,427 3,5 2,121 0,467 0,029
_------------
302,9 9,422 2% 52,5 3,883 1% 0,418 -4% 01 0,231 -22%
our _------ -----
Ng;gggl 259,8 5,245 6% 54,4 1,918 -3% 0,527 6% 1,20 0,362 -23%

Legenda: T —testemunha C1 — concentracao mais baixa C2-concentragcdo mais elevada



Quadro 4 — Cola produzida a base de albumina de ovo atomizada com as 2 castas

Cola Alb - INTENSIDADE TONALIDADE PIGMENTOS TOTAIS PIGMENTOS POLIMERIZADOS

1445 0,410 0,683 0,019 23,99 1,214 3,77 0,042
Trincadeira _------------
13,54 0,182 -1% 0,713 0,016 1% 23,33 0,993 2% 0,036 1%
_--------- oo

Touriga 10,27 0,575 -8% 0,644 0,038 2% 18,74 0,631 -8% 2,41 0,049 -9%

-------------
I I i I I S
(mg/L)

354,1 25,696 6,3 6,930 0,974 1,24 0,270

_------------

343,5 19,806 3% 5,6 3,684 -4% 0,675 -2% 1,15 0,136 -8%

Touriga 2944 11,340 -8% 0,9 8,802 -6% 0,271 1% 1,52 0,126 -18%

Nacional
-------------

Legenda: T —testemunha C1 — concentracao mais baixa C2-concentragcdo mais elevada

Nacional




Quadro 5 — Cola produzida a base de bentonite com as 2 castas

Cola Bent - INTENSIDADE TONALIDADE PIGMENTOS TOTAIS PIGMENTOS POLIMERIZADOS

16,10 0,198 0,663 0,004 26,31 0,643 ,01 0,071
Trincadeira _------------
1531 0,373 -1% 0,684 0,012 0% 23,20 0,530 5% 4,0 0,068 0%
| _--------- o184
Touriga 11,50 0,090 -2% 0,606 0,007 3% 18,00 0,543 -6% 0,064 3%

Nacional

-------------
I N i I I S
(mg/L)

526,2 12,855 2,0 1,697 0,641 0,167

_--------------

464,1 10,609 -5% 0,8 3,950 -2% 17 0,307 6% 1,50 0,347 -35%

Touriga 360,1 10,862  -6% 43 1,311 -4% 17 0,602 ,35 0,095 -13%

Nacional
---------------

Legenda: T —testemunha C1 — concentracao mais baixa C2-concentragcdo mais elevada




